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OZET

iRGD PEPTIDININ IN SITU JEL FARMASOTIK PREPERATTAN ANALIZI
ICIN KAPILER ELEKTROFORZ ILE YONTEM GELISTIRILMESI VE
VALIDASYONU
Aslthan KUBILAY
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Subat 2022
Danisman: Dog. Dr. Erol SENER

IRGD 9 aminoasitten olusan siklik bir peptittir. Tiimor hiicresine penetrasyonundan
dolay1 antikanser formiilasyon ¢alismlarinda yardimci olarak kullanilmaktadir.

Bu calismada in situ jellesen bir formiilasyonda iRGD peptidinin gdsterilmesi igin
yeni bir kapiler elektroforez yontemi gelistirilmistir. Calismada 50 cm efektif toplamda
ise 58.5 cm uzunluga, 75 um i¢ hacme sahip bir kapiler kolon kullanilmigtir. Dedeksiyon
foto diyot dizilimi (DAD) dedektor ile saglanmis ve kapilerin sicakligi 20°C olarak
ayarlanmigtir. Optimizasyon ¢alismalari sonunda 20mM fosfat tamponu (pH 2.11) ve 23
kV potansiyel secilmistir. iRGD peptide uygun olmasi i¢in i¢ standart denenmis ve en
uygun i¢ standardin olanzapin olduguna karar verilmistir. Analizler sonucunda; ortalama
olanzapinin go¢ zamam 5.82 dk, iRGD peptidinin go¢ zamani ise 7.51 dk olarak
bulunmustur.

Yontemin gegerliliginin - gosterilmesi i¢in  dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
duyarlilik, kararlilik ve saglamlik testleri yapilmistir. Dogrusallik analizleri sonucunda
iRGD peptidinin 5.27x10° M ile 6.33x10° M arasinda dogrusal oldugu gosterilmistir.
Kesinlik ve dogruluk parametreleri i¢in geri kazanim yuzdesi ve %BSS degerleri
hesaplanmistir. Sisteme uygunluk parametreleri de gosterilmistir.

Sonu¢ olarak da yontem formiilasyona uygulanmis ve formiilasyonda iRGD
peptidinin piki gosterilmistir. Bu yontem iRGD peptidinin analizi i¢in gelistirilen ilk

kapiler elektroforez yontemidir.

Anahtar Sozcukler: iIRGD peptidi, In situ jel formilasyon, Kapiler Elektroforez.



ABSTRACT

METHOD DEVELOPMENT BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS FOR
ANALYSIS OF iRGD PEPTIDE FROM IN SITU GEL PHARMACEUTICAL
PREPERATION AND VALIDATION
Aslthan KUBILAY
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Institute of Health Sciences, February 2022
Supervisor: Assoc. Prof. Erol SENER

IRGD is a cyclic peptide consisting of 9 amino acids. It is used as an aid in
anticancer formulation studies due to its penetration into tumor cells.

In this study, a new capillary electrophoresis method was developed to display the
IRGD peptide in an in situ gelling formulation. In the study, a capillary column with an
effective length of 50 cm and a total length of 58.5 cm and an inner diameter of 75 um
was used. Detection photodiode array (DAD) was provided with the detector and the
capillary temperature was set to 20°C. At the end of the optimization studies, 20mM
phosphate buffer (pH 2.11) and 23 kV potential. The internal standard was tested for
IRGD peptide compatibility and olanzapine was determined as the most appropriate
internal standard. As a results of analyzes; The mean migration time of olanzapine was
5.82 minutes, and the migration time of iRGD peptide was 7.51 minutes.

To demonstrate the validity of the method, linearity, accuracy, precision, stability
and robustness tests were performed. As a result of linearity analysis, it was shown that
the iRGD peptide is linear between 5.27x10°® M and 6.33x10"> M. Percentage of recovery
and %BSS values were calculated for precision and accuracy parameters. Compatibility
parameters to the system are also shown.

As a result, the method was applied to the formulation and the peak of the iRGD
peptide was shown in the formulation. This method is the first capillary electrophoresis

method developed for the analysis of iRGD peptide.

Keywords: iRGD peptide; In situ gel formulation; Capillary Electrophoresis.
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KISALTMALAR DiZiNi

a . Secicilik Faktor

AO . Alan Orani

Arg - Arjinin

Asp . Aspartat

ala . Kitle/kitlece yiizdesi

a/h : Kitle/hacimce yuzdesi

BSS : Bagil Standart Sapma

Cys : Sistein

dk : Dakika

Gly : Glisin

ICH : Uluslararas1 Uyumlandirma Konferansi
iRGD - I¢sellestirilmis RGD

KE : Kapiler Elektroforez

KS : Kutle Spektrometrisi

LOD : Tayin Sinir1 (Limit of Detection)

LOQ : Gozlenebilme Sinir1 (Limit of Quantification)
Lys : Lizin

MeOH : Metanol

N : Teorik Tabaka Say1s1

OLA : Olanzapin

Pro : Prolin

PVDF : Polivinilidenflorit

R : Rezolusyon

SIN : Sinyal/Guralta

SDS-Page : Sodyum Dodesil Silfat- Poliakrilamid Jel Elektroforez
SK : S1vi Kromatografisi

SK-KS : Stvi Kromatografisi- Kitle Spektrometrisi
T : Kuyruklanma Faktori

TAE : Tris-Asetat EDTA

TF-YPSK : Ters Faz- Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
TFA : Trifloroasetik asit
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1. GIRIS VE AMAC

I¢sellestirici RGD peptidi (iRGD); tiimér hedeflendirme penetrasyonuna sahip 9
aminoasitli siklik bir peptittir. RGD peptit ailesinden olan bu peptit, integrin
reseptorlerine hedeflendirmede kullanilmaktadir. Ruoslahti ve arkadaglarinin tanimladigi
1iRGD peptidi, yapisinda proteaz tanima bdolgesi, vaskiiler hedef arama motifi (RGD) ve
timor hicresi hedefleme motifi (CendR) tasimaktadir (Sugahara vd. 2009). TiUmor
hiicrelerini veya vaskiiler timor sistemini hedeflemek, kanser tedavisine ve teshisine
yonelik galigsmalarda odak noktasi olmustur (Teesalu, Sugahara, Ramana, ve Ruoslahti,
2009; Teesalu, Sugahara, ve Ruoslahti, 2013).

IRGD peptidi analizine yonelik literatirde yiiksek performansli sivi
kromatografisi (YPSK) (Cho vd. 2016, 2019; Peng ve Kopecek 2014), sivi
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (Pooladanda vd. 2021), UV spektrofotometresi
(Deger 2020), agaroz jel elektroforez (Przysiecka vd. 2016) ve sodyum dodesil stilfat—
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-Page) (J. Yang, Wei, vd. 2019; J. Yang, Yin, vd.
2019) yontemi kullanilmistir. iRGD peptidi icin literatirde kromatografik yontemler
bulunsa da KE yontemi ile ilgili herhangi bir ¢alisma yer almamustir.

Kapiler elektroforez yontemi (KE), iletken bir ¢ozelti icerisinde yukli/yiksuz
pargaciklarin veya molekiillerin kapiler i¢inde elektriksel bir alan etkisiyle ilerlemesine
dayanan bir yontemdir. Diger yontemlere kiyasla daha yliksek verimle ¢aligilabilmesi,
cok diisiik hacimlerde numune kullanilmasi, hizli analiz yapilabilmesi ve madde
sarfiyatinin az olmasi nedeniyle avantajlidir (Baker, 1995). Ayni zamanda basta inorganik
katyon ve anyonlar olmak Uzere aminoasitler, ilaclar, vitaminler, karbonhidratlar,
proteinler, peptitler gibi birgok numunenin analizi yapilabilmektedir (Ontario, 2015).

Bu ¢alismanin amaci KE yontemi kullanilarak iRGD peptidinin analizi i¢in hizl,
secici ve basit bir yontem gelistirilmesi ve yontemin gecerliliginin gosterilmesidir.
Yontemin gegerliligi i¢in dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, saglamlik, stabilite
parametreleri uygulanmistir. Gelistirilen bu metot farmasdotik preperatta kullanilan iRGD

peptidine uygulanmustir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. iRGD Peptidi

IRGD peptidi, CssHs7N13014S2 kapali formiiline ve 948.04 g/mol molekiil
agirligina sahip 9 aminoasitli siklik bir yapidadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. iRGD peptidi molekill
Siklo Cys-Arg-Gly-Asp-Lys-Gly-Pro-Asp-Cys dizilimindedir ve sistein 1 ile
sistein 9 arasinda disiilfit bagi1 vardir. Kimyasal ad1 (6S,9S,15S,18R,23R,26S,29S)-18-
amino-6-(4-aminobutil)-9,26-bis(karboksimetil)-15-[3-(diaminometilidenamino)propil]-
2,5,8,11,14,17,25,28-oktaokso-20,21-ditiya-1,4,7,10,13,16,24,27-
oktazabisiklo[27.3.0]dotriacontane-23-karboksilik asittir (Sekil 2.2). Suda ve DMSO da

¢Oziinebilen beyaz kat1 formdadir.



Sekil 2.2. iRGD peptit 3 boyutlu yapis:
2.2. iRGD Peptidinin Ozellikleri

RGD isimli peptit dizisinin kesfinden sonra (Ruoslahti 2003; Pierschbacher ve
Ruoslahti 1984), bu peptidin timor hedefleme 6zelligine ek olarak etkili hiicre ve doku
penetrasyonu gosteren iIRGD peptidi (igsellestirilmis RGD peptidi) adinda yeni bir
versiyonu bulunmustur (Sugahara vd., 2009). iRGD peptidi, RGD peptidine gore
antikorlar veya nanopargaciklar igeren yiiklerin, antikanser ilaglarin veya Kkiiciik
molekiillerin taginmasinda daha iistiin oldugu goriilmiistiir (Song vd., 2020).

IRGD peptidi; hiicre adezyonunda, sinyallesmesinde ve anjiyogenezde rol oynayan
integrin reseptorlerine spesifik olarak baglanan 6zel bir yapidadir (Arduino vd., 2021).
Birkag basamakta timdre penetrasyonu gergeklesir. iRGD peptidinin yapisinda bulunan
RGD ucu 6ncelikle av integrinlerle etkilesime girer. Daha sonra tiimor kaynakli proteaz
boliinmesi yardimiyla C ucu (CendR) (R/IKXXR/K, R arg, K lys, X herhangi bir
aminoasittir.) ortaya ¢ikar. A¢iga ¢ikan bu CendR motifi, glioma hiicreleri tarafindan asirt
eksprese edilen NRP-1’e baglanmasini saglar (Sekil 2.2). Bu sayede iRGD’ye bagh
yiiklerin taginmasini, vaskiiler ve doku penetrasyonunu saglar (Kadonosono vd. 2015;
Simon-Gracia vd. 2016; Zhang vd., 2017).
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Sekil 2.3. iIRGD peptidinin timdre penetrasyonu (Kang, Lee, ve Park 2020)
2.3. iRGD ile Yapilan Analiz Calismalari

Literatirde IRGD ilag tasiyict sistemlerde sik¢a kullanilan yardimer bir peptit
olarak yer almistir. Gelistirilen yeni formiilasyonlarda literatiirde iRGD’nin kalitatif
analizlerine yer verilmektedir. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (YPSK), UV
spektrofotometrisi ve sodyum dodesil sulfat—poliakrilamid jel elektroforez (SDS-Page)
yontemleri kullanilmistir.

Yapilan bir TF-YPSK analizinde Agilent ZORBAX SB-C8 kolonunda (150x4.6
mm, Spum partikiil boyutu), enjeksiyon hacmi 10puL ve akis hizi 1mL/dk ile gradient
olarak iRGD analizi gerceklestirilmigtir. Hareketli faz olarak sulu %0.1°lik trifloroasetik
asit (TFA) ve %0.1°lik TFA igeren asetonitril kullanilmistir. Kolon sicakligi 25°C’ye
ayarlanmistir. Analiz sonucunda iRGD peptidinin pikinin alikonma zamani 17.3 dk
olarak bulunmustur (Hu, Huang, ve Chen 2019). Yapilan baska bir YPSK analizinde;
XBridge BEH C18 kolonu (partikiil boyutlart 10 pm, 150 mm x 4.6 mm) bir dakikada
ImL akis hiziyla, hareketli faz 20 dakikalik bir gradyan %10-80 ¢tzuicu B'nin ardindan 5
dakikalik sabit %100 ¢ozucl B akis1 (¢oziicii A, su iginde %0.1TFA; solvent B, asetonitril
icinde %0.1 TFA) ile analiz yapilmistir. 230nm’de absorbans ol¢iilmiistiir (Cho vd.,
2016).

IRGD peptidinin ile nimbolid lipozomlarmin konjugasyonuyla ilgili yapilan bir
calismada LC-MS kullanilmistir. Karakterizasyonu ve konjugasyonunun gosterilmesi
amaglanmistir. Sonu¢ olarak da 9%24.23+%0.53 konjugasyonun gerceklestigi
bulunmustur (Pooladanda vd., 2021).

Literatiirde yer alan ¢aligmalardan biri de UV spektrofotometresiyle yapilmistir.
Miktar tayini i¢in 5-100 pg/mL hazirlanan ¢ozeltilerden kalibrasyon grafigi ¢ikarilmistir.
Dalga boyu 220 nm olarak se¢ilmis ve absorbans degerleri ile grafik hazirlanmistir
(Deger, 2020).



Caligmalarda iRGD ile ilgili yeni gelistirilen formiilasyonlara yonelik arastirmalar
yapilmistir. Bu ¢aligmalardan birinde agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir.
iIRGD ve QD kompleksinden olusan formiilasyonun analizi i¢in 100V’da 15 dakika
boyunca TAE tamponu (40 mM Tris-asetat, 1 mM EDTA, ph 8.0) icinde %5 agaroz jel
tizerinden analiz edilmistir. Dedektdr olarak UV dedektdrii kullanilmistir. Kompleksin
karakterizasyonu bu sekilde yapilmistir (Przysiecka vd., 2016).

IRGD peptidiyle ilgili yapilan g¢alismalarindan birinde de SDS-Page yontemi
kullanilmistir. IL-24-iRGD adli polimerin sentezinden sonra saflastirilmasi i¢in %15°lik
SDS-Page ile saflagtirilmistir (J. Yang, Wei, vd. 2019; J. Yang, Yin, vd., 2019).

Rekombinant protein yapiminda kullanilan iRGD peptidi E.coli suslarina
indiiklenerek Coomassie mavisi yardimiyla SDS-Page’de 30KDa’da bant seklinde
saflastirilmistir (Song vd., 2020).

2.4. Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez; fiziki temelleri elektroforeze, teknigi ve ekipmanlari
acisindan kromatografiye dayanan modern bir analitik yontemdir. Elektroforez, yukli
veya yliksiiz parcaciklarin iletken s1vi ya da yar1 kati icerisinde elektrik alan varliginda
farkli hizlarda hareket etmesine dayanan bir ayirma teknigidir.

Kapiler elektroforez, kapiler adinda kiigiik capli, i¢i silika kapli ince kilcal
borunun i¢inde gergeklestirilen elektroforezdir. Bu ince kilcal boru, uygun bir pH’da olan
tampon ¢ozeltisiyle doldurulur ve kilcal borunun uglar1 ayni1 tampon ¢ézeltiden olusan iki
vialin igerisine daldirilir. Bu viallerden biri giris tamponu digeri ise ¢ikis tamponu ile
doludur. Numune enjeksiyonu yapilir ve kapilerin tizerine belirli bir siire voltaj uygulanir.
Kilcal boruya uygulanan bu potansiyelle i¢cinde bir akis olusur ve elektroozmotik akis ad1
verilen bu akis ile ¢ozelti giris vialinden dedektore sonrasinda da c¢ikis vialine dogru
ilerler. Akisin yonii negatif yiiklii katoda dogrudur. Elektroozmotik akis Sekil 2.4’de
gosterilmistir (Baker, 1995).
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Sekil 2.4. Kapiler elektroforezde elektroozmotik akis semast

Elektroozmotik akisin yan sira kapilere bir de elektroforetik go¢ etki eder. Bu
go¢; katyonlarin katoda dogru ¢ekilerek daha hizli hareket etmesini saglar. Notr maddeler
bu gogten etkilenmezken anyonlar anoda dogru go¢ ederler (Sekil 2.5.). Go¢ hizlari,
iyonlarmn yiik/boyut orani ile degisir. Yiikleri ayni olan iki molekiilden biiyiik olanin go¢
hiz1, kii¢iik molekiile gore daha kiiciiktiir. Boyutlar1 ayni olan iki molekiilden ise, biiytik
yiiklii olan daha hizli go¢ eder. Notr molekiiller elektrik alandan etkilenmeyecegi igin
elektroozmotik akis ile ilerler (Baker, 1995).

Detektir Katyon Yiiksiiz
Tepkisi Anyon

g

Gelis siresi

Sekil 2.5. Kapiler elektroforezde boyutu ayni molekiillerin yiiklerine gore g siireleri
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2.4.1. Kapiler elektroforez sistemi

Kapiler elektroforez; 1960’larda Hjerten tarafindan 3mm’lik delikli kolonlar
kullanilarak tanimlanmustir (Lele vd., 2003). 1981 yilinda Jorgensen ve Lukacs tarafindan
iyi bir ayirma yontemi olarak degerlendirilen ve 30 kV voltaj kullanilarak ayirma yapilan
caligmayla popiiler bir teknik haline gelmistir (Jorgenson ve Lukacs, 1981). Bu ayirma
yonteminin temel bilesenleri ise; giris ve ¢ikis olmak {izere iki tane tampon viali, yliksek
voltaj kaynagi (1-60 kV), yiiksek voltaj1 ileten giris ve ¢ikis vialine daldirilan iki tane
elektrot, elektroforetik ve elektroozmotik akisin meydana geldigi kapiler kolon, detektdr

ve bilgisayar gibi veri goriintiileme cihazindan olusmaktadir (Sekil 2.6).

Data Acquistition

Sample Zone
UV Detector
N Capillary
Outlet

Capillary
Inlet

for Anode for Cathode

High Voltage
Power Source

Sekil 2.6. Kapiler elektroforez sistemi (Glynn vd. 1998)

Kapiler elektroforezin diger kromatografik yontemlere gore birgok tistlinligii
vardir. Numune miktarinin pikolitre veya nanolitre diizeyinde olmas1 hem daha kiiciik
hacimlerle ¢alisabilmesini saglar hem de madde sarfiyatin1 azaltmaktadir. Analiz siiresi

oldukea kisa ve verimliligi de yiiksektir (Sekil 2.7.).



3. GERECLER

3.1. Kullamlan Maddeler
IRGD peptidi
NaH2PO4
HCI
NaOH
Fosforik asit

Olanzapin

: MedChemExpress, ABD
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi . Arcelik, No Frost & Electronic, Turkiye

Filtre : Millex Syringe Filter, PVDF 0.22um 4mm,
Almanya

Hassas terazi : Mettler Toledo, XP205, Isvicre

Kapiler : Agilent Technologies, ABD

Kapiler elektroforez : Agilent Technologies, CE7100, ABD

Otomatik pipet : Eppendorf, Almanya

pH metre : Mettler Toledo, Seven Compact pH/ion meter
S220, Isvigre

Ultra saf su cihazi : Millipore Ultrapure Water System, Fransa

Ultrasonik banyo : Bandelin Electronic, RK510 H, Almanya

Vorteks : Jeio Tech, VM 96 B, Giiney Kore

Ultraviyole lambasi : Camag, Cabinet, Isvicre

Vorteks : Wisemix, Glney Kore



4, YONTEMLER
4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Yontemde kullanilmak tizere iRGD peptit i¢in uygun bir ¢dziicli aragtirilmistir.
Literatiir bilgileri ve 6n denemelerde de suyun en uygun ¢oziicli oldugu gorilmiistiir.
Img/mL iRGD peptit stok ¢ozeltisi olarak hazirlanmistir. Stok ¢ozeltisi karisticida 10
dakika bekletilmistir. 10 M diizeyinde hazirlanan bu ana stok ¢ozeltisinden su ile uygun
seyreltmeler yapilarak ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Calismada i¢ standart olarak kullanilmak iizere bircok madde denenmis ve en
uygunu olanzapin olarak belirlenmistir. Olanzapin i¢in ayni sekilde su icinde
hazirlanmistir fakat c¢oziiniirlik distigi i¢in oncelikle 1M HCI asit igerisinde
¢Oziilmiistiir. Seyreltme islemleri analitle ayn1 sekilde hazirlanmistir.

4.2. Cihaz ile Tlgili Kosullar

Yontemin optimizasyonu sirasinda DAD dedektorii kullanilmis ve dalga boyu
olarak 210 nm, 225 nm, 230 nm ve 254 nm’de dedeksiyon yapilmistir. Ayrim igin 50 cm
efektif uzunluga sahip (toplam uzunlugu 58.5 cm) 75 pum i¢ ¢ap1 olan kapiler kolon
kullanilmistir. Kapiler ilk takildig1 anda 30 dakika 1M NaOH ile sartlanmstir.

Cihaz giinliik olarak her kullanimdan 6nce 10 dakika 0.1M NaOH, 10 dakika
distile su ve 10 dakika ¢aligsma tamponu ile yikanmistir. Analiz aralarinda 2 dakika 0.1M
NaOH, 2 dakika distile su ve 2 dakika c¢alisma tamponu ile sartlanmasi saglanmistir.
Cihaz giinliik kullanim1 sonrasinda 10 dakika 0.1M NaOH, 5 dakika distile su ve 2 dakika
da hava cekilerek kapatilmistir.

Enjeksiyon i¢in hidrodinamik enjeksiyon yontemi kullanilmis ve 10s SOmbar
basingla numune enjeksiyonu yapilmustir.

4.3. Optimizasyon Calismalari

Optimizasyon ¢alismalari icin Img/mL iRGD peptit stok ¢ozeltisi (1.05481x1073
M) 10 dakika vorteks karistiricida tutularak ¢oziindiiriilmiistiir. Stok ¢ozeltisinden 100
ML alinip 900 pL su eklenerek 10 dakika vorteks yardimiyla ¢oziilmiistiir. Bu sayede ara
stok cozeltileri (1.05481x10™* M) olusturulmustur. Stok ¢ozeltisi -80°C°de ve ara stok
cozeltileri -20°C’de saklanmistir. Gerekli seyreltmeler ara stok cozeltileri ilizerinden

yapilmistir.
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Yontemin optimizasyonu i¢in ¢alisma tamponu derisimi, ¢alisma tamponunun
pH’1, calisma tamponunun organik bilesen orani ve numuneye uygulanan potansiyel
parametreleri incelenmistir.

4.3.1. Caliyma tamponu

Y dntemin optimizasyonu sirasinda pH 2.0 ile 9.0 araliginda tamponlar denenmistir.
pH 9.0 ve 8.5 icin borat tamponu, 8.0, 7.5, 7.0, 6.5, 2.5 ve 2.0 i¢in fosfat tamponu, 5.5,
5.0, 4.5 ve 4.0 igin asetat tamponu, 3.5 ve 3.0 i¢in format tamponu kullanilmigtir. Borat
tamponlar1 i¢in sodyum tetraborat ve borik asit kullanilmistir. Fosfat tamponlar
hazirlanirken istenilen pH’a gore sodyum dihidrojen fosfat ya da disodyum hidrojen
fosfat ¢cozeltisi hazirlanarak pH’1 fosforik asitle ayarlanmistir. Asetat tamponlari sodyum
asetat ve asetik asit ile hazirlanmigtir. Format tamponlar1 ise sodyum format ve formik
asidin uygun miktarlar1 ile istenilen pH’lara getirilmistir. Kullanilan her bir tampon
50mM stok cozeltisi seklinde hazirlanip sonrasinda istenilen derisimlere seyreltilmistir.
Hazirlanan tampon ¢6zeltileri cihaza verilmeden 0.45 pm’lik filtreden sliziilmiistiir.

4.3.2. Calisma tamponundaki organik ¢o6ziicii orani

Calisma tamponundaki organik ¢6ziicli miktarinin ayrima etkisini gérebilmek i¢in
icerisinde %10 metanol, %20 metanol ve %30 metanol iceren 20 mM fosfat tamponu (pH
2.11) ile 3’er tekrarli analizler gerceklestirilmistir. Go¢ zamanlar1 ve pik morofolojileri
degerlendirilerek metanol oraninin go¢ zamanlarini ¢ok uzattigi goriilmiistiir.

4.3.3. Potansiyel

Potansiyelin secgilmesi i¢cin IRGD-OLA karisiminin pH’1 2.11 olan 20 mM fosfat
tamponu ile 20 kV, 23 kV, 25 kV potansiyel altinda 3’er analizi gergeklestirilmistir.
Gergeklestirilen analizler sonrasinda analiz siireleri ve pik morfolojileri degerlendirilerek
uygun potansiyel secilmistir.

4.4. Yontemin Validasyonu

Gelistirilen yontemin gecerliliginin gosterilmesi i¢in validasyon c¢alismalari
yapilmistir. Dogrusallik, dogruluk, kesinlik, kararlilik ve saglamlik parametreleri
yapilmistir. Validasyon hesaplamalart igin alan oranlari (AO) (AO=Alanmaddge/Alanis)
kullanilmistir. Validasyon ¢alismalarmin hepsinde IS’nin derisimi 16.00x10°® M olacak
sekilde ayarlanmistir.

4.4.1. Dogrusallhik
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Yontemin gecerliliginin  gosterilmesi  igin  6nce dogrusallik parametresi
uygulanmustir. 1.055x10° M, 5.27x10° M, 1.055x10° M, 2.11x10° M, 3.16x10° M,
4.22x10° M, 6.33x10° M, 8.44x10°M ve 1.06x10*M iRGD ¢Ozeltisi hazirlanarak analiz
edilmistir.

Dogrusal aralik belirlendikten sonra kalibrasyon igin 5.27x10° M, 1.055x10° M,
2.11x10° M, 3.16x10° M, 6.33x10° M ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu molaritedeki
coOzeltiler giin i¢i ve glinler aras1 olmak iizere 3 tekrarl analiz edilmistir.

4.4.2. Kesinlik

Yéntemin kesinliginin igin derisimi 5.27x10° M, 2.11x10° M ve 4.22x10™° M olan
IRGD numuneleri hazirlanmistir. Giin igi 6 tekrarli analizi gergeklestirilmistir.
4.4.3. Dogruluk

Dogruluk parametresi igin son derisimleri 5.27x10° M, 2.11x10° M ve 4.22x10°
M olan ¢ozeltiler hazirlanmis ve 6 tekrarli analizleri yapilmistir.

4.4.4. Duyarhhk

Yontemin duyarlilik parametresi igin S/N  oranlari kullanilmistir.  LOD
hesaplamasinda S/N oranini 3,3, LOQ hesaplamasinda ise 10 olarak alinmistir.

4.45. Kararhhk
Yéntemin kararlihgr icin 5.27x10° M, 2.11x10° M ve 4.22x10° M c¢ozeltileri

hazirlanmistir. Uzun donem kararlilik testi i¢in -20°C’de 1 ay bekletilmis ¢ozeltiler 3
tekrarli analiz edilmistir. Kisa donem kararlilik testi i¢in 24 saat oda sicaklifinda
bekletilmis ¢ozeltilerle 3 tekrarli analiz yapilmistir. -20°C’de dondurulan ¢ozeltiler 3
dongude don-¢6z seklinde 3 tekrarh analiz edilmistir.

4.4.6. Saglamhk

Saglamlik testi icin 2.11x10™ M iRGD peptidi hazirlanmistir. Optimum kosullarda
yapilan kiiciik degisikliklerle analizler ger¢eklestirilmistir.

Optimizasyon sonucunda bulunan dalga boyu (225 nm) ve tampon derisimi (20
mM) parametreleri 2, tampon pH’1 (2.11) £0.1 ve son olarak da voltaj (23 kV) 0.5
degistirilerek 3 tekrarli analizler yapilmistir.

4.5. Formulasyonun Hazirlanmasi

In situ jellesen sistemin hazirlanmasinda kitosan ve poloksamer polimerleri
kombine halde kullanilmistir. Oncelikle soguk hazirlama yontemi ile %20 (a/a)

poloksamer c¢ozeltisi hazirlanmistir. Sonrasinda ise %1 (a/h) asetik asit ¢ozeltisi
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kullanilarak %1 derisime sahip kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir. Poloksamer ¢6zeltisinin
derigimi kitosan cozeltisi ile %18 (a/a)’a ayarlanmistir. Diger bir tarafta ise MEIS-
inhibitor 2 isimli antikanser madde ytkli albimin nanopartikiilleri hazirlanarak liyofilize
toz haline getirilmistir. Bu tozdan 6 mg tartilarak in situ jellesen sisteme eklenmis ve
sistem iginde dagitilmistir. Formulasyounun iRGD icermeyen bu hali ve iIRGD peptidi
eklenerek tam formiilasyon hali analiz edilmistir. Formiilasyon 1/10 oraninda su ile

seyreltilerek analiz edilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. KE Yontemi

KE yonteminde dedektor olarak DAD kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda iRGD
peptidi i¢in farkli dalga boylarinda ¢alisildigi gériilmiistiir (Cho vd., 2016, 2019; Y. Yang
vd., 2018; Ye vd., 2011). Bu nedenle optimizasyon sirasinda 210 ile 254 nm arasinda 4
farkli dalga boyu taranmistir. Pikler incelenerek en uygun dalga boyunun 225 olduguna
karar verilmistir. Kolon i¢in 75um i¢ ¢apina, 50cm efektif uzunluga ve toplamda 58.5cm
uzunluga sahip kapiler kullanilmigtir. Calisma boyunca kapiler kaset sicakligi 20°C’de
sabit tutulmustur. Ornek hidrodinamik enjeksiyon yéntemiyle 10sn boyunca 50mbar
basingla sisteme verilmistir.

5.1.1. Optimizasyon ¢alismalar:

KE yontemiyle iRGD peptidinin en optimal kosullar1 arastirilmigtir. Bu nedenle
caligma tamponu pH’1, organik ¢Oziicii orani ve uygulanan potansiyel parametreleri
degistirilerek en uygun degerler belirlenmeye calisilmistir.

Calisma tamponu pH’1 igin bir¢ok tampon ¢ozeltisi denenmistir. pH degeri 2 ile 9
arasinda yapilan ¢aligmalar sonucunda en uygun pH’in 2.11 olduguna karar verilmistir.

pH 3.0, 2.5 ve 2.11°¢ ait elektroferogramlar Sekil 5.1.’de gosterilmistir.

iRGD

Sekil 5.1. pH 3.0, 2.5 ve 2.11 e ait iRGD pikleri
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Organik ¢oziicli oran1 denemeleri i¢in; tampon %10 MeOH, %20 MeOH ve %30
MeOH igerecek sekilde hazirlandi. Yapilan tekrarli analizler sonucunda alikonma
zamaninin artmasi pik morfolojisinin degismemesi nedeniyle organik c¢oziicii

kullanilmamasina karar verilmistir (Sekil 5.2).

~ OO0

%20 MeOH

%530 MeOH
%10 MeOH

Sekil 5.2. Tamponda degisen MeOH orant ile iIRGD analizi elektroferogrami

Uygulanacak potansiyelin secimi igin 20 kV, 23 kV ve 25 kV potansiyel 20mM
fosfat tamponuna uygulanmistir. Analiz siiresi agisindan en iyi ayrimin 25 kV’da oldugu
goriilmiistiir fakat yiiksek potansiyel uygulamasindan dolay1 olusabilecek Joule
1sinmasini engellemek amaciyla uygulanacak olan potansiyel 23 kV olarak segilmistir.

Optimizasyon ¢aligmalart sonucunda 20mM fosfat tamponu pH’1 2.11 ve
uygulanacak potansiyelde 23 kV olarak segildikten sonra yontemin gegerliligini arttirmak
amaciyla bir i¢ standart secilmistir. I¢ standart olarak ayni kosullarda karbamazepin,
lamotrijin, 4-amino-3-hidroksi benzoik asit, olanzapin denenmistir. En uygun ayrimin

gbzlendigi i¢ standart olanzapin olarak belirlenmistir (Sekil 5.3).
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iIRGD

Sekil 5.3. Optimizasyon sonu OLA ve iRGD pikleri
5.1.2. Sisteme Uygunluk Parametreleri

Yapilan yontemin sisteme uygunluk parametreleri ve kabul siirlar1 Cizelge 5.1°de

verilmigtir. Verilen parametreler kabul sinirlar1 iginde oldugu goriilmektedir.

Tablo 5.1. Sisteme uygunluk parametreleri (2.11x10° M, n=3).

Go¢c Zamam Rezolusyon Teorik Kuyruklanma
(dk) (Half-widht  tabaka faktord
Metodu) (R)  sayis1 (N) (USP’ye gore)
(T
7.627 20.362 109829 1.11017
7.633 20.371 110021 0.71139
7.681 20.443 108752 1.06944
7.685 21.014 111563 1.11905
7.679 21.014 108752 1.08824
Kabul sinirlar: >2000 <15

5.1.3. Validasyon ¢alismalar:

Optimum kosullar belirlendikten sonra validasyon parametreleri uygulanmistir.
ICH y0Onergelerine gore dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, stabilite ve kararlilik

parametreleri optimizasyon sonucunda elde edilen degerlerle analiz edilmistir.
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Hesaplamalarda AO kullanilmistir. Bunun yani sira sisteme uyguluk parametreleri de
hesaplanmustir.

5.1.3.1. Dogrusallik

Dogrusallik parametresi igin derigsimleri 1.055x10° M, 5.27x10° M, 1.055x10° M,
2.11x10° M, 3.16x10° M, 4.22x10°° M, 6.33x10° M, 8.44x10° M ve 1.06x10*M olan 9
farkli ¢ozelti hazirlanmustir. Analizler sonucunda iRGD peptidin 5.27x10° M ile 6.33x10"
® M arasinda dogrusal oldugu bulunmustur ve dogrusallik grafigi Sekil 5.4°de verilmistir.

14
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Sekil 5.4. Dogrusallik grafigi

Birbirini takip eden 3 giin, 3 tekrarli ve 5 farkli derisimden olusan dogrusallik
analizleri sonucunda giin i¢i ve glinler arasi elde edilen regresyon degerleri Tablo 5.2°de

verilmistir.

Tablo 5.2. Dogrusallik sonug¢lart.

Parametreler Gun ici Giinler arasi

(1 giin, n=6) (tim giinler, n=18)
Egim 0.023095437 0.021590285
Kesim -0.078200926 -0.050655717
Tayin katsayisi (R?) 0.992728603 0.990322593
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5.1.3.2. Kesinlik ve Dogruluk

Yontemin kesinligi ve dogrulugu icin derisimleri 5.27x10° M, 2.11x10° M ve
4.22x107° M ¢ozeltileri birbirini takip eden 3 giin ve her bir derisim 6 kez analiz edilmistir.
Analiz sonuglarinda kesinlik ¢alismasi i¢cin %BSS degeri, dogruluk calismasi i¢in ise

%hata ve %geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Bu degerler Tablo 5.3’de verilmistir.

Tablo 5.3. Kesinlik ve dogruluk sonuglar.

Eklenen iRGD Dogruluk Kesinlik
derisimi (M)
Bulunan iRGD %Geri % BSS
derisimi kazanim
(M)
Giin igi 5.27x10% 5.19x10° 100.04 0.88
(1 gtin, n=6) 2.11x10° 2.13x10° 87.75 1.63
4.22x10° 4.08x10° 97.88 1.49
Giinler arast 5.27x10® 5.268x106 100.60 1.97
(Tam giinler, n=18) 2.11x10° 2.043x10° 96.87 1.26
4.22x10% 4.153x10° 98.43 0.46

5.1.3.3. Duyarhlik

Yontemin duyarliliginin belirlenmesi i¢in S/N oranindan faydalanilmistir. S/N
orant LOD i¢in 3.3 LOQ i¢in ise 10 alinarak yapilan hesaplamalar sonucunda LOD
1.1256x10° M, LOQ ise 3.7521x10° M olarak hesaplanmustir.

5.1.3.4. Kararlilik

Kararlilik parametresi i¢in derisimleri 5.27x10° M, 2.11x10° M ve 4.22x10° M
olan ¢ozeltiler 3 farkli kosulda bekletilerek analiz edilmistir. 3 tekrarli yapilan kararlilik
testleri i¢in Oncelikle kisa donem kararlilik testi uygulanmistir. Bunun i¢in oda
sicakliginda 24 saat bekletilmis ¢ozeltiler analiz edilmistir. Uzun donem kararlilig1 igin 1
ay -20’de bekletilen ¢ozeltiler kullanilmis ve son olarak da 3 dongli dondurma-eritme
kararliligima bakilmistir. Geri kazanim ylzdesi ve %BSS degerleri hesaplanmistir ve

Tablo 5.4 ‘da verilmistir.

Tablo 5.4. Stabilite calismasinmin sonuglari (n=3).
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Saklama kosullar: Eklenen derisim Geri kazammm BSS

(M) (%) (%)
Kisa donem kararlilig1 5.27x10°® 101.5 1.92
(oda sicakliginda, 24 saat) 2 11x10° 100.3 0.96
4.22x10° 98.1 3.03
Uzun dénem kararlilig1 5.27x10°® 100.5 0.43
(-20°Cde, L ay) 2.11x10° 101.3 159
4.22x10-5 100. 1.13
Dondurma-eritme kararliligi 5.27x10® 96.6 2.62
(3 dongd) 2.11x10° 100.7 1.45
4.22x10° 98.73 0.34

5.1.3.5. Saglamlik

Saglamlik parametresi i¢in optimizasyonda elde edilen dalga boyunda (225 nm),
pH’da (2.11), tampon derisiminde (20 mM) ve potansiyelde (23 kV) ufak degisiklikler
yaparak analizler gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucu optimum kosullardaki
IRGD analizlerinin geri kazanim Yyuzdesi degerleri hesaplanmistir. Saglamlik

calismasinin sonuglart Tablo 5.6°de verilmistir.

Tablo 5.5. Saglamlik sonuglar (2.11x10° M, n=3).

Parametre %Geri
kazamim
Voltaj (kV) 225  90.03
235  96.62

Tampon derisimi 18 88.67

(mM) 22 81.76

Tampon pH'1 2.0 88.87
2.2 90.72

Dalga boyu (nm) 223 102.01
227 74.08

5.1.4. Yontemin formulasyona uygulanmasi
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Yontemin formiilasyona uygulanmasi i¢in Oncelikle peptit icermeyen in situ jel

formilasyonu analizi yapilmistir. 3 tekrarli bos formiilasyon analizinden sonra iRGD

iceren formiilasyonun analizi de yapilmistir. Formiilasyonda yontemin gegerli oldugu ve

1RGD pikinin varligi Sekil 5.5’de gosterilmistir.

[T T
[ 1 5

iRGD’li Formiilasyon

Bos Formiilasyon

iRGD

Sekil 5.5. Formiilasyonun elektroferogrami
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada biyoteknolojik anlamda bir timdr hedefleme motifi olarak kullanilan
iRGD peptidinin analizi i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir. Analiz ¢apt 75 pm olan
efektif uzunlugu 50cm toplam uzunlugu 58.5 cm olan bir kapiler kolonda ger¢eklesmistir.
En iyi sonuclar yapilan deneyler sonucu derisimi 20 mM ve pH’12.11 olan fosfat tamponu
ile 23 kV voltaj kullanilarak elde edilmistir. Bu kosullarda iRGD’nin alikonma zamani
ortalama 7.51 dk, i¢ standart olarak kullanilan OLA’nin alikonma zamani iste 5.82 dk

olarak bulunmustur.

IRGD analizi igin; yiliksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) (Cho vd., 2016,
2019; Peng ve Kopecek, 2014), sivi kromatografisi-kutle spektrometrisi (Pooladanda vd.,
2021), ultra performanslh sivi kromatografisi- kiitle spektrometrisi (UPLC-MS) (Lu vd.,
2020), kutle spektrometrisi (Cho vd., 2019), UV spektrofotometrisi (Cho vd., 2019) ve
sodyum dodesil stlfat—poliakrilamid jel elektroforez (SDS-Page) (Przysiecka vd., 2016;
J. Yang, Wel, vd., 2019; J. Yang, Yin, vd., 2019) yontemleri literatiirde yer almaktadir.
Bu ¢alisma iRGD peptidi analizi igin gelistirilen ilk kapiler elektroforez yontemidir.

Yontemin validasyon parametreleri ICH ve USP’ye gore yapilmistir. Dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, kararlilik ve saglamlik testleri yapilmistir. Dogrusallik testleri
sonucunda iRGD peptidinin analizinde 5.27x10° M ile 6.33x10° M arasinda dogrusal
oldugu goriilmiistiir. Giinler aras1 regresyon degerleri hesaplanmis ve giinler aras1 R2
degeri 0.99 olarak bulunmustur. Dogruluk ve kesinlik i¢cin %geri kazanim ve %BSS
degerleri hesaplanmistir. Kararlilik testi 3 sekilde yapilmistir. Kisa donem kararlilik testi
icin 24 saat oda kosullarinda bekletilmis, %BSS ve %geri kazanim degerleri
hesaplanmistir. %geri kazanim degeri %98.1-100.5 arasinda degismektedir. Uzun donem
kararlilik testi i¢in 1 ay -20°C’de bekletilmis ¢ozeltiler kullanildi. %BSS ve %geri
kazanim hesaplandi. %geri kazanim degeri %100-101.3 arasinda bulunmustur. D6n-¢0z
kararlilik testi 3 dongii seklinde yapilmis %BSS ve %geri kazanim hesaplanmistir. %ogeri
kazanim degeri %96.6-100.7 arasinda oldugu goriilmiistiir. Saglamlik testleri de yapilmis
ve %geri kazanim hesaplanmistir. Sisteme uygunluk parametreleri de verilmistir ve
degerler kabul sinirlart igindedir.

Yontemin gecerliligi  bulunduktan sonra formiilasyona uygulanmistir.
Formilasyon icerisinde iIRGD iceren ve icermeyen sekilde hazirlanmistir. Poloksamer,
kitosan, MEIS-inhibitér 2 isimli kanser ilact ve bu ilacin yiikli oldugu albumin

nanopartikiilleri i¢eren bos formiilasyon 3 tekrarli analiz edilmistir. Ayni sekilde
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hazirlanmis formiilasyona iRGD peptide eklenerek peptit iceren formiilasyonda 3 tekrarl
analiz edilmistir. Bos formiilasyonda ve peptitli formiilasyonda bulunan pik
elektroferogramda gosterilmistir (Sekil 5.5). Peptit iceren elektroferogramda da peptidin
piki net olarak gozlemlenmistir.

Yapilan bu yodntem iRGD peptidinin analizi i¢in gelistirilen ilk kapiler
elektroforez yontemidir. iRGD peptide gilinlimiizde antikanser formiilasyonlarinda
onemli bir timor tanimlama motifi olarak kullanilmaktadir. Analizi de gelecekte

yapilacak ¢alismalarda 6nemli bir yer tutacaktir.
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