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OZET

VENETOKLAKS VE siRNA YUKLU ALBUMIN TASIYICI SISTEMLERIN
GELISTIiRILMESi VE DEGERLENDIRILMESI

Bilgen CALISKAN
Farmaso6tik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kastm 2019
Danigman: Dog. Dr. Giilay BUYUKKOROGLU

Diinya capinda bir saglik sorunu olan kanser, kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasi ile
karakterize tiimor olusumunun sonucudur. Bcl-2 geni tarafindan kodlanan Bcel-2 proteini,
cesitli apoptotik uyaranlara yanit olarak apoptozun kontrolii ve hiicre sag kaliminin
arttirilmasinda  belirgin bir rol oynamaktadir. Venetoklaks (ABT199), Bcl-2 genini
baskilayan ve kronik lenfositik 16semi (KLL) hastalarin tedavisinde kullanilan FDA onayl
ilk ilagtir. Ayn1 zamanda Bcl-2 genini baskilayan siRNA’lar iizerinde yapilan ¢alismalar
artmaktadir. Bcl-2 geninin siRNA ile spesifik olarak hedeflenip asagi yonlii regiilasyonu
saglandig1 zaman, Bcl-2’yi asir1 ifade eden kanser hiicrelerinde biiyiime inhibe edilmekte
ve kanser hiicrelerinin kemoterapiye duyarliligi artmaktadir. Antikanser ila¢g ve siRNA
ikilisinin birlikte kullanilmasi, secici hedefleme yaparak ve ilag direncini azaltarak terapdtik
etkinligi sinerjik olarak arttirabilir. Bu ¢alismada amag, Bcl-2 genini baskilamak igin
Klinikte kullanilan Venetoklaks etkin maddesi ile yine Bcl-2 genini baskilayan siRNA’nin
ayr1 ayr1 ve birlikte (siRNA/ABT) albiimin nanopartikiillerine yiiklenerek, bu olusturulan
formiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ve Bcl-2 genini asir1 ifade eden
meme kanseri hiicresi tizerindeki etkinliklerinin in vitro arastirilmasidir. Bunun sonucunda
Venetoklaks’in meme kanseri tedavisinde etkinligininin degerlendirilmesi ve tedavide

tasiyict sistem kullanilarak toksik etkilerin minimuma indirilmesi amaglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Venetoklaks, siRNA, Albiimin Nanopartikiilleri, Bcl-2, Antisens

Teknolojisi



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND EVALUATION OF VENETOCLAX AND siRNA LOADED
ALBUMIN BASED CARRIER SYSTEMS

Bilgen CALISKAN
Department of PharmaceuticalTechnology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, November 2019
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Giilay BUYUKKOROGLU

Cancer, a worldwide health problem is the result of a tumor formation characterized
by uncontrolled cell proliferation. Bcl-2 protein encoded by the Bcl-2 gene plays a
significant role in controlling apoptosis and increasing cell survival in response to various
apoptotic stimuli. Venetoclax (ABT199) is the first FDA approved drug to suppress the Bcl-
2 gene and used in the treatment of patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL).
Also the studies on siRNAs that suppress the Bcl-2 gene have increased. In cancer cells
overexpressing Bcl-2, growth is inhibited and the sensitivity of cancer cells to
chemotherapy is increased by the Bcl-2 gene is specifically targeted by siRNA and down-
regulated. The combined use of the anticancer drug and siRNA can synergistically increase
therapeutic efficacy by selective targeting and reducing drug resistance. The purpose of this
study was to determine the physicochemical properties of these formulas and to overexpress
the Bcl-2 gene separately and together (siRNA/ABT) into the alblimin nanoparticles, which
were used in the clinic to suppress the Bcl-2 gene in vitro. As a result it is aimed to evaluate
the efficacy of Venetoclax in breast cancer and to minimize the toxic effects by using a

carrier system.

Keywords: Venetoclax, siRNA, Albumin Nanoparticles, Bcl-2, Antisense Technology



TESEKKURLER

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim, ¢alistigimiz
siire boyunca destegini esirgemeyen, yliriittiiglim bu tez siirecinde beni her daim motive

eden ¢ok degerli tez danisman hocam Dog. Dr. Giilay BUYUKKOROGLU’na,

Sitotoksisite ve hiicre kiiltiirii caligma yontemlerini kendisinden 6grendigim,
tecriibelerinden ¢okca yararlandigim, bu ¢alismada emegi biiylik olan degerli hocam Dr.
Ogr. Uyesi Behiye SENEL’e, yiiksek lisans egitimime degerli katkilarindan dolay1 Dog. Dr.
Evrim YENILMEZ’e, Dr. Ogr. Uyesi Murat Sami BERKMAN’a, Dr. Ogr. Uyesi Alper

OZTURK ’e ve Farmasétik Teknoloji Ana Bilim Dal1 tiim boliim hocalarima,

Birlikte ¢alistigim ve bana her konuda destek olan, basta Rasim MASIMOV ile Serdar
ALAGOZ’e ve laboratuvar birlikte kullandigim tiim arkadaslarima,

Cin Eczacilik Universitesi’nde gegirdigim siire boyunca akademik ve manevi destegi
ile degerli proje ve yayinlarda yer almami saglayan, bilimle ugrasma motivasyonumu

atesleyen hayat boyu minnettar kalacagim Dog. Dr. Qiu ZHENGe,

Dil bariyerine ragmen kendilerinden ¢ok sey d6grendigim Cinli dostlarima, bana
teknik ve manevi destegini her sekilde ulastiran meslektasim, arkadasim Aysegiil
OZLU’ye, hayata pozitif bakis acisiyla beni her durumda giildiirmeyi becerebilen bu siiregte
act, tath birgok ani paylagtifim M. Sohail KHAN” a,

Hayatim boyunca verdigim her kararin arkasinda olan, beni cesaretlendiren, sevgisini,
destegini her zaman hissettigim, bildikleri her seyi aktarmaya ¢aligip beni hayata hazirlayan
sevgili anne ve babama, fikirleriyle baska acilardan bakmami saglayan, varligiyla bana gii¢

veren biricik kardesime,

2210-C Yurt I¢i Oncelikli Alanlar kapsaminda projeme Burs destegi saglayan
TUBITAK a

TESEKKURLERIMI SUNARIM.



18/11/2019

ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bircalisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan bilimsel intihal tespit programiyla tarandigini ve higbir
sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili
yaptigim bu beyana aykirt bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki

ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

Bilgen CALISKAN
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya ¢apinda bir saglik sorunu olan kanser, kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasi ile
karakterize tiimor olusumunun sonucudur. Kontrolsiiz ¢ogalma DNA'daki mutasyonlara
bagli olarak ortaya cikar ve hiicrelerin apoptozunu engeller. Apoptoz (programlanmis hiicre
Oltimii tip I) ve otofajik hiicre dliimleri (tip II programli hiicre dliimleri), istenmeyen ve
malign hiicrelerin gelisimini, homeostazi ve eliminasyonunu kontrol eden énemli fizyolojik
mekanizmalardir. Bcl-2 geni tarafindan kodlanan Bcl-2 proteini, ¢esitli apoptotik uyaranlara
yanit olarak apoptozun kontrolii ve hiicre sag kaliminin arttirilmasinda belirgin bir rol
oynamaktadir. Bel-2 anti apoptatik proteini, 6liim agonistleri veya 6liim antagonistleri olarak
kategorize edilebilen ilgili proteinlerin bir iiyesi olarak taninmaktadir. Venetoklaks
(ABT199), Bcl-2'yi asin1 ifade edildigi timor hiicrelerinde hiicre sag kaliminda 6nemli bir
uyarict yolagi bloke eder ve hiicre 6liimiine yol acar. ABT199, kanser hiicrelerinde Bcl-2
proteinini hedefleyen ve Kronik Lenfositik Losemili (KLL) hastalarin tedavisinde kullanilan
FDA tarafindan onaylanan (Nisan 2016) ilk ilagtir. Tiimor hiicrelerinde in vitro kosullarda
inhibe edici 6zelligi gézlemlenmis olmasina ragmen KLL disinda klinik uygulamas1 mevcut
degildir (AbbVie Inc., 2016).

Bir¢ok kanser tiirii i¢in birincil tedavi ajani olarak kabul edilen ilaglar, belirli bir siire
sonra ciddi doz smirlayict yan etkileri gostermektedir. Buna ek olarak, intrensek veya
zamanla kazanilmis ¢oklu ilaca direng, tedavi sirasinda karsilasilan en 6nemli sorunlardan
biridir. Bcl-2'nin asir1 ifadesi de bazen ¢esitli kanser tiirleri igin kemoterapi ve radyasyona
kars1 direng gelismesine yol agabilir. Son zamanlarda, cesitli modellerde asagi dogru gen
ekspresyonunu diizenleyen kiigiik susturucu RNA'lar (siRNA'lar) kullanilarak, potansiyel
terapotik calismalarda bu metodolojinin etkinligi arastirilmaktadir. Iki veya daha fazla
terapotik yontemin farkli etki mekanizmasi ile kombinasyonu, kanser tedavisinde umut verici
bir tedavi yaklasimi olarak goriilmektedir. Bu yaklasimda antikanser ila¢ ve siRNA’nin
birlikte kullanilmasi, alblimin tasiyici sistemler araciligi ile hedef segiciliginin arttirilarak
tedavide toksik etkinin azaltilmasi, etkili sekilde ilag direncine karsi koyulabilmesinin
saglanmas1 ve boylece terapotik etkinligin sinerjik olarak arttirilmasi sz konusudur.

Bu tez kapsaminda, ABT yiiklenmis, siRNA yiliklenmis ve ABT/siRNA yiiklenmis

olmak iizere ii¢ farkli albiimin bazli nanopartikiillerin hazirlanarak, etkinliklerinin



degerlendirilmesi amaglanmistir. FDA onayli ABT'in albiimin ile formiilasyonunun
gelistirilerek, ABT'in Bcl-2’nin asir1 ifade edildigi meme kanseri hiicreleri iizerindeki
etkinliginin arastirilmasi ve ABT ile Bcl-2 siRNA'nin ayri ayr1 ve beraber albiimin
nanopartikiillerine yliklenmesi ile sinerjik etkiye bagli doz azaltimin dolayisiyla doza bagimli
toksisitenin hiicresel bazda arastirilmasi ilk kez bu tez kapsaminda gerceklestirilmistir. Bu
amagla, gelistirilen sistemlerin  karakterizasyon ¢aligmalar1 in  vitro ortamda

gerceklestirilmistir.



2. GENELBILGILER
2.1. Gen Tedavisi

[k insan gen transferinin 1989'da yapilmasindan sonra gen tedavisi ¢alismalarinda son
30 yilda 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Kalitsal mutasyonlar1 diizeltmek i¢in genom
diizenleme teknolojileri ve etkili immiin hiicre gen tedavisi temel olarak klinik pratige
dontismektedir (Kanad M., 2019).

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz béliinmesi ve ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan genetik ve
cevresel kosullarin etkiledigi kompleks bir hastaliktir. Cerrahi, kemoterapi, radyasyon ve
diger konvansiyonel tedavi se¢enekleri olan kanser tiirleri i¢in bile hala sag kalim oranlari
cok diisiiktiir. Kanserin klinik sonuglarini iyilestirmek i¢in giivenli ve etkili alternatif tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi, diinya ¢apinda arastirmacilar i¢in 6nemli bir amag¢ haline
gelmistir. Kanser hastalar1 i¢in yaygin bir tedavi yaklagimi olan kemoterapinin basarisi,
timor hiicrelerinin normal hiicrelere gore segiciliginin az olmasi, tiimor dokuya ulasan ilag
konsantrasyonun yetersiz kalmasi, sistemik toksisite gostermesi ve ilaca direngli timor
hiicrelerinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle sinirhidir (Fitzmaurice C. vd., 2013).

Biyoteknolojinin gelismesiyle birlikte malign tlimorleri, kardiyovaskiiler hastaliklari,
otoimmiin bozukluklar1 tedavi etmek icin gen tedavisi ¢aligsmalar1 hiz kazanmistir. 2004'te,
diinyanin ilk listelenen gen tedavisi ilac1 (Gendicine) da kanser tedavisinde kisith bir sekilde
uygulanmis olup, kanserlerde de gen tedavisinin aktif ve 6nemli bir arastirma alani oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte, kanserde gen tedavisinin etkili sekilde uygulanabilmesi i¢in
coziilecek birgok problem vardir. Gelistirilen yeni terapdtik ajanlarin uygulamada yer
alabilmesi icin iki kilit faktor; hedefleme etkinligi ve giivenligidir. Ayrica bu terapdtik
ajanlardan istenen, tiimOr hiicreleri iizerinde etkili olurken normal hiicrelere zarar
vermemesidir (Zhou J., 2014).

Kanser olusumunun temellerinden biri, hiicrenin hayatta kalmasin1 ve ¢ogalmasini
destekleyen proteinlerde ve reseptorlerde mutasyona veya degisikliklere yol agan genetik
profilin degismesi esasina dayanir. Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayirabilen bu
spesifik genetik degisiklikler molekiiler hedefli ilaclarin gelistirilmesinde olduk¢a dnemlidir
(Resland ve Engelsen, 2015).



Son zamanlarda hedeflenen tedaviler, kanser hiicrelerine 6zgiilliigii nedeniyle hedef
hiicrelerde toksisite gosterecek ancak normal hiicrelerde olusan hasart minimize edecek
sekilde tasarlanmaktadir. Bu yaklasim kanser hiicrelerinde, kanser biiyiimesini destekleyen
doku ortamina 6zgii belirli genleri veya proteinleri hedef alir. Tedavinin etkinligi, normal
dokularda olusan hedef dis1 yan etkileri en aza indirirken, hastalik bolgesinde terapdtiklerin
salinmasiyla dogrudan ilgilidir. Kanser bolgesine hedefli tedavilerde genellikle, kanser
hiicresi proliferasyonunu bloke eden, hiicre dongiisli diizenlemesini tesvik eden, apoptoz
veya otofajiyi indiikleyen ilaglarin gelistirilmesine yogunlagilmistir. Bugiine kadar FDA
tarafindan onayl bir¢ok molekiiler hedefe yonelik tedavi meme, 16semi, kolorektal, akciger
ve yumurtalik kanserleri de dahil olmak {izere sayisiz kanser tiiriiniin tedavisinde dikkate
deger klinik basar1 gostermistir (Lee vd., 2018). Tedavi i¢in se¢ilen molekiiler hedefler
arasinda biiylime faktorleri, sinyal molekiilleri, hiicre dongiisii proteinleri, apoptoz
modiilatorleri ve anjiyogenezi destekleyen molekiiller bulunmustur (Chabner ve Roberts Jr,
2005). Bu nedenle, belirlenen hedefin tanimlanmasi ve molekiiler iligskisinin belirlenmesi

etkili ilac gelistirilmesinde 6nemlidir (Sekil 2.1).

Biiyiime inhibisyonu
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Sekil 2.1. Kanser gen tedavisinde promotor-operasyon hedefli ifade ilkesi (Chen vd., 2018)

Gen tedavisi, deoksiriboniikleik asit (DNA) veya riboniikleik asitten (RNA) olusan
genetik materyali, anomallige sebep olan genetik rahatsizliklar1 diizeltmek amaciyla hiicre
icine aktarilmasi olarak tanimlanabilir. Bu tedavi yonteminde mutasyona ugramis tiimor
baskilayici genin terapotik gen ile degistirilmesi, onkogen ifadesinin inhibe edilmesi, tiimore
karst immiin tepkinin uyarilmasi, siRNA veya antisens oligoniikleotitler gibi genetik
materyaller ile kanser hiicrelerinin yok etmek ya da biiylimesini engellemek veya tiimor

iliskili anjiyogenez siirecinin inhibe edilmesi gibi mekanizmalarla gerceklestirilebilmektedir.
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Gen tedavisinde kullanilan yontemler arasinda immiinoterapi, onkolitik viroterapi,
mikroortam modiilasyonu, RNA etkilesimi, oligoniikleotitterapétikler, hedeflenen genomik
miidahaleler, gen diizenleme ve gen transferi bulunmaktadir (Sadelain, 2016). Terapdtik
oligoniikleotitler (TON), oligoniikleotit sentezi ve tasiyici sistem teknolojilerindeki son
gelismeler sayesinde gen tedavisinde onemli bir alternatif haline gelmistir. Bu sistemler,
timor hiicrelerini ya da timor mikro ortamini hedefleyerek etki gosterirler (Palomino-

Vizcaino G., 2019).

2.1.1. Tiimor hiicrelerini hedefleme

Molekiiler hedefli gen tedavisinde anahtar mekanizmalardan biri, tiimdr hiicrelerinde
apoptozun indiiklenmesidir. Programlanmis hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptozis, normal
hiicrelerin homeostazin1 korumak i¢in istenmeyen, zarar gormiis veya anormal hiicrelerin
ortadan kaldirilmasi anlamina gelmektedir (Hassan vd., 2014). Bununla birlikte, apoptoz
stirecinin devre dis1 birakilmasi, timor olusumunu tesvik etmede 6nemli bir rol oynamaktadir
ve bu da birgok tiimér tipinde tedavi direncine yol agmaktadir (Zivny vd., 2010). Ornegin,
Bcl-2 familyasi proteinleri, apoptotik diizenleyici yolaklarin modiilasyonu yoluyla kanser
hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilmektedir. Bir antiapoptotik Bcl-2 inhibitorii olan
Venetoklaks, Bcl-2 proteinlerine giiglii baglanma kabiliyeti sayesinde KLL'de apoptozise yol
acarak etkisini gostermektedir (Zhu ve Almasan, 2017).

2.1.2. Tiimor mikro ortamin1 hedefleme

Timor ve timor mikro ortami arasindaki karmasik iletisim, kanserin tiim asamalarinda
vardir. Bir¢cok c¢aligma, mikro ortamin, timoér hiicrelerini normallestirebildigini ortaya
koymus olup kendi basina hedeflenen ablasyondan ziyade, stromal kompartmanin yeniden
diizenlenmesinin, kanser tedavisi i¢in etkili bir strateji olabilecegini 6ne siirmiistiir (Daniela
F., 2013). Dogrudan hiicre i¢i degisiklikler de dahil olmak iizere, bir timoriin olugmasi ve
ilerlemesi hem komsu kanser hiicrelerine hem de mikro ortami olusturan normal hiicrelere
bagl hiicre i¢i temaslarla iliskilidir. Tiimor stromasinin bilesenleri arasinda kansere bagl
fibroblastlar ve immiin sistemin ¢esitli hiicreleri bulunmaktadir. Tedavi direnci

mekanizmalarmin, Oncelikle tiimoriin mikro ortamindaki hiicrelerde meydana gelen



degisiklikler tarafindan saglandigi one siiriilmiistir. Bu sebeple bu mikro ortamdaki
hiicrelerde tiimor gelisimden sorumlu belirteglerin hedeflenerek ilag gelistirilmesi 6nemli bir
yaklagim olarak diisiiniilmektedir. (Resland ve Engelsen, 2015). Kanser iliskili fibroblastlar
(cancer-associated-fibroblasts), immiin hiicreler (6rn., tiimorle iliskili makrofajlar), kanser
kok hiicreleri ve vaskiiler endotel hiicreleri, tiimér mikro ortaminin 6nemli bilesenleri
arasindadir. Bununla birlikte, tiimdr hiicresinin cogalmasi, metastazi, besin ve oksijen temini
biiyiik 6l¢iide tiim6r damarlarinin olusumuna baglidir (Clarke ve Sharma, 2006). Bu amagla
da vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF), bazal fibroblast biiylime faktorii (bFGF),
transforme biiyiime faktorii (TGF), tiimor nekroz faktorii (TNF), trombosit kaynakli endotel
biiylime faktorii (PDGFR), graniilosit koloni uyarici faktorler, plasental biiyiime faktorleri,
interlokin-8, hepatosit biiylime faktorii, integrin ve epidermal biliylime faktorleri gibi
proteinler hedef alinarak anjiyogenezi inhibe edebilen antianjiyogenez ilaglar tasarlanmistir

(Carmeliet, 2003).

2.2. Gen Aktarilmasinda Mekanizmalar ve Hedefler

Gen tedavisinde, fonksiyonel genetik materyallerin 6ncelikle doku hiicrelerine giivenli
bir sekilde yiiksek bir etkinlik seviyesinde tasinmasi ve ardindan terapotik islevlerini yerine
getirmeleri istenmektedir (Hirn vd., 2010). Korunmadan, serbest (veya ¢iplak) DNA, birkag
dakika icinde kandaki veya hiicresel boliimlerdeki (endozomlar ve lizozomlar) gesitli
enzimler tarafindan bozulabilmektedir (Maeda vd., 2001). Dahas1i, DNA yiiksek negatif yiik
yogunluguna sahip ¢ok biiyiik bir molekiil boyutuna (binlerce baz ciftinden olusur) sahiptir,
bu da giiglii elektrostatik etkilesim nedeniyle hiicreler tarafindan alimmmayir c¢ok
zorlagtirmaktadir (Matsumura ve Maeda,1986). Gen tedavisi verimliligini arttirmak igin,
genetik materyal genellikle, nanopartikiiller gibi bir tasiyici vektor ile paketlenmekte ve daha
sonra hedef doku hiicrelerine ulastirilmaktadir. Etkili bir gen tasiyict vektor; (1) genetik
materyali nano boyutlu partikiillere yiiksek verimle paketleme, (2) paketlenmis genetik
materyali enzimler tarafindan bozulmaya karsi koruyabilme; (3) fagositik hiicreler ve
retikiiloendotelyal sistemler tarafindan hizli nanopartikiil klirensini 6nleyebilme; (4) tasiyici
vektoriin yiizeyinin modifikasyonu ile ¢esitli etkilesimler yoluyla doku hiicre zar ylizeyine

hedeflenip gecisini kolaylastirabilme; (5) belirli endositoz yolaklari ile hiicreler tarafindan



genetik materyalin alimma aracilik etme; (6) tasinan genetik materyalin endozomal
bolmelerden kagmasina yardim etme; ve (7) sitoplazmada paketli genetik materyali belirli
bir zamanda serbest birakma ozelliklerinin ¢oguna sahip olmalidir (El-Say ve El Sawy,
2017).

}7{

Katyonik polimer Kiimelenme

Hiicresel Ahm

Sitoplazma

Sekil 2.2. Gen transfeksiyon siirecinin semast (EI-Say ve El Sawy, 2017)

2.3. Gen Tedavisinde Kullanilan Vektorler

Gen tedavisiyle yeni genler hiicrelere aktarilarak mevcut anormal genler
degistirilebilmekte veya belirli genlerin ifadesi diizenlenlenebilmektedir. Genellikle, bazi
niikleik asitleri hedef hiicrelerin hiicre membranindan sokmak istenilen hedefe ulagsmak i¢in
yeterlidir; ancak, molekiillerin negatif yiikii ve hiicresel membranin negatif dogas1 nedeniyle,
basit pasif difiizyon yontemleriyle hiicre zarina degrede olmadan ge¢meleri olduk¢a zordur
(Matar vd., 2015). Kendi genetik materyallerini konakg¢1 hiicrelere dogal olarak aktarma
kabiliyetleri sebebiyle, viral vektorlerin gen tedavisinde oldukca etkili bir tasiyici sistem
oldugu gosterilmistir, fakat bunun yani sira viral vektorler, bircok toksisite belirtisi, yan veya
hedef dis1 etkiler de gostermistir (Soleimani vd., 2016). Viral vektorlerin dezavantajlarinin
istesinden gelmek i¢in, viral olmayan vektorler gelistirilmistir. Bu vektorler, viral olanlardan
daha giivenlidir ¢iinkii immiin reaksiyonlara ve mutajenlere neden olma olasiligi daha

diisiiktiir, ayrica daha diisiik maliyetli olup tiretilmeleri kolaydir (Gawande vd., 2015).
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Bu amagla gelistirilen bu tastyici sistemler, nanometrik biiyiikliikleri (nanopartikiiller),
yiiksek ylizey hacim orani ve kararliliklart nedeniyle gen aktarimi i¢in uygun bir se¢enektir.
Nanopartikiillerin immiinojenik olmamasi gen tedavisinde viral olmayan vektorleri ideal bir
secenek haline getirmektedir (Liu vd., 2016; Jin ve Ye, 2007). Bununla birlikte, nanopartikiil
bazli gen tedavisinin klinik uygulamalar i¢in, biyobozunurlugu ve biyouyumluluk dabhil,
fizyolojik sivilarda toplanma, istenmeyen dokularla spesifik olmayan adsorpsiyon, hedef
dokulara ulasmada diisiik verimlilik, hiicre i¢cine alinma ve endozomal kacis gibi sorunlari
vardir (Miele vd., 2012). Polimerik nanopartikiiller, yliksek kararlilik ve biyouyumluluk
dahil olmak iizere, listiin gelen ozelliklerinden dolay1 gen tasiyici sistemler olarak ilgi
cekmistir. Gen tasiyici sistemlerde kullanilan polimerler arasinda katyonik polimer, DNA ve
RNA molekiillerinin iletimi i¢in en yaygin olarak kullanilan polimerledir. Katyonik
polimerler, DNA'y1 elektrostatik olarak baglayabilmektedir. Bunlar, adsorptif endositoz veya
reseptor aracili endositoz yoluyla hiicre igine alinmakta ve lizozomlara tasinmaktadir

(Patnaik ve Gupta, 2013).

2.3.1. Nanopartikiiller

Nanopartikiillerl-100 nm boyutlarinda olan kolloidal yapilardir. Sentetik veya dogal
kaynakli bir makromolekiilden meydana gelmektedir. Uretimlerinde genellikle lipidik ve
polimerik yapilar kullanilmaktadir. Polimerik sistemlerde kullanilan her polimerin kendine
has 6zelligi, bunlarla hazirlanan nanopartikiillere gesitli 6zellikler kazanmaktadir. Polimer
bazli nanopartikiillerindiisiik sistemik toksisite gostermeleri, organik ¢6ziicii kalintisi
icermemeleri, biyik olgekte diretimlerinin mimkiin olmasi, dokulara etkin madde
hedefleyebilmesi ve kontrollii etkin madde salimi gibi avantajli 6zellikleri vardir. Yiizey
alani/hacim oraninin mikropartikiillere gore ¢ok yiiksek olmasi hem in vitro hem de in vivo
calismalarda daha ¢ok tercih edilmesini saglamaktadir. Nanopartikiiller kanser teshis ve
tedavisinde, hedefli ilag saliminda, biyosensdr olarak tip ve biyoteknoloji alanlarinda siklikla
kullanilmaktadirlar (Khan vd., 2017).



2.3.1.1. Polimerik nanopartikiiller (PNP’ler)

Polimeriknanopartikiiller (PNP'ler), uygun oOzelliklerinden dolay1 biyomalzemeler olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Biyouyumluluklar1 nedeniyle kolayca sentezlenmekte ve
uygulanabilmektedir. PNP'ler, ilaglar1 insan viicudunda hedeflenen bdlgeye
tagtyabilmektedir. Terapotikleri daha stabil hale getirmekte ve etkin madde bilesenlerinin
aktivite siiresini uzatmaktadirlar (Kayser vd., 2005). Ilaclar genellikle dolasimin arttirilmasi
veya ¢ozlnlirliiglin arttiritlmast i¢in hidrofilik bir polimere baglanmaktadir (Alconcel vd.,
2011). En iyi bilinen polimer polietilenglikoldiir (PEG). PEGilasyonun, etkin maddenin
plazmadaki biyolojik yar1 dmriinde 6nemli bir artisa neden oldugu bilinmektedir (Benbrook,

2015).

2.3.1.2. Polimerik miseller

Polimerik miseller, hidrofobik i¢ ¢ekirdeklerinden ve sulu ¢ozeltide dagilmalarini
miimkiin kilan polar dis ylizeylerinden dolayr hidrofobik ilaglarin kontrollii saliniminda
kullanilabilmektedirler (Xu vd., 2013). Ayrica, birlestirilen misellerin boyutu ve morfolojisi,
hidrofobik-hidrofilik denge nedeniyle diger faktorlerin yan1 sira kontrol edilebilmektedir. Ek
olarak, bu malzemeler geleneksel ylizey aktif madde bazli miseller ile karsilastirildiginda

daha yiiksek bir kararliliga sahiptir (Oerlemans vd., 2010).

2.3.1.3. Lipit tabanl nanopartikiiller

En ¢ok kullanilan lipit bazli nanopartikiiller lipozomlardir; hedeflenen ligandlar
lipozom ilag tasiyicilarina entegre edebilen, yeni potansiyel kombinasyonlar yaratabilen,
terapotik verimi artirabilen ve kolay sentezlenen nanopartikiil tiirtidiir. Farkli fiziksel ve
kimyasal o6zelliklere sahip ¢oklu molekiillerin hizli entegrasyonuna kimyasal olarak izin
veren sulu bir ¢ekirdegi ¢evreleyen bir fosfolipit tabakasina sahiptir (Bangham vd., 1965).
Yiiksek toksisite veya diisiik biyoyararlanima sahip ilaglar, dolasimdaki lipozomlarin
dengeleyici dogasindan ve gelistirilmis biyodagilimidan yararlanmaktadir. Lipozomlarin
ana avantajlar1 olarak, farmakokinetik ve farmakodinamik Ozellikler iizerinde kontrol

saglayabilmeleri, gelismis biyoyararlannom ve smirli toksisiteye sahip olmalari



gosterilmektedir. Bu 6zellikler, lipozomlara konvansiyonel tedavinin sinirlamalarini agsma

yetenegi kazandirmistir (Bulbake vd., 2017).

2.3.1.4. Protein nanopartikiilleri

Protein nanopartikiilleri, dolasimdaki serum proteinin dogal oOzelliklerine sahip
olduklarindan dolasim sirasinda ila¢ bilesiklerinin kanda ¢oOzlinmesini ve tasinmasini
saglayacak karakterdedir. Bu nedenle, ilaclar, toksisiteyi azaltmak i¢in dogal proteinlerle
birlestirilmistir. Ayrica, proteinlerin PEGilasyonu 1970'lerin basinda ilacin kandaki émriinii
uzatmak ve immiinojenikligini azaltmak i¢in bir strateji olarak gelistirilmistir (He vd., 2013).
Son yillarda albiimin, terapotik ajanlar i¢in dnemli bir tasiyici olarak goriilmektedir, ¢linkii
serbest ilacin farmakokinetik ve toksikolojik profilini iyilestirmektedir. Diger nanotastyici
sistemler gibi, alblimin partikiilleri de pasif olarak tiimoérlerin bulundugu bolgede
birikmektedir. Ek olarak, albiimin molekiilleriyle kompakt hale getirilmis
nanopartikiillerinin, ila¢ tasiyan albiimin molekiillerine ayrigmasindan sonra, spesifik
alblimin-reseptor aracili hiicresel alim mekanizmalar1 da ¢aligsmalara konu olmustur (Foote,
2007; Desai vd., 2006). Artan sayida albiimin bazli terapétik ajanlardan en bilineni konjuge
paklitaksel ile albiimin nanopartikiillerinden olusan Abraxane'dir. 2005 yilinda FDA
tarafindan onay almis albiimin bazli ilag tasiyici sisteme Ornek ilk ilag olmustur (Hawkins
vd., 2008). Abraxane, dolasimdaki artmis yar1 Omiir ve asir1 duyarlilik reaksiyonu
gostermemesi nedeniyle Paklitaksel’e kiyasla avantajlara sahiptir. Bu da, protein-ilag
nanopartikiillerinin, toksisiteyi ve istenen hedefe pasif iletimi arttirmak i¢in uygun oldugunu

gostermistir (Nyman vd., 2005; Lohcharoenkal vd., 2014).

2.3.1.5. Inorganik nanopartikiiller

Inorganik nanopartikiiller, yiiksek hiicre i¢i alim kapasiteleri, immiinojenik olmayan
tepkileri ve diisiik toksisiteleri nedeniyle ila¢g veya gen tasiyicilar olarak onemli bir role
sahiptir. Altin, giimiis ve platin gibi metal bazli nano konjligatlarin bir¢cok biyomedikal
uygulamasi vardir; ilag dagitiminda (proteinler, peptitler) hiicresel bilesenleri gorsellestirmek
icin elektron mikroskopisinde prob olarak, birgok hastaligi teshis ve tedavisinde

kullanilmaktadir (Huang vd., 2011; Marciello vd., 2016).
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2.3.2. Nanopartikiil hazirlamada kullamlan polimerler

Polimerik partikiillerin  hazirlanmasinda dogal ya da sentetik polimerler
kullanilmaktadir. Alblimin, aljinat, jelatin, kitosan siklikla kullanilan dogal polimerlerdir.
Sentetik polimerler ise poliakrilatlar, polikaprolaktonlar, polilaktitler ve kopolimerleri,
poliglikolitler olarak siniflandirilmaktadir. Nanotasiyic1 sistem tasarlanirken kullanilacak
polimerin yapisi, ¢oziiniirliigii, molekiil agirhigi gibi 6zellikleri iyi bilinmelidir. Kullanilacak
polimer inflamasyon yapmamali, teratojenik, kanserojenik ve toksik olmamalidir. Ayrica
polimerin vicutta parcalanabilir olup olmamasi da o6nemlidir. Viicutta pargalanabilen
polimerler suda ¢6ziinmemekte ancak biyolojik sivilarda hidroliz olmakta veya enzimlerle
parcalabilmektedir. Viicutta pargalanamayan polimerler ise hidrofilik ya da hidrofobik
yapida olabilirler. Hidrofilik olanlar hidrojeller olarak bilinmekte ve ¢apraz baglanma
yiizdelerine gore sisme ozelligi gostermektedir. Hidrofobik polimerler suda ¢o6ziinmez,
viicuttaasinmaz ve sismezler (Giirsoy, 2004; Nagarwal vd., 2009; Yadav vd., 2012).
Polimerik partikiiler sistemlerin hazirlanmasinda daha ¢ok viicutta pargalanabilen polimerler
tercih edilmektedir. Bu polimerler, sentetik veya dogal, in vivo kosullarda enzimatik veya
enzimatik olmayan ya da her iki yolla pargalanabilen, biyolojik olarak uyumlu, toksikolojik
olarak giivenli, normal metabolik yolaklardan elimine olabilen polimerlerdir. Aljinat,
kitosan, PLGA gibi polimerler pek ¢ok formiilasyonda kullanilmaktadir (Makadia ve Siegel,
2011). Dogal hidrofilik polimerlerden iretilen partikillerin daha iyi etkin madde yiikleme
kapasitesine sahip oldugu, daha biyo uyumlu oldugu ve retikiiloendoteliyal sistem tarafindan
tutulmanin daha disiik oldugu gosterilmistir (Elzoghby vd., 2012). Tablo 2.1°de polimerik
partikiillerin hazirlanmasinda kullanilan bazi polimer 6rnekleri verilmistir (Fung ve Saltman,
1997).

11



Tablo 2.1. Dogal ve sentetik polimerlerden bazilari ve ozellikleri

Polimerler Polimer Gruplar: Ornek
. . BSA ve HSA, kolajen,
D_Ogal ve Proteinler jelatin
biyolojik olarak - -
pargalanabilenler Polisakkaritler Se.l.uloz, Qekstran,- k|to§an,
aljinat, hiyaluronik asit
Poliamidler Poliamino asit
Poli(laktik asit)
Sentetik ve Polyesterler Poli(glikolik asit)
Biyolojikolarak Poli(kaprolakton)
pargalanabilenler Polianhidridler
Poliortoesterler Polifosfat, polifosfonat
Polifosfoesterler
Sentetik ve
biyolojik olarak Poliakrilatlar Poli(metil metakrilat)

parg¢alanamayanlar

2.3.2.1. Albiimin

Albimin, biyolojik olarak parcalanabilmesi, in vivo kosullarda metabolize olup
zararsiz bozunma iriinleri olusturmasi, toksik ve immiinojenik olmamasi, kolay
saflastirilmast ve suda ¢oziinebilmesi nedeniyle enjeksiyonluk uygulamaya imkan veren
makromolekiiler bir ilag tasiyicidir. Formiilasyonlarda genellikle, ovalbiimin (OVA), BSA
ve insan serum albiimini (HSA) ¢esitleri kullanilmaktadir (Kumar, 2000; Elzoghby vd.,
2012).

Ovalbiimin, yumurta albiimini olarak bilinen oldukg¢a fonksiyonel bir albiimindir.
Ulasilabilmesi kolay ve diger proteinlere gére ucuz olduguigin siklikla tercih edilmektedir.
Sicakliga ve pH’a duyarli 6zellikleri nedeniyle kontrollii salim sistemlerinde ilag¢ tastyict
olarak kullanilmaktadir (Elzoghby vd., 2012).

BSA, bol bulunmasi, diisiik maliyeti, kolay saflastirilmasi, ligandbaglanmadszellikleri
ve ilag endiistrisi tarafindan onaylanmasi nedeniyle siklikla kullanilan bir diger cesit
albiimindir (Elzoghby vd., 2012).

HSA, plazmada bol olarak bulunan ve ortalama 19 giinliik yar1 6mrii olan bir proteindir.
BSA, olas1 bir immiinojenik yanitin 6nlenmesi amaciyla HSA ile siibstitiie edilmektedir.

Inflamasyonlu dokulara ve tiimérhiicrelerine oncelikli almmasi, biyolojik olarak
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par¢alanmasi ve toksisiteyi bertaraf etmesiyle HSA, ideal bir ilag tasiyict adayidir (Elzoghby
vd., 2012). Albiiminin yikli amino asit icerigi sayesinde pozitif veya negatif yikli
bilesiklerle elektrostatik adsorbsiyon sonucu birlesmesi kolaydir. Bununla birlikte, amino ve
karboksil ~ gruplart  gibi  fonksiyonlu gruplar igermesi nedeniyle  albiimin
mikro/nanopartikillerinin ligand ile birlesmesi kolaylagsmakta ve bu 6zellik hedeflendirme
icin biiyiik avantaj saglamaktadir (Elzoghby vd., 2012).

Albiimin, yaklagik 40 mg/mL konsantrasyona ve ~ 67 kDa molekiiler agirliga sahip,
insan kaninda en bol bulunan proteindir (Larsen vd., 2016). Ozellikle, 19 giinliik yarilanma
Omriine sahip olmasi nedeniyle dolasimda oldukga uzun bir siire kalabilmektedir (Sleep vd.,
2013). Alblimin karacigerde sentezlenmekte ve dokuya ekstravazasyon yaptiginda, bir dogal
geri donlisim mekanizmas1 vasitasiyla lenfatik sistem yoluyla vaskiiler alana geri
dondiiriilmektedir. Intravaskiiler bosluga giren yaklasik 13-14 g albiimin kiitlesi de her giin
katabolize edilmektedir. Onemli olarak, albiiminin hem endojen hem de eksojen bilesiklerin
cok cesitli bir tasiyicist oldugu bilinmektedir (Kragh-Hansen, 1981). Bu, uzun zincirli yag
asitleri gibi normal hidrofobik molekiillerin yani sira bilirubin, ¢inko ve bakir gibi metal
iyonlar1 ve varfarin ve ibuprofen gibi terapétik ilaclar gibi ¢esitli ligandlarin ¢esitli kolloidal
sistemlerle tasinmasini kolaylagtirmaktadir (Neumann ve Fiehn, 2010).

Albiimin, plazma pH’ 1 diizenleme ve ozmotik basincin saglanmasinda 6énemli bir rol
oynamaktadir Kan icerisinde tasiyici olabilmesi gibi dogal 6zellikleri ile albiimin, farkli besin
maddelerinin ve metal iyonlarinin tagmimini regiile etmekte, ayrica farmasdtiklerin
biyoyarralanimlariin ve stabilizasyonlarinin artmasini saglamaktadir. Bu nedenle albiimin
molekiilii farkli terapdtik ajanlarin yiiklenmesi ve taginimi i¢in kullanilabilmektedir. Yapilan
calismalar neticesinde, albiiminin tiimor bolgelerinde birikebilecegi saptanmistir. Albiimin,
biiyliyen tlimor hiicreleri tarafindan amino asit ve enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir
(Frei, 2011). Albiiminin kan dolagimindan ekstravaskiiler bosluga taginmasi belirli bir
reseptOr araciligi ile gerceklestirilir. Albliminin endotel duvarindaki gp60 reseptoriine (60
kDa’luk bir glikoprotein) baglanmasi ile tasinimi (transit6z) baglatilir. Bu receptor ligand
etkilesimi ile vezikiil olusumu (kaveola) ve plazma membranindan ekstraseliiler bosluga
gecisi saglanir. Timor hiicreleri arasinda ise SPARC reseptorii araciligi ile albiiminin
birikmesi saglanir. 43 kDA’luk bir glikoprotein olan SPARC gp60’a benzerlik gostermekle
beraber alblimine kars1 yiiksek afiniteye sahiptir. (Yan ve Sage, 1999). SPARC’1n asir
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ekspresyonu, tiimor yayilimi ve metastazla iligkilendirilmis, albiiminin SPARC’a baglanmasi
ve tlimor hiicreleri tarafindan alinimi in vitro ve in vivo timor modellerinde gosterilmistir
(Elsadek ve Kratz, 2012). Tiimor hiicrelerinde SPARC’in asir1 ekspresyonu sonucu
albliminin de miktarinda artisin oldugu, bu nedenle alblimin tasiyici sistemlere yiiklenen
ilaglarin tiimor hiicrelerine daha etkin bir sekilde tasindig1 6ngoriillmektedir (Jiang vd., 2017;
Parodi vd., 2019).

Gp60, siirekli vaskiiler endotel ve alveolar epitelde bulunan bir reseptdrdiir. Albiimin,
Gp60-albiimin'in hiicre ylizeyinde kiimelenmesini ve kaveola olusumu i¢in kritik olan ana
protein olan Cav-1 ile birlesmesini saglayan Gp60'a baglanmaktadir. Cav-1, kiimelenmis
Gp60-albiimin reseptdrlerini ¢cevreleyen ylizey zarinin yayilmasini ve daha sonra albiimin ve
albiimine bagli bilesiklerden olusan vezikiiliin daha hiicre i¢ine alinmasina neden olmaktadir.
Cav-1 bazolateral membran ile tasinir, kaynasir ve transsitozu tamamlar (Sleep vd., 2013)
Bununla birlikte, Gp60 sadece dogal albiimine baglanmaktadir. Gpl8 ve Gp30,
karsilastirmali olarak, lizozomal bozunmasi modifiye olmus albiimine tercihli bir baglanma
sergilemektedir (Schnitzers ve Oh, 1994). Bu reseptorlerin eski, hasar goérmiis veya
potansiyel olarak zararli albliminlerin uzaklastirilmasinda gorev aldigr diisiiniilmektedir

(Merlot vd., 2014).

Albiiminin olduk¢a uzun bir yarilanma 6mriine (19 giin) sahip olmasi, antikanser
ajanlarin farmakokinetik ozelliklerini gelistirmek amaciyla potansiyel bir tasiyict olmasin
saglamistir. Bu uzun yar1 6miir, albiimini bozulmadan kurtarmak i¢in sorumlu olan hiicre i¢i
bir reseptor olan yenidogan Fc reseptoriine (FcRn) baglanmaktadir. Bu reseptor viicutta
yaygin sekilde dagilmistir ve hem serum albiimin hem de immiinoglobulin G'nin yar1 émriinii
uzattig1 bilinmektedir. FcRn, bu proteinleri asidik endozomda baglamakta ve onlar yiiksek
oranda bozucu lizozomal yoldan ayirarak islev gormektedir. Her iki molekiil de, fizyolojik
pH'ta ekzositozla atilmaktadir. Albiimin daha sonra lenfatiklerin dolasima tekrar girerek yari
Omriinii uzatir. Bu reseptor etkilesimi, endozomun diisiik pH'inda meydana gelen kuvvetli
afinite nedeniyle pH'la iliskilendirilmektedir (Sleep vd., 2013).

Biiyliyen tiimorlerin i¢ vaskiiler agi, anormal, hiperproliferatif lokal ortamlarini
desteklemek i¢in gerekli olan oksijen ve besin maddelerini saglamak i¢in genellikle yetersiz

kalmaktadir. Ortaya ¢ikan hipoksik kosullar ve hiicre 6liimii, timor bolgesinde hizli bir
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sekilde yeni kan damarlariin olusumuna neden olan anjiyogenik faktorlerin salinimi ile
iligkilidir. Bu yeni damarlar, damar endoteldeki normal fenestrasyondan daha biiyiik
olmasiyla ile karakterizedir (Jain ve Stylianopoulos, 2010). Tiimor dokuda ayrica, saglikli
dokularda hiicre dis1 siviyr silirekli olarak bosaltan ve makromolekiillerin sirkiilasyona
girmesini kolaylastiran lenfatik sistem bozulmustur. Bu nedenle, timoérlerde hizla biiyiiyen
kanser hiicrelerinin sikismasi ve lenfatik damarlarin ¢6kmesi nedeniyle ya zayif ya da
heterojen lenfatik drenaj vardir (Bertrand vd., 2013). Zayif lenfatik drenajla eslestirilmis
timor vaskiilatlir sizintisinin, gelismis gecirgenlik ve tutma etkisi (EPR) olarak bilinen
durumun, nanoyapilarin ve makromolekiillerin tercihli tiimor birikiminden sorumlu oldugu
disiiniilmektedir (Matsumura ve Maeda, 1996).

Alblimin, EPR etkisinin bir sonucu olarak c¢ogalan tiimdr hiicrelerinde birikme
egilimindedir. Bunun nedeni, albliminin, difiizyonel tasginimini siirdiigli, yaklasik 14
mg/mL'lik interstisyel konsantrasyonuna kiyasla, yukarida bahsedilen 40 mg/mL
konsantrasyonda kandaki en konsantre protein olmasidir (Evans, 2002). Ek olarak, hiicre dis1
alandan dolagima geri donmek i¢in albiiminin lenfatik sisteme olan bagimliligi, zay1f lenfatik
drenajlari ile tiimorlerde birikmeye duyarlt hale getirmektedir (Stehle vd., 1997). Timor
intersistiyumundaki makromolekiil birikiminin ilk gdzlemleri radyo-etiketli albiimin ve diger
serum proteinlerinin tercihli dagilimina ve tutulmasina dayandirilmistir. Albiiminle dogal
olarak komplekslesen Evans mavisi boya ile, hizli bir sekilde temizlendigi normal dokuya
kiyasla tiimdrlerde uzun siire tutuldugu belirlenmistir (Matsumura ve Maeda, 1996).
Albiimin birikimi o zamandan beri sarkom, yumurtalik karsinomu ve Novikof hepatoma gibi
hayvan modellerinde de gesitli kat1 timorlerde tespit edilmistir (Knudsen Sand vd., 2015).

Tiimor dokusunda albiimin birikimine ek olarak, ayn1 zamanda terapd6tik sistemin hiicre
icine verilmesinde tiimor hiicrelerinin tercihli alim yaptigi da gosterilmistir. Commisso ve
arkadaglari, 2013 yilinda, kanser hiicrelerinin mikropinositoz yoluyla hiicre dis1 proteinlerin
aktif alim1 ile artan metabolik ve biiyiime ihtiyaclarini destekleyebilecekleri bir mekanizma
gozlemlemislerdir. Malign kanser fenotipinin hemen hemen tiim ydnleriyle iliskili olan bir
i¢ plazma membran proteini olan onkojenik ras't ifade eden kanser hiicrelerinin, hiicre
biiylimesini arttirmak i¢in amino asit kaynagi olarak hiicre dis1 proteinleri daha fazla
kullandiklarii tespit etmislerdir (Commisso vd., 2013). Bir calismada, pankreas duktal

adenokarsinoma hiicrelerinin o zamandan beri fizyolojik albiiminin varliginda esansiyel
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amino asitlerin bulunmadig1 ortamlarda siiresiz olarak biiyiidiigii gosterilmistir (Kamphorst
vd., 2015). Bu bulgular, albiiminin kanser hiicreleri tarafindan daha hedefli bir sekilde hiicre
icine alinmasi1 hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir. Ek olarak, hipoalbiimineminin,
ilerlemis kat1 timorleri olan hastalarda karakteristik bir 6zellik oldugu da gozlenmistir
(Hauser vd., 2006). Bu hastalarda azalan serum albiimin, yiiksek metabolik talepleri
kargilamak i¢in kullanilan anormal bir amino asit kaynagi olarak proliferatif tiimor tarafindan
albiiminin katabolizmasinin arttiginin bir gostergesi oldugu onerilmistir (Stehle vd., 1997).
Bazi kanser hiicreleri ayrica, spesifik olmayan makropinositik mekanizmalarin yani
sira, reseptor aracili albiimin alim yollarint da tercihli olarak kullanabilmektedir. Albiimin
bazli tedavilerin etkinliginde, alblimin iligkili reseptdrlerin ifadesi ile farkli kanser tipleri
arasinda bir korelasyonun bulundugu kesfedilmistir. Abraxane olarak da bilinen Nab-
paklitaksel (nab-P), FDA onayli bir albiimine bagl paklitaksel partikiiliidiir. Son zamanlarda,
arastirmacilar bazi pankreas kanseri hasta popiilasyonlarinin nab-P ile tedaviye daha iyi yanit
vermesinin nedenlerini aciklamaya caligsmistir. SPARC'nin (salgilanmis protein asidik ve
sistein bakimindan zengin), metastatik pankreas kanserinde nab-P'min etkinligini
kolaylagtiran kritik bir albiimin baglayici protein oldugu belirtilmistir (Chatterjee vd., 2017).
Alblimin, tiimor biyo-dagilimi ve tercihli tiimdr hiicresi alimi i¢in dogal afinitesinden
dolay1 kanser ilaglarinin terapotik etkinligini arttirmak i¢in bir tasiyici olarak biiylik umut

vaat etmektedir (Schubert vd., 2001).

2.3.2.2. Kitosan

Kitosan, kitinin deasetilasyonu ile elde edilen dogrusal bir aminopolisakkarittir. Kitin
ise, kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklarinda ¢ok miktarda mevcut olan ve
yeryitiziindeseliilozdan sonra en fazla bulunan dogal bir biyopolimerdir (Dutta vd., 2004).

Piyasada kitosan 3.800-20.000 Dalton arasinda molekiileragirhiga sahip ve %66-95
oraninda deasetillenmis olarak bulunmaktadir (Bansal vd., 2011). Deasetilasyon derecesi, pH
ve serbest amino gruplarinin protonlanma oranina bagl olarak, kitosaningodziinirligii
farklilik gostermektedir. Inorganik asit ¢ozeltilerinde siirli ¢éziinmesinekarsin sitrik asit,

tartarik asit gibi organik asitlerin seyreltik ¢ozeltilerinde¢6ziinmektedir (Bansal vd., 2011).
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Dogada bulunan kaynaklardan bol miktarda elde edilebilen bir biyopolimer olan
kitosan, canlilara karsi toksik 6zelliginin olmamasi, biyolojik olarak pargalanabilirligi,
biyouyumlulugu, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri nedeniyle diger biyopolimerlere gore tistiin
ozellikler gostermektedir (Dutta vd., 2004; Bansal vd., 2011). Biyoadhezif olmasindan 6tiirti
nazal, bukkal, gastrointestinal, okiiler ve vajinal formiilasyonlarda tercih edilmektedir
(Bansal vd., 2011).

Biyolojik uyumlulugu yiiksek olan kitosan, ¢esitlikontrollii salim preparatlarda uygun
bir matris olarak kullanilmaktadir. Cesitli etkin maddeler, kitosan matrisi igerisine (film,
mikrokapsiil, kaplanmig tablet vb.) yerlestirilmektedir. Farkli sekillerde kitosan icerisine
hapsedilmis ilaglar da bulunmaktadir. Kitosanin serbest amin grubu katyonik ozellik
kazandirmasi nedeniyle negatif yiikli ilaglar, polimerler ve biyoaktif molekiillerle
etkilesimini saglamaktadir. Jel olusturabilmesi, kopolimer gibi c¢okgesitli formlarda
bulunmasi, ilag salim sistemlerinde biiyiik avantaj saglamaktadir (Dutta vd., 2004; Bansal
vd., 2011; Vrignaud vd., 2011).

Kitosan sahip oldugu yiiksek katyonik ozelligi nedeniyle DNA ve RNA gibi negatif
yiiklii molekaiiller ile etkilesme yetenegine sahiptir. Mumper ve arkadaglari ilk kez pDNA’y1,
Katas ve arkadaslari da (2006) ilk kez siRNA’y1 in vitro olarak tasimak igin kitosani kullanan
arastirmacilardir (Mao vd., 2010). Kitosanin genetik materyale baglanma afinitesi partikiiliin
kararliligina, biiyiikligiine, kompleksin hiicrede salimina ve formiilasyon parametrelerine
baglidir. Parametreler arasinda kitosanin molekiiler agirligi, deasetilasyon derecesi,
kompleksin sitokiyometrisi (N/P orani), genetik materyal konsantrasyonu, serum
konsantrasyonu, transfeksiyon ortaminin pH’si, hiicre tipi, vb bulunmaktadir (Kim vd.,
2007).

2.4. Antisens Teknolojisi ve Oligoniikleotitler (ASO)

Antisens tedavisi kavrami, geleneksel olarak Stephenson ve Zamecnik tarafindan, bir
antisens oligoniikleotitinin, Rous sarkom viriisiiniin (RoSV) RNA translasyonunu inhibe
etme kabiliyetini gosterdiginde gelistirilmistir (Stephenson ve Zamecnik, 1978). ASO'lar,
mRNA'larmi tamamlayic1 oligoniikleotitlerini sentezlemek i¢in bir hedef genden sekans

verileri kullanir, ya da hedef mRNA'min bozulmasini indiikleyerek ribozom baglanmasini
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veya uzamasint bloke eder (Sekil 2.3) (Calabretta, 1991).

ASQ’lar, hiicreye dogrudan hiicre dis1 ortamdan alinabilmektedir. Sitoplazmada, bir
ASO, tamamlayict Watson-Crick eslesmesi ile hedef mRNA ile melezlenir. ASO mRNA
heterodupleks, hedef mRNA molekiiliinii par¢alamak i¢in hiicre i¢i RNaseH ile taninir ve
sonucta ortaya c¢ikan mRNA pargalari, translasyon Dbaskilamasiyla sonuglanan
ekzoniikleazlar tarafindan parcalanir. ASO’lar hiicrelere kolayca iletilse de, dnemli dlglide
(ve bazen oliimciil olan) toksisite iireten ve hedef hiicreler iizerinde kontrolsiiz immiinolojik
etkileri tetikleyebilecek kimyasal (hedef dis1) etkiler gosterebilmektedirler. Degistirilmemis
formlarinda, ASO’lar spesifik olarak hedef mRNA ile melezlenmekte, bu da tek bir genin
digerlerini etkilemeden translasyonel tutulmasina neden olmaktadir. Bu 6zgiilliik, toksisiteyi

en aza indirgeme konusunda agik bir avantaj saglamaktadir.
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Sekil 2.3. Antisens oligoniikleotitlerin (ASO’lar) etki mekanizmast (Calabretta, 1991)

2.5. RNAI Mekanizmasi ve Komponentleri

RNA interferans (RNAI), ¢ift zincirli RNA’nin hiicreye girdigi zaman, endojenik
komplementer mRNA dizisinin pargalanmasina yol agan, transkripsiyon sonrasi susturma
mekanizmasidir. RNA interferans, Dicer adi verilen bir RNase III enzimi tarafindan ¢ift
zincirli RNA’nin kiigiik engelleyici RNA’lara (SIRNA) kesilmesi ile baslamaktadir. Kiigiik
girisimci RNA'lar (siRNA) olarak bilinen 21-22 niikleotit uzunlugunda dsRNA molekiilleri,

hedef mRNA'nin bozulmasina yol agan RNAi'nin enzimatik araglar1 tarafindan taninmalarina
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izin veren karakteristik uzantilara sahiptir. Bu siRNA’lar daha sonra, bir multiprotein-RNA
niikleaz kompleksi olan, RNA-indiikleyici baskilama kompleksine (RISC) baglanir. RISC,
siRNA’lar1  komplementer mRNA’yr bulmak i¢in kullanir ve hedef mRNA’y1
endoniikleolitik olarak keser. Hiicre iginde spesifik mRNA’nin azalmasi, ilgili proteinin de
azalmasina yol agcacagindan bu proteini kodlayan gen susturulmus olur (Sekil 2.4). RNA’ya
dayali susturma mekanizmasinin bilesenlerinin bazilar1 baslatici (initiator) olarak rol alirken,
bazilar1 etki edici (effector), ¢ogaltic1 (amplifier) ya da iletici (transmitter) olarak gorev

yapmaktadir (Agrawal vd., 2003).
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Sekil 2.4. RNA interferans mekanizmasi (Agrawal vd., 2003)

2.5.1. Dicer enzimi
RNase Il ribonikleaz ailesine ait enzimler RNA interferansin ilk adimim

baslatmaktadir. Bu niikleazlar sahip olduklar1 dsRNase aktivitesi ile dsRNA’larisiRNA
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(small interfering RNA)’lara pargalamaktadir (Bernstein vd., 2001; Zamore P.D vd., 2000).
Dicer enzimi, RNA interferansin ilk adimi olan siRNA’larin elde edilmesi fonksiyonunun
yani sira daha sonraki adimda bu 6ncii molekiillerin RISC kompleksine yiiklenmesinde de
onemli rol oynamaktadir (Karagiizel A. vd., 2001; Szweykowska-Kulinska vd., 2003). Dicer
enzimi fungus, bitki ve memelilerde evrimsel olarak korunmustur (Agrawal vd., 2003;
Szweykowska-Kulinska vd., 2003). Ancak bunlar bazi farkliliklar gosterebilmektedir.
Drosophila gibi bazi okaryotlarda Dicer enziminin kesim aktivitesi ATP gerektirirken,
memelilerde Dicer enzimi aktivitesi ATP gerektirmez (Agrawal vd., 2003; Karagiizel A. vd.,

2001; Betz N., 2003; Zhang H., 2004).

2.5.2. siRNA (Small Interfering RNA, Kiiciik Engelleyici RNA)

Hiicrelerde RNAi mekanizmasini, uzun dsRNA’lar baslatirken ¢ogu deneysel
calismalarda etki edici molekiiller olarak siRNA’lar kullanilmaktadir (Filipowicz W., 2005).
Ornegin C.elegans ve Drosophila’da in vitro sartlarda uzun dsRNA’lar kullanilirken memeli
hiicrelerine uzun dsRNA’larin (>30 bp) girisi gen ifadesinde spesifik olmayan inhibisyon ve
apoptozis araciligiyla hizli hiicredliimii gibi antiviral interferon cevaba neden olmaktadir. Bu
amacla memeli hiicrelerinde deneysel arastirmalarda 30 baz ¢ifti (bp)’den daha kiigiik
siRNA’lar kullanilmaktadir (Betz N., 2003; Black D. ve Newbury S., 2004).

siRNA’lar uygun mRNA degradasyonu igin rehber RNA olarak gorev almaktadirlar
(Agrawal vd., 2003). Dicer enziminin niikleaz aktivitesi ile dsRNA’lar, 5 -fosfat ve 3'-
hidroksil uglara sahip ve 3™-hidroksil uglarmda 2-3 niikleotitlik¢ikinti bulunan 21-23
niikleotit uzunlugunda siRNA’lara parcalanirlar (Zamore vd., 2000; Elbashir vd., 2001).
SiIRNA’nin bu yapisal 6zelligi RISC kompleksine baglanmasi ve RNAi mekanizmasinin
sonraki asamalart igin onemlidir (Sekil 2.4) (Hannon, 2002; Szweykowska-Kulinska vd.,
2003).

2.5.3. RISC (RNA indiikleyici Baskilama Kompleksi)

RISC, niikleaz aktiviteli RNA-¢oklu protein kompleksi olup asimetrik olarak
siRNA’larabaglanarak uygun siRNA zincirinin rehberliginde komplementer hedef mMRNA’y1

parcalamaktadir (Karagiizel A. vd., 2001). Yapisinda endoniikleaz, ekzoniikleaz ve helikaz
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enzimlerini igermektedir (Khanna vd., 2007). Bu kompleksin protein bilesenlerinden birisi
Argonat ailesi tiyesi olarak tanimlanmistir (Agrawal vd., 2003). Argonat proteinleri iki
korunmus domain yapisi i¢cermektedir: PAZ domaini ve PIWI domaini. RISC’in temel
bileseni Argonat proteini MRNA kesimi i¢in temel katalitik bolge olup bu proteinin PAZ
domaini rehber zincirin 3'ucuna baglanmada rol alirken, yapisal olarak RNaseH’in aktif
bolgesine benzeyen PIWI domaini hedef mRNA’nin kesiminde rol almaktadir (Filipowicz
W., 2005).

2.6. Kanser tedavisinde siRNA-Albiimin Kompleksinin Potansiyel Etkisi

Ilag hedeflemesinde, peptit veya protein bazli ilaglarin farmakokinetik profilini
gelistirmek i¢in ¢ok yoOnlii bir protein tasiyici olarak 6ne ¢ikan albiimin, 66,5 kDa molekiiler
agirh@a sahip en bol bulunan plazma proteinidir (35-50 g/L insan serumu). Plazma
proteinlerinin ¢ogu gibi, albiimin (glinlik 10-15 g) yaklasik 0,7 mg/s hizinda karacigerde
sentezlenmektedir (Mendez C. vd., 2005)

Albiiminin, siRNA ig¢in bir tasiyict molekiil olarak kullanildig1 bir ¢alismada serum
albliminin, timor bolgesinde siRNA'nin Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii Reseptorii
2 (VEGF R2)'ye karsi tercihli ve spesifik hedef odakli bir aktarim sagladigi bilinmektedir.
Bu mekanizmanin biiyiik olasilikla siRNA'nin hiicre i¢i saliverilmesi i¢cin endozomal kagis
ile birlestirilmis kaveolin aracili endositoz oldugu diistiniilmektedir. Bir ¢alismada, kolon
kanserli hayvanlarin timdor dokularinda kaveolin-1 geninin asir1 ifadesine bagl olarak Gp60
(albodin) reseptorlerinin yiiksek sayilarla ifade edildigi gosterilmistir. Bu nedenle, tiimor
bolgesinde yiiksek konsantrasyonda alblimin reseptorleri, hayvanlarinin kolonlarindaki
tiimdr bolgesinde siRNA-albiimin kompleksinin alimini1 6nemli 6lgiide arttirmistir (Sekil 2.5)
(Fung vd., 2018; Desai vd., 2006). Baska bir calismalarda da, paklitaksel-albiimin
kullanimiyla benzer sonuglar bildirilmistir (Gradishar vd., 2005; Desai vd., 2006).
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Sekil 2.5. siRNA-albiimin kompleksinin kanser hiicresi ve saglikli hiicre iizerine olan etkisi (Liu vd. 2018)

2.7. Gen Susturulmasinda Bcl-2 Geni

B hiicreli lenfoma/lésemi 2 (Bcl-2) geni ilk kez Tsujimoto tarafindan, t (14;18)
kromozom translokasyon kirilma noktasinda onkogen olarak 1984’te tanimlanmistir
(Tsujimoto vd., 1985; Yip ve Reed, 2008). Bcl-2 proteini bir anti-apoptotik proteindir. Bcl-
2, hiicre cogalmasinin diizenlenmesini degistirip apoptozu inhibe ederek karsinojenezi tesvik
eder. Apoptozis, kanser baskilanmasimnin major bir mekanizmasidir. Bu nedenle, Bcl-2
geninin asir1 ifadesi kanserojenez, timor gelisimi ve kemoterapiye direng ile dogrudan

iliskilidir (Gobé vd., 2002).

2.7.1. Bcl-2 proteinleri

Bcl-2'nin30 yil once kesfedilmesinden bu yana, Bel-2 protein ailesinin 20'den fazla
liyesinin apoptozun diizenlenmesinde gorev aldigi bildirilmistir (Birkinshaw ve Czabotar,
2017). Bcl-2 ailesi proteinleri, antiapoptotik veya proapoptotik olabilir ve normal saglikli
hiicrelerde bu mekanizma dengededir. Antiapoptotik iiyeler arasinda Bel-2'nin kendisi, Bcl-
XL (Bcl-2L 1 olarak da adlandirilan ekstra biiyiik B hiicreli lenfoma), Bel-w (Bcl-2-benzeri
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protein 2, Bcl-2L 2 olarak da adlandirilir), Mcl-1 (miyeloid hiicre 16semi 1), A1 (BCF 2 ile
iligkili protein A, BFL-1 olarak da bilinir) ve Bcl-B gosterilir. Bu proteinler yapisal olarak
oldukca benzerdir (Birkinshaw ve Czabotar, 2017).

Proapoptotik ve antiapoptotik iiyelerin dengesizligi, proapoptotik proteinlerin asiri
aktiflestirilmesiyle olgunlasmamis hiicre Oliimiine neden olabilmektedir. Ayrica
antiapoptotik  proteinlerin asir1  aktiflesmesi, tiimorlerin indiiklenmesiyle ve/veya

kemoterapiye direng gelismesiyle de sonug¢lanabilmektedir (Kitada vd., 2002).

2.7.2. Bcl-2 homoloji bolgeleri

Antiapoptotik alt aile (BH1-4 alt ailesi)
(Bcl-2, Bcl-X;, Bel-w, Mcl-1, ve Al)

N al a2 a3 aS__a6 a7 a8 a9
oSy e o 600 e
CConaC — Oons( G q« @

Proapoptotik efektir alt ailesi (cok bilgeli alt aile)
(Bak, Bax, Bok, Bcl-Xg)

N al a2 a3 a4 a5 a6 n7 a9

BH3-spesifik alt ailesi
(Bad, Bad, Bik, Bim, Bid, Puma, Noxa)

N @mr a0
(A)

Bax

'
[ I 1 I 1
[ Bel-2 ][ Bel-X; ][ Mcl-1 ][ Al ][ Bel-w ]
L { J

Bak

(8)

Bim Puma tBid
L | J

[ | | 1 1
FI 21[ Bel-X; ][ Bel-w ]r \ﬂ[ Mcl-1 ]
L % J l—TJ
Bad Noxa

(©)

Sekil 2.6. Bcl-2 ailesinin yapist ve Bel-2 protein ailesi ve baglanma bélgeleri (A) BH1-4 alt ailesi
(antiapoptotik alt ailesi) dahil olmak iizere Bcl-2 ailesi alt tipleri semasi(B) Antiapoptotik
Bcl-2 alt familyast ile segici olarak baglanan Bax veya Bak semas: (C) Antiapoptotik Bcl-2
alt familyasi ile secici sekilde baglanan BH3 proteinin semasi. (Lomosova ve Chinnadurai,
2008)
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Bcl-2 ailesi proteinlerinin, 20 ya da daha az amino asitten olusan Bcl-2 homoloji (BH)
bolgesi (BH1, BH2, BH3 ve BH4) olarak adlandirilan korunmus dort motifin en az birini
icerdigi bilinmektedir (Adams ve Cory,1998; Kelekar ve Thompson,1998). BH1-4 alt ailesi,
proapoptotik alt ailenin aktivitesini antagonize eden Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, Al dahil
olmak lizere dort koruyucu homoloji alanin1 (BH1-BH4) icermektedir (Sekil 2.6). Cok
bolgeli alt ailesi, mitokondri dig zarinda goézenekler olusturarak dogrudan apoptozu
indiikleyen Bax ve Bak dahil olmak iizere BH4 igermeyen BHI1-BH3 bdlgelerini
icermektedir. Yalnizca BH3 alt ailesi, proapoptotik liyeler ve/veya antiapoptotik iiyeler ile
etkilesime girerek apoptozu indiikleyebilen Bad, Bik, Bim, Bid, Puma ve Noxa dahil, BH3
bolgesini icermektedir (Kang ve Reynolds, 2009).

2.7.3. Bcl-2 protein ailesi, yapis1 ve etkilesimleri

Ailenin ilk tanimlanmis iiyesi olan Bcl-2, ii¢ ekzon, iki intron ve iki promotor igeren
Bcl-2 geni tarafindan kodlanan 239 amino asitten olusmaktadir. 40 amino asidin korunmus
bir N-terminal bolgesini, ardindan prolin bakimindan zengin 100 amino asitin oldukg¢a
degisken bir orta bolgesini ve 100 amino asitin korunmus bir C-terminalini igermektedir.
Yalnizca BH3 alt ailesi, 9 a-heliksten (a1-09) olusan tipik bir kiiresel yapiyr icermektedir
(Birkinshaw ve Czabotar, 2017; Czabotar vd.,2014). Dokuz sarmalin sekizi (al-a8)
hidrofobik bir ¢ekirdek olusturur; a5, temsili modelde yedi amfipatik sarmal demeti ile
cevrelenmistir (Rautureau vd.,2010) ve proapoptotik proteinlerin BH3 alanini almak i¢in bir
hidrofobik kanal (02-a5) tiretmektedir (Czabotar vd., 2014; Ko vd.,2007)(Sekil 2.7). Buna
ek olarak, antiapoptotik proteinlerde proapoptotik proteinler tarafindan olusturulan
korunmus bir tuz kdpriisii de etkilesimler i¢in yiiksek afinite gdstermede 6nemli bir rol oynar.
Sadece BH3 alt familyas: tiyeleri dogas1 geregi diizensizdir (BH3 bdlgesi hari¢) ve Bcl-2
veya Bcl-XL ile etkilesime girdikten sonra amfipatik heliks haline gelebilmektedir (Huang
ve Strassser,2003). Bu yapisal bilgi, BH3 mimetikleri antiapoptotik proteinlerin inhibitorleri

olarak tasarlamak ve optimize etmek i¢in 6nemlidir.
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Sekil 2.7.  BH3 bolgesinin ve antiapoptotik proteinlerin hidrofobik bolgelerinin etkilesimleri (A) Bcl-XL,
camgobegi renkte gosterilmistir. (B) Bim-BH3 ile baglanmis Bel-XL gri renkte (C ve D)
gosterilmistir. P1-p4 ile Bcl-XL ve Bim-BH3 ile bagli Bel-XL hidrofobik bélge yiizeyinde
gosterilmistir (Hu vd., 2019)

2.7.4. Antiapoptotik ve proapoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki etkilesim

Antiapoptotik Bcl-2 proteinleri, proapoptotik proteinler olan Bax ve Bak'in etkilerini
iki farkli mekanizma ile inhibe etmekte ve bu mekanizmalar, BH3 bdlgesine dogrudan
baglanma ya BH3 bolgesine 6zgii proteinlerin diizenlenmesiyle etkisini gostermektedir. Bel-
2, apoptozun erken bir basamagi olan Bax/Bax homolog dimerinin olusumunu 6nleyen bir
heterodimer Bcl-2/Bax olusturmak i¢in, hiicresel Bax ile etkilesime girmektedir.
Antiapoptotik liyeler, Bcl-2 ailesinin segici inhibitdrlerini tasarlamak i¢in kullanilan spesifik
proapoptotik proteinlerle farkli baglanma o6zellikleri gostermektedir (Sekil 2.7B). Tanima
bolgesinde yer alan Alaninin mutasyona ugramasi sonucunda, proapoptotik proteinler ve
Bcl-2 (ve/veya Bcl-XL) arasinda yiiksek afinite oldugunu gosterilmistir ve bu durum temel
olarak hidrofobik kanal i¢inde yer alan p2 ve p4 baglanma noktalarindaki etkilesimlerle
saglandig1 tespit edilmistir (Sattler vd.,1997). BH3 proteinlerinin yiliksek afiniteli tim
antiapoptotik proteinlere baglanabilecegi bilinmektedir (Sekil 2.7C) (Adams ve Cory, 2007).
BH3’e 6zgii proteinler, antiapoptotik proteinlerin hidrofobik kanalinda bulunan p2 ve p4
ceplerine baglanmak i¢in amfipatik sarmalin dort rezidiisiinii kullanir. Bu nedenle, p2 ve p4
baglanma noktalari, Bcl-2 ve Bcl-XL'i inhibe eden secgici BH3mimetiklerini tasarlamak igin
onemlidir (Bouillet ve Strasse, 2002; Hu vd., 2019).
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2.8. Bashica Apoptozis Yolaklar:

Apoptozis, programli hiicre oOliimiidiir. Apoptotikkaskadin aktivasyonu, hiicre
apoptozisini indiikleyen anahtar basamaktir. Apoptotik uyaran, ekstrinsik veya intrensek
yolu kullanarak kaspazi aktive edebilir (Hanada vd., 1995; Spierings vd., 2005). Ekstrinsik
apoptotik yol (6liim reseptdrii yolu) temel olarak 6liim reseptorlerinin (tiimor nekroz faktorii
reseptor ailesi) aktivasyonu ile indiiklenmistir. Intrinsik apoptotik yol ise, (mitokondriyal
yol) temel olarak Bcl-2 ailesi tarafindan diizenlenmekte ve DNA hasari, oksidatif stres ve
biiylime faktorii yoksunlugunu igeren hiicre stresi ile tetiklenmektedir (Adams ve Cory, 2007;
Reed ve Pellecchia, 2005).

Cesitli  sitotoksik uyaranlar, Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan diizenlenen
mitokondriyal yolagin apoptozunu tetikler. Yalnizca BH3 ailesi iiyeleri, baslaticilar olarak
gorev yaparlar. Bir yandan, Bax ve Bak oligomer olusumunu aktive etmek igin
sitoplazmadan mitokondri zarina Bax taginmasini tesvik etmekte bir yanda da aktive edilmis
Bax veya Bak, XIAP"1 bloke edebilen sitokrom C ve SMAC'yi salmak i¢in mitokondriyal dig
membran gegirgenliginin olusumuna katkida bulunmaktadir. Sitokrom C ve SMAC ile
kombinasyon apoptozu baslatmak i¢in kaspaz 9'u aktive etmektedir (Sekil 2.8) (Adams ve
Cory, 2007; Reed ve Pellecchia, 2005).

Mitokondriyal yolak
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Sekil 2.8. Bcl-2 ailesi tarafindan diizenlenen mitokondriyal yolak aracili apoptoz
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2.8.1. Apoptotik yolakta Bcl-2 proteinlerinin rolleri

Intrinksikyolagin ana diizenleyicileri olan BH3 proteinleri, apoptotik sinyalleri iletmek
ve Bax’1 veya Bak'1 aktive etmek i¢in denetleyici bir gorev iistlenmektedirler. Antiapoptotik
proteinler, hiicre sagkalimini arttirmak i¢in koruyucu olarak gdrev yaparken, proapoptotik
efektdr proteinler apoptozu tetiklemek i¢in hiicre Oldiiriicii olarak islev gormektedir
(Czabotar vd., 2014). Hiicreler sitotoksik stres sinyalleri aldiginda, sadece BH3 proteinleri,
sitoplazmadan mitokondriyal dis membrana translokasyon i¢in uyarilmaktadir. Daha sonra
sadece BH3 proteinleri, duyarlilastiric1 olarak programlanmig hiicre Sliimiinii indiiklemek
lizere Bax veya Bak oligomerlerinin olusumunu tesvik etmek i¢in anti-apoptotik proteinleri
dogrudan notralize etmektedir (Letai vd., 2002; Wang vd.,1996). Normal bir hiicrede Bak,
a9 kuyruk ankraji kullanarak mitokondrinin dis zar1 {izerinde bulunurken, Bax esas olarak
transmembran alanma sikismis olarak sitoplazmadadir. Sitotoksik sinyaller, Bax'in
transmembran bdlgesine yayilmasin1 ve mitokondriyal dis membran {izerinde birikmesini
saglamaktadir (Edlich vd.,2011). Bax veya Bak dogrudan islev géren BH3 proteinlerinin
aktivasyonu i¢in biliyilk bir yapisal de8isime neden olarak BH3 bolgesine
baglanabilmektedir. Bunu, BH3 proteinlerinin ayrismasi izler, BH3 bdlgesi i¢in baglayici
kanali Bax veya Bak'ta bos birakir ve aktiflestirilmis monomerik Bax veya Bak, bosaltilan
kanali kullanarak dimerlesir. Bax/Bax veya Bak/Bak dimeri daha sonra, sitokrom C'nin
mitokondriyal zardan sitoplazmaya ge¢mesine izin veren mitokondrial dig membran
gecirgenligine neden olan proteolipit gézenekleri olusturmak icin oligomerlesir (Czabotar
vd.,2014). Bu nedenle, Bax ve Bak apoptozu diizenlemede 6nemli rollere sahiptir. Toplu
olarak, proapoptotik proteinler ve antiapoptotik proteinler arasindaki denge, hiicrelerin
apoptotik sinyallere ne kadar hassas olduklarini belirlemektedir (Yip ve Reed, 2008; Lam
vd., 1994; Luanpitpong vd., 2013).

2.8.2. Bcl-2’nin asir ifade edilmesi

Bcl-2'nin asir1 ifadesi ile kanserin olusumu, gelisimi ve prognozu arasinda gii¢lii bir
iliski vardir. Yiiksek Bcl-2 ifade seviyesi lenfoma, melanom, akut miyeloid 16semi (AML)
ve kronik lenfositik 16semi (KLL) gibi ¢esitli hematolojik kanserlerde ve kolorektal, meme,

prostat, mesane ve kii¢iik hiicreli akciger kanseri gibi kat1 timorlerde bildirilmistir. Bcl-2'nin
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yani sira, cesitli tiimorlerde diger antiapoptotik proteinler de yiiksek diizeyde tespit
edilmistir. Yiiksek direngli prostat kanseri, mezenkimal meme kanseri ve diger kati

timorlerde yiiksek Bcl-XL ifadesi de bildirilmistir (Trisciuoglio vd., 2017).

Bcl-2 antiapoptotik proteinlerin asir1 ifadesine yonelik mekanizmalar, kromozom
translokasyonu, inhibitor miRNA kayb1 gibi c¢esitli nedenlerle agiklanabilmektedir
(Rautureau vd., 2010; Bharatham vd.,2011). Bazi kanser tiirlerinde, antiapoptotik
proteinlerin miRNA'larinin azalmasi, antiapoptotik proteinlerin artan aktivitesine neden
olmustur. Ek olarak, miR-195, -24-2, -365-2 ve -204 gibi diger bazi miRNA'larin kaybinin
da gogiis, akciger ve kolon kanserlerinde Bcl-2'nin agir1 ifadesi ile iliskili oldugu gézlenmistir

(Correia vd.,2015).

2.9. Bcl-2 Hedefli Tedavi Yaklasimlar:

Giliniimiizde, Bcl-2 ailesine ait proteinler (6zellikle Bel-2, Bel-XL ve Mcl-1), antitimor
ilaglarinin arastirilmasi ve gelistirilmesi i¢in en 6nemli hedeflerdendir. Bugiin itibariyle, Bcl-
2 antiapoptotik proteinleri hedef alan ¢esitli terap6tik ajanlar gelistirilmistir ve preklinik veya
klinik olarak test edilmektedir. Bir monoterapdtik ajan olarak, bu reaktifler Bcl-2'nin
antiapoptotik etkilerini antagonize ederek apoptozu dogrudan indiikleyebilir. Kombine bir
tedavide kullanildiginda bu reaktifler, kanser hiicrelerinin apoptozis esigini diisiirerek

antitiimor ilaglar1 duyarl hale getirmektedir (Czabotar vd., 2014).

2.9.1. Siklin bagimh kinaz (CDK) inhibitorleri

Siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitdrlerinin RNA polimeraz II fonksiyonunu bozarak
ve E2F1'in Mcl-1 transkripsiyonu iizerindeki negatif diizenleyici etkilerini artirarak, Mcl-1
ifadesini inhibe edebildikleri diisiiniilmektedir. CDK inhibitorleri, kombine edilerek
kullanildiginda insan 16semi hiicrelerinde histon deasetilaz inhibitdrleri (HDACI) antitiimor
aktivitesini Onemli Olglide artirabilmektedir (Rosato vd.,2007). Bu ajanlar Bcl-2
proteinlerinin klasik inhibitorleri degildir ve etkilerini Bcl-2 antiapoptotik proteinleri
diizenleyerek dolayli olarak gostermektedirler. Bu nedenle, ilaca direngli kanser tiirlerinde

umut vaad etmektedirler (Rosato vd.,2007).
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2.9.2. BH3-mimetikleri

BH3 protein-mimetikleri olarak da adlandirilan BH3-mimetikleri, Bcl-2 antiapoptotik
proteinlerinin hidrofobik bolgelerine, Bax veya Bak ile baglanmalarini antagonize etmek,

Bax ve/veya Bak'in apoptozu indiiklemesini aktive edecek sekilde tasarlanmistir (Lessene

vd., 2008).

2.9.2.1. Venetoklaks (ABT-199)

Spesifik bir Bcl-2 inhibitérii olan Venetoklaks (ABT199), 2016 yilinda KLL'yi tedavi
etmek icin FDA tarafindan onay almistir (Pekarsky vd.,2018). Venetoklaks, ABT263"{in
modifikasyonu sonucunda gelistirilmistir ve Bcl-XL ile secici olmayan bir sekilde
baglanmasini 6nlemek {izere tasarlanmistir. Venetoklaks, X-1s1n1 kristal yapis1 ve tiyofenil
par¢anin bulunmadigi modifiye bir ABT263"in, se¢ici baglanma icin kullanilabilecek p4-
baglama cebinde alternatif bir baglanma bolgesi bulundurmaktadir (Souers vd., 2013;
Touzeau vd.,2014). Bu durum, Venetoklaks’un Bcl-2'ye sikica baglanirken Bcl-XL'ye
baglanmamasi nedeniyle hedefleme igin kullanilmasinda kritik 6neme sahiptir. Klinik
caligmalarda Venetoklaks, trombosit sayisinda yalnizca kiigiik degisiklikler olan ii¢ refrakter
KLL hastasinda tek bir dozun ardindan hemen antilokomik aktivite sergilemistir (Souers
vd.,2013). Tek bir ajan olarak Venetoklaks, daginik biiyiik B hiicreli lenfoma, folikiiler
lenfoma, KLL, akut miyeloblastik 16semi (AML) ve multiplmiyelom gibi bir¢ok malignitede
timit verici klinik sonuglar tespit edilmistir (Souers vd., 2013; Davids vd.,2013;Seymour
vd.,2017). Caligmalar ayrica Venetoklaks'n KLL ve AML hastalarinda Rituksimab,
Obinutuzumab gibi diger antitiimor ilaglarla kombinasyon halinde anlamli bir duyarlilik
etkisine sahip oldugu gostermistir. Bununla birlikte Venetoklaks, ozellikle timor lizis
sendromu (TLS) gibi advers etkiler de bildirilmistir (Seymour vd.,2017). Ayrica Venetoklaks

kullanan hastalarda nétropeni veya enfeksiyonlar da gozlenmistir (Davids vd.,2013).

2.9.2.2. Venetoklaks etki mekanizmasi

Gelismis bir BH3 mimetigi olan Venetoklaks trombositopeniye yol agmayan,
antitimor etkili, oral yolla alinabilen, Bcl-2'ye spesifik bir inhibitordiir. Toksik etkilerin sik

goriildiigii kanser tedavileri i¢in oldukca iyi bir yan etki profiline sahiptir. Venetoklaks
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afinitesi Bcl-2 igin yiiksek iken, Bcl-XL i¢in daha diisiik diizeydedir (Kadia vd., 2016; Hata
vd., 2015; Pullarkat ve Newman, 2016). Venetoklaks bazli tedavi, daha agresif tedaviler i¢in
uygun olmayan AML'li yash hastalar i¢in uzun sagkalim saglayabilme potansiyeli
tasimaktadir (Pullarkat ve Newman, 2016). Preklinik bir ¢calismada (Pan vd., 2013), AML
hiicre dizileri Venetoklaks’a daha duyarli olup yiiksek diizeyde Bcl-2 proteini ve nispeten
diisik Bcl-XL ve Mcl-1 ifadesi gostermislerdir. Benzer sonuglar primer AML
miyeloblastlarinda da bulunmustur. Ayrica, AML miyeloblastlar1 normal kemik iliginden

daha yiiksek Bcl-2 mRNA ifadesi gostermistir (Valk vd., 2005).

2.9.2.3. Ventoklaks'a diren¢c mekanizmalart

Venetoklaks, AML dahil olmak {izere bircok kanserde timit verici sonuclar ortaya
koyan ilk Bcl-2 segici inhibitér olmasina ragmen, intrinksik ila¢ direnci endise vericidir
(Zhao vd., 2016; Schwartz vd.,2016). Venetoklaks Mcl-1'i inhibe etmediginden, artan Mcl-1
ifadesi, Venetoklaks tarafindan Bcl-2 inhibisyonuna kars1 potansiyel bir 6n direng kaynag:
olabilir. Bunu dogrular sekilde, CRISPR ile AML hiicrelerinde MCL-1'in susturulmasi
(knock-down), Venetoklaks kaynakli apoptozu 6nemli dl¢iide arttirmistir (Pan vd.,2013;
Zhao vd., 2016; Schwartz vd., 2016). Bu nedenle, Lin ve digerleri, Mcl-1 ve Bcl-XL'i
hedefleyerek, direncli AML hiicre dizilerinin, Venetoklaks’a karsi yeniden
duyarllagtirilabilecegini gostermistir (Lin vd., 2016). Ayrica, Mcl-1 ve/veya Bcl-XL
susturulmasi ile birlikte Venetoklaks uygulamasindaki hedef, ila¢ direncini geciktirmek veya
ilag direncini 6nlemektir (Lin vd.,2016). Niu ve arkadaglari, Venetoklaks'in, Mcl-1
seviyelerini azaltan ve ila¢ direncli AML hiicrelerinde, ila¢ aktivitesini arttiran DNA hasar
verici ajanlar ile birlestirerek diren¢ mekanizmasinin asilabilecegini kanitlamistir (Niu vd.,

2016).
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Madde Ad:

Agaroz

DKM (Diklorometan)

DMSO (Dimetilsiilfoksit)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Floresan isaretli protein (GFP)
Etanol (%99,8)

Etidyum bromiir

FITC-siRNA

Fetal Sigir Serumu

Kitosan Oligosakkarit Laktat
MTT boyas1

Sigir Serum Albiimini
Sodyum Hidroksit

Sodyum Kloriir

3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adi

Biiyiik Kapasiteli Santrifiij
CO2’li Etiiv

Plaka Okuyucu

Distile Su Cihazi
Dondurucu (-20°C)
Dondurucu (-80°C)
Floresan Mikroskop

Gii¢ Kaynagi

Invert Mikroskop
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Firma Adi

: Prona, Ispanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Applichem, Almanya

: Biologicallnd., Israil

: Aldevron, ABD

: Merck, Almanya

: Amresco, ABD

: SantaCruz, ABD

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrcih, Almanya
: Applichem, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya
Tween® 80 (Polioksietilen-20-Sorbitan Monooleat) :

Merck, Almanya

Firma Adi

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

: Cytation 5, Biotek, ABD

: Millipore, ABD

: Argelik, Tiirkiye

: New Brunswicksci., ABD
: Leica 400DMI, Almanya

: Consort E861, Belgika

: Leica DMIL, Almanya



Jel Dokiimantasyon Cihazi
Laminar Akis Kabini
Manyetik Karistiric
Mekanik Karistiric
Mikrosantrifiij

Orbital Karistirict
Otoklav

Otomatik Mikropipetler
Ph-Metre

Rotavapor

Sem Cihazi

Su Banyosu

Vorteks Karistiric

Yatay Calkalayici

Yatay Elektroforez Cihazi

Zeta Potansiyel ve Par¢acik Boyutu Olger
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: Uvitec, Ingiltere
: Heal Force, Cin Halk Cumbhuriyeti
: Heidolph, Almanya

: Heidolph, Almanya

: Eppendorf, Almanya

: Stuart Ssl, Ingiltere

: Hirayama, Japonya

: Eppendorf, Almanya

: Thermoscientific, ABD

: Buchir-205, Isvicre

: Carl Zeiss Ultra Plus, ABD

: Gfl T-251425, Almanya

: Jeiotech, Cin Halk Cumhuriyeti
: Stuart Ssl, ABD

: Thermoscientific, ABD

: Nanozetasizer Zs, Ingiltere



4. YONTEM
4.1. Formiilasyon Calismalari
4.1.1. Albiimin nanopartikiillerinin hazirlanmasi

Albiimin tasiyict sistemler i¢in kullanilan en yaygin hazirlama yontemleri,
emiilsifikasyon, termal jelasyon, piiskiirterek kurutma (spraydrying), desolvasyon
(koaservasyon), kendiliginden olusma ve nanopartikiil-albiimin bag teknolojisi (nab
teknolojisi) olarak siralanabilir (Elzoghby vd., 2012).

Protein bazli nanopartikiillerin sentezinde desolvasyon yontemi en ¢ok kullanilan
tekniklerden biri olup, yontem etanol veya aseton gibi su ile karisabilen organik ¢oziiciiler
yardimiyla albiimini denatiire etme esasina dayanir. Etanol eklenmesiyle, albiiminin sudaki
¢Oziiniirligl giderek azalmakta ve faz ayrigsmasi olugsmaktadir. Etanol veya aseton gibi su ile
karisabilen ¢oziiciilerin konsantrasyonunu arttirmak, protein hidrasyonuna ve sulu karigimin
dielektrik sabitinde azalmaya neden olmaktadir. Bu sabitin desolvasyon asamasinda
degismesi ise olusan partikiillerin biiytiikliigiinii belirleyebilmektedir (Elzoghby vd., 2012).

Alblimin nanopartikiillerin morfolojik 6zellikleri incelendiginde yeterince kararl
olmadigi, su icerisinde tekrar ¢ozilinebilir oldugu bildirilmistir. Glutaraldehit gibi ¢apraz
baglayicilarin albiimin molekiiliindeki amino gruplart ile kantitatif ¢apraz baglanmasi
saglanarak koesarvatlarin daha kararli hale gelmesi miimkiin olmaktadir (Von Storp vd.,
2012; Elzoghby vd., 2012).

Bu c¢alismada, albiimin nanopartikiillerinin  hazirlanmasinda  desolvasyon
(koaservasyon) teknigi kullanilmastir.

Bu tez kapsaminda kullanilan albiimin sigir serum albiimini olup 69,323 Da molekiil
agirhginda ve 25 °C su igerisinde 4,7’lik izoelektrik noktasina (pI) sahiptir. Formiilasyon
hazirlama esnasinda kullanilan su, otoklavlanmis ve 0,22 um filtreden gegirilmistir. pH=7,4
ve pH=5,9 olmak {izere iki ayr1 pH degerinde distile su kullanilmistir. Kullanilan etanol

%99,8 saflikta olup tiim asamalarda ayni 6zellikte etanol kullanilmistir.

4.2. On calismalar

Desolvasyon yontemi kullanilarak 40 mg alblimin 2 mL distile suda (pH=7.4)
¢Oziindiiriilmiistiir. Ayr bir tiipte hazirlanan 0,5 mg Venetoklaks (ABT199) 500 u. DKM
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ilave edilerek ¢6ziindiiriilmis, bunun {izerine (su fazi ile karismayan DKM nin alblimin
cozeltisine eklendiginde olusacak faz ayrimini 6nlemek icin) 1,5 mL etanol eklenmistir.
Baska bir tlipte ise 1 mg kitosan 500 pL distile suda ¢oziindiiriiliip iizerine 500 pL etanol
eklenmistir. Magnetik karistiricida farkli rpm’de (300-500 rpm) karismakta olan albiimin
cozeltisi lizerine 6nce Venetoklaks ¢ozeltisi sonra katyonik 6zellik kazandirmak amaciyla
kitosan ¢ozeltisi eklenip damla damla ilave edilmistir. Agregat olusumunu Onlemek ve
partikiil boyutunu diisiirmek amaciyla bulaniklik gézlenen bu karisim tizerine %4 Tween 80
(1 mL) damla damla ilave edilerek organik fazin oda sicakliginda ugmasi igin beher agzi agik
bir sekilde karigir halde (18-24 saat) birakilmistir. Agregasyon nedeniyle gozlenen ¢okme
egilimi dikkate alinmig, formiilasyonda kullanilan oranlar degistirililerek en kararh
formiilasyon secilmistir. Bu amag¢ i¢in, albiimin miktar1 azaltilip, etkin madde miktar
arttirilarak, kullanilan suyun pH’s1, alblimini denatiire etmek i¢in kullanilan etanol miktari,
manyetik karigtiricida kalma siiresi ve manyetik karistiricinin doniis hizi degistirilerek cesitli
formiilasyonlar hazirlanmistir.

F1 formiilasyonu: 20 mg albiimin 2 mL distile suda (pH= 7,4) ¢oziindiiriiliip 2 mL
etanol ilave edilerek berrak bir ¢ozelti elde edilmistir. Ayri tlipte hazirlanan 2 mg
Venetoklaks (ABT199) 500uL DKM ile etkin madde ¢oziindiiriilmiis ve albiimin/alkol
cozeltisine eklenmistir. Desolve olan albliminin ¢ozeltisinin  bulamklik gosterdigi
bilindiginden, daha sonra bu karistmin {izerine bulaniklik gézlemlene kadar etanol
eklenmeye devam edilmistir. Alblimini denatiire etmek amaciyla tiim ¢ozeltiye 6mL etanol
daha ilave edilmis ve formiilasyon 18 saat boyunca manyetik karistiricida 300 rpm hiza
maruz birakilarak, formiilasyondan etanol ve DKM uzaklagtirilmistir.

F2 formiilasyonu: 20 mg albiimin 2 mL distile suda (pH= 7,4) ¢oziindiiriiliip 2 mL
etanol ilave edilerek berrak bir ¢ozelti elde edilmistir. Ayr tiipte 2 mg Venetoklaks’1
¢ozebilen minimum DKM miktar1 150 pL olarak belirlenmis ve etkin madde bu miktar
igerisinde ¢oziindiiriiliip albiimin/alkol ¢o6zeltisine eklenmistir. Bulaniklik ya da cokelti
gozlenmemistir. Formiilasyon, ortamdan etanol uzaklastirilana kadar manyetik karistiricida
300 rpm hiza maruz birakilmigtir. Partikiil biiylikliiglini kii¢iiltmek icin F2* ye 1 mL %4
Tween 80 ilave edilmistir. 1.saat, 2.saat, 4.saat ve 18.saat sonunda partikiil biiyiikliikleri ve

zeta potansiyelleri 6l¢iilmiistiir.
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F3 formiilasyonu: Bu formiilasyonda oncelikle ¢oziicli olarak kullanilan distile suyun
pH’s1 5,98 olarak degistirilmistir. 20 mg albiimin 2 mL distile su (pH=5,98) ile ¢oziindiiriiliip
2 mL etanol eklenmistir. 2 mg Venetoklaks 150 pL DKM ile ¢oziindiiriiliip albiimin
¢Ozeltisine ilave edilmistir. Sonradan eklenen etanol miktar1 azaltilarak etanoliin
formiilasyondan uzaklagma siiresi kisaltilmistir. Formiilasyona 4 mL daha etanol ilave edilip,
300 rpm hizda manyetik karistiricida etanol tamamen wugana kadar bekletilerek
hazirlanmistir.

S1g1r serum albiimini anyonik 6zelliktedir. Hiicre membran yiizeyinin de negatif yiikli
olmasi nedeniyle tasarlanan formiilasyonda hazirlanan nanopartikiillerin pozitif yiliklii olmasi
membran yiizeyine tutunabilme acisindan 6nemlidir.

F3 olarak isimlendirilen formiilasyonda ABT199 yiiklendikten sonra zeta potansiyeli
8,91 = 0,8 mV olarak 6l¢iilmiistiir. Venetoklaks yiiklenmesinin nanopartikiillere katyonik
ozellik kazandirdigi gozlenmis ancak formiilasyonun hiicre membranina daha kararh
tutunabilmesi icin daha yiiksek bir zeta potansiyeli degerine ihtiya¢ duyulmustur. Bu
nedenle, bu asamadan sonra hazirlanan formiilasyonlara katyonilk 6zellik kazandirma
amaciyla kitosan ¢6zeltisinin eklenerek denemeler yapilmasina karar verilmistir.

F4 formiilasyonu: 20 mg albiimin 2 mL distile su (pH=5,9) ile ¢oziindiiriiliip 2 mL
etanol eklenmistir. 2mg ABT199 150uL. DKM ile ¢oziindiiriiliip albiimin ¢ozeltisine ilave
edilmistir. Ayri bir tiipte 2 mg kitosan 500 pL distile su ile (pH=5,9) ¢6ziindiiriilerek kitosan
cozeltisi hazirlanmistir. 4 mL etanol ve kitosan ¢ozeltisi sirasiyla formiilasyona eklenip
manyetik karistiricida 300 rpm hizda etanol tamamen uzaklasana kadar bekletilmistir.

F5 formiilasyonu: 20 mg albiimin 2 mL distile suda (pH=7,4) ¢oziindiiriilmiistiir. Ayr
tiipte 2 mg kitosan 500 pL distile suda (pH=5,98) ¢oziindiiriiliip iistiine 500 pL etanol
eklenmistir. Albiimin ¢ozeltisine 2 mL etanol eklenerek iizerine kitosan ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Formiilasyon etkin maddesiz olarak hazirlanip, doniis hiz1 arttirilarak manyetik
karistiricida 500 rpm hizda etanol uzaklastirilmistir. Doniis hizimi arttirarak, etanoliin daha
kisa siirede uzaklastirilmasi dolayisiyla formiilasyonun manyetik karistiricida kalma siiresini
kisaltmak hedeflenmistir. Ayrica partikiil boyutuna etkisi de karsilastirilmistir.

F6 formiilasyonu: 20 mg albiimin 2 mL suda (pH=7,4) ¢6ziindiiriiliip, 2 mL etanol
eklenmistir. Ayr1 bir tiipte 2 mg ABT199 150 uL DKM ile ¢oziindiiriiliip 500 pL etanol
eklenmistir. Baska bir tiipte ise 2 mg kitosan 500 pLdistile suda (pH=5.9) ¢6ziindiiriiliip 500
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pL etanol eklenmistir. Venetoklaks iceren tiip kitosan ¢ozeltisine ilave edilip karistirtlmistir.
Venetoklaks ve kitosan karigimi albiimin ¢ozeltisine ilave edilip manyetik karisticida 500
rpm hizda etanol uzaklasincaya kadar karistirtlmistir.

Hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu ve zeta potansiyel degerleri oncelikli
olarak analiz edilmistir ve formiilasyonlarin icerikleri ve kodlar1 Tablo 4.1°de sunulmustur.

AIbF: Desolvasyon isleminin albiimini nasil etkilediginin belirlenmesi ig¢in
hazirlanmistir. Bunun i¢in, 20 mg alblimin 2 mL suda (pH=7,4) ¢6zilindiiriilmiis ve bulaniklik
oluncaya kadar (~6 mL) etanol eklenmistir. Etanoliin u¢gmasi i¢in bu karisim agzi agik bir

sekilde manyetik karigtiricida birakilmistir.

Tablo 4.1. Formiilasyonlarin icerikleri ve kodlart ile partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerlerinin
kiyaslanmasi

ABT 199 900,04 %4 Partikiil Zeta
om Kitosan  Tween 80 pH biiyiikliigii PDI potansiyeli
g 500 pL 1 mL nm mVv
AlbF - - - 7.4 50+2,4 0,102 £0,01 6,17+0,65
F1 + - - 7.4 1360 + 54,7 0,562+ 0,05 16,21+ 0,57
F2 + - + 7.4 140,41 £4,5 0,229+ 0,01 -26,51£0,86
F3 + - - 59 547,40 + 26,5 0,569+ 0,05 8,91+ 0,23
F4 + + - 5,9 581,43+ 37,2 0,368+ 0,03 46,90+ 073
F5 - + - 7.4 193,38 +£3,8 0,273+0,01 28,6+0,36
F6 + + - 7,4 364,72 £7,4 0,253 +0,05 41,4+0,95

*T{m formiilasyonlar 2 mL olarak hazirlanmistir ve kullanilan Albiimin miktar1 20 mg’dir.
*Kullanilan suyun pH’ s15.9 ve 7.4 olarak ayarlanmistir.

Bu degerler dikkate alinarak en uygun formiilasyon olarak F6 secilmistir ve bu formiil

lizerinden calismalara devam edilmistir.

4.3. F6 Formiilasyonunun Karakterizasyon Calismalari

4.3.1. Partikiil boyutu ve dagilim

Nanopartikiillerin fiziksel olarak kararli olduklarini anlayabilmek igin partikil boyutu

ve partikiillerin dagilimina bakilir. Dinamik 1s1k sagilmasi, lazer kirmnimi, foton korelasyon
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spektroskopisi gibi yontemlerle partikiil boyutu ve partikiil dagilimlari elde edilebilir. Bu iig
yontemdede en 6nemli parametre PDI (polidisperslik indeksi) degeridir. PDI degeri 0,1- 0,25
arasinda olursa, istenilen dar partikiiler dagilim (homojen) elde edilebilir. PDI degeri 0,45’in
tizerinde olursa genis partikiiler dagilim (heterojen) elde edilir. PDI degeri 0,45’in altinda
degerler kabul edilebilir sinirlar icerisindedir.

Calisilan tiim formiilasyonlarin partikiill boyutu ve dagilimi foton korelasyon
spektroskopisi kullanilarak dl¢iilmiistiir. Ol¢iimlerde kullanilan distile suyun pH’ s17,4’e ve
iletkenligi 50 uS’e ayarlanmis ve 0,22 pm’lik filtrelerden gegirilmistir. Olgiimler
formiilasyonlardan 50 pL alinip, distile su ile 1 mL’ye tamamlanarak partikiil boyutu ve zeta
potansiyel dl¢gme cihaz1 (NanoZetasizer ZS, Ingiltere) cihazinda gerceklestirilmistir ve her

Olgiim 3 kez tekrarlanmustir.

4.3.2. Zeta potansiyeli

Nanopartikiillerin stabilitesinin ve kararliliginin 6l¢iilmesi i¢in PDI degerinin ve zeta
potansiyelinin belirlenmesi gerekmektedir. Her partikiil pozitif ve negatif yiiklii olusuna gore
zit yiiklii iyonlarla ¢evrelenir ve tek tabakali molekiiler bir katmana sahiptir. Bu katmanin
etrafinda partikiile bagli olmayan hareketli ikinci bir iyon tabakasi bulunur. Partikiil yiizeyi
ile notral bolge arasindaki potansiyel farki ‘zeta potansiyel’ olarak adlandirilir. Zeta
potansiyel dl¢iimleri elektriksel alan icerisindeki elektroforetik hareketlerden yararlanilarak
zetametre denilen aletle 6l¢iiliir ve birimi milivolttur (Celebi, 2002). Elektroforetik hareket
Olciildiikten sonra ortamin viskozlugu ve dielektrik sabitibilindigi takdirde Helmbholtz-
Smoluchowski esitliginden faydalanilarak zeta potansiyel hesaplanir (Oner, 2012).

Partikiillerin kimyasina bagli olarak polaritede pozitif veya negatif olabilen Zeta
potansiyeli, partikiil ylizeyinde bir yiikiin varlig1 ile olusturulan bir elektrik potansiyelidir.
Zeta potansiyelinin odlgiilmesi, kolloidal dispersiyonun kararliligi hakkinda genel bilgi
sunmaktadir. Zeta potansiyeli, formiilasyondaki benzer yiiklii parcaciklar arasindaki itme
derecesinin bir gostergesidir ve yiizey yiikii yiiksek olan partikiillerin birbirlerini itme
kuvvetleri, saklama sirasinda partikiillin agregasyonunu ve c¢Okmesini engeller. Zeta
potansiyelinin 30 mV’tan daha yiiksek pozitif veya -30 mV’tan daha yliksek negatif olmasi

sistemin monodispers olmasini saglamaktadir. Diger yandan 5 mV’tan diisiik, -5 mV’tan
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yiiksek olacak sekilde notr degere yakin olmasi da agregasyona sebep olabilmektedir (Patel
ve Agrawal, 2011; Bhattacharjee, 2016) ve dispersiyonlar ¢okelmeegilimindedirler.

Zeta potansiyel ol¢iimi icin partikiil boyutu analizinde hazirlanan 6rneklerde ayni
cihazin farkli programi kullanilarak yapilmistir. Elektrostatik hareketliligin  zeta
potansiyeline  doniistiiriilmesinde Helmholtz-Smulochowskiesitligi  kullanilmigtir. 20

Olclimiin ortalamasi alinacak sekilde ayarlanan cihazda dl¢limler 3 kez tekrarlanmistir.

4.3.3. F6 formiilasyonunun genetik materyal baglama kapasitesi

Bu ¢alismada bir Bcl-2 inhibitorii olan etkin madde Venetoklaks (ABT199) yiiklenmis
formiile ikinci asama olarak genetik materyal yiiklenmesi amaclanmistir. Genetik materyal
olarak Bcl-2 siRNA kullanilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, F6 formiilasyonunun genetik
materyal baglama yetisinin belirlenmesi i¢in ilk calismalar, tez kapsaminda siRNA
miktariin az olmasi nedeniyle, Green Floresan Protein plazmid DNA’s1 (GFP pDNA) ile
gerceklestirilmistir ve elde edilen sonuglar dogrultusunda siRNA baglama ve goriintiileme
caligmalar yiritilmustiir.

Genetik materyalin formiilasyona yiiklenme islemi elektrostatik olarak etkilesim
mekanizmas1  dahilinde = DNA/siRNA’nin  partikiillere  adsorbsiyonu  seklinde
gerceklestirilmistir. Bu calismalar, etkin madde (ABT199) yiiklii partikiiliiniin genetik
materyal tutma yetisini etkileyip etkilemediginin belirlenmesi ve etkin maddenin toksik
ozelliginin transfeksiyon c¢aligmalarinda gozlenmemesi amaciyla F5 formiilasyonunda (bos
formiilasyon) da gerceklestirilmistir.

Genetik materyal yliklenmis formiilasyonlarin baglanma kapasiteleri jel retardasyon

sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.3.3.1. Jel Retardasyon Calismalart

Jel elektroforezi, saflagtirilmig niikleik asit ve proteinlerin molekiil agirligi, miktari ve
alt tiplerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan molekiiler bir inceleme yontemidir.
Elektroforetik analiz elektriksel bir alanda, ortamda c¢oziinmiis molekiillerin elektrik
yiiklerine gore go¢ etmeleri esasina dayanir. Biiyiik molekiillerin jel tizerinde ilerlemesi daha

yavas olurken kiiclik molekiiller daha hizli ve rahat hareket edebilirler. Molekiiliin anota m1
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(+ kutup) yoksa katota m1 (- kutup) dogru hareket edecegi molekiil iizerindeki net yiik ile
iligkilidir. DNA ve RNA molekiilleri serbest fosfat gruplarindan dolayr eksi yiikli
molekiillerdir. Bu nedenle jel iizerinde katottan anota dogru ilerler. Bu go¢ hiz1 molekiiliin
bliyiikliigline, yapisina, ortamin yogunluguna, iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagl
olarak degismektedir. Kullanilan molekiiliin jel iizerindeki yerini belirlemek i¢in ortamda
UV 15181 altinda floresan etki gdsteren etidyum bromiiriin (EtBr) veya benzeri bir 1s1yici
maddenin bulunmasi gerekmektedir. Bununla birlikte elektroforez deneylerinde bir tampon
¢ozeltiye ihtiya¢ duyulur. Tampon ¢ozelti elektrik akimiin gegisini saglamak ve ortamda
elektrolit miktarin1 arttirmak i¢in kullanilir. Ayrica tampon, ortamin pH’sinda meydan

gelebilecek olasi radikal degisimlere de izin vermemektedir.

4.3.3.1.1. Kullanilan tamponlar

10 X TBE (1 L pH 8.0) 50 X TAE (1 L pH 8.0)
Trizma Baz 108 g Trizma Baz 242 ¢
Borik asit 55¢ Disodyum EDTA 18,61 g
0.5 M EDTA 40 mL Glasiyal Asetik Asit 57,1 ml

4.3.3.1.2. Jelin hazirlanmas:

%1,5’luk 150 mL agaroz jel hazirlanmak iizere 2,25 g agaroz tartilmistir. Tartilan
agaroz, 150 mL 1 x TAE ¢d6zeltisinde manyetik karistiricida, 1sitilarak ¢ozlindiiriilmiistiir.
Berrak bir ¢ozelti elde edilip, ¢cozelti yaklagik 45°C sicakliga geldiginde %5 oraninda EtBr
ilave edilmistir. Hazirlanan jel hava kabarciginin olmamasmna dikkat edilerek kaliba
dokiilmiis ve uygun taraklar yerlestirilerek 45 dakika boyunca katilagmaya birakilmistir. Jel
katilastiktan sonra tampon ¢ozeltiyle dolu tanka alinmistir.

SIRNA elektroforez islemi igin %2,5 agaroz iceren jel hazirlanmistir. Yiirlitme

tamponuve jel hazirlamak icin stok 10 X TBE’den hazirlanan 1 X TBE kullanilmistir.

4.3.3.2. Formiilasyonlara DNA yiiklenmesi

DNA konsantrasyonu (1pg/10ul) sabit tutularak, farkli hacimlerde alinan 6
formiilasyona DNA yiiklenmistir. Yiikleme isleminde DNA ve formiilasyonlar elektrostatik
etkilesimin gergeklesmesi i¢in Once bir tiipte mikropipet yardimi ile dikkatlice karistirilmig
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daha sonra 37°C’de 20 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda her bir tiipe 10 pL yiikleme tampon soliisyonu (1 x TAE) eklenerek jeldeki
kuyucuklara uygulanmis ve jel goriintiileri jel dokiimantasyon cihazi ile alimmistir (UViTec,

Ingiltere). Formiilasyona yiiklenebilecek maksimum DNA miktar1 belirlenmistir.

4.3.3.3. Formiilasyonlara siRNA yiiklenmesi
siRNA yiiklemesi ¢aligmalarinda, siRNA (40 pg/mL), DNA ¢alismalarinda kullanilan

formiilasyon miktarlar1 ile mikrotiipler igerisinde ayni kosullarda inkiibasyona birakilmistir

ve jele yiiklenerek goriintiilenmistir.

4.4. Venetoklaks (ABT199) Miktar Tayini icin Ultra Basin¢li/Performansh Sivi

Kromatografisi

Partikiillere yliklenmis ve salim ¢alismalarindaki ABT199 miktarinin belirlenmesi i¢in
ultra basingli/performans sivi kromatografi (UPLC) (Agilent 1290 Infinity LC System,
Almanya) kullanilmigtir. Kolon olarak 4,6x150 mm’lik, 0,5 pm ¢apl, Intersil® ODS-3
(Tokyo, Japonya) kolonu segilmistir. 0. dakikada h/h CH3OH (% 0,1 TFA) : H20 (% 0,1
TFA) oran1 40:60 olarak baslatilan mobil faz, ilk 8 dakikada gradient olarak 100:0 oranina
arttirilmis ve analiz 12. dakikada bu oranda sonlandirilmistir. Analiz sartlari; sicaklik 40 °C,

akis hiz1 0,65 mL/dk., enjeksiyon hacmi 5 puL ve 289 nm dalga boyu olarak belirlenmistir.

4.4.1. Analitik miktar tayini icin validasyon calismasi

Analitik yontem validasyonunun temel hedefi kullanilacak ydntemin amacina
uygunlugunu kanitlamaktir. Bu amagla kullanilan test yonteminin dogruluk ve giivenilirlik
parametreleri verilerle kanitlanarak gosterilmektedir. Miktar tayini validasyonunda
dogrusallik, kesinlik, dogruluk parametreleri esas alinmis ve istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Bu c¢alismada, Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi’nin ‘Analitik

Islem Validasyon Yontemi’ kullanilmistir (ICH, 2014, s. 1-13).
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4.4.1.1. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligi, analizi yapilan maddenin farkli derisimdeki
orneklerinin elde edilen pik alani ile belirli derisim araliginda dogru orantili olmasidir.
Dogrusallik ¢alismasinda, analitik derisiminin fonksiyonu olarak sinyal elde edilir. Bu teste
ait degerlendirme regresyon analizi ve istatistiksel yontemle yapilir. Dogrusalligin
belirlenmesi i¢in en az 5 derisimde c¢alisilmasi oOnerilmektedir. UPLC yOnteminde
kullanilacak olan ABT-199’a ait standart egrinin bulunabilmesi amaciyla stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Stok ¢6zelti, tam olarak tartilmis 100 pg ABT-199/mL hareketli faz CH3OH
(% 0,1 TFA) ile hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden ¢esitli seyreltmeler yapilarak 10-
100 pg/mL araliginda farkli derisimde (20, 40, 50, 60, 80, 100 pg/mL) ¢dzelti hazirlanmstir.
Analiz sonucunda yedi nokta i¢in ABT199 derisimine karsilik gelen alan degeri saptanmugtir.

Her test 6 kez tekrarlanmustir.

4.4.1.2. Kesinlik

Kesinlik, tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar elde edilebilirlik parametreleri ile
belirlenmektedir. Tekrarlanabilirlik, ayni islem kosullarinda ve kisa zaman araligindaki
kesinligi ifade eder. Yontemin tekrarlanabilirligi aynm stok ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan
orneklerin alan 6l¢timiiniin tekrarlanmasi ile elde edilir. Bu islem 6 kez tekrarlanarak veya 3
farkli derisimde 3’er kez tekrarlanarak yapilir. Ara {riin kesinligi birbiri ile iliskisi
bulunmayan durumlarin analitik yontemin kesinligi tizerine etkisini ifade eder. Degiskenler
arasinda giin, analist, kullanilan malzeme ve farkli laboratuvarlarda bulunan ve analizde
kullanilan cihazin (UPLC cihazi, UV spektrofotometre cihazi, vb.) marka ve modeli bulunur.
Tekrar elde edilebilirlik ise analiz ve deneylerin farkli laboratuvarlarda tekrarlandiginda
sonuglar arasindaki kesinligin gosterilmesidir. Yontemin standardizasyonu icin genellikle
farkli kuruluglar ile ortak caligma yapilir. Tekrar elde edilebilirlik zorunlu olmayan
validasyon parametresidir. Yontemin kesinlik ¢alismasinda, tekrarlanabilirligini géstermek
icin kalibrasyon araligina denk gelen 3 farkli derisimde (10 pg/mL, 60 pg/mL, 90 pg/mL)

ABT199 ¢ozeltisi hazirlanmis ve her bir derisim i¢in 6l¢iim 6 kez tekrarlanmistir.
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4.4.1.3. Dogruluk

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere olan yakilhigidir. Dogruluk calismasi, 3 farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltinin
analizinin en az 3 kez tekrar edilmesi seklinde gerceklestirilir. Sonuglar % verim ve her seri
icin bagil standart sapma olarak verilir. Bu ¢alismada dogrulugun belirlenebilmesi i¢in 3
farkli derisimde (20 pg/mL, 50 ug/mL, 80 pg/mL) ABT199 igeren ¢ozelti hazirlanmastir.

Her bir ¢6zelti i¢in analiz 6 kez tekrarlanmustir.

4.4.2. Formiilasyonda yiiklenen etkin madde (ABT199) miktar tayini

ABT199 ile hazirlanan F6 formiilasyonunda alblimine ytiklenen ve yiiklenmeyen etkin
madde miktarlar1 ayr1 ayr1 analiz edilmistir.

F6 formiilasyonundan 4 mL’lik tiipe 200 pL almip 1 mL distile su eklenmistir.
Hazirlanan numune 11,000 rpm hizda 20 dakika siiresince santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda 1 mL iist faz (supernatant) ayrilmistir. Ayrilan kisim 0.22 pum’lik filtreden
gecirilmistir. Filtre, 1 mL CH30H (%0,1 TFA) tampon c¢ozeltisiyle yikanarak filtreden
gecirilen numuneye eklenmistir. 1:1 oraninda hazirlanmis numuneden 500 pL alinarak
UPLC’de etkin madde miktar tayini yapmak {izere hazirlanmistir.

Santrifiij sonunda iist faz alindiktan sonra kalan pellet {izerine 1 mL CH30H (%0,1
TFA) tampon c¢ozeltisi ve 1 mL distile su eklenmistir. Numune 1 dakika siireyle
ultrasonikasyona tabi tutulmustur. Albiimin denatiire edilerek tasiyici sisteme yiiklenmis
etkin madde (ABT199) ekstrakte edilmistir.

Santrifiij sonunda iist faz i¢in uygulanan protokol denatiire edilen pellet i¢in de
uygulanmistir. Toplam 2 mL hacimde hazirlanan numuneden 1 mL alinarak 0.22 um’lik
filtreden gegirilmistir. Filtre, 1 mL CH30OH (%0,1 TFA) tampon c¢ozeltisiyle yikanarak
filtreden gegirilen numuneye eklenmistir. 1:1 oraninda hazirlanmis numuneden 500 pL
alimarak UPLC’de etkin madde miktar tayini yapilmis ve etkin maddenin tasiyici sisteme
yiiklenme kapasitesi, ylikleme etkinligi ¢alismasi ve hesab1 Khoshneviszadeh ve digerlerinin
(2016) yaptig1 calismada kullandig1r yontem ve esitlik ile gerceklestirilmistir. Yiikleme
verimliligi (%EE), yiiklenen etkin maddenin toplam etkin maddeye boliinmesiyle hesaplanir.

Yiikleme kapasitesi, yiiklenmis etkin maddeye bagli olarak nanopartikiil kiitlesinin yiizdesini
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belirten, nanopartikiiliin birim agirligt bagina yiiklenen etkin madde miktardir.
(Khoshneviszadeh vd., 2016).

Yiikleme etkinligini hesaplamak amaciyla denklem 4.1 kullanilmistir.

WEE = Formiilasyondaki etkin madde miktart — stipernatantdaki etkin madde miktarleOO
R Formilasyondaki etkin madde miktart

4.1)
4.4.3. In vitro salim ¢alismasi

In vitro ¢oziinme hiz1 testleri, yeni formiilasyonlarin gelistirilmesi, bir ilacin seriden
seriye kalite gilivenliginin kontrolii ve stabilite degerlendirmesinde olduk¢a Snemlidir.
Farmakope monograflarinda belirtilmemis bir preparatin ¢oziinme testi yontemi ve
kosullarinin (¢6ziinme ortami bilesimi, pH’s1, iyonik direnci, ortamin karistirilma hizi, ortam
havasimin alinmasi vb. gibi) belirlenmesi igin etkin maddenin ¢oziiniirliigi, stabilitesi,
preparatin viicuda tatbik edilecegi bolge ve Ozellikleri, permeabilitesi gibi bilgilerin
degerlendirilmesi gerekmektedir (Dyas ve Shah, 2007).

Formiilasyonlardan etkin maddenin salim profilinin belirlenmesi i¢in mikrotiip
yontemi kullanilmistir (Biiylikkéroglu vd., 2016) Bu calisma i¢in 37 °C sicaklikta pH 5,5 ve
pH 7,4 olmak tiizere iki ayr1 pH degerinde fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) hazirlanmistir. 4
mL’lik 6 ayn tiipiin her birine 500 pL F6 formiilasyonu konmus, bunlarin {i¢iine pH degeri
5,5 diger ligline de pH degeri 7,4 olarak ayarlanmis fosfat tamponunundan 1,5 mL eklenmis
ve salim ¢alismasi i¢in kurulan diizenege yatay olarak yerlestirilmistir. Ortam sicakligi 37 °C
olarak ayarlanmis diizenek orbital c¢alkalayicinin {izerine yerlestirilerek, 200 rpm’de
calkalamaya birakilmistir. Salim zamanlar1 30. dakika, 1., 2., 4., 6., 12., 24., 48. ve 72. saat
olarak belirlenmistir. Her zaman diliminde, ¢alkalayic1 durdurularak tiipler 11,000 rpm hizda
20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda iist fazdan 1.5 mL, pelletin
reslispande olmamasina dikkat edilerek, alinmis, yerine taze 37 °C’deki fosfat tamponu pH
degerleri dikkate alinarak eklenmisg, tampon icinde pelletler pipetajla resiispande edilmistir
ve tekrar salima birakilmistir. Toplanan her salim numunesi 0,22 pum’lik filtreden
gecirilmistir ve ayr1 ayr tiiplerde toplanmistir. Her bir numuneden 500 pL hacim alinarak,
UPLC ile salinan etkin madde miktar tayini yapmak amaciyla, 500 pL CH30OH (% 0,1 TFA)

tampon ¢ozeltisiyle (1:1 oraninda) tamamlanmistir.
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4.5. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre olarak MDA-MB 231 insan meme kanser hiicresi ve NIH-3T3 saglikli fare
fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Hiicrelerin iiretiminde ve formiilasyonlarin uygulanmasi
islemlerinde hiicre kiiltiirii tekniginden faydalanilmistir. Hiicreler %10 FBS, %1 penisilin-
streptomisin, %1 glutamin iceren DMEM icerisinde kiiltiire edilmistir. Hiicre kiiltiirii
caligmalar1 37 °C’de %5 CO2 ve %95 hava iceren atmosfer kosullar1 altinda
gerceklestirilmistir. Hiicreler hizli biliylime evresine ulastiktan sonra 2X Tripsin/EDTA
cozeltisi ile muamele edilerek alt kiiltiirlere ayrilmistir ve kullanilmayan alt kiiltiirler

kademeli olarak sogutularak -80 °C’ de saklanmuistir.

4.5.1. Sitotoksisite calismasi

Giiniimiizde MTT olarak bilinen 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromiir yontemi ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanmig ve daha sonra Alley vd.
tarafindan  gelistirilmistir. Hiicre biyolojisinde sitotoksisite, hiicre canliligi ve
proliferasyonun degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan yontemdir (Riss vd., 2016).

MTT, suda coziinebilen bir tetrazolyum tuzudur ve hiicre mitokondrisinde suda
¢oziinmeyen formazan denen bir maddeye indirgenir. Formazan, hiicre zarindan gegemez ve
bu sebepten saglikli hiicrelerde birikme gosterir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Bu durum canli
ve mitokondriyal aktivitesi saglam hiicrelerin mor renge boyanmasini saglarken, 6lii veya
mitokondriyal aktivitesi bozulmus hiicrelerin boyanmamasina sebep olur. Hiicrelerin MTT
indirgeme fonksiyonu hiicre canliligini gosteren bir parametredir ve MTT c¢aligmalari
sonrasinda gozlemlenen boya yogunlugu, hiicre canlilig1 ile dogru orantilidir (Van Meerloo
vd., 2011; Riss vd., 2016).

Bu tez calismasinda formiilasyonlarin hiicre iizerindeki sitotoksisitesinin tespit
edilmesi amaciyla MTT testi uygulanmistir. Kontrol grubunu igeren kuyucuklardaki
hiicrelerin  Olciilen absorbans degeri %100 canliligi gosterir. Test orneklerinin
(formiilasyonlar) denendigi hiicrelerin absorbans degeri de hesaplanarak kontrol grubuna
gore goreceli % canlilik degerleri bulunur. Bu relatif degerler %100°{in altinda oldugu zaman

uygulanan formiilasyon hiicre tlizerinde toksik etki gdstermis ve hiicre oliimlerine sebep
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olmus olarak kabul edilir. Hiicre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan inhibitor
konsantrasyonlarida IC50 degerini vermektedir.

Formiilasyonlarin toksisitesinin belirlenmesi i¢in, DMEM hiicre kiiltiir besiyeri
igerisindeki hiicre siispansiyonu, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarinin her bir kuyusuna
eklenmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 1 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda her bir
kuyudaki besiyeri ¢ekilmis ve etkinligi 6l¢iilecek formiilasyonlarin (Boliim 4.4.2) daha 6nce
belirlenmis miktarlar1 hiicre kiiltiir besiyeri ile karistirilarak plakalara eklenmistir. Plakalar
37°C, %5 CO2 ve %95 hava iceren atmosfer kosullarinda 24, 48 ve 72 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. 24, 48 ve 72 saatlik her inkiibasyon siiresi sonrasinda
kuyucuklarda bulunan besiyerleri uzaklastirilmis ve kuyular PBS ile yikandiktan sonra, her
kuyucuga 5 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis MTT boyasindan 20 pL ilave edilmistir.
Hiicreler, MTT boyasinin canli hiicreler tarafindan formazan tuzuna doniistiiriilmesi igin
37°C’de 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda MTT boyasi
kuyucuklardan uzaklastirilip her bir kuyucuga 200 uLL. DMSO eklenerek formazan tuzunun
¢Oziinmesi ve renk olusturmasi i¢in tekrardan 37°C’de 30 dakikalik inkiibasyona
birakilmistir. Plakalardaki canli hiicre konsantrasyonu Cytation 5 cihazi araciligiyla 570 nm
dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Deney her bir derisim i¢in 8 kuyuda yapilmis ve 3 kez tekrar
edilmistir.

Hiicre canliliklarini kiyaslamak {izere, bu c¢alisma kapsaminda kullanilan genetik
materyal, ABT199 etkin maddesi, F5 ve F6 formiilasyonlari ile bu formiilasyonlarin siRNA
ile kombin formlarini igeren (Tablo 4.2) 6rnekler hiicrelere uygulandiktan sonra 24, 48 ve 72

saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliliklar1 degerlendirilmistir.
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Tablo 4.2. Hiicrelere uygulanan 100 uL besiyeri i¢erisinde bulunan ABT199, siRNA ve formiilasyon

miktarlart
Hiicrelere uygulanan miktarlar
F6 0,5 uL 1uL 1,5 uL
F5 0,5uL 1 uL 1,5 uL
ABT199 0,5 ng 1 pg 1,5 ug
SiRNA 100 ng 150 ng 200 ng
SiRNA+ABT199 200 ng/0,5 pg 200 ng/1 pg 200 ng/1,5 pg
F5-siRNA 0,5 pL/200 ng 1 uL/200 ng 1,5 uL/200 ng
F6-siRNA 0,5 nL/200 ng 1 uL/200 ng 1,5 uL/200 ng

4.5.1.1. Sitotoksik etkileri degerlendirilecek formiilasyonlarin hazirlanmast

Hiicre canliliklarimi kiyaslamak iizere, bu c¢aligma kapsaminda kullanilan genetik
materyal, ABT199 etkin maddesi, F5 ve F6 formiilasyonlar ile bu formiilasyonlarin siRNA
ile kombin formlarini igeren (Tablo 4.2), 6rnekler hiicrelere uygulandiktan sonra 24, 48 ve

72 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliliklar1 degerlendirilmistir.

4.5.1.1.1. ABT199 c¢ozeltisi hazirlanmasi

1 mg ABT199 50uL. DMSO ile ¢oziindiiriiliip 1 ml distile suya tamamlanmistir. Daha
sonra bu 1 mg/mL konsantrasyondaki ABT199 Tablo 4.2.’deki oranlarda 100 pL besiyeri ile

karistirildiktan sonra hiicrelere uygulanmaistir.

4.5.1.1.2. siRNA cozeltisi hazirlanmasi

Nano-drop cihaziyla 1uL’sinde 386 ng Bcl-2 siRNA oldugu odlgiilen tiipten 26 pL
siRNA alinip 1 mL’ye otoklavlanmig distile su ile tamamlanmistir. Konsantrasyonu

40pg/mL olacak sekilde ¢ozelti seyreltilmistir ve hiicrelere uygulanmistir.

4.5.1.1.3. F5 ve F6 Formiilasyonlarinin seyreltilmesi

Her bir formiilasyondan ayr1 ayr1 mikrotiiplere 15 pL alinip 100 pL’ye tamamlanmistir
ve 100 pL besiyerine bu stoktan 5, 10 ve 15 pL konularak disperse edilmis ve hiicrelere

uygulanmustir.
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4.5.1.1.4. F5-siRNA ve F6-siRNA kombinasyonunun hazirlanmast

Tablo 4.2°de belirtilen miktarlarda siRNA ve formiilasyonlar mikrotiip igerisine
almmis, 37 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 100 uL

besiyeri igerisinde dagitilarak hiicrelere uygulanmaistir.

4.5.1.1.5. ABT199 ¢ozeltisi ile siRNA yiiklenmesi

Stok ABT199 ¢ozeltisinden (1 mg/mL) belirtilen miktarlarda (her bir kuyu i¢in 0,5 pL,
1 pL ve 1,5 pL olmak iizere)ayr: tiiplere alinmis ve her kuyuda 40 pg/mL siRNA

konsantrasyonu ayarlanip besiyeri ile 100 pL‘ye tamamlanmis ve hiicrelere uygulanmistir.

4.5.2. Transfeksiyon Calismasi

ABT199’un ve Bcl-2 siRNA’nin hiicreler iizerinde toksik etkileri goriilme ihtimali
nedeniyle, transfeksiyon ¢alismalarinda F5 formiilasyonu ve FITC-konjugeli kontrol sSiRNA
kullanilmigtir. FITC-konjugeli kontrol siRNA hiicrelere transfekte olduktan sonra hiicre
icerisine vermis oldugu 1s1ma sayesinde floresan mikroskobu altinda goriintiilenebilmektedir
(Pedersen vd. 2009). Hiicre olarak MDA-MB 231 insan meme kanser hiicresi ve NIH-3T3
saglikli fare fibroblast hiicreleri kullamilmistir. Yukarida anlatildigi gibi seyreltilmis F5
formiilasyon stogundan 5 pL (0,5 pL formiilasyon igeren) alinmis, 200 ng FITC-konjugeli
siRNA ile asagida belirtilen protokole uygun olarak uygulanmistir.

1. Birinci giin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina antibiyotiksiz %10 FBS igeren
besiyeri ile hiicre ekimi yapilmis ve %60-70 yogunluk oluncaya kadar 37 °C’de %5 CO> ve
%095 hava igeren atmosfer ortaminda 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

2. Bir giinlik treme periyodunun ardindan kuyucuklardaki besiyerleri ikinci giin
cekilmistir ve 1X PBS tamponu ile bir kez yikanmustir.

3. Cesitli oranlarda hazirlanmig formiilasyonlar FBS ve antibiyotik icermeyen besiyeri
ile karistirilmis ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresi
sonunda hiicreler tizerine damlatilarak eklenmistir.

4. Plakalar yeniden 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. 6 saat siire sonunda, her bir

kuyucuga %20 FBS igeren besiyeri eklenmistir.
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5. 24 ve 48 saat inkiibasyonun ardindan plakalar floresan mikroskobu altinda

incelenmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Formiilasyon Calismalari

Albiimin nanopartikiilleri, desolvasyon yontemi ile hazirlanmistir. Formiilasyon
hazirlanirken, yapilan denemeler sirasinda albiiminin desolvasyonu i¢in kullanilan alkol
miktarinin azaltilmasinda etkili olma ihtimalinin degerlendirilmesi amaciyla albiimin iki
farkli pH’da (5,9 ve 7,4) distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. pH nin diisiiriilmesinin alkol ekleme
sirasinda albliminin desolvasyonunda etkili oldugu gozlenmistir ancak etanoliin ortamdan
uzaklagmasi sonrasinda, partikiil boyutlar1 degerlendirildiginde alblimin yapisinin tekrar eski
haline donmesinde sorun yarattig1 belirlenmistir. Bu nedenle pH 5,9 distile su yerine 7,4 olan
secilmistir ve formiilasyonlar bu su ile hazirlanmistir.

Formiilasyon gelistirme sirasinda ©on denemeler yapilmis ve elde edilen
dispersiyonlarin 6ncelikli olarak partikiil boyutu, dagilimi1 ve zeta potansiyelleri belirlenmis,
elde edilen sonuglara gore optimizasyon caligmalart gerceklestirilmistir. Bu c¢aligmalar
sonucunda, en uygun formiilasyon belirlenerek, tez asamasinda belirtilen genetik materyal
baglama yetisi, etkin madde yiikleme kapasitesi, salim profili ve hiicre kiiltiirii calismalari bu
formiilasyon {izerinden ytriitiilmustiir.

Her partikiil pozitif ve negatif yiiklii olusuna gore zit yiiklii iyonlarla ¢evrelenir ve tek
tabakali molekiiler bir katmana sahiptir. Bu katmanin etrafinda partikiile bagl olmayan
hareketli ikinci bir iyon tabakasi bulunur. Partikiil yiizeyi ile notral bolge arasindaki
potansiyel farki ‘zeta potansiyel’ olarak adlandirilir. Zeta potansiyel dl¢limleri elektriksel
alan icerisindeki elektroforetik hareketlerden yararlanilarak zetametre denilen aletle dl¢iiliir
ve birimi mili volttur (Celebi, 2002). Elektroforetik hareket olciildiikten sonra ortamin
viskozlugu ve dielektrik sabiti bilindigi takdirde Helmholtz-Smoluchowski esitliginden
faydalanilarak zeta potansiyel hesaplanir (Oner, 2012).

Zeta potansiyelinin 1301 mV’ tan daha biiyiik olmasi sistemin monodispers olmasini
saglamaktadir. Diger yandan 5 mV’tan diisiik, -5 mV’tan yiiksek olacak sekilde notr degere
yakin olmasi da agregasyona sebep olabilmektedir ve bu 6zellikte ki dispersiyonlarin ¢okme
egiliminde oldugu rapor edilmistir (Patel ve Agrawal 2011, Bhattacharjee 2016).
Formiilasyon c¢aligmalarinda, hem genetik materyalin partikiillere elektrostatik olarak

adsorbe edilmesi hem de kararliginin saglanabilmesi i¢in optimum zeta potansiyellerinin 30
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mV {izerinde hazirlanmasina dikkat edilmistir. Hazirlanan tiim formiilasyonlarin zeta
potansiyel ve partikiil boyutu degerleri tablo 4.1°de sunulmustur.

AIbF dispersiyonu, kullanilan BSA’ nin formiilasyon asamalari uygulanilmaktan
sonraki davranislarini belirlemek amaciyla hazirlanmistir ve bu dispersiyonun partikiil
boyutu 50+2,4 nm, zeta potansiyeli ise 6,17+0,65 mV olarak belirlenmistir. Bu dispersiyonlar
partikiil boyutu agisindan uygun bulunsa da, zeta potansiyeli genetik materyali elektrostatik
olarak kendisine baglama agisindan yetersiz bulunmustur.

ABT199 eklenerek hazirlanmig F2 formiilasyonunda, etkin madde ilavesi ile partikiil
boyutunda ve dagiliminda (1360+54,7 nm ve 0,562+0,05) ayrica zeta potansiyelinde (16,21+
0,57 mV) artis gozlenmistir. Albiiminin, amino asit kalintilar1 yoluyla ¢esitli endojen ve
eksojen bilesiklere baglanabildigi bilinmektedir. Bu baglanma, esas olarak albiiminin 1A
(site I) ve IIIA'daki (site II) hidrofobik bosluklarinda gerceklesir (Yuan vd., 2019). ABT199
olmadan albiimin naopartikiillerin boyutu yaklagik 50 nm go6zlenirken, ABT199’un
eklenmesiyle bu degerin 1360 nm’ye artis gostermesi, BSA ile hidrofobik karakterde deki
etkin maddenin entegrasyonunu isaret etmektedir. Bu baglanma, olusan kompleks yapinin
zeta potansiyelini de etkilemektedir. Mitoxantrone (MTO) ve HSA ile yapilan bir caligmada,
HSA’nin zeta potansiyelinin -15 mV’dan MTO’ya baglanmasinin ardindan -0.307 mV’a
yiikselmesi, MTO’nun HSA'nin hidrofobik boslugunda gerceklesen hidrojen bag, hidrofobik
ve elektrostatik etkilesim ile birlesmesine dayandirilmistir (Yuan vd., 2019). F1 ve F2 iki
dispersiyonlarinin zeta potansiyel degerleri karsilastirildiginda benzer durumun bizim
calismamizda da gozlemlendigi belirlenmistir. Etkin madde yiiksiiz ve yiikli albiimin
nanopartikiillerinin zeta potansiyelinin 6 mV’dan 16 mV’a artis géstermesi, BSA ile ABT199
arasinda hidrofobik bir bagin kurulduguna isaret etmektedir.

F2 formiilasyonu ile ABT199’un alblimine baglandigi belirlenmistir ancak partikiil
boyutu ve dagilimi yiliksek bulunmugtur. Farmasotik uygulamalarda partikiil blyiikligii ve
dagilimi, tasiyict sistemin fiziksel kararliligini, biyolojik yolaklarda davranisini, yiiklenmis
maddenin salim hizin1 belirlediginden ¢ok Onemlidir (Ekambaram vd., 2012). Partikiil
biiyiikliigiiniin artmas1 ile fagositozun artmasi ve pinositozun azalmasi s6z konusu
oldugundan, partikiiliin biyodagiliminda bu parametreler ayrica onem tasir. Partikiiler
dagilimi olarak belirten PDI degerinin 0,1-0,25 arasinda olmasi, istenilen dar partikiiler

dagilimi yani homojen yapiy1 isaret etmektedir. Formiilasyon agisindan bakildiginda ise,
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kiictik partikiilleri iceren dispersiyonlarin, partikiiliin ylizey alaninin daha genis olmasi ve
yiizeyindeki yiike bagli olarak daha kararli kaldig1, biiytik partikiillere oranla daha az toksik
oldugu rapor edilmistir (Miiller vd., 2000). F2 formiilasyonunun partikiil boyutunun mikron
boyutunda ve heterojen dagilimda (PDI=0,562+ 0,05) oldugu belirlendikten sonra, partikiil
boyutunun kiigiiltiilmesi i¢in ortama yiizey etken madde (Tween80) eklenerek
formiilasyonun optimizasyonu i¢in ¢alisilmistir.

Yiizey etkin maddeler tipik olarak ayni molekiil lizerinde hem hidrofilik hem de
hidrofobik gruplara sahip olan amfifilik molekiillerdir. Tween80 (Polisorbat80,
polioksietilen  sorbitan monooleat), ilaglar ve gida drlinlerinde maddelerin
emiilsifikasyonunda ve dagiliminda yaygin olarak kullanilan bir hidrofilik noniyonik yiizey
aktif maddedir. Partikiil boyutunun kii¢iiltiilmesi i¢cin ko-surfaktan olarak da kullanilmaktadir
(Prabhakar vd, 2013). Proteinler, yiizey etkinligine sahip dogal, yiiksek molekiil agirlikli
nanopartikiillerdir. Yiizeylerinde farklilik gosteren gruplar nedeniyle, diisiik molekiiler
agirlikli ve polimerik yiizey aktif maddelerle degisken kompleksler olusturabilirler. Sigir
serum albilimini, li¢ alanli yapiya sahip kiiresel bir proteindir ve her alan, farkli dogalardaki
apolar maddelerin baglanmasini miimkiin kilan belirli bir dzellige sahiptir. Iyonik yiizey aktif
maddelerin aksine, iyonik olmayan yiizey aktif maddeler, elektrostatik kuvvetler ile
baglanma gostermediginden BSA ile zayif bir sekilde etkilesime girdigi diisliniilmektedir.
Bu nedenle, noniyonik yilizey etkin maddeler, anyonik olanlarin aksine protein
konfigiirasyonunda degisiklige neden olmaz. Tween80'in varliginda BSA denatiirasyon
sicakliginin artti1 dolayisiyla dogal proteinin sicaklik araligini genisleyerek kararliliginin
arttig1 bildirilmistir (Zadymova vd., 2006). Bu nedenlerle, ¢alismamizda partikiil boyutunun
diisiiriilmesi ve proteinin konfigiirasyonunun bozulmadan stabil bir sekilde kalabilmesi
amaciyla Tween80 kullanilmistir. Tween80 polar gruplariyla BSA molekiillerinin spesifik
etkilesimleri (hidrojen bag1) nedeniyle komplekslesme olusmaktadir. Iyonik olmayan yiizey
aktif madde/protein hidrofobik komplekslerin birlesimi, hidrofobik (spesifik olmayan)
etkilesimlerden kaynaklanir ve 16-350 nm pargaciklarin olusumuna yol acar (Zadymova vd.,
2006). F3 formiilasyonu i¢in elde ettigimiz sonuglarda, Tween 80’e bagli olarak partikiil
boyutunun 140,41 + 4,5 nm’ye, PDI degerinin ise 0,229+ 0,01 diistiigii belirlenmistir.
Partikiil boyutunun hiicresel alim i¢in yeterli boyuta indigi, diisiik PDI ile homojen dagilim

gosterdigi sonucuna varilmistir. Noniyonik karakterdeki Tween80’nin partikiiliin yiizey
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yiikiine etki gostermeyecegi beklenirken formiilasyonun zeta potansiyelinin sasirtici sekilde
negatif karakter kazandig1 (-26,51+ 0,86 mV) tespit edilmistir. Bunun sebebinin ise, BSA ve
Tween80’in  komplekslesmesi sirasinda  hidrojen baglar1 ile hidrojen iyonlarinin
noétiirlesmesine baglanmistir. Hidrojen iyonlarinin notralize olmasi molekiiliin negatif 6zellik
kazanmasina neden olmaktadir (Yu, 2015). ABT199 yiiklii nanopartikiilleri ile negatif yiiklii
siRNA ile elektrostatik etkilesimini miimkiin kilmayacak diizeyde partikiiliin yiizey ytkiinii
diisiirmesine neden olan bu sonu¢ nedeniyle, formiilasyona Tween80 eklenmesi
yaklagiminindan uzaklasilmistir.

Genetik materyelin formiilasyonlara adsorbe olmasi ve kararlilik agisindan elde edilen
bu her iki ylizey yiikiiniin yeterli olmayacagi diisiiniildiigiinden, formiilasyonlara katyonik
ozellik kazandirmak amac1 ile kitosan eklenmesine karar verilmistir. Katyonik polimerler,
bir araya toplanarak nanopartikiil olusumunu gerceklestirir ve negatif yiikli siRNA’y1
enkapsiile edebilir. Kitosan gibi tamponlama kapasitesine sahip katyonik polimerler ile
anyonik niikleik asitlerin (siRNA) elektrostatik komplekslerinin olusmasi ile polipleks
nanopartikiiller elde edilmektedir. Katyonik ve pH duyarli nanopartikiiller pH 5-7 arasindaki
yiiksek tamponlama kapasitesi ile endozomun asidifikasyonuna engel olabilmekte,
endozomdan kacabilmektedir (Sahay vd., 2013). Ayrica endozomdan kacabilecek
nanopartikiil sentezi ¢alismalarinda hiicre i¢ine gecebilecek peptitlerin kullanimi da 6énemli
bir stratejidir. Bir ¢alismada, lipit nanopartikiiller ile tasinan siRNA’nin hiicre igi trafigi
incelenmis, siRNA’nin sitoplazmaya endozomal kacisinin ¢ok diisiik verimlilikte oldugu
(%1-2) ve kisa bir siire i¢in etkili oldugu saptanmuig, sinirh bir siire sonunda siRNA iceren
nanopartikiillerin ileri endozom fazinda degradasyona ugradiklar1 bulunmustur (Gilleron vd.,
2013). Bunedenle hizli ve etkili bir sekilde endozomal kagisin gergceklesmesi, yiiksek verimli
siRNA dagitimi i¢in kritik 6neme sahiptir. Protein / polisakkarit elektrostatik etkilesimi, iki
makromolekiil arasindaki sterik ve elektrostatik itis giiclerini artirarak, kapsiillenmis
maddelerin yani sira nanopartikiiliin stabilitesini de arttirabilmektedir (Niaz vd., 2019).
Kitosan, aljinat ve dekstran gibi polisakaritlerin ¢ogu, protein-polisakkarit hibritlerini
sentezlemek i¢in kullanilmistir. Tipik olarak, kitosan, biyomakromolekiillere ait ayirt edici
fiziksel, kimyasal ve biyolojik O6zelliklerine gore proteinlerin konjugasyonunda etkinlik
gosterir. Proteine konjiige edilen polimerin, proteinin yapisini ve ylizey 6zelligini modifiye

edilmesinde etkin oldugu belirlenmistir. Sigir serum albiimininin karboksil grubu ile suda
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¢Oziiniir kitosan omurgasindaki amino grubunun dogrudan konjuge edilebilmektedir (He ve
vd., 2012). Albiimini kararli kilmak ve genetik materyal ile elektrostatik etkilesimini kitosan
kullanilarak olusturulan albiimin nanopartikiillerine 6rnek verecek olursak, burundan beyine
ilag tagima icin 261 = 8 nm boyutunda ve +45 £ 1 mV zeta potansiyeline sahip kitosan kapl
insan serum albiimin nanopartikiilleri olusturulmustur (Piazzini vd., 2019). Baska bir
calismada ise meme kanseri tedavisinde kullanilan ve ciddi yan etkilere sahip olan
Tamoksifen isimli ilacinin kitosan kapli alblimin nanopartikiilleri ile tasimnimi saglanmais,
sonug olarak ilacin yan etkilerinin azaltildig1 ve terapétik etkisinin artirildigr gozlenmistir. 1
mg albiimine 30 pg kitosan ilavesi ile olusturulan nanopartikiiliin 137 nm boyutunda ve +15
mV zeta potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Singh vd., 2012). Kitosan eklenerek
olusturulmus formiilasyonlar F4, F5 ve F6 olarak isimlendirilmistir ve zeta potansiyelleri
sirast ile 46,90+ 073, 28,6 + 0,36 ve 41,4 + 0,95 mV olarak belirlenmistir. Bu sonuglar,
kitosanin BSA ile konjugasyonunun saglandigini ve pozitif yiikk oraninin kitosan varliginda
arttigini gostermektedir. pH 5,9 d.su ile hazirlanmis F4 formiilasyonunun partikiil boyutu ve
dagilimi (581,43+ 37,2 nm ve 0,368+ 0,03) F6 formiilasyonununa gore (364,72 £7,4 nm ve
0,253 + 0,05) biiyiik bulunmustur. Farmasotik uygulamalarda partikiil biiytikliigl tastyict
sistemin fiziksel kararliligini, biyolojik yolaklarda davranigini, yiiklenmis maddenin salim
hizin1 belirlemektedir (Ekambaram vd., 2012). Ayrica partikiil biiyiikliiiinlin artmasi ile
fagositozun artmasit ve pinositozun azalmasi partikiilin biyodagiliminda o6nemli bir
parametredir. Tasiyic1 sistemlerde partikiil boyutu ve dagiliminin belirlenmesi, hazirlanan
sistemin belirlenen amaca uygunlugunun tayin edilmesinde 6nem tagimaktadir (Miiller vd.,
2000). Partikiiliin kii¢iik olmasi1 kararlilig1 arttirirken, toksisiteyi de azaltmaktadir. Ayrica,
nanopartikiillerin uygun/kabul edilebilir partikiil dagilimina sahip oldugunu degerlendirmek
icin PDI degerinin 0,4’in altinda olmasi beklenmektedir (Patel ve Agrawal 2011;
Bhattacharjee, 2016).

Bu bilgiler 1s1ginda zeta potansiyeli diisiik, partikiil boyutu ve PDI degeri yiiksek
bulunan F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlar: elenerek, F5 ve F6 formiilleri en uygun formdiller

olarak belirlenmis, karakterizasyon ¢aligsmalari bu formiiller {izerinden yiiriitiilmiistiir.
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5.2. Albiimin Nanopartikiillerine Genetik Materyal Yiiklenmesi

Katyonik polimerler, pH’ya duyarli polimerler, kalsiyum fosfat ve hiicre i¢ine niifuz
eden peptitler dahil nanopartikiil aracili siRNA iletimi i¢in kullanilan endozomal kagis
stratejilerine odaklanmaktadir. Endozomal kagisin arttirilmasi ve diger biyolojik engellerin
asilmasiyla (hedefe yonelik birikim ve yiiksek hiicre alim1 saglanmasi), nanopartikiil aracili
siRNA tasinmasinda biiyiik ilerleme kaydedilmistir. Ayrica, hedef bolgede spesifik birikme,
yiiksek hiicre alimini ve diisiik toksisiteyi saglamak i¢in siRNA dagitiminin diger yonleriyle
birlikte endozomal kagisin arttirilmasi diistiniilmiistiir. Boylece RNAi aracili mRNA asagi
regiilasyonunun indiiklenmesi (Bcl-2 inhibisyonu) dnlenmektedir. Bu nedenle siRNA’larin
endozomal etki ile terapotik etkilerinin azalmasini engellemek i¢in siRNA tastyici sistemler
tizerinde calisilmig, nanopartikiil sistemlerinin iyi bir tastyici olduklar1 saptanmugtir (Tatiparti
vd., 2017).

Albiimin nanopartikiillerine yiiklenecek olan optimum Bcl-2 siRNA miktarinin tespit
edilmesi i¢in model olarak GFP’yi kodlayan plazmid DNA kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii ve
transfeksiyon ¢aligsmalarinda, yliklenen siRNA’nin tek basina olan etkinliginin belirlenmesi
icin ABT199 yiiklii olmayan (plasebo) F5 formiilasyonu da genetik materyal yiikleme
calismalarina dahil edilmistir. F5 ve F6 formiilasyonlarina farkli konsantrasyonlarda DNA
yiiklenerek maksimum genetik materyal yiikleme kapasitesi belirlenmistir. Oncelikle jele
yiiklenecek optimum formiilasyon miktarini belirleme ¢aligmalar1 yapilmistir. F5 ve F6
formiilasyonlar ve pDNA Tablo 5.1°de belirtilen miktarlarda bdliim 4.3.3.2°de anlatildig:
gibi inkiibe edildikten sonra kuyulara yiiklenmistir ve jelde goriintiilenmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. DNA yiiklenen F5 ve F6 formiilasyonlarinin jel gértintiileri

Tablo 5.1. Jele yiiklenen 1 ug DNA ile inkiibe edilmis F5 ve F6 formiilasyon miktarlar

Kuyucuklar 1 2 3 4 5 DNA

Formiilasyon

Miktarlar: 75uL  10pL  125pL  15pL 20pL lpg

Elde edilen jel goriintiileri, yukarida belirtilen miktarlardaki formiilasyonlarin 1 pg
DNA’y1 tamamen bagladigini gostermektedir. DNA’nin tamaminin baglanmasi i¢in gerekli
en diisiik formiilasyon miktarinin belirlenmesi i¢in ve F5 ile F6 formiilasyonlarinin baglama
yetilerinin arasindaki farkliliklar1 bulmak amaciyla, formiilasyon miktarlar1 7,5 pL’nin altina
diisiiriilerek yeniden jelde yiiriitiilmiistiir. Bu calisma ayrica transfeksiyon c¢aligmalarinda
ABT199’a bagli hiicre oliimiiniin ger¢eklesmemesi i¢in Fitc siRNA yiiklenecek plasebo

formiilasyonunun miktarinin belirlenmesi i¢in de gerekli goriildiigii i¢in gergeklestirilmistir.
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Sekil 5.2. / ug DNA igin gerekli en diisiik F5 ve F6 miktarlarinin belirlenmesi

Tablo 5.2. 1 ug DNA i¢in F5 ve F6 formiilasyonlarimin DNA baglama i¢in minimize edilmis miktarlar

Kuyucuklar 1 2 3 4 5 DNA
Formiilasyon
Miktarlar: lul 2pL 3uL 4pL SpL lpg

Jel goriintiileri  degerlendirildiginde, Tablo 5.2°de belirtilen miktarlarda F6
formiilasyonunun 3 plL’de, F5 formiilasyonun ise 4 pL’de 1 pg DNA’y1 tamamen tuttugu
belirlenmistir (Sekil 5.2). F6 formiilasyonunun F5 formiilasyonuna gore daha diisiik miktarda
DNA baglama yetisine sahip oldugu gézlenmektedir. F5 formiilasyonu ise 4 ul.’de DNA’nin
tamamiin kuyucukta kalmasini saglayabilmistir. Bu sonug, formiilasyonlarin zeta
potansiyelleri ile de uyumlu goriinmektedir. Artan yiizey yiiki ile (F6 i¢in 41,4 + 0,95; F5
icin 28,6 £ 0,36 mV) DNA ile elektrostatik etkilesimin de arttig1 jel goriintiilerinde de
gosterilmistir. Ayrica, formiilasyona yiliklenen ABT199’un kitosan varliginda albiimine

pozitif yiikk kazandirdig1 gézlenmistir. Bu sonug, Tablo 4.1’de de goriildigii iizere, alkolle
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desolve edilip alkoliin u¢masi ile hazirlanan AIbF ¢ozeltisindeki zeta potansiyel degerine
(6,17£0,65 mV) gore ABT199’un ilavesi ile elde edilen F1 formiilasyonunun zeta potansiyel
degerindeki (16,21+£0,57 mV) artis ile de desteklenmektedir.

Son olarak, F6 formiilasyonunun en yiikksek DNA baglama miktarinin belirlenmesi
icin, 7,5 pL hacimde alinan F6 formiilasyon ile artan miktarlarda DNA (Tablo 5.3) ile inkiibe
edilmistir. F6’nin DNA baglama yetisinin karsilagtirmal1 belirlenmesi i¢in 1.’1 kuyucuga 1pg
¢iplak pDNA (D), formiilasyonun 1s1ma verip vermediginin gozlenmesi ve DNA 1s1masindan
ayrilmasi i¢in ise son kuyucuga da formiilasyon (F) konulmus ve yiirlitme islemi

tamamlandiktan sonra goriintiillenmistir (Sekil 5.3).

Sekil 5.3. Formiilasyon miktar: sabit tutularak yiiklenebilen maksimum DNA konsantrasyonun jel
gortintiileri

Tablo 5.3. 7,5 uL F6 Formiilasyonuna yiiklenebilen maksimum DNA miktar

Kuyucuklar 1 2 3 4 5 6 7 8
DNA 1 pL 2 ul 3uL 4 pL 5uL 6 ug 7 ug 7,5 ng

Alman jel goriintiisii ile 7,5 pL konsantrasyondaki formiilasyona maksimum 3 pg DNA
yiikleme yapilabilecegi sonucuna ulasilmistir (Sekil 5.3).

DNA baglama yetileri belirlenen F5 ve F6 formiilasyonlar1 icin siRNA yiikleme
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiirii ve transfeksiyon ¢alismalarinda kullanilmasi
diisiiniilen 200 ng siRNA sabit tutulup F5 ve F6 formiilasyonlarindan c¢esitli miktarlarda

alinarak jele yiiklenmistir (Tablo 5.4). Formiilasyon miktarlari, hiicre kiiltiirli calismalarinda
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toksik olmayan 0,5, 1, 1,5, 3 ve 5 pL dozlarma gore arttirllmig ve siRNA baglama jel
goriintiileri ile degerlendirilmistir (Sekil 5.4).

5

Sekil 5.4. Formiilasyonlarin siRNA baglama yetilerinin jeldeki goriintiileri

Tablo 5.4. Jele yiiklenen siRNA ve Formiilasyon miktarlar

Kuyucuklar 1 2 3 4 5 SIRNA
Formiilasyon 0,5 pL 1 pL I,5puL  3pL 5uL 200 ng

Elde edilen siRNA jel goriintiilerinin sonuglar1 degerlendirildiginde, 200 ng siRNA’nin
tamaminin, F5 ve F6 formiilasyonlarin en diisiik miktarinda dahi tutuldugu belirlenmistir.

Ciplak siRNA kan dolagiminda kararsizdir ve immiinojenik olmanin yani sira hiicre
zarlarini1 verimli bir sekilde gecemez, endozomal degredasyona ugrar (Whitehead vd., 2009).
Asidik pH’ a sahip endolizozomal vezikiiller igerisine alinan ¢iplak SIRNA, lizozomal
enzimler tarafindan parcalanir. Ciplak siRNA’nin hiicre icine transfeksiyonu yapilan bir
calismada siRNA’nin endozomlarda lokalize oldugu saptanmistir. Endozomal ve lizozomal
belirteclerin immiino sitokimyasal boyama deneyi sonucu, florasan maddeye bagh
siRNA’nin endozom ve lizozom i¢ine alindigin1 géstermektedir (Lingor vd., 2004).

Transfeksiyon etkinligi, transfekte edilmis genetik materyalin (DNA veya RNA)
endozomal kacis kabiliyetine baglidir. Nanopartikiil aracili tastyici sistemlerin kullanilmasi,
siRNA’larin sitoplazmada endozomal kagislarinin saglanmasi ve inhibitor etkisinin
gbzlenmesi i¢in biiyiik 6neme sahiptir. Endozomal kagisin yeterli diizeyde olmamasi, siRNA

etkinligini 6nemli 6l¢lide sinirlamaktadir. Nanopartikiil aracili siRNA iletimi i¢in katyonik
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polimerlerin, pH duyarli polimerlerin ve hiicreye niifuz eden peptitlerin kullanildig1 farkl
endozomal kagis stratejileri gelistirilmistir (Kotterman ve Schaffer, 2014). Nanopartikiiller,
endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir. Nanopatikiiliin boyutuna, sekline, yiizey 6zelliklerine ve
farkli hiicre tiplerine baglh olarak hiicreler farkli endositoz yontemlerini tercih ederler.
Genellikle endositoz; fagositoz ve pinositoz olarak iki sekilde gerceklesir. Fagositoz daha
¢ok makrofaj ve dendritik hiicreler gibi 6zellesmis hiicrelerde gerceklesirken, pinositoz tim
hiicrelerde gerceklesir. Pinositoz, klatrin aracili ve klatrin bagimsiz yollarla olusabilir.
Klatrin bagimsiz yolagi, kaveolin aracili, kaveolin bagimsiz ve makropinositoz yolaklarina
ayrilir. Nanopartikiillerin endositozu kompleks bir siirectir. Nanopartikiiliin hiicre igine
girmesiyle birden fazla yolagin kullanilmasi gerekmektedir. Siklikla kullanilan yol, klatrin
aracili endositozdur. Kaveolin bagimsiz ve makropinositoz gibi baz1 endositoz yolaklar1
lizozimler iizerinden gegmemektedir. Bu durumda aktif bir endozomal kagis mekanizmasi
gerekli olmayabilir. Bunun diginda, daha yaygin olan endolizozomal yolak iizerinde bulunan
endositoz s6z konusu oldugunda, endozomal kagis stratejileri onemli olmaktadir. Normal bir
endolizozomal yolakta, nanopartikiiller 6nce erken endozomlar igerisine alinir, ge¢ evre
endozomun olusmasi ve lizozomla birlesmesini takiben enzimler tarafindan parcalanmamasi
icin bu asamadan Once endozomdan kacisinin gerceklesmesi gerekmektedir. Boylece
nanopartikiil i¢indeki yiikii hiicre i¢ine bosaltabilecektir (Sahay vd., 2010).

Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, F5 ve F6 formiilasyonlarinin genetik
materyali baglayabildigi ve bu materyali hiicreye ulagsma asamalar1 sirasinda serbest
birakmadan tasiyabilecegi ve biyolojik sivi igerisinde enzimler ile par¢alanmadan hiicreye

ulastirabilecegi kabiliyetine sahip oldugu goriisii hakim olmustur.

5.3. Formiilasyonda yiiklenen etkin madde (ABT199) Miktar Tayini

Miktar tayini ¢alismalar1 Boliim 4.4.2.°de anlatildig1 gibi yapilmistir. ABT199 mobil
fazda ¢oziinerek stok ¢ozelti hazirlanmus, farkli derisimlerde analiz edilmistir. Bu derigimlere
karsilik gelen alan degerleri Tablo 5.5°de verilmistir ve bu degerler kullanilarak kalibrasyon
egrisi ¢izilmistir. Egriye ait dogrusallik esitligi y= 1,7154x-1,0883 (r= 0,9997) olarak
bulunmustur (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5. ABT199 'un UPLC kalibrasyon egrisi [n=6, ort=SH]

Tablo 5.5. UPLC kalibrasyon egrisi eldesi i¢cinABT199 a ait konsantrasyonlara baghAlan/Altkonma Zamani
degerleri [n=3, ort£SH]

Konsantrasyon Alan/Alikonma Zamam (Ort)

1 0 pg/mL 0+0

2 10 pg/ mL 15,70+ 0,90
3 20 pg/mL 32,46+1,36
4 40 pg/mL 66,69+0,21
5 50 pg/mL 84,21+1,06
6 60 pg/mL 102,44+1,91
7 80 png/mL 137,82+1,00
8 100 pg/mL 169,49+1,21

Nanopartikiil sisteme etkin madde yliklemesinin basarili olabilmesi i¢in yiikleme

kapasitesinin yiiksek olmasi istenir. ilag yiiklemesi ve yiikleme etkinligi, kati haldeki etkin

maddenin polimer i¢indeki ¢oziiniirligii (¢oziinme veya dispersiyon), polimer bilesimi,

polimerin molekiil agirligi, etkin maddenin polimer ile etkilesimi, polimerin sahip oldugu

ester ya da karboksil gruplar1 gibi fonksiyonel kisimlarin varligi ile dogrudan iliskilidir
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(Mohanraj ve Chen, 2006).

Pellette ve list fazda bulunan madde miktarlari, UPLC’de belirlenen Alan/Alikonma
Zaman (ortalama)’lar1 dikkate alinarak, kalibrasyon egrisi ile tayin edilmistir ve ylikleme
etkinligi (%EE) %95,5 olarak bulunmustur.

Albiiminin yiiklii aminoasit icerigi sayesinde pozitif veya negatif yiikli bilesiklerle
elektrostatik adsorbsiyon sonucu birlesmesi kolaydir (Elzoghby vd., 2012). Yiikleme
etkinligi %95,5 oraninda bulunmasi, ABT199’un bir serum proteini olan albiimine yiiksek

oranda baglanma egiliminde oldugunu gdstermektedir.

5.4. In vitro Salim Calismasi

Salim mekanizmasi, etkin madde molekiillerinin taginma veya salinma sekli olarak
tanimlanabilecegi gibi salim hizin1 belirleyen olay veya islem olarak da tanimlanabilir (Kranz
vd., 2000; Sansdrap ve Moes, 1997). Polimer matrislerden etkin madde; su dolu porlardan
difiizyonla, polimerden difiizyonla, ozmotik pompalama ya da erozyon mekanizmalariyla
cikabilir (Sekil 5.6, Sekil 5.7). Difiizyon, partikiillerin ¢ok yogun oldugu ortamdan az yogun
ortama gegisi ile etkin maddenin matris i¢indeki ve disindaki konsantrasyonunun esitlenmesi

stiresince devam eder (Fredenberg vd., 2011, Li ve Jasti, 2006).
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Sekil 5.6. Salim mekanizmalari: (A) Su dolu porlardan difiizyon, (B) Polimerden difiizyon,(C) Ozmotik
pompalama, (D) Erozyon (Fredenberg vd., 2011)
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Sekil 5.7. Matrisler i¢cinde meydana gelen ve etkin madde salimini saglayan fizikokimyasal siiregler
(Fredenberg vd., 2011)

Etkin maddenin salim hizin1 belirleyen, birim zaman iginde matriksten ¢oziinme
ortamina gecen etkin madde miktaridir ve bu faktor ¢oziinme hizi olarak tanimlanir. Partikiil
sekli ve biiyiikliigii, kullanilan polimer ve yardimci maddelerin 6zellikleri, hazirlama
yontemi, etkin maddenin 6zellikleri etkin madde salimini etkilemektedir (Capan, 2004).

Belirli kosullar altinda yapilan bir ¢dziinme testi sonucunda etkin maddenin dozaj
formundan ¢oziinme profili, zamana kars1 ¢Ozlinen kiimiilatif (yigilmali) etkin madde
miktarinin Olglilmesiyle olusturulmaktadir. Coziinme profilleri ve c¢oziinme verileri
degerlendirilerek, etkin maddenin dozaj formundan ¢dziinme mekanizmasi belirlenmekte ve
sayisal parametreler elde edilmektedir; boylece ayni etkin maddenin farkli durumlar icin
(6rn: formiilasyon gelisimi / degisimi, imalat yontemi veya yerinin degigmesi, seri i¢i ve
seriler aras1 ¢ozlinme degisiminin veya stabilitenin incelenmesi gibi) elde edilen ¢oziinme
profilleri karsilagtirilabilmektedir.

UPLC ile elde edilen sonuglar dogrultusunda salim ortaminin pH’sinin

degistirilmesinin salinan madde miktarini 6nemli 6l¢iide etkiledigi goriilmiistiir (Sekil. 5.8
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ve 5.9). 72 saat sonunda, pH 5,5 degerinde salim ortaminda kiimiilatif salim ylizde degeri
%16,6 = 1,01 bulunurken, pH 7,4 salim ortaminda bu degerin %46,8 + 2,23 kadar ¢iktig1

tespit edilmistir. Bu salim profillerine ait degerler tablo 5.6’da verilmistir.

ABT 199 Salim profili (pH 5.5)

: -
f 10.0 i $

5.0 E

10.0 0.0 10.0 20.0 30.0 A40.0 50.0 60.0 70.0 20.0
Zaman (saat)
Sekil 5.8. Albiimiin nanopartikiillerinden pH 5,5 'deki 72 saatlik salim profili
ABT 199 salim protfili (pH 7.4)
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Sekil 5.9. Albiimiin nanopartikiillerinden pH 7,4 'deki 72 saatlik salim profili
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Tablo 5.6. ABT199 'un zamana bagh salinan kiimiilatif madde miktarlar

" Kimilatif Kimilatif s ilatif Sahm  Kiimiilatif Salm
Ornek Alma Coziinen etkin Coziinen etkin . o . °
Miktar1 % Miktar1 %
Zaman (saat) madde (pg) madde (png) H=5.5 H=7 4
pH=55 pH=7.4 P ph=f
0 0,0£0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0 £0,0
% (30 dakika) 6,8+ 1,31 19,2+ 1,40 1,6 £0,33 4,5+0,32
1 13,8 +£3,42 47,6 £2,31 3,3+£0,80 11,2+0,71
2 20,0 £0,13 64,0+ 0,10 4,740,01 15,1+ 0,01
4 27,9+ 143 87,3+ 1,21 6,6 £0,31 20,6 + 0,22
8 35,7+ 1,44 103,2 + 1,31 8,4+0,30 24,3+ 0,21
12 41,9+1,.23 121,2+1,43 9,9+0,32 28,6 £0,20
24 50,6 £ 0,02 141,9+ 0,12 11,9+ 0,01 33,5+0,03
36 57,4+ 131 160,3 £ 0,82 13,5+ 0,32 37,8+ 0,41
48 63,2+ 1,02 182,5+ 0,82 14,9+ 0,23 43,0 + 0,42
72 70,3 + 0,02 198,3 £ 0,01 16,6 + 1,01 46,8 £2,23

Iki farkli pH degerinde salim ortami saglanan formiilasyonlarin salim profillerindeki
farkliliginin, pH 5,5 salim ortaminda elektrostatik etkilisimin daha yliksek olmasi nedeniyle
etkin maddenin daha siki tutulmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica, pH’ nin
diismesi albiimin molekiiliiniin izoformunun degismesine neden olmaktadir. Albiimin pH
7,4’de N izoformdayken, pH 3,5 de ise F izoformuna ge¢gmektedir. N — F izoform geg¢isi
sirasinda, s18ir serum alblimini (BSA) pH 4,7'deki izoelektrik noktasin1 geger ve pH 7,4’ deki
protein tizerindeki -16 olan net yiik artarak pH 3,5’da 100°e kadar ulasabilir (Baler vd., 2014).
ABT199’un F5 formiilasyonuna yiiklenmesinden sonra elde edilen F6 formiilasyonunun,
artan zeta potansiyeli (28,6 = 0,3’den 41,4+0,95 mV’a), ABT199’un albliminin izormunda
N’den F’e dogru yoneldigini gostergesi olabilir. Bu farklilagma da salim sirasinda diisen pH
ile artis gostererek ABT199’un alblimine daha gii¢lii baglarla baglanmasini dolayis ile
salimin yavaglamasinda etkili oldugu sekilde yorumlanmuistir.

Formiilasyon hazirlama sirasinda albiimin iizerine eklenen alkoliin albiimini desolve
etmekte, etkin madde ilavesinin ardindan ile etkin maddenin albiimin yapisi ic¢inde
elektrostatik, kovalent ve hidrojen baglari ile baglanmasi ve alkoliin ugurulmasi ile albiiminin
eski konfigiirasyonuna yonelmesi ile partikiiliin yapisi Sekil 5.6’da su dolu porlardan

difiizyon gosterecek forma donlismektedir. pH diistiikge, albliminin izoform degisimi ile bu
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bu form daha siki kompakt hale yoneldiginden, porlardan sivi girisi ve etkin maddenin bu

stvi1 ile 1slanmasiyla diifiizyonu yavaglamaktadir.

5.5. Hiicre kiiltiirii Calismalar:
5.5.1. Sitotoksisite

Hazirlanan formiilasyonlar (F5, F6, F5-SIRNA ve F6-siRNA) ile saf ABT199 ve
¢iplak siRNA’nin MDA-MB-231 ve NIH-3T3 hiicre hatlar lizerindeki sitotoksik etkileri 3
farkli konsantrasyonda incelenmistir. siRNA miktarlar1 formiilasyonlara adsorbe edilen
siRNA miktarlar1 ile, ABT199 miktar1 ise formiilasyon igerisindeki miktarlar ile ayn1 olacak
sekilde boliim 4.5.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanmis, hiicrelere uygulanmis ve 24, 48, 72
saat siiresince etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. Hiicre canlilig1 oranlar1 belirlenerek
grafige aktarilmistir (Sekil 5.10 ve Sekil 5.11).

Elde edilen sonuglara gore, her iki hiicrede de kitosan ve albiimin konjugasyonu ile
elde edilen F5 formiilasyonunun (bos formiilasyon) hiicrelere toksik 6zellik gostermedigi
aksine hiicre proliferasyonunu arttirdigi gézlenmistir. Saglikli NIH-3T3 hiicrelerinde, 24 saat
sonrasinda 1 ve 1,5 uL’de %164 ve %192, 48 saat sonunda ise ayn1 konsantrasyonda sirasiyla
%282 ve %172 ye kadar hiicre canliliginda artiga neden oldugu gézlenmistir. Bu oranin 72
saat sonunda %147 ve %103 olmas1 kontrol hiicrelerininde ayn1 orana ulasarak kuyucukta
bliyliyecek yer bulamayarak o6liime gitmesi ile iliskilendirilmistir. Kitosanin hiicre
proliferasyonu Tlizerine etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Kitosanin, hiicre
proliferasyonunu arttirarak bag doku olusumunu hizlandirdig1 bilinmektedir (Graeme vd.,
2001). In vitro kosullarda hiicre biiylime hiz1 tizerine olumlu etkisi sebebiyle hiicre sayisim
ve dokuda tabaka sayilarinin artisini hizlandimaktadir (Poon vd., 2007; Shen vd., 2007).
Ayrica in vivo ¢alismalarda kitosanin deri fibroblastlarinda sayisal bir artisa neden oldugu
da gosterilmistir (Fathke vd., 2004). Yapilan bir ¢calismada, 3T3 embriyonik fare fibroblast
hiicrelerinin uzantilarinda belirgin artis, hiicre mebranlarinin korunmasi ve hiicrelerarasi
baglantilarin sikilig1 gibi bulgular dikkat ¢ekmistir (Uslu, 2008). Bezer durum MDA-MB-
231 hiicrelerinde de go6zlenmistir ancak NIH-3T3 hiicrelerine oranla diisiik oldugu
gbzlenmistir. Hiicre biiyiimesi 48 saat sonunda 1 ve 1,5 puL i¢in sirasiyla %179 ve %184

olarak belirlenmistir.
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ABT199’un DMSO’da goziindiiriilerek uygulandigi NIH-3T3 hiicrelerinde 0,5 ve 1
L miktarin 24 ve 48 saat icin toksik olmadigi, 72 saat sonunda hiicre canlilifint %60 ve
%51°de diisiirdiigii gozlenmistir. En yiiksek doz olan 1,5 pg ise 24, 48 ve 72 saat sonunda
hiicre canliligini sirasiyla %33, %27 ve %]18’e kadar diiglirmiistiir. Ayn1 miktar ABT199
iceren F6 formiilasyonunun ise bu hiicreler {izerine toksisite gostermedigi hatta 24 saat
sonunda hiicre canliligini %133 ve %147 olacak sekilde arttirdigini gostermistir. F6
formiilasyonu i¢in benzer sonuglar MDA-MB-231 hiicrelerinde de gozlemlenmistir. Ancak,
ABT199’un kanser hiicreleri tizerinde etkisi saglikli hiicrelere gore toksik bulunmustur. Bu
toksisite 24 saat i¢in 1,5 pug konsantrasyonda (%31 hiicre canliligl) , 48 ve 72 saat sonunda
tiim konsantrasyonlarda (%12 canliliga kadar artan oranlarda gozlenmistir. Bu sonug, F6
formiilasyonunun da her iki hiicre tipinde toksik etki gostermedigini isaret etmektedir. Salim
profili géz onilinde bulunduruldugunda, 72 saat sonunda nanopartikiilden salinan ABT199
miktarinin hiicre 6liimii i¢in yeterli olmadigi sonucuna varilmstir.

Ciplak siRNA’nin toksistesi degerlendirildiginde, 3T3 hiicrelerinde sadece 72 saat
sonunda 200 ng dozda %47 hiicre canlilig1 ile toksik oldugu belirlenmistir. Kanser
hiicrelerinde ise, 48 saat sonunda 150 ve 200 ng dozda hiicre canliligin1 %59 ve %58 e kadar
azalttigi, 24 ve 72 saat sonunda ise etki etmedigi belirlenmistir. Bu sonuglar, siRNA’nin
hiicre i¢ine ge¢meden endoniikleazlar tarafindan parcalandigini ya da hiicre igerisine
alinamadigini isaret etmektedir. Negatif yiiklii ve stabil olmayan ¢iplak siRNA’nin hiicre
icine alimindaki kisitlar ve endozomal degredasyonu gibi etkilerden dolay: hiicreler lizerinde
belirgin bir toksisite gdzlenmemesi beklenen bir durumdur. Fakat bu alanda yapilan
caligmalar neticesinde az miktarda da olsa c¢iplak siRNA’nin hiicre i¢i trafiginde
parcalanmadan hiicresel yolaklar1 etkileyebildigi, az da olsa toksik etki gosterebildigi
saptanmistir (Luo vd., 2008; Lingor vd., 2004; Hickerson vd., 2008; Wang vd., 2007). F5
formiilasyonuna adsorbe edilmis siRNA (F5-siRNA formiilasyonu)’nin ise her iki hiicre
tipinde 24 ve 48 saat sonrasinda toksik olmadig1 ancak 72 saat sonunda hiicre canliligini
belirgin oranda diisiirdiigii gozlenmistir. Bu sonuglar, tasiyici sistemle hiicre icine alinan
siRNA’nin gen susturmay1 basardigin isaret etmektedir. Nanopartikiillerin tastyici sistem
olarak kullanildigi zaman siRNA’nin degredasyona ugramadan uzun siire stabil kaldig

raporlanmistir (Devalliere vd., 2014). ABT199 ile birlikte uygulanan siRNA sonuglari,
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ABT199’un tek basina gosterdigi etkinlige benzer sonuglarda zamana ve artan doza bagl
olarak arttigin1 gostermektedir.

F6 formiilasyonuna adsorbe edilmis siRNA (F6-siRNA) formiilasyonu ABT ve
siRNA’nin kombin bir sekilde hiicrelere uygulanmasini miimkiin kilmaktadir. Bu
formiilasyonun etkinligi degerlendirildiginde ise, her iki hiicrede de 24 sat sonunda toksik
ozellik gosterecek oranda diisiirmedigi, 48 saat sonrasinda kanser hiicreleri lizerinde her
konsantrasyonda hiicre canliligmni sirastyla %52, %38 ve %47 oraninda diisiirdigii
belirlenmistr. Saglik hiicrelerde ise 72 saat sonunda 0,5 pL ve 1 pL’de %35 ve %18’e kadar
disiirdiigii ancak 1,5 pL’de %80 canlilik gosterdigi gozlenmistir.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde, bos formiilasyonun toksik olmadigi, ABT199’un
dogrudan uygulandiginda saglikli ve kanser hiicrelerinde toksisite gosterdigi, c¢iplak
siRNA’nin hiicrelere ulasmadan degrede oldugu ve F6 formiilasyonunun belirlenen zaman
dilimi igerisinde etkisiz oldugu sonucu ¢ikarilmistir. Ancak, F5-siRNA formiilasyonunun 48
saat sonunda tiim dozlarda saglikl hiicre de toksik 6zellik gostermeden, kanser hiicrelerinde
istenilen toksisiteye ulasabilecegi gozlenmistir. 72 saat sonunda bu formiilasyonun 0,5 puL ve
1 uL dozda saglikli hiicrelere toksisitesi gozlendiginden, en uygun dozun saglikli hiicrede

%80 canlilik, kanser hiicresinde ise %47 canlilik gosteren 1,5 pL oldugu saptanmistir.

5.5.2. Transfeksiyon

Nanopartikiillerin transfeksiyonunda en onemli etmenlerden biri partikiiliin ylizey
yiikiidiir. Negatif yiikli siRNA/DNA pozitif yiikli lipit veya polimerle etkilesim
kurmaktadir. Bununla birlikte kompleks olusturduktan sonra hiicre membrani ile etkili bir
temas icin net ylik pozitif olmalidir (Yang ve Huang,1997). Pozitif yiiklii partikiillerin hiicre
membraninda bulunan negatif yiliklii komponentler ile etkilesimi sayesinde hiicresel alimi
kolaylagsmaktadir (Layek ve Singh, 2017). Hiicre kiiltiirii ve transfeksiyon ¢aligmalarinda
kullanilan F5 formiiliiniin zeta potansiyeli 28,6+0,36 mV olarak Odlgiiliirken, F6
formiilasyonun zeta potansiyeli 41,4 = 0,95 mV olarak 6lclilmiistiir. Etkin madde yiikli F6
formiilasyonun zeta potansiyeli degeri, etkin maddesiz F5 formiilasyonuyla kiyaslandiginda
ABT199’un nanopartikiiliin kararliligini pozitif yonde etkiledigi gosterilmistir.

Partikiil boyutu genetik materyal tasiyici sistemlerde de oOzellikle transfeksiyonun

degerlendirilmesi i¢in en 6nemli faktorlerden birisidir. Etkili transfeksiyon i¢in optimum
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partikiil boyutu hiicre tipine gore degisiklik gostermekle birlikte yapilan ¢alismalar yaklasik
200 nm c¢apindaki nanopartikiillerin hiicre i¢ine alindigini gostermektedir (Biiyiikkoroglu
vd., 2016). Biiylik partikiil boyutuna sahip nanopartikiillerin hiicre yiizeyine daha kolay
yerlestigi ama kiicilik partikiil boyutundaki nanopartikiillerin hiicre i¢ine aliminin daha kolay
oldugu belirtilmistir (Rao, 2010).

Transfeksiyon g¢alismalarinda F5 formiilasyonu ve FITC-konjugeli kontrol siRNA
kullanilmistir. FITC-konjugeli kontrol siRNA hiicrelere transfekte olduktan sonra hiicre
igerisine vermis oldugu 1sima sayesinde floresan mikroskobu altinda goriintilenmistir.
Formiilasyonlarin saglikli ve kanser hiicrelerine alimlar1 arasindaki farkin belirlenmesi igin,
transfeksiyon ¢alismalart NIH-3T3 ve MDA-MB 231 hiicreleri lizerinde gergeklestirilmistir.
Transfeksiyon g¢alismalarindan 24 saat sonunda transfeksiyonun gergeklesmedigi tespit

edilmis, 48 saat sonunda alinan sonuglar Sekil 5.12. ve 5.13°de verilmistir.

Sekil 5.12. NIH-3T3 hiicrelerine uygulanmig F5 formiilasyonu ve FITC-konjugeli kontrol siRNA
transfeksiyon goriintiisi

Sekil 5.13. MDA-MB 231 hiicrelerine uygulanmis F5 formiilasyonu ve FITC-konjugeli kontrol sSiRNA
transfeksiyon gériintiisii
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Transfeksiyon caligsmalarinda, hiicrelerin davranislart da farklilik gostermektedir.
COS-7 ve HEK-293 hiicreleri lizerinde, ayn1 miktarda lusiferaz geni iceren pDNA’nin, ayni
dozda 100 nm’nin altinda ve istiinde boyuta sahip olan tasiyic1 sistemle yapilan
transfeksiyon c¢alismalarinda, kiigiik partikiillerin biiylik partikiillere oranla COS-7
hiicresinde lusiferaz protein iretiminin 27 kat fazla oldugu belirlenirken, HEK-293
hiicrelerinde bu deger 4 kat fazla olarak tespit edilmistir. Burada ayrica, transfeksiyon
stiresince hiicrelerin yiiksek oranda iiremeleri ve 6liime gitmeleri nedeniyle, partikiillerin
hiicrelerle inkiibasyon siiresi de énemli rol oynamaktadir (Xuemei vd., 2019; Prabha vd.,

2002).

Yapilan ¢alisma sonucunda, iki hiicre tipine de formiilasyonun transfekte etkilerinin
diisiik oldugu belirlenmistir. Bunun nedeninin, hazirlanan formiilasyonun partikiil boyutunun
100 nm’den yiiksek olmasi, hiicre tipine bagli olarak, hiicrelerin asir1 biiylime gostermesi ve
apoptoza gitmeleri nedeniyle formiilasyonlarin ¢ok uzun siire ortamda bulundurulamamasi
oldugu diistiniilmektedir. Bu deneylerin, partikiil boyutunun kiic¢tiltiilmesi i¢in optimizasyon

calismalar1 sonrasinda tekrarlanmasina ihtiyag vardir.
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6. SONUC ve ONERILER
Bu calismada Bcl-2 geni inhibitorii olan Venctoklaks (ABT-199) ve Bcl-2 gen

susturucu siRNA yiiklii albliimin nanopartikiilleri tasarlanmig ve bu sistemlerin
karsilastirmali etkinligi aragtirllmigtir. ABT 199, 2016 yilindan bu yana FDA onaylanmis ve
KLL'yi tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Calismamiz kapsaminda, Bcl-2 geni overkesprese
olan MDA-MB 231 insan meme kanser hiicreleri iizerinde etkinliginin arastirilmasi yer
almaktadir. Bu amaci ile bu ¢alisma literatiirde ilklerden biri olma niteligindedir. Ayrica bu
etkin maddenin hiicrenin ayni apoptotik yolagini hedef almis Bcl-2 SiRNA ile kombin bir
sekilde tasiyici sisteme entegrasyonu ve ABT 199 ile siRNA’y1 tagiyan bu sistemin sinerjik
etkisinin arastirilmasi da ilk kez gerceklestirilmistir.

Bu amag dogrultusunda, ABT 199’nin ilk kez albiimin ile formiilasyonu, siRNA’nin
albiimin nanopartikiillerine adsorbsiyonu ve ABT 199 yiiklii albiimin nanopartikiillerine
siRNA’nin adsorbsiyonunu kapsayan sistemler hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar, ABT
199’un albiimin nanopatikiiler sistem igerisine % 95,5 oraninda yiiklendigini ve pH 7,4 fosfat
tamponu i¢inde 72 saat siiresince % 46,8 oraninda salindig1 gostermistir. Bu sistemin 0,5 pL
gibi ¢ok diisiik miktarda dahi 200 ng siRNA’y1 adsorbe edebildigi ve transfeksiyonda etkili
olabilecegi sonucu elde edilmistir. Hiicre kiiltiiri sonucunda, ABT 199 yiiklii sistemin NIH-
3T3 saglikli ve MDA-MB 231 kaser hiicrelerinde saf ABT 199’a oranla toksik olmadigi
ancak, bu sistemin siRNA ile kombinasyonu ile 48 saat sonunda sadece kanser hiicrelerinde
toksisite gosterdigi belirlenmistir. 72 saat sonunda diisiik konsantrasyonlarda (0,5 ve 1
pnL/100 pL) saglikli hiicrelerde goriilen toksik etkinin 1,5 pL/100 pL konsantrasyonda
gozlenmedigi belirlenmistir dolayisiyla kanser hiicrelerine uygulanabilecek doz olarak 1,5
uL/100 pL olack sekilde ugun bulunmustur. Sistemin transfeksiyon etkinligi diisiik
bulunmustur bu durum nanopartikiiliin partikiil boyutu ile iliskilendirilmistir.

Sonug olarak, ABT 199 ile siRNA y1 kombin sekilde igeren sistemin, KLL haricinde
Bcl-2 geni overkesprese olan kaser hiicreleri ig¢in de etkili olacak sekilde kullanilabilir
olabilecegi belirlenmistir. ABT 199 ve siRNA’nin alblimin tasiyict sistem ile formiilasyonu,
her iki etkin materyalin sinerjik etki i¢in birlikte bir sistem iginde yer almasi ve KLL
haricinde baska kanser hiicresi lizerinde denenmesi ile bu ¢alisma literatiirde bir ilktir ve

etkili oldugu ilk kez kanitlanmistir.
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Sistemin, partikiil boyutunun disiiriilmesi, salim profilinin gelistirilmesi ve Bcl-2 geni
overkesprese farkli kaser hiicreleri iizerinde arastirilmasi uygun olacaktir. Albiiminin 19 giin
siiresince sitemik dolasimda degrede olmadan kaldigi g6z oniinde bulunduruldugunda, bu
sistemin ABT 199’u ne kadar siire i¢erisinde tasiyabilecegi ya da salabilecegi arastirilmalidir.
Bu sistemin, kontrollii salim saglayan bir ilag tasiyici sistem olarak uygunlugu, kanserli
hiicre ve dokuya hedefleme icin albiiminin GP 60 yolagma baglanma kapasitesi ve

etkinliginin belirlenmesi amaciyla in vivo hayvan deneylerinin planlanmasi uygun olacaktir.

74



KAYNAKCA

Ackler, S., Oleksijew, A., Chen, J., Chyla, B. J., Clarin, J., Foster, K., McGonigal, T., Mishra,
S., Schlessinger, S., Smith, M.L., Tahir, S.K., Leverson, J.D., Souers, A.J., Boghaert,
E.R., Hickson, J. (2015). Clearance of systemic hematologic tumors by venetoclax (Abt-
199) and navitoclax. Pharmacology Research & Perspectives, 3(5).

Adams, J. M., and Cory, S. (2007). The Bcl-2 apoptotic switch in cancer development and
therapy. Oncogene, 26(9), 1324-1337.

Aied, A., Greiser, U., Pandit, A., and Wang, W. (2013). Polymer gene delivery: overcoming
the obstacles. Drug Discovery Today, 18(21-22), 1090-1098.

Akinc, A., Thomas, M., Klibanov, A. M., & Langer, R. (2005). Exploring polyethylenimine-
mediated DNA transfection and the proton sponge hypothesis. The Journal of Gene
Medicine, 7(5), 657—-663.

Alvarez-Erviti, L., Seow, Y., Yin, H., Betts, C., Lakhal, S., & Wood, M. J. A. (2011).
Delivery of siRNA to the mouse brain by systemic injection of targeted exosomes.
Nature Biotechnology, 29(4), 341-345.

Amundson SA, Myers TG, Scudiero D, Kitada S, Reed JC, Fornace Jr. AJ. (2000) An
informatics approach identifying markers of chemosensitivity in human cancer cell lines.
Cancer Research, 60(21), 6101-10.

Andtbacka, R. H. I., Kaufman, H. L., Collichio, F., Amatruda, T., Senzer, N., Chesney, J.,
(2015). Talimogene Laherparepvec Improves Durable Response Rate in Patients With
Advanced Melanoma. Journal of Clinical Oncology, 33(25), 2780-2788.

Arana RM, Sobrevilla-Calvo P, Rivas-Vera S, Baez E, Baltazar S, Duque J, Gregorio |, Tripp
F, Garces O, Aguilar L, Flores L. (2005) High incidence of Bcl-2/IgHrearrangement in
Mexican patients with follicular lymphoma and its relevance as a marker for minimal
residual disease. Blood,106(11), 4493.

Ashkenazi, A., Fairbrother, W. J., Leverson, J. D., & Souers, A. J. (2017). From basic
apoptosis discoveries to advanced selective BCL-2 family inhibitors. Nature Reviews
Drug Discovery, 16(4), 273-284.

Bartel, D. P. (2009). MicroRNAs: Target Recognition and Regulatory Functions. Cell,
136(2), 215-233.

Baum, C., Schambach, A., Bohne, J., & Galla, M. (2006). Retrovirus Vectors: Toward the
Plentivirus? Molecular Therapy, 13(6), 1050-1063.

Benfer, M., & Kissel, T. (2012). Cellular uptake mechanism and knockdown activity of
siRNA-loaded biodegradable DEAPA-PVA-g-PLGA nanoparticles. Eur. J. Pharm.
Biopharm, 80(2), 247-256.

75



Bertrand, N., Wu, J.,, Xu, X., Kamaly, N., & Farokhzad, O. C. (2014). Cancer
nanotechnology: The impact of passive and active targeting in the era of modern cancer
biology. Advanced Drug Delivery Reviews, 66, 2—25.

Besbes S., Mirshahi M., Pocard M., Billard C. (2015) New dimension in therapeutic targeting
of BCL-2 family proteins. Oncotarget, 6 (15), 12862-12871.

Bharatham N, Chi SW, Yoon HS (2011) Molecular Basis of Bcl-XL-p53 Interaction: Insights
from Molecular Dynamics Simulations. PLOS ONE 6(10): e26014.

Bhattacharjee, S. (2016). DLS and zeta potential — What they are and what they are not?
Journal of Controlled Release, 235, 337-351.

Billiet, L., Gomez, J.-P., Berchel, M., Jaffrés, P.-A., Le Gall, T., Montier, T., Midoux, P.
(2012). Gene transfer by chemical vectors, and endocytosis routes of polyplexes,
lipoplexes and lipopolyplexes in a myoblast cell line. Biomaterials, 33(10), 2980-2990.

Birkinshaw, R. W., & Czabotar, P. E. (2017). The BCL-2 family of proteins and
mitochondrial outer membrane permeabilisation. Seminars in Cell & Developmental
Biology, 72, 152-162.

Bloomfield, V. A. (1997). DNA condensation by multivalent cations. Biopolymers, 44(3),
269-282.

Bonner, W. (1975). Protein migration into nuclei. I. Frog oocyte nuclei in vivo accumulate
microinjected histones, allow entry to small proteins, and exclude large proteins. The
Journal of Cell Biology, 64(2), 421-430.

Bos, P. D., Zhang, X. H.-F., Nadal, C., Shu, W., Gomis, R. R., Nguyen, D. X, Massagué, J.
(2009). Genes that mediate breast cancer metastasis to the brain. Nature, 459(7249),
1005-1009.

Bouillet P, and Strasser A. (2002). BH3-only proteins - evolutionarily conserved
proapoptotic Bcl-2 family members essential for initiating programmed cell death.
Journal of Cell Science,115, 1567-1574.

Boutin, S., Monteilhet, V., Veron, P., Leborgne, C., Benveniste, O., Montus, M. F., &
Masurier, C. (2010). Prevalence of Serum IgG and Neutralizing Factors Against Adeno-
Associated Virus (AAV) Types 1, 2, 5, 6, 8, and 9 in the Healthy Population:
Implications for Gene Therapy Using AAV Vectors. Human Gene Therapy, 21(6), 704—
712.

Burke, R. S., & Pun, S. H. (2010). Synthesis and Characterization of Biodegradable HPMA-
Oligolysine Copolymers for Improved Gene Delivery. Bioconjugate Chemistry, 21(1),
140-150.

76



Biiyiikkoroglu, G., Senel, B., Basaran, E., Yenilmez, E., Yazan, Y., (2016). Preparation and
in vitro evaluation of vaginal formulations including siRNA and paclitaxel-loaded SLNs
for cervical cancer. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 109
174-183.

Calabretta B. (1991). Inhibition of protooncogene expression by antisense
oligodeoxynucleotides: biologicalandthera-peuticimplications. Cancer Research, 51,
4505-4510.

Calin, G. A., & Croce, C. M. (2006). MicroRNA signatures in human cancers. Nature
Reviews Cancer, 6(11), 857—-866.

Calin, G. A., Cimmino, A., Fabbri, M., Ferracin, M., Wojcik, S. E., Shimizu, M., ... Croce,
C. M. (2008). MiR-15a and miR-16-1 cluster functions in human leukemia. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 105(13), 5166-5171.

Cao, X.X., Mohuiddin, I., Ece, F., McConkey, D. J., and Smythe, W. R. (2001). Histone
Deacetylase Inhibitor Downregulation of bcl-xI Gene Expression Leads to Apoptotic
Cell Death in Mesothelioma. American Journal of Respiratory Cell and Molecular
Biology, 25(5), 562-568.

Carmeliet, P. (2003). Angiogenesis in health and disease. Nature Medicine, 9(6), 653-660.

Carrabino, S., Di Gioia, S., Copreni, E., & Conese, M. (2005). Serum albumin enhances
polyethylenimine-mediated gene delivery to human respiratory epithelial cells. The
Journal of Gene Medicine, 7(12), 1555-1564.

Cavazzana-Calvo, M. (2000). Gene Therapy of Human Severe Combined Immunodeficiency
(SCID)-X1 Disease. Science, 288(5466), 669-672.

Chambers, A. F., Groom, A. C., & MacDonald, I. C. (2002). Dissemination and growth of
cancer cells in metastatic sites. Nature Reviews Cancer, 2(8), 563-572.

Chatterjee, M., Ben-Josef, E., Robb, R., Vedaie, M., Seum, S., Thirumoorthy, K., Williams,
T. M. (2017). Caveolae-Mediated Endocytosis Is Critical for Albumin Cellular Uptake
and Response to Albumin-Bound Chemotherapy. Cancer Research, 77(21), 5925-5937.

Chavez, K. J., Garimella, S. V., & Lipkowitz, S. (2011). Triple negative breast cancer cell
lines: One tool in the search for better treatment of triple negative breast cancer. Breast
Disease, 32(1-2), 35-48.

Chen, C., Yue, D., Lei, L., Wang, H., Lu, J., Zhou, Y., et al Xu, L. (2018). Promoter-
Operating Targeted Expression of Gene Therapy in Cancer: Current Stage and Prospect.
Molecular therapy. Nucleic acids, 11, 508-514.

Chen, X., Mangala, L. S., Rodriguez-Aguayo, C., et. al. (2018) RNA interference-based
therapy and its delivery systems, Cancer and Metastasis Reviews. 37 (1) 107-124.

77



Cheng N, Liu W, Cao Z, et al. (2006). A study of thermoresponsive poly(N-
isopropylacrylamide)/polyarginine  bioconjugate  non-viral  transgene  vectors.
Biomaterials. 27 (28):4984-4992.

Cheson BD. (2007). Oblimersen for the treatment of patients with chronic lymphocytic
leukemia. Therap Clin Risk Manage,3(5), 855-70.

Chien, Y. W., & Lin, S. (2002). Optimisation of Treatment by Applying Programmable Rate-
Controlled Drug Delivery Technology. Clinical Pharmacokinetics, 41(15), 1267—-1299.

Cimmino, A., Calin, G. A., Fabbri, M., lorio, M. V., Ferracin, M., Shimizu, M., et al Croce,
C. M. (2005). miR-15 and miR-16 induce apoptosis by targeting BCL2. Proceedings of
the National Academy of Sciences, 102 (39), 13944-13949.

Clément, N., & Grieger, J. C. (2016). Manufacturing of recombinant adeno-associated viral
vectors for clinical trials. Molecular Therapy - Methods & Clinical Development, 3,
16002.

Commisso, C., Davidson, S. M., Soydaner-Azeloglu, R. G., Parker, S. J., Kamphorst, J. J.,
Hackett, S., Bar-Sagi, D. (2013). Macropinocytosis of protein is an amino acid supply
route in Ras-transformed cells. Nature, 497(7451), 633-637.

Correia, C., Lee, S.-H., Meng, X. W., Vincelette, N. D., Knorr, K. L. B., Ding, H., ...
Kaufmann, S. H. (2015). Emerging understanding of Bcl-2 biology: Implications for
neoplastic progression and treatment. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular
Cell Research, 1853(7), 1658-1671.

Cross, D., & Burmester, J. K. (2006). Gene Therapy for Cancer Treatment: Past, Present and
Future. Clinical Medicine & Research, 4(3), 218-227.

Czabotar, P. E., Lessene, G., Strasser, A., & Adams, J. M. (2014). Control of apoptosis by
the BCL-2 protein family: implications for physiology and therapy. Nature Reviews
Molecular Cell Biology, 15(1), 49-63.

Celebi, N., (2002). Koloitler, Kontrollii Salim Sistemleri, A.Z. Giirsoy (ed), Kontrollii Salim
Dernegi Yaymi No:1, Istanbul, 245-255

Dash, P. R., Read, M. L., Fisher, K. D., Howard, K. A., Wolfert, M., Oupicky, D., Seymour,
L. W. (2000). Decreased Binding to Proteins and Cells of Polymeric Gene Delivery
Vectors Surface Modified with a Multivalent Hydrophilic Polymer and Retargeting
through Attachment of Transferrin. Journal of Biological Chemistry, 275(6), 3793—
3802.

Davids MS, Pagel JM, Kahl BS, Wierda WG, Miller TP, Gerecitano JF, Kipps TJ, Anderson
M-A, Huang DCS, Rudersdorf NK, Gressick LA, Montalvo NP, CCRP, Yang J, Busman
TA, Dunbar M, DRPH, Cerri E, Enschede SH, Humerickhouse RA, Roberts AW. (2013)
Bcl-2 inhibitor ABT-199 (GDC-0199) monotherapyshows anti-tumor activity including

78



completer  emissions in  high-risk  relapsed/refractory  (R/R)  chronic
lymphocyticleukemia (CLL) and small lymphocytic lymphoma (SLL). Blood, 122(21),
872.

Dawson SJ, Makretsov N, Blows FM, Driver KE, Provenzano E, Le Quesne J, Baglietto L,
Severi G, Giles GG, McLean CA, Callagy G, Green AR, Ellis I, Gelmon K, Turashvili
G, Leung S, Aparicio S, Huntsman D, Caldas C, Pharoah P. (2010). BCL2 in breast
cancer: a favourable prognostic marker across molecular subtypes and independent of
adjuvant therapy received. British Journal of Cancer, 103(5), 668-675.

Deichmann A, Hacein-Bey-Abina S, Schmidt M, et al. (2007). Vector integration is
nonrandom and clustered and influences the fate of lymphopoiesis in SCID-X1 gene
therapy. The Journal of Clinical Investigation, 117(8), 2225-2232.

Demirel, M. and Yazan, Y., (2000). Kat1 lipit nanopartikiiller (SLN) FABAD, Journal of
Pharmaceutical Sciences, 25, 167-179.

Deng, J., Zhou, Y., Xu, B., Mai, K., Deng, Y., Zhang, L-M. (2011). Dendronized chitosan
derivative as a biocompatible gene delivery carrier. Biomacromolecules, 12(3), 642—
649.

Derakhshandeh, K., & Fathi, S. (2012). Role of chitosan nanoparticles in the oral absorption
of Gemcitabine. International Journal of Pharmaceutics, 437(1-2), 172-177.

Desai, N., Trieu, V., Yao, Z., et al. (2006). Increased antitumor activity, intra tumor paclitaxel
concentrations, and endothelial cell transport of cremophor-free, albumin-bound
paclitaxel, ABI-007, compared with cremophor-based paclitaxel, Clinical Cancer
Research, 12, 1317-1324.

Devalliere, J., Chang, W. G., Andrejecsk, J. W., Abrahimi, P., Cheng, C. J., Jane-Wit, D.,
Saltzmanand, W. M., Pober, J. S. (2014). The FASEB Journal., 28, 908-922.

Dias, N. And Stein, C.A. (2002) Potential roles of antisenseoligonucleotides in cance
rtherapy. The example of Bcl-2 antisense oligonucleotides. Eur J Pharm
Biopharm,54(3), 263-9.

Djokic, D., Jankovic, D., Maksin, T. (2002). Radiochemical purity and particles number
determinations of modified **™Tc-macroaggregated albumin, J Serbchem, 67, 573-579.

Edlich, F., Banerjee, S., Suzuki, M., Cleland, M. M., Arnoult, D., Wang, C., Youle, R. J.
(2011). Bcl-xL Retrotranslocates Bax from the Mitochondria into the Cytosol. Cell,
145(1), 104-116.

Ekambaram, P., Sathali, A.H. and Priyanka, K., (2012). Solid lipid nanoparticles: A review,
Scientific Reviews and Chemical Communications, 2(1), 80-102.

79



EL Andaloussi, S., Méager, 1., Breakefield, X. O., & Wood, M. J. A. (2013). Extracellular
vesicles: biology and emerging therapeutic opportunities. Nature Reviews Drug
Discovery, 12(5), 347-357.

Elbashir, S. M. (2001). RNA interference is mediated by 21- and 22-nucleotide RNAs. Genes
& Development, 15(2), 188-200.

Elsadek, B.; Kratz, F. (2012). Impact of albumin on drug delivery — New applications on
the horizon. Journal of Controlled Release, 157, 4-28.

El-Shabouri, M. (2002). Positively charged nanoparticles for improving the oral
bioavailability of cyclosporin-A. International Journal of Pharmaceutics, 249(1-2),
101-108. doi:10.1016/s0378-5173(02)00461-1

Fan, Y., Yi, J., Zhang, Y., Yokoyama, W. (2018). Fabrication of curcumin-loaded bovine
serum albumin (BSA)dextran nanoparticles and the cellular antioxidant activity, Food
Chemistry, 239 121.

Fathke, C., Wilson, L., Hutter, J., Kapoor, V., Smith, A., Hocking, A., Isik, F. (2004).

Contribution of bone marrow derived cells to skin, collagen deposition and wound
repair. Stem Cells, 22, 5: 812-822.

Ferreira, G. N. M., Monteiro, G. A., Prazeres, D. M. F., & Cabral, J. M. S.
(2000). Downstream processing of plasmid DNA for gene therapy and DNA vaccine
applications. Trends in Biotechnology, 18(9), 380—388.

Fidler, 1. J. (2002). Critical determinants of metastasis. Seminars in Cancer Biology,

Fire, A., Xu, S., Montgomery, M. K., Kostas, S. A., Driver, S. E., & Mello, C. C.
(1998). Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in
Caenorhabditis elegans. Nature, 391(6669), 806-811.

Fitzmaurice, C., Dicker, D., Pain, A., Hamavid, H., Moradi-Lakeh, M., MacIntyre, M. F., ...
Wolfe, C. (2015). The Global Burden of Cancer 2013. JAMA Oncology, 1(4), 505.

Flotte, T., Carter, B., Conrad, C., Guggino, W., Reynolds, T., Rosenstein, B., ... Wetzel, R.
(1996). A Phase I Study of an Adeno-Associated Virus-CFTR Gene Vector in Adult CF
Patients with Mild Lung Disease. Johns Hopkins Children’s Center, Baltimore,
Maryland. Human Gene Therapy, 7(9), 1145-1159.

Francis, G. L. (2010). Albumin and mammalian cell culture: implications for biotechnology
applications. Cytotechnology, 62(1), 1-16.

Frei, E. (2011). Albumin binding ligands and albumin conjugate uptake by cancer cells.
Diabetology & Metabolic Syndrome, 3, 11.

Fung, L. K., & Saltzman, W. M. (1997). Polymeric implants for cancer chemotherapy.
Advanced Drug Delivery Reviews, 26(2-3), 209-230.

80



Gilleron, J., Querbes, W., Zeigerer, A., Borodovsky, A., Marsico, G., Schubert, U., ... Zerial,
M. (2013). Image-based analysis of lipid nanoparticle—mediated SIRNA delivery,
intracellular trafficking and endosomal escape. Nature Biotechnology, 31(7), 638—646.

Gilleron, J., Querbes, W., Zeigerer, A., Borodovsky, A., Marsico, G., Schubert, U., ... Zerial,
M. (2013). Image-based analysis of lipid nanoparticle-mediated SiRNA delivery,
intracellular trafficking and endosomal escape. Nature Biotechnology, 31(7), 638-646

Gobé, G., Rubin, M., Williams, G., Sawczuk, 1., & Buttyan, R. (2002). Apoptosis and
Expression of Bcl-2, Bcl-XL, and Bax in Renal Cell Carcinomas. Cancer Investigation,
20(3), 324-332.

Gradishar, S. Tjulandin, N. Davidson, H. Shaw, N. Desai, P. Bhar, et al., (2005) Phase Il
trial of nanoparticle albumin-bound paclitaxel compared with polyethylated castor oil-
based paclitaxel in women with breast cancer, Journal of Clinical Oncology, 23, 7794—
7803.

Green, J. J., Shi, J., Chiu, E., Leshchiner, E. S., Langer, R., & Anderson, D. G.
(2006). Biodegradable Polymeric Vectors for Gene Delivery to Human Endothelial
Cells. Bioconjugate Chemistry, 17(5), 1162-1169.

Graeme, IH., Dettmar, PW., Goddard, PA., Hampsor, FC., Michael, D., Edward, J W.,
(2001).The effect of chitin and chitosan on the proliferation of human fibroblasts and
keratinocytes in vitro. Biomaterials,; 22: 2959-2966.

Hacein-Bey-Abina, S., Pai, S.-Y., Gaspar, H. B., Armant, M., Berry, C. C., Blanche, S., ...
Thrasher, A. J. (2014). A Modified y-Retrovirus Vector for X-Linked Severe Combined
Immunodeficiency. New England Journal of Medicine, 371(15), 1407-1417.

Hanada, M., Aimé-Sempé, C., Sato, T., & Reed, J. C. (1995). Structure-Function Analysis
of Bcl-2 Protein. Journal of Biological Chemistry, 270(20), 1196211969

Hata, A. N., Engelman, J. A., & Faber, A. C. (2015). The BCL2 Family: Key Mediators of
the Apoptotic Response to Targeted Anticancer Therapeutics. Cancer Discovery, 5(5),
475-487

Hauser, C. A., Stockler, M. R., & Tattersall, M. H. N. (2006). Prognostic factors in patients
with recently diagnosed incurable cancer: a systematic review. Supportive Care in
Cancer, 14(10), 999-1011.

He, Y., Cheng, G., Xie, L., Nie, Y., He, B., & Gu, Z. (2013). Polyethyleneimine/DNA
polyplexes with reduction-sensitive hyaluronic acid derivatives shielding for targeted
gene delivery. Biomaterials, 34(4), 1235-1245.

Héléne, C., & Toulmé, J.-J. (1990). Specific regulation of gene expression by antisense,
sense and antigene nucleic acids. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Gene Structure
and Expression, 1049(2), 99-125.

81



Hickerson, R. P, Vlassov, A.V., Wang, Q. et al. (2008). Stability study of unmodified SIRNA
and relevance to clinical use. Oligonucleotides, 18(4), 345-354.

Hinderer, C., Katz, N., Buza, E. L., Dyer, C., Goode, T., Bell, P., Wilson, J. M.
(2018). Severe Toxicity in Nonhuman Primates and Piglets Following High-Dose
Intravenous Administration of an Adeno-Associated Virus Vector Expressing Human
SMN. Human Gene Therapy, 29(3), 285-298.

Hoogenboezem, E. N., & Duvall, C. L. (2018). Harnessing albumin as a carrier for cancer
therapies. Advanced Drug Delivery Reviews.

Hotchkiss, R. S., Strasser, A., McDunn, J. E., & Swanson, P. E. (2009). Cell Death. New
England Journal of Medicine, 361(16), 1570-1583.

Howe, S. J., Mansour, M. R., Schwarzwaelder, K. et al. (2008). Inser- tional mutagenesis
combined with acquired somatic mutations causes leukemogenesis following gene
therapy of SCID-X1 patients. Journal of Clinical Investigation, 118(9), 3143-3150.

Hsu, S., Ho, T.-T., & Tseng, T.-C. (2012). Nanoparticle uptake and gene transfer efficiency
for MSCs on chitosan and chitosan-hyaluronan substrates. Biomaterials, 33(14), 3639—
3650.

Hu, J., Duan, Z., Yu, G., and Wang, S. (2019). Chapter 10 - Bcl-2 Inhibitors as Sensitizing
Agents for Cancer Chemotherapy, Editor(s): Zhe-Sheng Chen, Dong-Hua Yang, In
Cancer Sensitizing Agents for Chemotherapy, Protein Kinase Inhibitors as Sensitizing
Agents for Chemotherapy, Academic Press, 4, p 151-168, ISSN 24683183, ISBN
9780128164358,

Huang, D. C. & Strasser, A. (2000). BH3-Only Proteins—Essential Initiators of Apoptotic
Cell Death. Cell, 103(6), 839-842.

Huang, S., Pettaway, C. A., Uehara, H., Bucana, C. D., & Fidler, I. J. (2001). Blockade of

NF-kB activity in human prostate cancer cells is associated with suppression of
angiogenesis, invasion and metastasis. Oncogene, 20(31), 4188-4197.

Huber, M.A. et al. (2004). NF-kB is essential for epithelial-mesenchymal transition and
meta- stasis in a model of breast cancer progression. J. Clin. Invest. 114, 569-581.

Hwang, H.-W., & Mendell, J. T. (2006). MicroRNAs in cell proliferation, cell death and
tumorigenesis. British Journal of Cancer, 94(6), 776—780.

Ibrahim, N. K., Desai, N., Legha, S. et al. (2002). Phase | and pharmcokinetic study of ABI-
007, a Cremophor-free, protein-stabilized, nanoparticle formulation of paclitaxel.
Clinical Cancer Research, 8(5), 1038-1044.

82



Inao, T., lida, Y., Moritani, T., Okimoto, T., Tanino, R., Kotani, H., & Harada, M.
(2018). Bcl-2 inhibition sensitizes triple-negative human breast cancer cells to
doxorubicin. Oncotarget, 9(39).

Jain, R. K., & Stylianopoulos, T. (2010). Delivering nanomedicine to solid tumors. Nature
Reviews Clinical Oncology, 7(11), 653-664.

Jiang, Y., Wong, S., Chen, F., Chang, T., Lu, H., & Stenzel, M. H. (2017). Influencing
Selectivity to Cancer Cells with Mixed Nanoparticles Prepared from Albumin—-Polymer
Conjugates and Block Copolymers. Bioconjugate Chemistry, 28(4), 979-985.

Jin, Z., & El-Deiry, W. S. (2005). Overview of cell death signaling pathways. Cancer Biology
& Therapy, 4(2), 147-171.

Kadia, T. M., Ravandi, F., Cortes, J., & Kantarjian, H. (2016). New drugs in acute myeloid
leukemia: Table 1. Annals of Oncology, 27(5), 770-778.

Kakimoto, S., Hamada, T., Komatsu, Y., Takagi, M., Tanabe, T., Azuma, H., Nagasaki, T.
(2009). The conjugation of diphtheria toxin T domain to poly(ethylenimine) based
vectors for enhanced endosomal escape during gene transfection. Biomaterials, 30(3),
402-408.

Kamphorst, J. J., Nofal, M., Commisso, C., Hackett, S. R., Lu, W., Grabocka, E., ...
Rabinowitz, J. D. (2015). Human Pancreatic Cancer Tumors Are Nutrient Poor and
Tumor Cells Actively Scavenge Extracellular Protein. Cancer Research, 75(3), 544—
553.

Kanada, M., Bachmann, M. H., Contag, C. H. (2016). Signaling by extracellular vesicles
advances cancer hallmarks. TrendsCancer, 2(2), 84-94.

Kanada, M., Gilad, A. (2019). Nanocarrier-Based Gene Therapy Imaging Strategies. Nucleic
Acid Nanotheranostics, 409-420.

Kanasty, R., Dorkin, J. R., Vegas, A., Anderson, D. (2013). Delivery materials for sSiRNA
therapeutics. Nature Materials, 12(11), 967-977.

Kang, M. H., Reynolds, C. P. (2009). Bcl-2 inhibitors: targeting mitochondrial apoptotic
pathways in cancer therapy. Clinical Cancer Research, 15(4), 1126-32.

Kang, M. H., Wan, Z., Kang, Y. H., Sposto, R., Reynolds, C.P. (2008). Mechanism of
synergy of N-(4-hydroxyphenyl)retinamide and ABT-737 in acute lymphoblastic
leukemia cell lines: Mcl-1 inactivation. Journal of the National Cancer Institute, 100(8),
580-95.

Kang, Y., Siegel, P. M., Shu, W., Drobnjak, M., Kakonen, S. M., Cordon-Cardo, C., Guise,
T. A., Massagué, J. (2003). A multigenic program mediating breast cancer metastasis to
bone. Cancer Cell, 3(6), 537-549.

83



Keeler, A. M., El Mallah, M. K., Flotte, T. R. (2017). Gene Therapy: progress and future
directions. Clinical and Translational Science, 10(4), 242-248.

Khan, I., Saeed, K. ve Khan, I. (2017). Nanoparticles: Properties, applications and toxicities.
Arabian Journal of Chemistry, 12(7), 908-931.

Khvorova, A., Watts, J. K. (2017). The chemical evolution of oligo- nucleotide therapies of
clinical utility. Nature Biotechnology, 35, 238-248.

Kim, T. H., Jiang, H. L., Jere, D., Park, I.K., Cho, M.H., Nah, J.W., Choi, Y.J., Akaike, T.,
Cho, C.S. (2007). Chemical modification of chitosan as a gene carrier in vitro and in
vivo, Progress in Polymer Science, 32(7), 726—753.

Kitada, S., Takayama, S., De Riel, K., Tanaka, S., Reed, J. C.(1994). Reversal of
chemoresistance of lymphoma cells by antisense-mediated reduction of bcl-2 gene
expression. Antisense Research and Development, 4(2), 71-9.

Ko, J. K., Choi, K. H., Pan, Z., Lin, P., Weisleder, N., Kim, C.W., Ma, J. (2007) .The tail-
anchoring domain of Bfl1 and HCCSL1 targets mitochondrial membrane permeability to
induce apoptosis. Journal of Cell Science, 120(Pt 16), 2912-23.

Kopatz, I., Remy, J. S., Behr, J. P. (2004). A model fornon-viral gene delivery: through
syndecan adhesion molecules and powered by actin. Journal of Gene Medicine, 6(7),
769-776.

Kotterman, M. A., Schaffer, D. V. (2014). Engineering adeno- associated viruses for clinical
gene therapy. Nature Reviews Genetics, 15(7), 445-451.

Kozlow, W. & Guise, T. A. (2005). Breast cancer metastas is to bone: mechanisms of
osteolysis and implications for therapy. Journal of Mammary Gland Biology and
Neoplasia, 10, 169-180.

Kragh-Hansen, U. (1981) “Molecular aspects of ligand binding to serum albumin.,”
Pharmacological Reviews, vol. 33, no. 1

Lai, E., Van Zanten, J. H. (2012). Monitoring DNA/poly-L-lysine polyplex formation with
time-resolved multi angle laser light scattering. Biophysical Journal, 80(2), 864-873.

Lam M., Dubyak, G., Chen, L., Nunez, G., Miesfeld, R. L., Distelhorst, C. W. (1994).
Evidence that BCL-2 represses apoptosis by regulating endoplasmic reticulum-
associated Ca2+ fluxes. Proceedings of the National Academy of Sciences, U S A,
91(14), 6569-73.

Larsen, M. T., Kuhlmann, M., Hvam, M. L. and Howard, K. A. (2016). Albumin-based drug
delivery: harnessing nature to cure disease. Molecular and Cellular Therapies, 4(1), 3.

Layek, B., & Singh, J. (2016). Chitosan for DNA and gene therapy. Tissue Engineering and
Therapeutics, 2, 209-244.

84


https://www.sciencedirect.com/science/journal/18785352
https://www.sciencedirect.com/science/journal/18785352/12/7

Ledford, H. (2015). Cancer-fighting viruses win approval. Nature, 526(7575), 622—623.

Lessene, G., Czabotar, P. E., Colman, P. M.(2008). BCL-2 family antagonists for cancer
therapy. Molecular and Cellular Therapies, 7(12), 989-1000.

Lestradet, H. (2018). The antagonistic action of albumin against the activity of insulin, Presse
Med. 28(69), 1961.

Letai, A., Bassik, M. C., Walensky, L.D., Sorcinelli, M. D., Weiler, S., Korsmeyer, S. J.
(2002). Distinct BH3 domains either sensitize or activate mitochondrial apoptosis,
serving as prototype cancer therapeutics. Cancer Cell, 2(3), 183-92.

Leverson, J. D., Cojocari, D. (2018). Hematologic Tumor Cell Resistance to the BCL-2
Inhibitor Venetoclax: A Product of Its Microenvironment?. Frontiers in Oncology, 8,
458.

Li, C., Guo, T., Zhou, D. et al. (2011). A novel glutathione modified chitosan conjugate for
efficient gene delivery. Journal of Controlled Release, 154(2), 177-188.

Lin, T. L., Strickland, S. A., Fiedler, W., Walter, R. B., Hou, J-Z., Roboz, G. J., et al. (2016).
Phaselb/2 study of venetoclax with low-dose cytarabine in treatment-naive patients age
>65 with acute myelogenous leukemia. Journal of Clinical Oncology ., 34(15), 7007.

Lingor, P., Michel, U., Scholl, U., Bihr, M. & Kiigler, S. (2004). Transfection of “naked”
siRNA results in endosomal uptake and metabolic impairment in cultured neurons.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 315(4), 1126-1133.

Liu, C., Deng, Z., Du, E., & Xu, C. (2018). Long non-coding RNA BC168687 small
interfering RNA reduces high glucose and high free fatty acid-induced expression of
P2X7 receptors in satellite glial cells. Molecular Medicine Reports.

Liu, H., Zang, C., Fenner, M. H., Possinger, K., Elstner, E. (2003). PPAR gamma ligands
and ATRA inhibit the invasion of human breast cancer cells in vitro. Breast Cancer
Research and Treatment, 79(1), 63-74.

Liu, N., Qi, Y.-H., Cheng, C.-T., Yang, W. B., Malhotra, A., & Zhou, Q. (2018). Potential of
siRNA-albumin complex against cancer. Chemico-Biological Interactions.

Loakes, D., & Holliger, P. (2009). Polymerase engineering: towards the encoded synthesis
of unnatural biopolymers. Chemical Communications, (31), 4619.

Lomonosova, E., Chinnadurai, G. (2008) BH3-only proteins in apoptosis and beyond: an
overview. Oncogene 27, S2-S19.

Luo, D., and Saltzman, W.M. (2000). Synthetic DNA delivery systems. Nature
Biotechnology, 18(1), 33-37.

85



Luo, G.H., Lu, Y.P., Song, J., Yang, L., Shi, Y. J., Li, Y. P. (2008). Inhibition of connective
tissue growth factor by small interfering RNA prevents renal fibrosis in rats undergoing
chronic allograft nephropathy. Breast Cancer Research and Treatment, 40, 2365-9.

Maeda, H. (2015). Toward a full understanding of the EPR effect in primary and metastatic
tumors as well as issues related to its heterogeneity. Advanced Drug Delivery Reviews.,
91, 3-6.

Maeda, H., Wu, J., Sawa, T., Matsumura, Y., & Hori, K. (2000). Tumor vascular
permeability and the EPR effect in macromolecular therapeutics: a review. Journal of
Controlled Release, 65(1-2), 271-284.

Malhotra, B. R., Mittal, S. (2014). siRNA gene therapy using albumin as a carrier,
Pharmacogenetics Genom., 24 (12), 582-587.

Mao, S., Sun, W., Kissel, T. (2010). Chitosan-based formulations for delivery of DNA and
siRNA, Advanced Drug Delivery Reviews, 62(1), 12-27.

Maraz, A., Furak, J., Palfoldi, R., Eller, J., Szanto, E., Kahan, Z., Thurzo, L., Molnar, J.,
Tiszlavicz, L., Hideghety, K. (2011).Roles of BCL-2 and MDR1 expression in the
efficacy of paclitaxel-based lung cancer chemoradiation. Anticancer Research, 31(4),
1431-6.

Marshall, E. (1999). Gene therapy death prompts review of adenovirus vector. Science,
286(5448), 22442245,

Matsumura, Y. and Maeda, H. (1986) A new concept for macromolecular therapeutics in
cancer chemotherapy: mechanism of tumoritropic accumulation of proteins and the
antitumor agent smancs. Cancer Research., vol. 46, no. 12 Pt 1, pp. 6387-92.

Matsumura, Y., Maeda, H. (1986). A new concept for macromolecular therapeutics in cancer
chemotherapy: mechanism of tumoritropic accumulation of proteins and the antitumor
agents. Cancer Research., 46(12 Pt 1), 6387-6392.

Mayumi, M., Yuichi, K., Yoko, W., Kozue, K., (2003). Laminin-1 peptide —conjugated
chitosan membrans as a novel approach for cell engineering. The FASEB Journal, 17:
875-877.

Mc lvor, R. S. (2011). Therapeutic delivery of mRNA: the medium is the message. Molecular
Therapy., 19(5), 822-823.

Mendez, C. M., McClain, C. J., & Marsano, L. S. (2005). Albumin Therapy in Clinical
Practice. Nutrition in Clinical Practice, 20(3), 314-320.

Merlot, A.M., Kalinowski, D.S., and Richardson, D.R. (2014). Unraveling the mysteries of
serum albumin-more than just a serum protein. Frontiers in physiology, 5, 299.

86



Miller, D. G., Adam, M. A., Miller, A. D. (1990). Gene transfer by ret- rovirus vectors occurs
only in cells that are reactively replicating at the time of infection. Molecular and
Cellular Biology, 10(8), 4239-4242.

Ming, X., Sato, K., Juliano, R. L. (2011). Unconventional internalization mechanisms
underlying functional delivery of antisense oligonucleotides via cationic lipoplexes and
polyplexes. Journal of Controlled Release., 153, 83-92.

Minn, A. J., Gupta, G. P., Siegel, P. M., Bos, P. D., Shu, W., Giri, D. D., Viale, A., Olshen,
A. B., Gerald, W. L., Massagué, J. (2005). Genes that mediate breast cancer metastasis
to lung. Nature, 436(7050), 518-524.

Minn, A. J., Kang, Y., Serganova, |., Gupta, G. P., Giri, D. D., Doubrovin, M., Ponomarev,
V., Gerald, W. L., Blasberg, R., Massagué¢, J. (2005). Distinct organ-specific metastatic
potential of individual breast cancer cells and primary tumours. Journal of Clinical
Investigation, 115(1), 44-55.

Miyashita, T., Reed, J. C. (1992). bcl-2 gene transfer increases relative resistance of S49.1
and WEH 17.2 lymphoid cells to cell death and DNA fragmentation induced by
glucocorticoids and multiple chemotherapeutic drugs. Cancer Research, 52(19), 5407—
11.

Mohammed, M., Syeda, J., Wasan, K., & Wasan, E. (2017). An Overview of Chitosan
Nanoparticles and Its Application in Non-Parenteral Drug Delivery. Pharmaceutics,
9(4), 53.

Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application
to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, 65(1-2),
55-63.

Mundy, G. R. (2002). Metastasis to bone: causes, consequences and therapeutic
opportunities. Nature Reviews Cancer, 2(8), 584-593

Murthy, N., Campbell, J., Fausto, N., Hoffman, A. S., Stayton, P. S. (2003). Bioinspired pH-
responsive polymers for the intracellular delivery of biomolecular drugs. Biocon- jug
Chem., 14(2), 412-419.

Miiller, R. (2000). Solid lipid nanoparticles (SLN) for controlled drug delivery; review of the
state of the art. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 50(1), 161—
177.

Neumann, E., Frei, E., Funk, D., Becker, M. D., Schrenk, H.-H., Miiller-Ladner, U., & Fiehn,
C. (2010). Native albumin for targeted drug delivery. Expert Opinion on Drug Delivery,
7(8), 915-925.

87



Nishiyama, N., Iriyama, A., Jang, W.-D., Miyata, K., Itaka, K., Inoue, Y., ... Kataoka, K.
(2005). Light-induced gene transfer from packaged DNA enveloped in a dendrimeric
photosensitizer. Nature Materials, 4(12), 934-941.

Noga, M., Edinger, D., Ro€dl, W., Wagner, E., Winter, G., Besheer, A. (2012). Controlled
shielding and deshielding of gene delivery polyplexes using hydroxyethyl starch (HES)
and alpha-amylase. Journal of Controlled Release., 159(1), 92—-103.

Ott, M. G., Schmidt, M., Schwarzwaelder, K., et al. (2006). Correction of X-linked chronic
granulomatous disease by gene therapy, augmented by insertional activation of MDS1-
EVI1, PRDM16 or SETBP1. Nature Medicine., 12(4), 401-409.

Oner, F. (2012). A. Z. Giirsoy (Editor). Siispansiyonlar: Zeta Potansiyel. Farmasotik
Teknoloji — Temel Konular ve Dozaj Sekilleri. 257-272.

Paal, K., Shkarupin, A., & Beckford, L. (2007). Paclitaxel binding to human serum
albumin—Automated docking studies. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 15(3),
1323-1329.

Pack, D. W., Hoffman, A. S., Pun, S., & Stayton, P. S. (2005). Design and development of
polymers for gene delivery. Nature Reviews Drug Discovery, 4(7), 581-593.

Palomino-Vizcaino, G., Alvarez-Salas, L. (2019). Nucleic Acid. Nanotheranostics, 1-26.

Pan, R., Hogdal, L. J., Benito, J. M., Bucci, D., Han, L., Borthakur, G., ... Letai, A. G.
(2013). Selective BCL-2 Inhibition by ABT-199 Causes On-Target Cell Death in Acute
Myeloid Leukemia. Cancer Discovery, 4(3), 362—375.

Parodi, A., Miao, J., Soond, S. M., Rudzinska, M., & Zamyatnin, A. A. (2019). Albumin
Nanovectors in Cancer Therapy and Imaging. Biomolecules, 9(6), 218.

Pasquinelli, A. E. (2012). MicroRNAs and their targets: recognition, regulation and an
emerging reciprocal relationship. Nature Reviews Genetics, 13(4), 271-282.

Patel, V. R., Agrawal, Y. K. (2011) Nanosuspension: an approach to enhance solubility of
drugs, Journal of Advanced Pharmaceutical Technology & Research, 2, 81-87.

Pekarsky, Y., Balatti, V., & Croce, C. M. (2017). BCL2 and miR-15/16: from gene discovery
to treatment. Cell Death and Differentiation, 25(1), 21-26.

Piazzini, V., Landucci, E., D’Ambrosio, M., Fasiolo, L. T., Cinci, L., Colombo, G., ...
Bergonzi, M. C. (2019). Chitosan coated human serum albumin nanoparticles: A
promising strategy for nose-to-brain drug delivery. International Journal of Biological
Macromolecules.

Poon, YF., Zhu, YB., Shen, JY., Siu Choon, Ng., Mary, B., Park, C., (2007). Cytocompatible
hydrogels based on photocrosslinkable methacrylated O-Carboxymethylchitosan with

88



tunable charge: synthesis and characterization. Advanced Functional Materials, 17 (13):
2139-2150.

Porter, P. L., Sage, E. H., Lane, T. F., Funk, S. E., & Gown, A. M. (1995). Distribution of
SPARC in normal and neoplastic human tissue. Journal of Histochemistry &
Cytochemistry, 43(8), 791-800.

Pullarkat, V. A., & Newman, E. M. (2016). BCL2 Inhibition by Venetoclax: Targeting the
Achilles’ Heel of the Acute Myeloid Leukemia Stem Cell? Cancer Discovery, 6(10),
1082-1083.

Rabinovitch, M. (1995). Professional and non-professional phagocytes: an introduction.
Trends in cell biology, 5, 85-87.

Rao, N. M. (2010). Cationic lipid-mediated nucleic acid delivery: beyond being cationic.
Chemistry and Physics of Lipids, 163(3), 245-252.

Raposo, G., & Stoorvogel, W. (2013). Extracellular vesicles: Exosomes, microvesicles, and
friends. The Journal of Cell Biology, 200(4), 373-383.

Rautureau, G. J. P., Day, C. L., & Hinds, M. G. (2010). The structure of Boo/Diva reveals a
divergent Bcl-2 protein. Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics, NA-NA.

Reed, J. C. (2005). Apoptosis-based therapies for hematologic malignancies. Blood, 106(2),
408-418.

Rimann, M., Liihmann, T., Textor, M., Guerino, B., Ogier, J.,, & Hall, H.
(2008). Characterization of PLL-g-PEG-DNA Nanoparticles for the Delivery of
Therapeutic DNA. Bioconjugate Chemistry, 19(2), 548-557.

Robin, A. Y., Krishna Kumar, K., Westphal, D., Wardak, A. Z., Thompson, G. V., Dewson,
G., ... Czabotar, P. E. (2015). Crystal structure of Bax bound to the BH3 peptide of Bim
identifies important contacts for interaction. Cell Death & Disease, 6(7), e1809—e1809.

Rojanasakul, L. Y. (2013). Regulation of apoptosis by Bcl-2 cysteine oxidation in human
lung epithelial cells. MolBiol Cell, 24(6), 858-609.

Roodman, G. D. (2004). Mechanisms of Bone Metastasis. New England Journal of Medicine,
350(16), 1655-1664.

Rosato, R. R., Almenara, J. A., Kolla, S. S., Maggio, S. C., Coe, S., Gimenez, M. S., ...
Grant, S. (2007). Mechanism and functional role of XIAP and Mcl-1 down-regulation in
flavopiridol/vorinostat antileukemic interactions. Molecular Cancer Therapeutics, 6(2),
692—702.

Rosenberg, S. A., Aebersold, P., Cornetta, K., Kasid, A., Morgan, R. A., Moen, R., ...
Anderson, W. F. (1990). Gene Transfer into Humans — Immunotherapy of Patients with

89



Advanced Melanoma, Using Tumor-Infiltrating Lymphocytes Modified by Retroviral
Gene Transduction. New England Journal of Medicine, 323(9), 570-578.

RosewellShaw A, Suzuki M. (2016) Recent advances in oncolytic adenovirus therapies for
cancer. CurrOpinVirol., 21:9

Resland, G. V., & Engelsen, A. S. T. (2014). Novel Points of Attack for Targeted Cancer
Therapy. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology, 116(1), 9-18.

Rungsardthong, U., Ehtezazi, T., Bailey, L., Armes, S. P., Garnett, M. C., & Stolnik, S.
(2003). Effect of Polymer lonization on the Interaction with DNA in Nonviral Gene
Delivery Systems. Biomacromolecules, 4(3), 683-690.

Sahay, G., Alakhova, D. Y., & Kabanov, A. V. (2010). Endocytosis of nanomedicines.
Journal of Controlled Release, 145(3), 182-195.

Sahay, G., Querbes, W., Alabi, C., Eltoukhy, A., Sarkar, S., Zurenko, C., ... Anderson, D.
G. (2013). Efficiency of siRNA delivery by lipid nanoparticles is limited by endocytic
recycling. Nature Biotechnology, 31(7), 653-658.

Sana Abbasi, Arghya Paul, Satya Prakash. (2011) Investigation of siRNA-Loaded
Polyethylenimine-Coated Human Serum Albumin Nanoparticle Complexes for the
Treatment of Breast Cancer. Cell Biochem Biophys 61:277-287

Sand, K. M. K., Bern, M., Nilsen, J., Noordzij, H. T., Sandlie, I., & Andersen, J. T. (2015).
Unraveling the Interaction between FcRn and Albumin: Opportunities for Design of
Albumin-Based Therapeutics. Frontiers in Immunology, 5.

Sattler M, Liang H, Nettesheim D, Meadows RP, Harlan JE, Eberstadt M, Yoon HS, Shuker
SB, Chang BS, Minn AJ, Thompson CB, Fesik SW. (1997) Structure of Bcl-xL-Bak
peptide complex: recognition between regulators of apoptosis. Science (New York, NY).,
275(5302):983-6.

Sayner, 0., Comoglu, T. (2016). Nanotasiyici sistemlerde hedeflendirme. Ankara Ecz. Fak.
Derg. / Journal of Faculty of Pharmacy of Ankara University, 40(3), 62-79.

Schaffer DV, Fidelman NA, Dan N, Lauffenburger DA. (2000) Vector unpacking as a
potential barrier for receptor mediated polyplex gene delivery. Biotechnology and
Bioengineering, 67(5):598-606.

Schnitzers, E. ve Oh P. (1994). Albondin-mediated Capillary Permeability to Albumin
Differential Role of Receptors in Endothelial Trancytosis and Endocytosis of Native and
Modified Albumins. Journal of Biological Chemistry., 269(8), 6072—-6082.

Schubert, P. G. Frank, B. Razani, D. S. Park, C. W. Chow, and M. P. Lisanti (2001)
“Caveolae-deficient endothelial cells show defects in the uptake and transport of
albumin in vivo.,” Journal of Biological Chemistry., vol. 276, no. 52, pp. 48619-22.

90



Schwartz J, Niu X, Walton E, Hurley L, Lin H, Edwards H, et al. (2016) Synergistic anti-
leukemic interactions between ABT-199 and panobinostat in acute myeloid leukemia ex
vivo. American Journal of Translational Research., 8(9):3893-902.

Seymour JF, Ma S, Brander DM, Choi MY, Barrientos J, Davids MS, Anderson MA, Beaven
AW, Rosen ST, Tam CS, Prine B, Agarwal SK, Munasinghe W, Zhu M, Lash LL, Desai
M, Cerri E, Verdugo M, Kim SY, Humerickhouse RA, Gordon GB, Kipps TJ, Roberts
AW. (2017) Venetoclax plus rituximab in relapsed or refractory chronic lymphocytic
leukaemia: a phase 1b study. The Lancet Oncology, 18 (2):230-40.

Sharaf, H., Matou-Nasri, S., Wang, Q., Rabhan, Z., Al Eidi, Hamad., Al-Abdulrahman, A.,
Ahmed, N. (2014). Advanced glycation endproducts increase proliferation, migration
and invasion of the breast cancer cell line MDA-MB-231. Biochimica et biophysica acta.
1852.

Shen, JY., Pan, XY., Lim, CH., Park, C., Zhu, X., Beuerman, RW., (2007): Synthesis,
Characterization, Photocuring  Characteristics, In Vitro Degradation and
Biocompatibility of Biodegradable Liquid Photocurable PCLLGA Copolymers.
Biomacromolecules, (2): 376-385.

Sheridan C. (2017) First approval in sight for Novartis’ CAR-T therapy after panel vote.
Nature Biotechnology., 35(8):691-693.

Shi J, Kantoff PW, Wooster R, Farokhzad OC. (2017) Cancer nanomedicine: progress,
challenges and opportunities. Nature Reviews Cancer, 17(1):20-37.

Shi, P., Oh, Y.-T., Deng, L., Zhang, G., Qian, G., Zhang, S., ... Sun, S.-Y.
(2017). Overcoming Acquired Resistance to AZD9291, A Third-Generation EGFR
Inhibitor, through Modulation of MEK/ERK-Dependent Bim and Mcl-1 Degradation.
Clinical Cancer Research, 23(21), 6567-6579

Siafaka PI, Titopoulou A, Koukaras EN, Kostoglou M, Koutris E, Karavas E, Bikiaris DN.
(2015) Chitosan derivatives as effective nanocarriers for ocular release of timolol drug.
International Journal of Pharmaceutics, 10; 495(1):249-264.

Sieuwerts, A. M., Klijn, J. G., Peters, H. A., &Foekens, J. A. (1995). The MTT tetrazolium
salt assays crutinized: how to use this assay reliably to measure metabolic activity of cell
cultures in vitro for the assessment of growth characteristics, 1C50-values and cell
survival. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 33(11), 813-824.

Singh, R., Sankar, C. and Rajasree, P. H. (2012). Human serum albumin nanoparticles for
enhanced drug delivery to treat breast cancer: Preparation and /n vitro assessment.
International Journal of Pharmacy and Life Sciences, 3(10).

91



Sleep D1, Cameron J, Evans LR. (2013) Albumin as a versatile platform for drug half-life
extension,” Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, vol. 1830, no. 12,
pp. 5526-5534,

Smalley E. (2017) First AAV gene therapy poised for landmark approval. Nature
Biotechnology ., 35(11):998-999.

Son, Y. J, Jang, J. S., Cho, Y. W. et al. (2003). Biodistribution and anti-tumor efficacy of
doxorubicin loaded glycol-chitosan nanoaggregates by EPR effect,” Journal of
Controlled Release, vol. 91, no. 1-2, pp. 135- 145

Sonawane ND, Szoka FC, Verkman AS. (2003) Chloride accumulation and swelling in
endosomes enhances DNA transfer by polyamine-DNA polyplexes. Journal of
Biological Chemistry., 278(45):44826-44831.

Souers AJ, Leverson JD, Boghaert ER, Ackler SL, Catron ND, Chen J, Dayton BD, Ding H,
Enschede SH, Fairbrother WJ, Huang DC, Hymowitz SG, Jin S, Khaw SL, Kovar PJ,
Lam LT, Lee J, Maecker HL, Marsh KC, Mason KD, Mitten MJ, Nimmer PM, Oleksijew
A, Park CH, Park CM, Phillips DC, Roberts AW, Sampath D, Seymour JF, Smith ML,
Sullivan GM, Tahir SK, Tse C, Wendt MD, Xiao Y, Xue JC, Zhang H, Humerickhouse
RA, Rosenberg SH, Elmore SW (2013): ABT-199, a potent and selective BCL-2
inhibitor, achieves antitumor activity whiles paring platelets. Nature Medicine.,
19(2):202-8.

Spierings D, McStay G, Saleh M, Bender C, Chipuk J, Maurer U, Green DR. (2005)

Connected to death: the (unexpurgated) mitochondrial pathway of apoptosis. Science
(New York, NY)., 310(5745):66-7.

Stephenson ML, Zamecnik PC. (1978) Inhibition of Rous sarcoma viral RNA translation by
a specific oligodeoxyribonucleotide. Proceedings of the National Academy of Sciences
USA., 75:285-288.

Strand SP, Lelu S, Reitan NK, de LangeDavies C, Artursson P, Vatum KM. (2010)
Molecular design of chitosan gene delivery systems with an optimized balance between
polyplex stability and polyplex unpacking. Biomaterials., 31(5):975-987.

Suh J, Wirtz D, Hanes J. (2003) Efficient active transport of gene nanocarriers to the cell
nucleus. Proceedings of the National Academy of Sciences. 100(7):3878-3882.

Suh W, Han SO, Yu L, Kim SW. (2002) An angiogenic, endothelial cell-targeted polymeric
gene carrier. Molecular Therapy, 6(5):664-672.

T. W. Evans, “Review article: albumin as a drug-biological effects of albumin unrelated to
oncotic pressure,” Alimentary Pharmacology & Therapeutics, vol. 16, no. s5, pp. 6-11,
Dec. 2002

92



Tatiparti, K., Sau, S., Kashaw, S. K., &amp;lyer, A. K. (2017). siRNAdeliverystrategies: a
comprehensivereview of recentdevelopments. Nanomaterials, 7(4), 77.

Tekedereli 1, Alpay SN, Akar U, Yuca E, Ayugo-Rodriguez C, Han HD, Sood AK, Lopez-
Berestein G, Ozpolat B. Therapeutic Silencing of Bcl-2 by systemically administered
siRNA nanotherapeutics inhibits tumor growth by autophagy and apoptosis and
enhances the efficacy of chemotherapy in orthotopic xenograft models of ER (-) and ER
(+) breast cancer. Molecular Therapy Nucleic Acids. 2013;2:e121.

Thomas CE, Ehrhardt A, Kay MA. (2003) Progressandproblems with the use of viral vectors
for gene therapy. Nature Reviews Genetics, 4(5):346-358.

Trisciuoglio, D., Tupone, M. G., Desideri, M. et al. (2017). BCL-XL overexpression
promotes tumor progression-associated properties. Cell Death & Disease, 8, 3216.

Tsujimoto Y, Cossman J, Jaffe E, Croce CM. (1985) Involvement of the bcl-2 gene in
humanfollicular lymphoma. Science (New York, NY) 228 (4706):1440-3.

Uslu, B., Arbak, S., Biltekin, B., Denir, S., Ozbas-Turan, S., Akbuga, J., Bilir, A., (2008)
Farkli Kitozan Formlarmim Fibroblast Hiicre Aktivitesi Uzerine Proliferatif Etkisinin In
vitro Karsilastirmasi, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Uzmanlik Tezi

Valk PJ, Delwel R, Lowenberg (2005) B. Gene expression profiling in acute myeloid
leukemia. Current Opinion in Hematology, 12:76-81

Van der Meel R, Fens MH, Vader P, vanSolinge WW, Eniola-Adefeso O, Schiffelers RM.
(2014) Extracellular vesicles as drug delivery systems: lessons from the liposome field.
Journal of Controlled Release., 195:72-85.

Varkouhi AK, Scholte M, Storm G, Haisma HJ. (2011) Endosomal escape pathways for
delivery of biologicals. Journal of Controlled Release., 151(3):220-228.

Von Gersdorff K, Sanders N. N., Vandenbroucke R, De Smedt SC, Wagner E, Ogris M.
(2006) The internalization route resulting in successful gene expression depends on both
cell line and polyethylenimine polyplex type. Molecular Therapy, 14(5):745-753.

Wagner E. (1999) Application of membrane active peptides for nonviral gene delivery.
Adv.Drug.Deliv.Rev.,38(3):279-289.

Wajant H. (2002)The Fas signaling pathway: more than a paradigm. Science (New York,
NY)., 296 (5573):1635-6.

Wang K, Yin XM, Chao DT, Milliman CL, Korsmeyer SJ. (1996) BID: a novel BH3 domain-
only death agonist. Genes & Development, 10(22):2859-69.

Wang, Q., llves, H., Chu, P., et. al. (2007). Delivery and inhibition of reporter genes by small
interfering RNAs in a mouse skin model. Journal of Investigative Dermatology,127,
2577-2584.

93



Whitehead, K. A., Langerand, R., Anderson, D. G. (2009). Nature Reviews Drug Discovery,
8, 129-138.

Wolfert MA, Dash PR, Nazarova O, et al. (1999) Polyelectrolyte vectors for gene delivery:
influence of cationic polymer on biophysical properties of complexes formed with DNA.
Bioconjugate Chemistry,10(6):993-1004.

Wu GY, Wu CH. (1987) Receptor-mediated in vitro gene transformation by a soluble DNA
carrier system. Journal of Biological Chemistry., 262(10):4429-4432.

Wu SY, Lopez-Berestein G, Calin GA, Sood AK. (2014) RNAI therapies: drugging the
undruggable. Science Translational Medicine, 6 ( 240):240 ps247.

Yan, Q.; Sage, E. H.,, SPARC, a matricellular glycoprotein with important biological
functions. Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 1999, 47, 1495-506

Yang S, May S. (2008) Release of cationic polymer-DNA complexes from the endosome: a
theoretical investigation of the proton spongehypothesis. The Journal of Chemical
Physics, 129(18).

Yang, J.P., Huang, L., (1997) Overcoming the inhibitory effect of serum on lipofection by
increasing the charge ratio of cationic liposome to DNA, Gene Therapy, 4, 9 950-960.

Yip KW, Reed JC. (2008) Bcl-2 family proteins and cancer. Oncogene., 27(50):6398-406.

You YZ, Yu ZQ, Cui MM, Hong CY. (2010) Preparation of photo luminescentnanorings
with controllable bioreducibility and stimuli-responsiveness. Angewandte Chemie
International Edition., 49(6):1099-1102.

Yung-Chi, C., &Prusoff, W. H. (1973). Relationship between the inhibition constant (KI)
and the concentration of inhibitor which causes 50 percent inhibition (150) of an
enzymaticreaction. Biochemical pharmacology, 22(23), 3099-3108.

Zelphati O, Szoka FC. (1996) Mechanism of oligonucleotide release from cationic
liposomes. Proceedings of the National Academy of Sciences USA., 93(21):11493-
11498.

Zeng, Y., Cullen, B. R. (2002) RNA interference in human cells is restricted to the cytoplasm,
RNA, 8, 855-860.

Zhao J, Niu X, Li X, Edwards H, Wang G, Wang Y, et al. (2016) Inhibition of CHK1
enhances cell death induced by the Bcl-2-selective inhibitor ABT-199 in acute myeloid
leukemia cells. Oncotarget., 7(23):34785-99.

Zhao T, Zhang H, Newland B, Aied A, Zhou D, Wang W. (2014) Significance of branching
for transfection: synthesis of highly branched degradable functional poly (dimethyl
aminoethyl methacrylate) by vinyl oligomer combination. Angewandte Chemie
International Edition., 53 (24):6095-6100.

94



Zhou D, Li C, Hu Y, et al. (2012) PLL/pDNA/P(His-co-DMAEL) ternary complexes:
assembly, stability and gene deliveryJournal of Materials Chemistry, 22: 10743.

Zhou J. (2014,) Advances and Prospects in Cancer Immunotherapy, New Journal of Science,
1-13.

Ziegler Heitbrock L. (2015). Blood monocytes and their subsets: established features and
open questions. Frontiers in Immunology, 6

95





