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Onsoz

Bu projede, romatoid artirit (RA) tedavisinde klinik olarak kullanimi yaygin bir anti-
inflamatuar ila¢ olan anti-TNFa’nin (Enbrel®) eklem icinde kontrolli ve uzun sureli saliminin
saglanmasi icin polikaprolakton (PCL) ve PEGile polikaprolakton (PEG-PCL-PEG) mikrokireler
hazirlanmigtir. Geligtirilen salim sistemleri ile bu ilacin tedavide kullanimina ydnelik daha
onceden calisiimamis olan yeni bir yaklasim geligtiriimistir. Uzun sureli anti-TNFa ilag
kullaniminin sonucunda olusan yan etkiler ve derialti enjeksiyondan dogan rahatsizliklar
yluziunden anti-TNFa ilag tedavisinde bazi kisitlamalarla karsilasiimaktadir. Projede, biyouyumilu,
biyobozunur ve bozunma Urlnleri asidik bir cevre olusturmayan PCL ve PEG-PCL-PEG
polimerleri ile eklem igine enjekte edilebilecek, dokuda uzun sireli olarak etkin dozlarda anti-
TNF’in salimini saglayacak mikrokiire tasima sistemleri gelistirilmistir. Ayrica, gelistirilen bu
sistemlerin enflamasyonu uzun sureli baskilama etkisi RA’'ll hastalardan alinan sinovisit hiicre

kUlturd Gzerinde in vitro olarak incelenmisgtir.

Mikrokurelerin hazirlanmasi, in situ oOzelliklerinin belirlenmesi ve in vitro modelde
biyouyumluluk ve biyoetkinliklerinin incelenmesi temelde ODTU Miihendislik Bilimleri Bolimii
laboratuvarlarinda ve kismen ODTU Merkez Laboratuvar ve Bilkent Universitesi Ulusal
Nanoteknoloji Arastirma Merkezi'nde hizmet alimi karsiiginda yapilmistir. PEG-PCL-PEG
mikrokirelerin  hazirlanmasinda kullanilan kopolimer ODTU Kimya Bélimi  Polimer
Laboratuvar’'nda hazirlanmistir. Hazirlanan PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerinin in vitro
deneyler dncesindeki sterilizasyonu Turkiye Atom Enerjisi Kurumu’nda hizmet alimi karsiliginda
yapiimigtir. Projede, in vitro incelemelerde kullanilan sinoviyal fibroblastlarin izole edileceqgi
sinoviyal membranlarin alinacagi RA’li hastalarin secimi Hacettepe Universitesi Ortopedi
Uzmani Prof. Dr. Bulent Atilla ve Pediatri Nefroloji ve Romatoloji Uzmani Prof. Dr. Seza S6zen
tarafindan yapilmistir. Gelistirilen tagsima sistemlerinin etkisinin RA’ll hastalardan alinan sinovisit
hicre kaltlrh Gzerinde incelendigi in vitro deneyler sonucunda yapilan PCR analizleri ve gen
ifadesini takibi Gen-TR Molekuller Genetik ve Biyoteknoloji firmasinda hizmet alimi karsihdinda

yapilmistir. Projenin tamami TUBITAK-SBAG tarafindan desteklenmistir.
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Ozet

Romatoid artirit tedavisinde kullanilan anti-TNFa ilaglar, TNFa ve diger proinflamatuar
sitokinlerin Uretimini belirgin olarak dasirdigdnden, iltihaba karsi tedavide kapsaml etki
gOstermektedirler. Fakat, uzun sureli ilag kullanimi ve toksik etkiler yizinden anti-TNFa ilag

tedavisinde bazi kisitlamalarla kargilagiimaktadir.

Projede, intraartikiiler uygulanabilecek ve 3 aydan daha uzun anti-TNFa salimini
saglayacak polikaprolakton (PCL) ve pegile-polikaprolakton (PEG-PCL-PEG) mikrokureler
hazirlanmig ve tedavi etkinlikleri in vitro hicre kaltir deneyleri ile incelenmistir. PEG-PCL-PEG
kopolimeri PEG-PCL diblok kopolimerlerinden baglayici ajan isoforone diisosiyanat kullanilarak
sentezlenmistir. Immunoglobulin G optimizasyon ¢alismalarinda kullanilimigtir. Anti-TNFa yukIu
PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin 5 um boyutunda ve ylksek protein yukleme verimliligine
(sirasiyla % 65.37 = 1.80 ve % 75.91 = 1.16) sahip oldugu goézlemlenmigtir. Ayrica, her ikKi

mikrokure grubunda da 3 ay boyunca biyolojik olarak aktif ilag salimi olmustur.

Anti-TNFa yukli mikrokireler ile serbest anti-TNFa ilag RA’li hasta kaynakli sinoviyal
fibroblast hiicreler ile 1 ay inkiibe edilerek proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-6, IL-17 ve IFN-y)
ve matriks metaloproteaz (MMP) 3 ve 13'Un zamana bagl ortamdaki miktar ve mRNA
ekspresyon seviyelerindeki degisimler sirasiyla ELIZA ve PCR yéntemleriyle incelenmistir. Anti-
TNFa yukli mikrokirelerle etkilestirilen sinoviyal fibroblast hicrelerden salgiladigi sitokin ve
MMP miktarlari serbest anti-TNFa ile etkilestirilen hicrelerden gikanlara gére belirgin olarak
disuk bulunmustur. Mikrokurelerle etkilestirilen hdcrelerin MMP-3 ve IL-6 gen ifadelerinde 2.
haftada, serbest ilacla etkilestirilen hiicrelerin MMP-13 gen ifadesinde 3. haftada en belirgin artis
g6zlemlenmistir.Diger haftalarda belirgin bir degisiklik gézlemlenmemistir. Elde edilen sonuglar
PCL ve PEG-PCL-PEG kontrollu salim sistemlerinin klinikte uygulama potansiyellerinin ylksek

oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Romatoid Artrit, anti-TNFa, poli(kaprolakton), pegile polikaprolakton,

kontrollil salim sistemleri
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Abstract

Anti-TNFa drugs for rheumatoid arthritis treatment show comprehensive effect against
inflammation with their ability to reduce significantly TNFa and other proinflammatory cytokine
production. However, there are some restrictions for anti-TNFa treatment because of long-term
usage and toxic effects.

Intraarticularly injectable polycaprolactone (PCL) and PEGylated polycaprolactone (PEG-
PCL-PEG) microspheres releasing anti-TNFa for more than 3 months, were prepared and their
effectiveness in treatment were examined with in vitro studies. PEG-PCL-PEG was synthesized
from PEG-PCL diblock copolymer using coupling agent. Immunoglobulin G was used to for
optimization studies. Particle size of anti-TNFa loaded PCL and PEG-PCL-PEG microspheres
was 5 ym and microspheres had high encapsulation efficiencies (65.37 + 1.80 % and 75.91 +

1.16 %, respectively). Biologically active drug release during 3 months was observed for each
group.

Anti-TNFa loaded microspheres and free anti-TNFa were incubated with synoviocytes
isolated from RA patients for 1 month and time-dependent changes in the quantity and mRNA
expression levels of the proinflomatory cytokines (TNF-a, IL-6, IL-17 ve IFN-y) and matrix
metalloproteases (MMP) 3 and 13 were investigated by ELISA and PCR methods. Levels of
cytokines and MMPs released from synoviocytes incubated with anti-TNFa loaded
microspheres were significantly lower than that of released free anti-TNFa group.MMP-3 and IL-
6 gene expressions of synoviocytes incubated with microspheres were upregulated at week2
whereas MMP-13 gene of synoviocytes incubated with free drug was upregulated at week3. At
other time points, no change was observed. According to the results, potential usage of PCL

and PEG-PCL-PEG controlled release systems in clinical applications is high.

Keywords: Romatoid Arthritis, anti-TNF, poly(caprolactone), pegylated

poly(captolactone), microsphere, controlled release systems
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Giris
Romatoid Artrit (RA) toplumda sik rastlanilan, deformite birakabilen, kronik bir hastaliktir.
Ayrica sakatliktan dlime varan riskleri de icermektedir. Sistemik ve kronik bir hastalik olan RA,
eklemlerde sabah tutuklugu, agri, sislik, deformite ve hareket kisitlamalarina neden olarak
hastalarin gunlik aktiviteleri hastaliktan etkilemektedir. Bunun yaninda, yasanan fonksiyonel

kisitlamalar ve sonrasindaki kalici sakatliklar is kayiplarina da neden olmaktadir. Hatta bazi

ilaglarin kullanimi hayat boyu stirmektedir.

Yapilan arastirmalar sinoviyal membran tarafindan salgilanan proinflamatuar sitokinlerin
romatoid artritte (RA) énemli bir role sahip olduklarini géstermistir. Klinikte kullanilan TNF-a
karsiti (anti-TNFa) oOzellikteki ilaglar, TNFa’'nin yani sira diger proinflamatuar sitokinlerin
Uretimini de belirgin olarak dusurdagunden, iltihaba karsi tedavide kapsamli etki
gostermektedirler. Anti-TNFa tedavisi klinikte iki haftada bir derialtina enjeksiyonuyla
yapilmaktadir. Vicuda dizenli ila¢ enjeksiyonu, hastada rahatsizlik ve aci olusturmakta ve
sistemik yUksek doz kullanimi da toksik reaksiyonlara neden olmaktadir. Bu yan etkilerden
dolay! hastalarin yakin takibi de gerekmektedir. Yan etkiler ve yuksek maliyet yluzinden bu
tedavinin kullaniminda kisitlamalar yasanmaktadir. Bu kisitlamalari gidererek anti-TNFa
tedavisinin klinik kullanimdaki potansiyelini arttirmak igin son yillarda ilacin eklem igine
enjeksiyonu ile ilgili énklinik g¢alismalari mevcuttur. Kullanilan dozlar ilacin etkinlik sdresinin
arttirlmasi igin derialtina uygulananlar kadar yiksek dozlarda yapiimaktadir. ilk etki yéniinden
bu uygulamalarda basari gbézlenmisse de enjeksiyon araliklarinin uzatilmasinda c¢ok fazla

basarili olunamamis ve bazi durumlarda enjeksiyon bolgelerinde reaksiyonlar goralmustar.

Projede, biyouyumlu, biyobozunur ve bozunma Urinleri asidik bir ¢cevre olusturmayan
polikaprolakton ve polietilen glikol- polikaprolakton kopolimeri ile eklem igine tek seferde enjekte
edilebilecek, dokuda uzun sireli olarak etkin dozlarda anti-TNFa’'in salimini saglayacak
mikrokUreler hazirlanmasi ve bunlarin enflamasyonu uzun sireli baskilama etkisinin RA’ll
hastalardan alinan sinovisit hicre kiltirl Gzerinde in vitro olarak goésterilmesi amacglanmistir.
LiteratUrde protein bazli ilag salim sistemleri Gzerine birgok ¢alisma vardir. Ancak anti-TNFa ilag

salim sistemleri ile ilgili bir galigma yoktur.

Gelistirilen PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokure sistemlerle yuksek dozlarda iki haftada bir
tekrarlanmasi gereken derialti enjeksiyonlar veya son vyillarda &nklinik c¢alismalari
gerceklegtirilen ve 1 aydan fazla etkinligi olmadigi gdézlenen anti-TNFd'in intraartikuler

enjeksiyonlarda karsilagilan biyolojik aktivitenin korunamama, ylksek doza bagli akut



reaksiyonlarin ve enflamasyon goérilme sikhiginin artmasi gibi komplikasyonlarinin azaltiimasi,
enjeksiyon araliklarinin uzatiimasi ve uzun slre lokal olarak anti-TNFa saglanmasi ile tedavi

etkinliginin arttirilmasi erisilmesi istenilen hedeflerdir.

Elde edilen sonuclar, gelistirilen anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokire
salim sistemlerinin RA tedavisinde olumlu sonuglar verebilecek yeni bir tedavi yaklasimi
oldugunu gdstermistir. Projede gelistirilen sistemlerdeki butin malzemelerin Klinikte farkli
amagclar icin kullaniimasi ve biyouyumlu olmasi Kklinik uygulamalar i¢in bir 0rlne
donusturilebilmesini kolaylastirmaktadir. Ayrica, bu arastirma ile anti-TNFa yUkli polimerik
mikrokure sistemlerinin RA tedavisinde kullanilabilirligi yazili kaynakla ilk kez belgelenmistir.
Ancak bu kontrolli ila¢g salim sistemlerinin uzun surecgteki etkileri, uygulama sikhdr v.b.

sonuglarinin in vivo degerlendirilmesi gerekli géruimektedir.

Sonug olarak, anti-TNFa yUklt mikrokurelerle romatoid artirit tedavisi igin olusturulacak
yeni yaklasim ile hasta hayat kalitesi yukselecek, hastahane ve ila¢ maliyetleri dusurulerek

ulusal ekonomiye blyuk katkisi olacaktir.



Genel Bilgiler

Vicuda fiziksel olarak destek sunan, i¢ organlarin korunmasini saglayan iskelet sistemini
olusturan kemikler uc uca ya da yan yana gelerek, eklem denilen yapilarla birbirlerine
baglanirlar. Vicut eklemlerinin biylk kismi hareketli eklemlerdir. Bu eklemlerde, eklemi
olusturan kemiklerin kemik uglari koruyucu ve sirtiinmeyi azaltici gérev Ustlenen kikirdak doku
ile kaplidir ve kemiklerin uglari bag dokusundan meydana gelmis ortak bir kapsul ile cevrilidir.
Eklem kapsulinun i¢ yuzeyi ince bir zar (sinoviyal zar) ile 6rtiludir ve sinoviyal dokuda bulunan
hicreler eklem kapsulunu dolduran sinoviyal siviyl Uretilirler. Sinoviyal sivi, lenfosit, monositler
ve notrofiller gibi cesitli hucrelerin yaninda proteinler, elektrolitler, glikoz ve hiyaloranik asit
iceren oldukga viskoz bir sividir (LIPOWITZ, 1985). Saglikl yetigkinlerin sinoviyal sivisinda, 2.5
— 4 mg/ml konsantrasyon araliginda 4 — 5 x 10° Da molekiiler agiriina sahip hiyaloranik asit
bulunmaktadir. Bu polisakkarit sinoviyal sivinin viskoelastik davranisinda, sok emiliminde ve
eklemin kayganhginin saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (RINAUDO, 2009). Eklem
baglari (tendonlar ve ligamentler) eklemleri saran ve kemikleri birbirine baglayan yapilardir. Bu

baglar belirli ydnlere harekete imkan saglayarak, eklemin batinligunin korunmasini saglar.

Eklem hasarlari bir travma sonucunda (spor aktivitelerinde yasanan hasarlar, glnlik
hayatta karsilagilan ters hareketler, dusmeler, carpmalar ve kazalar gibi), ya da yasa bagl veya
dejeneratif bir hastalik sonucunda olusabilir. Vicudun hareket etmesini saglayan kas, kemik ve
eklemler ile bu yapilar birlestiren baglarda agri ve hareket kisithhigina bazen de sislik ve sekil
bozukluguna neden olan hastaliklar genel olarak romatizmal hastaliklar olarak bilinir.
Romatizmal hastaliklarin %55-60" sellulit, bursit, fasit, miyozit, tendinit, tenosinovit, entesis, sinir
sikismasina bagli tuzak noéropatileri gibi yumugak dokud kaynakli romatizmal problemlerden
olusurken %30-38'ini osteoartrit gibi dejeneratif eklem hastaliklar ve yaklasik %10 kadarini da
romatoid artrit (RA) gibi inflamatuar kaynakli hastaliklar olugturmaktadir (DUZGUN, 2002).

Romatoid artirit (RA), oncelikle eklemleri etkileyen ve daha sonra eklem kikirdaginin
yikimina yol acarak sakatliktan 6lime varan riskleri ortaya ¢ikaran bir eklem hastahdidir. Kronik,
otoimmin ve sistemik bir hastalik olan RA, sinoviyal hicre ¢ogalmasi ve inflamasyonunun
eklemde yikima neden olmasi ile karakterize edilmektedir (SUZUKI, 2000,HART, 2004,JEONG,
2004,SOMMER, 2005). Hastalik nedenleri tam olarak bilinmemekle birlikte, olusumunda genetik
yatkinlk, cevresel faktorler veya bulasici ajanlarin rol oynadiklari diginidlmektedir (SOMMER,
2005). Toplumun %7’ini etkileyen ve kadinlarda erkeklere oranla 2.5 kat daha fazla siklikla
g6zlemlenen RA hastaliginin en belirgin belirtileri eklemlerde iltihaplanma, sisme, harekette

zorluk ve agridir (LEE D.M., 2001). Ayrica, RA hastaligi vicuttaki deri, kan damarlari, kalp,
3



akciger ve kaslar gibi birgok eklem digi dokuyu da etkilemektedir. RA hastaliginin gelismesine
neden olan patolojik asamalarin tam olarak henliz anlasilamamis olmasina ragmen, hastaligin
patofizyolojisinin merkezinde hiicresel hiperplazi, belirgin anjiogenez, inflamatuar l6kositlerin
sinoviyal dokuya gocu ile hicre ylzeyi adezyon molekulleri, proteinazlar, proteinaz inhibitdrleri
ve sitokinlerin miktarlarinda degisikliklerle karakterize edilen iltihapl sinoviyum bulunmaktadir.
Hastaligin ilk haftalarinda, doku 6édemi ve fibrin depolanmasi eklemin sismesine ve agrimasina
neden olmaktadir. Saglikh eklemlerdeki sinoviyal doku iki veya Ug¢ tabaka hicreden olugan ince
bir zara sahipken RA’li sinoviyal doku dokudaki fibroblast hicrelerin hizli gogalmasi ve periferal
kan kokenli mononukleer hicrelerin (PBMC) sizmasi sonucu kalinlagmaktadir (BOOTS, 1994).
Bolgesel saldirgan sinoviyal doku (pannus) olusumu RA hastaliginin belirgin karakteristik

Ozelligidir ve eklem aginmasindan sorumludur (LEE D.M., 2001).

RA hastaliginin gelisiminde, 6zellikle makrofajlar, T-lenfositler gibi farkl inflamatuar
hicreler ve eklem dokusunda bulunan hicreler arasindaki iletisim édnemli bir rol oynamaktadir
ve bu hicrelerin birbirleriyle iletisimi pro-inflamatuar, anti-inflamatuar veya immunoregulator etki
gOsteren protein (sitokin) aglari Gzerinden sadlanmaktadir (KAY, 2004). Normal fizyolojide bu
sitokinler arasinda bir denge vardir. Fakat, RA durumunda bu denge pro-inflamatuar etki
gOsteren sitokinlerin lehine kayar. Hastaligin gelisimi sirasinda romatoid sinoviyal sivida
bulunan proinflamatuar sitokinler kikirdak htcrelerinin (kondrositler) metalloproteinaz (MMP)
salgilamasini aktive eder ve hicreyi cevreleyen matriksin yikiminin artmasina neden olurlar
(JORGENSEN, 2001). Basta interlokin—1 (IL-1) ve tumor nekrosis faktor (TNF-a) olmak Uzere
interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), interldkin-15 (IL-15), interldkin-17 (IL-17), interldkin-18 (IL-
18), granulosit-makrofaj-koloni stimilan faktér (GM-CSF), makrofaj-koloni stimilan faktor (M-
CSF) ve Iokosit inhibitor faktor (LIF) RA gelisiminde rol oynayan baslica proinflamatauar
sitokinlerdir (FELDMANN, 1996,AREND, 2001,SMITH, 2001,BRENNAN, 2007,BRENNAN,
2008). TNF-a ve IL-1 RA patogenezinde oncelikli rol oynamaktadir. Hastaligi aktif dénemde
olan RA hastalarin bu iki sitokinin serum ve sinoviyal sivi konsantrasyonlari yuksek ¢ikmaktadir
(SAXNE, 1988,CHIKANZA, 1995). (Ayrica, TNF-a ve IL-1 sinoviyal fibroblast, osteoklast ve
kondrosit gibi mezankimal hicreleri uyararak doku-tahrip edici matriks metalloproteinazlar
(MMP) (SHINGU, 1993) ve prostaglandin E Uretimlerini harekete gecirmektedir (MAINI, 2000).
Prostaglandinler, inflamasyon sirecinde énemli bir role sahiptir ve Uretimlerinin yavaslatiimasi
iltihaplanmayi azaltma etkisi olabilmektedir. Hiicredisi matriksin yeniden yapimi ve yikiminda rol
oynayan metalloproteinazlar, RA’de tip B sinovisitler tarafindan yliksek dizeylerde Uretilirler.

Matriks metalloproteinazlarin aktivitesi metalloproteinazlarin doku inhibitérlerince (TIMPs), serin



proteinaz inhibitérlerce (SERPINS) ve a2-makroglobulinlerce dizenlenir (LEE D.M., 2001).
MMP ve TIMP dizeyleri arasindaki dengenin bozularak ylksek dizeyde MMP salgilanmasi
eklem dokusunun yikimina neden olmaktadir (CLOSE, 2001). Romatizmal hastaliklarda gortlen
MMP tirleri ve bu MMPlerin yikimina etki ettikleri bilesenler Tablo1’de verilmistir. RA sinoviyal
sivisi OA sinoviyal sivisi ile karsilastirildiginda yiuksek MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-
8, MMP-9 ve MMP-13 duzeyleri gézlemlenmistir (PAKOZDI, 2006).

RA tedavisinde hedeflenen baslica amaclar acinin hafifletimesi, enflamasyonun kontrol(
ve eklem yikimini engellemesidir (DOAN, 2005). Prostaglandinlerin viicutta Uretimini
yavaglatmak icin iltihaplanmayi azaltici etkiye sahip inflamatuar karsiti ilaclar olduk¢a yaygin
kullaniimaktadir (HART, 2004). Bu ilaglarin ¢cogu, az dozajda, analjezik ve agri kesici 6zellige
sahiptir. Tedavi amaciyla genellikle uzun sureli ve yuksek dozda kullanimlari gerekmektedir.
Steroid icermeyen (non steroidal) anti-inflamatuar ilaglar (NSAIDs) RA sonucu goérilen sisme,
kronik agrn ve iltihaplanmaya karsi kullaniimaktadirlar (SIGURDARDOTTIR, 2008). RA
hastaliginin ilk evrelerinde kullanilan aspirin ve NSAIDs hastaligin gelisimini etkilememektedir.
Bu yuzden, bir veya daha fazla hastalik degistirici anti-romatoid ilag (DMARDS) ile birlikte
kullaniimalidir (DOAN, 2005). Hastalik degistirici anti-romatoid ila¢ kullanimi ve biyolojik tedavi
yontemleri de RA tedavisinde kullaniimaktadir (WEAVER, 2004,MORELAND, 2006). Kas ici
veya oral altin tuzlari, D-penicillamine, sitmaya karsi ajanlar, sulfalazin, hidroksiklorokuin,
leflumonid ve methotrexate (MTX) baslica kullanilan hastalik degistirici anti-romatoid ilaclardir
(FAN, 2007). Uzun sureli tedavide, hastalik degistirici anti-romatoid ilaglarin ilk etkisi uzun
surede go6zlemlenir ve bu ilaclar toksik yan etkiler goésterebilmektedir (LEE D.M., 2001).
GlUnumuzde, kikirdak yikimini engelleyen veya fonksiyonel butunligin yeniden olusmasini
saglayan onayli ve biyolojik kokenli hastalik degistirici romatizma ilaci bulunmamaktadir
(ABRAMSON, 2006).

RA hastaliginin gelisimi sirasinda, sinoviyal membran tarafindan salgilanan
proinflamatuar sitokinlerin 6nemli bir role sahip oldugunun gdsterilmesiyle bu sitokinleri
hedefleme yaklasimlarini iceren tedavi ydntemleri geligtiriimistir (FELDMANN, 1996,
MORELAND, 1997, MAINI, 2000, WEAVER, 2004, MORELAND, 2006). Sitokinleri hedef alan
tedavilerin gogunda, proinflamatuar sitokinlerin bloke edilmesi veya B lenfosit, T hicreleri ve
antijen 6zelligi gosteren (APC) hicreleri gibi cesitli bagdisiklik sistemi hlcrelerine etki ederek
bagisiklik sistem reaksiyonlarini degistirmek hedeflenmistir (FAN, 2007). RA’de sitokin ve
sitokin inhibitorlerini kullanan biyoterapi turlerinden bazilari ve hedef aldiklar sitokinler Tablo

2'de verilmistir. Biyolojikleri hedef alan tedavi yontemlerinde TNFa ve IL-1 sitokinlerini hedef



alan ilaclarin gelistiriimesine agirlik verilmektedir. Klinikte, IL-1 reseptdr antagonist anakinra,
¢Ozindr TNF reseptor etanersept ve anti-TNF monoklonal antikorlar infliximab ve adalimumab

gibi onayli ilaglar RA tedavisinde kullaniimaktadir.

Tablo 1. Romatizmal hastaliklarda gortulen MMP turleri (CLOSE, 2001)

Substrat Romatizmal Hastalik

Kollajenazlar:

MMP-1 Kollajen I, II, 1, VII, X RA fibroblastlar ve asinma bolgeleri

MMP-8 Kollajen I, II, 1l RA fibroblastlar/OA kikirdak

MMP-13 Kollajen I, 11, 11l RA sinoviyum/kikirdak
Stromelisinler:

MMP-3 Proteoglikan, pro-MMP-1, 8, 9 RA, OA sera ve sinoviyal sivi

MMP-10 Agrekan, jelatin

MMP-11 Dusuk stromelisin aktivitesi

MMP-7 Agrekan, jelatin, fibronektin OA kikirdak
Gelatinazlar:

MMP-2 Jelatin, minor kollajenler, elastin Sinoviyum, femoral bas lezyonlari

MMP-9 Jelatin, minor kollajenler RA serasinda ve sinoviyal sivi



Tablo 2. RA’de sitokin ve sitokin inhibitorlerinin kullanildigi terapi turleri

Hedef Terapi

TNF-a Monoklonal anti-TNFa (Infiliximab (Remicade™), Adalimumab (Humira™))
insana uygun (humanized) CDP571
insana uygun (humanized) D2E7
TNFR-flizyon protein ¢ozeltisi
STNFrp55:1gG (Ro452081, Lenercept™)
TNFRp75 Fc fuizyon protein (Etanercept (Enbrel™))

rhuTNF proteinine baglanan pegile dimer (TNFbp)

IL-1 IL1-ra (Anakinra™)

IL1-R tip |
IL-10 rhulL10 (TENOVIL@)
IL-6 Monoklonal anti-1L6 (BES8)

TNF-a ve IL-1 benzer biyolojik etkiye sahip olmasina ragmen, TNF-a sistemik ve lokal
inflamasyona sebep olurken IL-1 kikirdak ve kemik hasarinda rol almaktadir (CHOY, 2001). RA
hastalarinda TNF-a Uretimi iltihaph sinoviyal doku ve kikirdak-pannus badglanti noktasindaki
fibroblastlar ve monosit-makrofaj koékenli hucreler tarafindan salgilanmaktadir (JARVIS, 1999).
TNF-a’nin bloke edilmesi hastalik sirasinda dretilen IL-1, IL-6, IL-8 ve GM-CSF gibi diger
proinflamatuar sitokinlerin de Uretimini belirgin olarak disirmektedir (CHOY, 2001). Bu yuzden
iitihaba karsi TNF karsiti (anti-TNF) tedavi diger sitokinlere karsi olan tedavilerden daha
kapsamli etki gostermektedir. 2000 yilindan itibaren TNF-a karsiti ilaglar RA klinik bulgu ve
semptomlarin etkili bir sekilde baskilanmasinda, eklem hasarlarinin 6nlenerek sakathgdin

olusmasinin engellenmesinde ve bunlara bagli olarak yasam kalitesinin arttirlmasinda standart



bir tedavi sekli olarak kullaniimaktadir. Yapilan klinik deneyler sonucunda NSAIDs ve DMARDs
tedavilerinde basari saglanamayan hastalarda bu tir ilag tedavisi ylksek etkinlik gostermistir
(FAN, 2007).

RA tedavisinde siklikla kullanilan baslica 3 TNF-a karsiti ila¢ (infliximab, etanercept ve
adalimumab), TNF-a’ya baglanip bu sitokinin hedef hicrenin reseptérine baglanmasini
engelleyerek RA sirasinda agriya, enflamasyona, kemik ve kikirdak yikimina neden olan
basamaklari inhibe etmektedir (DOAN, 2005). Bu 3 ilac icerik, uygulama ybntemi ve yan etki
profilleri bakimindan birbirlerinden farklidir. Etanersept romatoid artirit, juvenil idiopatik artirit
(oligo- ve poliartikiiler dahil), ankilozan spondilit (juvenil formu dahil) hastalarin tedavisinde
kullaniimaktadir. Bu ilacin, sadece subkitan enjeksiyonu (iki haftada bir tekrarlanan) klinikte
onaylanmistir (Enbrel® (etanercept) US Prescribing Information). Ancak subkutan enjeksiyon
yapilan infizyon anti-TNF ila¢ formulasyonlari bazi lokal enflamasyonlarda etkin olamamakta ve
hastalarin hayat kalitelerinin diismesine neden olabilmektedir. Bu hastalara ve daha az eklemi
tutulmus oligoartikiler JIA'li hastalara intraartiktler steroid uygulamalari gerceklestiriimektedir.
Belirli eklemlerde olusan enflamasyonlarin bastiriimasi igin lokal tedavi yaklasimina ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak, ilacin intraartiktler olarak romatoid artirit hastalarina uygulanmasi ile ilgili
olarak kuglk Olcekte cifte-kapall (double-blind) ¢alismalar, acik-etiket (open-label) ve Kklinik
raporlar (case reports) olarak gercgeklestiriimis ve yayinlanmistir. Mevcut calismalardan elde
edilen sonuglar az sayida hasta gruplarinda gergeklestirilmistir (BLIDDAL, 2006a,BLIDDAL,
2006b,BOESEN, 2008,ROUX, 2008). Etanercept subkiten enjeksiyon sonrasinda yavasga
absorbe edilir ve yetiskinlerde mutlak biyoyararliligi yaklasik olarak %58’dir (LEBSACK, 1997).
Yetiskinlerde, etanercept dagilimi goéreceli olarak kigik hacime sahiptir (12 + 6 L) ve
enjeksiyondan 50 saat sonra en yuksek serum konsantrasyonuna ulasir (KORTH-BRADLEY,
2000). Vicuttan ortalama olarak 115 saatte temizlenir (YIM, 2005). Etanersept, Juvenil
idyopatik Artritli (JIA) cocuk hastalarda (4-17 yas) haftada iki kez 0.4 mg/kg subkutan olacak
sekilde uygulanmaktadir (YIM, 2005,LOVELL, 2006). RA’l yetigkinlerde ise doz miktari haftada
bir kez 0.8 mg/kg seklinde uygulanmaktadir (KEYSTONE, 2004).

Ayrica RA'll hastalar Uzerinde yapilan 4 haftalik bir calismada, farkli eklem bdlgelerine
intra-artikular olarak uygulanan 25 mg’lik haftada tek doz miktarinin kullanilabilirligi gésterilmigtir
(BLIDDAL, 2006a). Bazi calismalarda intraartikller enjeksiyonlarda 1 aydan 2 aya kadar
hastanin klinik bulgularinda (eklem sertligi ve sigliginin azalmasi, hareket serbestligi gibi)
iyilesme go6zlenirken (BLIDDAL, 2006a,BLIDDAL, 2006b,ROUX, 2008), bazi c¢alismalarda

plasebo grubundan (eklemine tampon enjekte edilmis hastalarda) farklihk g&zlenmemistir



(BOESEN, 2008).

Birgok protein bazli ilagda oldugu gibi TNF karsiti ilaglarinda (anti-TNF) in vivo ortamda
yuksek ¢ozinurlikleri bulunmasi, 6zellikle RA gibi kronik hastaliklarda dizenli olarak ve yiksek
dozlarda uygulanmasini gerektirmektedir. Viicuda dizenli ila¢ enjeksiyonu, hastada rahatsizlik
olusturmakta ve sistemik ylksek doz kullanimi da toksik reaksiyonlara neden olmaktadir.
Hastalarin %40’ indan fazlasinda, yan etki olarak enjeksiyon bdlgesi reaksiyonlari
g6zlemlenmistir (LEE D.M., 2001). Ayrica, ilacin sik uygulanmasi enjeksiyon boélgesinde habis
timor olusumu, cesitli nérolojik rahatsizliklar, asiri duyarlilik ve immiuinolojik cevaplara neden
olmaktadir (DOAN, 2005). Ayrica, bu tir ilaclarin Gretilmesi de oldukga maliyetlidir. Yiksek doz
ve duzenli enjeksiyon bu tedavinin masraflarini arttirmaktadir. Bu sebeple, TNF-karsiti ilac
tedavisinin klinik kullanimdaki potansiyelini arttirmak ve yiksek doz kullanimindan kaynaklanan
yan etkilerinin azaltmak icin ¢esitli salim sistemlerinin gelistirme ve optimizasyon c¢alismalarina

gerek duyulmaktadir.

Farkli sentetik ve dogal polimerler, ilacin yan etkilerinin gideriimesi, hedefe etkin iletimi
ve tedavi etkisinin arttiriimasi icin ila¢ salim sistemi arastirmalarinda kullaniimaktadir
(KREUTER, 1994). Biyobozunur polimerik biyomalzemeler ila¢ salim sistemi uygulamalarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Bu malzemeler; devamli ve etkin konsantrasyonda ila¢ salimini,
sagladiklari gibi ilacin vicut ortaminda daha uzun sire kalmasini da saglamaktadir (HUBBELL,
1998). Alifatik poliesterler grubundan biyobozunur bir polimer olan poli e-kaprolakton (PCL),
kontrolll ilag salim sistemleri ve diger biyomalzeme arastirmalarinda da siklikla kullanilan bir
malzemedir (WILLIAMS, 2005,0H, 2007,SAVARINO, 2007,1ZQUIERDO, 2008,LUCIANI,
2008,KARATAS, 2009,ERDEMLI, 2010). Ayrica, PCL ABD ila¢ ve Gida Uygulama Yénetimi
(FDA) tarafindan klinikte uygulanmasi onaylanmig bir biyomalzemedir (PITT, 1990,RAl,
2004, TADDEI, 2005,SHAO, 2006,0H, 2007).

PCL homopolimerinin yinelenebilir grubu, bes apolar metilen grubu ve bir daha polar
ester grubundan olugsmaktadir. YUksek miktarda olefinik yapi igerdigi icin mekanik 6zellikleri
poliolefinlere benzerken, hidroliktik olarak kararsiz olan alifatik-ester bagi polimerin biyobozunur
olmasini saglamaktadir. Ester baglarinin kutlesel (bulk) hidrolizi ile PCL bozunmaktadir ve
bozunma/erozyon dizeyleri ve hizlari kimyasal ve kristal yapiya, molekil agirhigina ve diger
faktorlere bagh olarak degisebilmektedir (LIN M., 2008). Olefinik yapi icermesi ve kararsiz
alifatik-ester bagi 6zelliklerinin birlesimi, PCL'na diger polimerlerle kolay karistirilabilme

(blending) 6zelligi de vermektedir (DOMB, 1997). Yari kristal bir yapiya sahip olan PCL’in camsi



gecis sicakhgr (Tg) -60 °C’dir. Tg’sinin disik olmasi nedeniyle mekanik 6zelliklerinin ¢ok
kuvvetli olmamasi mekanik dayaniklilik gerektiren biyomalzemelerde (kemik implantlari gibi)
kullanimi kisitlamaktadir. Ancak bu o6zelliklerinin gelistiriimesi icin farkli polimerlerle karisim
veya kopolimerizasyon yapildi§i gorilmektedir (PITT, 1990,MANO, 2004,SINHA, 2004).
Oldukga kristal yapili ve hidrofobik olmasindan dolayi in vivo ortamda bozunma suresi yaklasik
iki yildir (PRABHAKAR, 2005). PCL’'nun biyobozunurlugu ve biyouyumlulugu da cesitli hidrofilik
polimerlerle kopolimerizasyon veya karigim yapildiginda gelistirilebilmektedir (ROSA,
2005,PRABU, 2008,SHEIKH, 2009).

Bircok ilaca karsi ylksek gecirgenligi, Ustin biyouyumlulugu ve biyolojik olarak
emildikten sonra vicuttan tamamen atilabilmesi nedeniyle PCL kontrolli ilag tasima sistemleri
icin oldukga uygun bir malzemedir (WOODRUFF, 2010). PCL’nun diger polimerlerle kolay
karistirilabilme &zelligi de bu polimerin bozunma kinetigine etki ederek istenen salim profilinin
ayarlanabilmesini kolaylagtirmaktadir (SINHA, 2004). Tg’sinin duguk olmasi nedeniyle vucut
sicakhginda ylksek molekuler akiskanlik gésteren bir yapida olan PCL (TAY, 2007), bu 6zelligi
sayesinde duslk molekller agirliktaki ilaglara karsi ylksek gecirgenlik géstermektedir
(CIARDELLI, 2005). Polilaktikasit (PLA) ve poliglikolikasit (PLGA) gibi polimerlere oranla daha
uzun slreli bozunma 6zelligi géstermesi nedeniyle, PCL ile hazirlanan ila¢ salim sistemleri ilag
salimi sirasinda asidik bir ortam olusmasini engellemektedir (RAMESH, 2002). Bu 6zellikleri
yuzinden, son yillarda ilag yUkli PLC mikrokireler ile ilgili bircok calisma yapilmaktadir
(GIBAUD, 2004,KIM B.K., 2005,LUCIANI, 2008,ZHANG, 2009). Ayrica, PCL peptit ve proteinler
icin kontrolli salim sistemlerinin gelistiriimesinde de kullaniimaktadir (LIN, 2001,SINHA,
2004,COCCOLLI, 2008). In vivo ortamda PCL’nun bozunma siresinin uzun olmasi ¢ok yonli ilag
salim matriks malzemesi olarak kullanim alanini sinirlamaktadir. Polietilen glikol (PEG),
methoksi polietilenglikol (MPEG) veya polietilen oksit-polipropilen oksit-polietilenoksit
(PEOPPOPEO) gibi hidrofilik segmentlerin PCL zinciri ile etkilestiriimesi sonucu hidrofobik
Ozelligi degistirilerek PCL’nun biyobozunurlugu gelistirilebilmektedir (HA, 1999,DAS, 2000,KIM
M.S., 2006).

Polietilen glikol (PEG), biyomedikal alanda siklikla kullanilan FDA onayli biyouyumlu bir
polimerdir (ALEXIS, 2008). Sudaki ¢ozunlrligu ylksek olan PEG herhangi bir toksik,
immunojenik veya antijenik etkiye neden olmamaktadir (VERONESE, 2005). Ayrica, PEG
serum proteinlerin adzorpsiyonu (adsorption) engelleyerek kanla temas eden malzemelerin
biyouyumlulugunu arttirmaktadir (KIM M.S., 2006). Bununla birlikte, PEG hidrofobik yapilarin
¢6zUnUrligunu de arttinimaktadir (KONTOYIANNI, 2008). Son yillarda, bir veya daha ¢cok PEG
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zincirinin ilag veya ilag tasiyici sisteme baglanmasiyla modifikasyon (pegilasyon) ilag salimi
calismalarinda kullaniimaktadir (HOFFMAN, 2008). Literatirde yapilan bir ¢alismada, farkh
kompozisyonlarda hazirlanmis Paclitaxel yikli PLA-PEG-PLA mikropartikillerinden ilag
saliminin hidrofilik PEG bloklarininin uzunlugunun artmasi ile hizlandigi gézlemlenmistir
(RUAN, 2003). Yuksek hidrofiliklige, zincir esnekligine, elektriksel nétirligu sahip olmasi ve
fonksiyonel gruplarinin olmamasi nedeniyle, in vivo ortamda PEG biyolojik bilesenlerle
etkilesmeyi engellemekte (GREF, 1995) ve yapinin biyolojik ortamda istenmeyen immunojenik
ataklardan korunmasini ve kan dolagiminda uzun omdarli olmasini  saglanmaktadir
(KONTOYIANNI, 2008). Sistemik ila¢ uygulamalarinda, PEG-ila¢ konjugatlarin veya PEG
zincirleri ile fonksiyonize edilmis nanopartikuller olusturularak kanda uzun sureli kararliliga sahip
ilagc salim sistemleri geligtiriimektedir (GREF, 1994 MOGHIMI, 2001). PEG ile kaplanmis
nanokurelerin kanda uzun sire (long-circulating) dolasan diger ilag sistemlerine goére daha uzun
kararlihda sahip oldugu ve hapsedilen ilacin kontrolli olarak saldigi goésterilmistir (QUELLEC,
1998). Known ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, PEG polilaktit-ko-glikolik asit (PLGA)
kopolimerinde PEG bloklarinin molekiler agirhginin artiriimasiyla PEG ile kaplanmis estorojen
yukli nano-PLGA partikllatlarin  kaplanmamig partikilatlara oranla kan dolasim sureleri
arttirdmistir (KWON, 2001). Literatlire bakildiginda; PEG ile kaplanmis ylzeylere sahip
mikroparcaciklar, puskirtme kurutma (spray drying) veya emidlsiyon bazli ¢dziici ugurma
teknikleri sirasinda PEG ve PEG-tirevlerinin ortama katilmasi (LACASSE,
1998,CASTELLANOS, 2005,JIA, 2007,PIAO, 2007), PEG ve diger bir matriks olusturucu
polimerin kopolimerizasyonu (AHMAD, 2004,CHEN, 2006) ve PEG blok veya geligiglzel
(random) kopolimerlerden mikropargacik olusturulmasi (LUCK, 1998, MAKINO, 1999,ZHOU,
2003,KIM, 2004,LUO, 2006) ile hazirlanmaktadir.

PEG, hidrofobik polimerlerin hidrofilik 6zelliginin artmasi igin blok kopolimerizasyonda
sikga kullaniimaktadir (FINNE-WISTRAND, 2006). PLA (HUANG, 2001,HE, 2007,XIAO, 2010),
PLGA (JEONG, 2000,KWON, 2001,MICHLOVSKA, 2010), PCL (ZHOU, 2003,GONG,
2009,DIAO, 2011), poli(butilen terefalat) (PBT) (LIU, 1997, DESCHAMPS, 2001,WANG, 2005)
ve poli(butilen sitksinat) (PBS) (NAGATA, 1997,HUANG, 2012) gibi poliesterler blok
kopolimerizasyonda siklikla kullaniimaktadir. 1972 yilinda Perret ve Skoulios, ilk defa PEG ve
PCL iceren blok kopolimer serisini sentezledikten sonra (PERRET, 1972) literatirde PCL ve
PEG bloklari igeren blok kopolimerlerin sentezlenmesi siklikla g¢alisiimistir (BOGDANOV,
1998,RYU, 2000,ZHOU, 2003,PETROVA, 2008,GONG, 2009). PEG-PCL kopolimerler

biyobozunur ve biyouyumlu olmalarindan dolayi klonazepam, serum albumin, insan fibroblast
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blyume faktori (b-FGF) ve vitamin B12 gibi gesitli ilaglarin salim sisteminin hazirlanmasinda
kullaniimistir (ZHOU, 2003,VERONESE, 2005,KIM M.S., 2006,ALEXIS, 2008,LIN W.J., 2008).
Literatire bakildiginda, misel, mikrokire veya nanokire formundaki ila¢ salim sistemlerinin
hazirlamasi igin ¢odunlukla MPEG-PCL diblok ve triblok kopolimerleri kullaniimaktadir (KIM,
1998,KIM, 2001,LIN, 2005,SHI, 2005,GOU, 2008,LIN W.J., 2008,BAIMARK, 2009). Zhou ve
grubunun, PCL-PEG kopolimerinden hazirlamig mikrokurelere insan serum albumin yukleyerek
yaptigi ila¢ salim ¢alismasinda PEG igeren mikrokireler sadece PCL igeren mikrokirelere gore
daha yuksek ylikleme verimliligi gosterilmistir (ZHOU, 2003). Diger bir calismada ise,
biyobozunur ve enjekte edilebilir 1siya duyarli PEG-PCL hidrojel kontrolli salim sistemi
hazirlanmigtir ve dusuk sicaklikta enjekte sivi halde olan jel vicut sicakhginda akigkanhgini

yitirerek surekli (sustained) ila¢ salimi saglamigtir (GONG, 2009).

Calismanin Hipotezi

Bu caligmada 6nesdurilen hipotez, lokal eklem enflamasyonun sona erdirilmesi igin daha
uzun sureli olarak enflamsyonun bastirilmasidir. Bu nedenle, etanerseptin uzun surely salimini
saglayabilecek bir system gelistiriimesi amaclanmistir. Projede gelistirilen Etanerseptin kontrollu
salim sisteminin etkin bir tedavi saglayacagina ve klinikte uygulanabilirlik potansiyelinin ylksek

olacagi dusunulmektedir.

Projede Hedeflenen Amaglar

Yiksek hapsetme yiizdesi ve hapsedilen anti-TNF'in biyolojik aktivitesinin korundugu ve
intraartiktler enjeksiyondan sonra en az 3 ay kontrollu olarak salim saglayacak poli(kaprolakton)
ve pegile poli(kaprolakton) mikroklreler hazirlanmasi ve karakterizasyonu amaclanmaktadir.
Gelistirilecek salim sistemi ile saglanacak kontrollu salim ile intraartikiler bolgede sinoviyal
fibroblastlardan salgilanan proenflamatuar sitokinlerin ve metaloproteazlarin seviyelerin
disurilmesi ve eklemde tekrar enjeksiyona gerek olmadan belirti ve semptomlarini
iyilestiriimesi hedeflenmistir. Bu projede serbest ilacin intraartikiler enjeksiyon 6nklinik
arastirmalarinda kullanilan yiksek doz ilaca bagh sikintilarin ¢ozulebilece@i bu yeni sistem ve

yaklagim ile anti-TNF tedavisi i¢in yeni bir klinik uygulama geligtiriimesi amaglanmistir.
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Gereg ve YOntem

Asama 1: Polietilen glikol-Polikaprolakton (PEG-PCL) Kopolimeri Sentezlenmesi ve
Karakterizasyonu

Bu calismada, intraartikiler enjeksiyon ile uygulanabilecek ve en az 3 ay kontrolli
protein salimi saglayabilecek PCL ve PEG-PCL-PEG mikroklreler hazirlanmigtir. PCL
mikrokureler hazirlanmasinda ticari PCL kullaniimistir. PEG-PCL-PEG mikrokireler icin PEG-
PCL-PEG triblok kopolimeri sentezlenmistir. Sentez ¢alismalarinin ilk agsamalarinda, PEG-PCL
ve MPEG-PCL diblok kopolimeri e-kaprolakton (e-CL) monomerinin polietilen glikol (PEG) veya
polietilen glikol metil eter (MPEG) ile katalizor (dibutiltinlaurat) varlhiginda halka aciimasi
kopolimerizasyonu ile hazirlanmistir (NIKLES, 2010) (Sekil 1). Daha sonra, hazirlanan MPEG-
PCL kopolimer ile baglayici ajan (coupling reagent) olan hekzametil diisosiyanat (HMDI)
kullanilarak PEG-PCL-PEG ftriblok kopolimeri sentezlenmistir (FU, 2009,GONG, 2009) (Sekil 2).

PEG-PCL-PEG kopolimer sentez asamasinda kullanilan deney diizenegdi Sekil 3’de verilmistir.

ilk asamalarda, PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin sentezlenmesinde kullanilacak
sentez proseduirinin belirlenmesi igin monomer tirl, sure, monomer oranlari gibi cesitli
parametreler degistirilerek PEG-PCL veya MPEG-PCL diblok kopolimerler sentezlenmigtir.
Tablo 3'te PEG-PCL veya MPEG-PCL diblok kopolimerlerin sentez denemelerinde degistirilen
parametreler verilmistir. Diblok kopolimerleri ¢-CL monomerinin PEG veya MPEG ile
dibutiltinlaurat varliinda halka agilmasi kopolimerizasyonu ile sentezlenmistir. Kisaca, farkli mol
oranlarinda PEG (Sigma-Aldrich, Almanya) veya MPEG (Aldrich, Almanya) ¢ boyunlu balonda
100°C sicaklikta vakum altinda 1 saat tutulmustur. Daha sonra, farkli mol oranlarinda e-CL
monomeri (Aldrich, Almanya) reaksiyon ortamina eklenip sicaklik 140°C’ye ¢ikarilarak 30 dakika
vakum altinda kanistiriimistir. Son olarak toplam reaktif miktarinin %0.5’i kadar dibutiltinlaurat
(Aldrich, Almanya) eklenerek polimerlesme reaksiyonu azot gazi varliginda farkli surelerde

surdUrdimustar.
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Sekil 1. PEG-PCL ve MPEG-PCL kopolimer sentez semasi
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Sekil 2. PEG-PCL-PEG triblok kopolimer sentez semasi
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Sekil 3. PEG-PCL-PEG kopolimer sentez asamasinda kullanilan deney duzenegi

Sonraki asamalarda ise, PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri sentezlenen farkli oranlardaki
MPEG-PCL diblok kopolimerine baglayici ajan (coupling reagent) olan hekzametil diisosiyanat
(HMDI; Aldrich, Almanya) eklenerek hazirlanmistir. Kisaca, farkli mol oranlarinda MPEG, ¢-CL
monomerileri ve toplam reaktif miktarinin %0.5’i kadar dibutiltinlaurat tG¢ boyunlu balonda 140°C
sicaklikta azot gazi varliginda farkli sdrelerde karistirilarak MPEG-PCL diblok kopolimeri
sentezlenmigtir. Daha sonra, reaksiyon ortamina toplam reaktif mol miktarinin 1/10’u kadar
HMDI baglayici ajan eklenerek reaksiyon sicaklidi kademeli olarak 80°C’ye dusurulmustur.
Polimerlesme reaksiyonu farkli surelerde devam ettirilmigtir. Tablo 4’'te PEG-PCL-PEG triblok

kopolimeri sentez denemelerinde degistirilen parametreler verilmigtir.

PEG ve PCL homopolimerleri de sentezlenerek kontrol grubu olarak kullaniimistir. PEG
homopolimeri 1 mmol MPEG monomerinin ¢ boyunlu balonda 140°C sicaklikta azot gazi
variginda 6 saat karistirilmasiyla hazirlanmistir. PCL homopolimeri ise 1 mmol ¢-CL
monomerinin toplam reaktif miktarinin %0.5’i kadar dibutiltinlaurat eklenerek azot gazi
varliginda 6 saat karistiriimasiyla elde edilmistir.
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Tablo 3. PEG-PCL veya MPEG-PCL diblok kopolimerlerin sentez denemelerinde degistirilen

parametreler

Monomer Monomer Orani Polimerlesme

Reaksiyonu Siresi
(e-CL/PEG veya &-CL/MPEG)

1. Deneme PEG 11 4 saat
2. Deneme PEG 11 6 saat
3. Deneme MPEG 11 6 saat
4. Deneme MPEG 1:10 6 saat
5. Deneme MPEG 1:20 6 saat

Tablo 4. PEG-PCL-PEG diblok kopolimerlerin sentez denemelerinde degistirilen parametreler

Monomer Orani Diblok Kopolimer i¢gin  Triblok Kopolimer igin

(e-CL/MPEG) Polimerlegsme Siiresi Polimerlegsme Siiresi
1. Deneme 1:20 6 saat 5 saat
2. Deneme 1:100 5 saat 4 saat
3. Deneme 1:200 5 saat 4 saat
4. Deneme 1:200 9 saat 6 saat
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Hazirlanan PEG-PCL, MPEG-PCL, PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin ve
homopolimerlerin  saflastirilmasi amaciyla; polimerler aseton (Merck, Almanya) veya
diklorometan (Merck, Almanya) ile c¢o6zulup, n-hekzan (Merck, Almanya) eklenerek
coktirdlmastir. Daha sonra elde edilen ¢okelek, n-hekzan ile yikanarak 1 pmvlik filtreden

gegcirilmistir. Bu islem sonrasinda, polimerler 40°C’de 3 giin vakum altinda kurutulmustur.

Saflastirilan kopolimerin ve homopolimerlerin kimyasal o6zellikleri ODTU Merkezi
Laboratuvar'da Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi (FTIR; Bruker IFS 66/S, FRA
106/S, Almanya) ve Nikleer Manyetik Rezonans (NMR; Bruker Biospin, Almanya) ile
incelenmistir. Polimerin NMR spektrumlari doétero kloroform icinde ¢oéziindikten sonra 300
MHZz'de elde edilmistir. -65°C’den 100°C’ye 10°C/dakika 1sitma hiziyla azot ortaminda isitilan
homopolimer ve kopolimerin termal 6zellikleri ise ODTU Merkezi Laboratuvar'da diferansiyel
taramali kalorimetre (DSC; Perkin Elmer, ABD) ile incelenmistir. Ayrica, sentezlenen
homopolimer ve kopolimerlerin termal 6zellikleri ODTU Merkezi Laboratuvar'daki
Termogravimetrik Analiz Cihazi (TGA, Perkin Elmer, ABD) ile de incelenmigstir. Bu analiz igin,
sentezlenen homopolimer ve kopolimerler 25°C’den 500°C’ye 10°C/dakika i1sitma hiziyla azot
ortaminda isitiimistir. Sentezlenen kopolimer ve homopolimerlerin makromolekiler agirlik ve
agirlik dagiimlari B.U. UNAM'da Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC; Agilent 1200, ABD)
kullanilarak incelenmistir. Molekiler agirhgin tayininde dar molekal agirhgr dagihimina sahip
anyonik olarak sentezlenmis polistiren standardlar kalibrasyon egrisi olusturulmasinda

kullaniimistir.

Asama 2: Model Protein Immunoglobulin G (IlgG) Yukli Polikaprolakton (PCL) ve
Polietien glikol-Polikaprolakton-Polietilen glikol (PEG-PCL-PEG)

Mikrokiirelerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Asama 2.1. Model Protein IgG Yukli PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

2.1.1. Model Protein IgG Yukli PCL Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Immunoglobulin G (IgG) yukli PCL mikrokureler, Saez ve ark. (SAEZ, 2008) kullandigi

iki basamakli emdulsiyon- ¢oziclt ugurma (double emulsion-solvent evaporation) metodunun
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kosullari gelistirilerek hazirlanmistir. ilk asamalarda, mikrokiirelerinin hazirlanmasinda kullanilan
yontemin optimizasyonu icin, yiklenen IgG konsantrasyonu ve dis su fazi polivinil alkol (PVA)
derisimi ve dig faza tuz eklenmesi gibi cesitli parametreler degistirilerek protein yikleme
verimliligine etkileri incelenmistir. Optimizasyon ¢alismalarinda hazirlanan deney gruplari Tablo

5'te verilmistir.

Optimizasyon calismalarinda hazirlanan IgG yuklid PCL mikrokireler, iki basamakli
emiulsiyon- ¢6zlici ugurma yontemi ile hazirlanmistir. Kisaca, diklorometan (Merck, Almanya)
ile ¢dzunmus % 5’lik PCL (Sigma-Aldrich, Almanya) ¢dzeltisine farkli derisimlerde 100 pl 19G-
PBS (145 mM NacCl iceren 10 mM fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 7.2) eklenerek 60 saniye buzda
sonikasyon (RX 100, Bandelin Sonorex, Almanya) yapilmistir. Elde edilen primer emulsiyon 40
ml PVA (Aldrich, Almanya) ¢ozeltisine eklenerek 1100 rpom’de 15 dakika manyetik karistiricida
(Schott, Almanya) karistiriimistir. Bu karisim, 140 ml PVA c¢o6zeltisine eklenerek organik faz
ucana kadar karistirilmaya devam edilmistir. Elde edilen 1gG yikll polimer mikrokireler 0.45 pym
filtreden sizllerek ylkama kurutma islemlerinden gegiriimis ve daha sonra 4°C’de desikator

icerisinde saklanmistir.

Hazirlanan mikrokulrelerinin protein yukleme verimliliginin belirlenmesi igin ilk asamada
belli miktardaki IgG yikli PCL mikrokureler 6ncelikle 2 ml diklorometan ile manyetik karistiricida
30 dakika inkiibe edilmis ve daha sonra ortama 2 ml PBS eklenmistir. Bu asamada IgG PCL
iceren organik fazdan ¢ozunurligunidn yidksek oldugu tampon fazina c¢ikarilmistir (COCCOLI,
2008). PBS fazi Phenomenex Biosep SEC S3000 kolon (Phenomenex, ABD) kullanilarak 280
nm’de yuksek basingli sivi kromatografi (HPLC) sistemi (Schimadzu, Japonya) ile incelenmistir.
Bu analiz sirasinda, mobil faz olarak fosfat tampon (PBS, 0.01 M, pH 7.2) ve 1 ml/min akis hizi
kullaniimistir. PCL mikroklrelere hapsedilen 1gG protein miktarinin HPLC ydntemi ile
belirleyebilmek icin farkli konsantrasyonlarda IgG standart ¢ozeltilerinin (2,5-40 pg/ml) HPLC

kromatogramlarinin tepe alanlari hesaplanarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Ayrica, HPLC analizi IgG yukli PCL mikrokire hazirlanmasinda kullanilan metodun
proteinin kararliligina etkisinin incelemesi i¢in de kullaniimistir. Bu amagla, 10 pg/ml
konsantrasyondaki IgG co6zeltisi birgiin boyunca diklorometan ile inkiibe edildikten sonra PBS

eklenmis ve drneklere HPLC analizi yapilmigtir.
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Tablo 5. Optimizasyon igin Hazirlanan Mikrokureler

Grup Adi

Grup |

Grup Il

Grup Il

Grup IV

Grup V

Grup VI

Grup VI

2 mg/ml IgG yukli PCL mikrokdireler
(dig faz olarak NaCl eklenmemis % 1 PVA c¢dzeltisi kullanilarak

hazirlanan)

5 mg/ml IgG yukli PCL mikrokireler
(dig faz olarak NaCl eklenmemis % 1 PVA c¢odzeltisi kullanilarak

hazirlanan)

10 mg/ml IgG yukli PCL mikrokdtreler
(dis faz olarak NaCl eklenmemis % 1 PVA ¢bdzeltisi kullanilarak

hazirlanan)

10 mg/ml IgG yukla PCL mikroktreler
(dis faz olarak NaCl eklenmemis %2’lik PVA ¢odzeltisi kullanilarak

hazirlanan)

10 mg/ml 1gG yukla PCL mikroktreler
(dis faz olarak % 2 NaCl eklenmis %1’lik PVA ¢dzeltisi kullanilarak

hazirlanan)

5 mg/ml IgG yukli PCL mikrokireler
(ic faz olarak 0.5 % PVA,; dis faz olarak NaCl eklenmemis %1’lik PVA

¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan)
5 mg/ml IgG yiukli PCL mikrokireler

(ic faz olarak 0.5 % PVA; dis faz olarak % 2 NaCl eklenmis %1’lik

PVA c¢Ozeltisi kullanilarak hazirlanan)
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HPLC yontemi proteinin yapisinin korundugunu goéstermesine karsin, mikrokurelere
hapsedilen IgG miktarin tayininde basarili olamamistir. Bu nedenle, hapsedilen IgG miktarini
bulmak icin literatirde oldukgca sik kullanilan polimer matriksin bir bazla hidrolizi sonrasi
proteinin SDS ile ekstraksiyonu yontemi modifiye edilerek denenmistir (MORITA, 2000,WONG,
2001,GHASSEMI, 2009). Kisaca, yaklasik 10 mg mikrokire 1 ml DMSO (AppliChem, Almanya)
¢cOzeltisinde 1 saat boyunca 37°C’de galkalanarak inkibe edildikten sonra 2150 pl % 0.5 SDS
(Bio-Rad, ABD) iceren 0.25 N NaOH (Riedel de-Haen, Almanya) ¢ozeltisi eklenmig ve yine 4
saat boyunca 37°C’de inkube edilmistir. Daha sonra mikrokUreler 3500 devirde 5 dakika
santrifij (EBA-20, Hettich, Almanya) ile c¢Okturulerek Ust c¢ozeltiden alinan orneklerde
Bicinchoninik Asit Metodu (BCA Assay) ile hapsedilen protein miktarlari belirlenmigtir. Bu
yontemde, 500 pl ekstraksiyon 6rnegi 500 pl 50 birim bicinchoninik asit (Sigma, Almanya) ve 1
birim % 4’10k bakir sdlfat ¢dzeltisinden (CuSO, 5H,0, Sigma, ABD) olusan BCA reaktifi ile
60°C’da 15 dakika inkibe edilmistir. Daha sonra oda sicaklidina gelen 6rneklerin absorbansi
562 nm’de mikroplaka spektrofotometre (uQuant, Biotek, ABD) ile okunmustur (n=3). Ayrica,
PCL mikrokurelere hapsedilen IgG protein miktarini belirleyebilmek icin farklh derisimlerde 1gG
standart c¢ozeltileri (0-20 pg/ml) ayni sekilde DMSO ve %0.5 SDS igeren 0.25 N NaOH ile

inklbe edildikten sonra BCA metodu kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Protein yUkleme verimliligi kullanilan hazirlama kosullariyla degismektedir ve pahali
biyoaktif ajan tasiyici sistemlerin etkinliginin arttirmasi nedeniyle énemlidir (PARK, 2005). Bu
sebeple, protein yukli mikrokirelerin hazirlanmasinda kullanilacak proseduriin belirlenmesi igin
ilk énce protein yikleme verimliliginin yiksek olmasina bakilmigtir. ilk yapilan deneylerde
hazirlanan mikrokurelerin protein yukleme verimliliginin literatire gore dugsuk oldugu
gorulmusutur. Bu nedenle, daha etkin bir hapsetme verimliligine ulagabilmek icin yiksek devirde
mekanik karistirici kullanilarak ve i¢ su fazina PVA ekleyerek mikrokulreler hazirlanmistir.
Kisaca, diklorometan ile ¢éziinmus %5’lik PCL ¢ozeltisine %0.5 PVA igeren 100 ul 5 mg/ml IgG-
PBS c¢ozeltisi eklenerek 60 saniye buzda sonikasyon yapilmistir. Elde edilen primer emulsiyon
40 ml %Z21lik PVA cozeltisine eklenerek 1100 rpm’de 15 dakika manyetik karistiricida
karistinimigtir. Bu karisim 140 ml %21’lik PVA ¢ozeltisine (dis faza %2 NaCl eklenmis veya
eklenmemig) eklenerek 14 000 rpm de T-25 Ultra-Turrax mekanik karistirici (IKA, Almanya) ile 3
dakika buzda karistirimigtir. Daha sonra, 1100 rpm’de 15 dakika 3 saat manyetik karistiricida
karistinilarak organik faz ugurulmustur. Elde edilen IgG yUkli polimer mikrokureler 0.45 pm

filtreden slzilerek yikama kurutma islemlerinden sonra 4°C’de desikator icerisinde saklanmistir.
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Hapsedilen IgG miktari, daha 6nce bahsedilen polimer matriksin NaOH ile hidrolizi sonrasi

proteinin SDS ile ekstraksiyonu yontemi ile belirlenmistir.

Yapilan optimizasyon c¢alismalari sonunda, yiksek protein yikleme verimliligine sahip
mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan kosullar kullanilarak IgG yukli PCL mikrokireler
hazirlanmigtir. Kisaca, diklorometan ile ¢ézinmus % 5’lik PCL ¢ozeltisine 10 mg/ml 50 pl 19G-
PBS (145 mM NacCl iceren 10 mM fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 7.2) eklenerek 60 saniye buzda
sonikasyon yapilmistir. Elde edilen primer emulsiyon 40 ml PVA ¢dzeltisine eklenerek 1100
rom’de 15 dakika manyetik karistiricida karistirilmistir. Bu karisim, 140 ml PVA c¢o6zeltisine
eklenerek 14 000 rpm de T-25 Ultra-Turrax mekanik karistirici (IKA, Almanya) ile 3 dakika
buzda karistirimistir. Daha sonra, 1100 rpm’de 15 dakika 3 saat manyetik karistiricida
karistirilarak organik faz ucgurulmustur.Elde edilen IgG yukli polimer mikrokireler 0.45 um
filtreden suzilerek yikama kurutma iglemlerinden sonra 4°C’de desikator igerisinde saklanmistir.
Ayrica, hazirlanan mikrokurelerin bir kismi Turkiye Atom Enerjisi Kurumu’nda kobalt-60 cihazi
kullanilarak uygun kosullarda ve sabit doz hizinda (3.62 kGyh-1) 25.4 kGy gama Isimasina
maruz birakilarak sterilize edilmistir (SAYIN, 2006).

2.1.2. Model Protein IgG Yuklu PEG-PCL-PEG Mikrokdurelerin Hazirlanmasi

Protein yUkli PCL mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan iki basamakli emulsiyon-
¢6zlcl ugurma metodu kullanilarak, IgG yikli PEG-PCL-PEG triblok kopolimer mikrokireler
hazirlanmistir. ilk denemelerde, 1:100 veya 1:200 MPEG:e-CL monomer oranina sahip PEG-
PCL-PEG triblok kopolimerleri (Tablo 4’te verilen deneme 2 ve 3) mikroklire hazirlanmasinda
kullaniimistir. Kisaca, diklorometan ile ¢éziinmis %5’lik 1:100 veya 1:200 MPEG:¢e-CL monomer
oranina sahip PEG-PCL-PEG kopolimer ¢dzeltisine 10 mg/ml’lik stok ¢ozeltisinden 50 pl 1gG-
PBS eklenerek 60 saniye buzda sonikasyon yapilmistir. Elde edilen primer emulsiyon 40 ml
PVA c¢ozeltisine eklenerek 1100 rpm’de 15 dakika manyetik karistiricida karigtiriimigtir. Bu
karisim, 180 ml PVA c¢ozeltisine eklenerek organik faz ugana kadar karistirlmaya devam
edilmigtir. Elde edilen IgG yukli kopolimer mikrokureler 0.45 pm filtreden suzulerek yikama

kurutma islemlerinden sonra 4°C’de desikator icerisinde saklanmistir.

ilk denemelerde 1:100 veya 1:200 MPEG:¢-CL monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG

triblok kopolimerleri kullanilarak hazirlanan protein tasima sistemlerinde kire seklinde homojen

21



bir dagihm gézlemlenmediginden ve c¢esitli blyukliklerde aggregatlarin olugsmasi nedeniyle,
yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:e-CL monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok
kopolimeri (Tablo 4’te verilen deneme 4) kullanilarak IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokireler
yeniden hazirlanmistir. Bu mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan ¢esitli deneysel hazirlama
kosul parametreleri degistirilerek daha homojen gorinime sahip kiire formunda tagima sistemi
olusturulmustur. Deney gruplari ve parametrelerindeki degisimler Tablo 6’da verilmistir. Kisaca,
farkh organik ¢6ézicu ile ¢ézinmis farkli konsantrasyonlardaki kopolimer ¢ozeltisine 10
mg/ml‘lik stok ¢ozeltisinden 50 ul IgG-PBS eklenerek 60 saniye buzda sonikasyon yapimistir.
Elde edilen primer emulsiyon ¢dzeltisi farkli konsantrasyon ve hacimlerdeki polivinil alkol veya
Pluronik F68 (PLF 68, Sigma, Almanya) ¢dzeltisine bir veya iki basamakta eklenerek farkl hiz
ve slrelerde manyetik karistirici veya homojenizatér ya da manyetik karistirici ve homojenizer
birlikte kullanilarak karigtiriimistir. Daha sonra organik faz ugana kadar 1100 rpm’de 3 saat
karistirilmaya devam edilmistir. Elde edilen IgG yUkli kopolimer tasiyici sistemler 0.45 pm
fitreden slzllerek yikama kurutma iglemlerinden sonra 4°C"de desikatér igerisinde

saklanmistir.

Daha sonra hazirlanan IgG yukli kopolimer tasiyici sistemlerin sekil ve yuzey morfoloji
ozellikleri ODTU Metallirji ve Malzeme Mihendisligi Bélimi SEM Laboratuvari“nda taramali
elektron mikroskobu (SEM; JSM — 6400 Electrone Microscope, Japonya) ile incelenmigtir. Bu
analiz i¢in drnekler, altin kaplama makinasinda (Hummle VII Sputter Coating Device, Anatech,
ABD) 25 nm kalinhliginda altinla kaplanmistir. SEM analizi sonucunda protein yukli PEG-PCL-
PEG mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilacak deney protokoll belirlenmistir. Kisaca, 1:1
oranindaki dimetilstlfoksid (DMSO, AppliChem, Almanya) kloroform (Sigma, Almanya) karigimi
ile 60°C"de ¢6zinmuis %2.5"luk PEG-PCL-PEG c¢ozeltisine 4°C’ye getirildikten sonra 10
mg/ml‘lik stok ¢ozeltisinden 50 ul IgG-PBS c¢ozeltisi eklenerek 60 saniye buzda sonikasyon
yapiimigtir. Primer emulsiyon 40 ml %3’luk PLF-68 ¢ozeltisine eklenerek 1100 rpm’de 15 dakika
manyetik karigtiricida karistinlmigtir. Bu karisim, 168 ml PLF-68 ¢ozeltisine eklenerek 14 000
rom de T-25 Ultra-Turrax mekanik karistirici ile 3 dakika buzda karistiriimistir. Daha sonra,
1100 devirde 15 dakika 5 saat manyetik karistiricida karistirilarak organik faz ugurulmustur.
Elde edilen IgG yiUklu kopolimer mikrokireler 0.45 pm filtreden suzllerek yikama kurutma
islemlerinden sonra 4°C’de desikatér igerisinde saklanmistir. Ayrica, hazirlanan IgG yukIu
mikrokurelerin  bir kismi, PCL mikrokirelerde oldudu gibi Boélim 2.1.1.’de verilen gama

Isinlamasi ydntemi kullanilarak sterilize edilmistir.
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Tablo 6. Farkli kosullarla hazirlanmig IgG yiikli PEG-PCL-PEG mikrokiireler (A) i¢ Faz
Ozellikleri, (B) Dis Faz ézellikleri ve (C) Karigtirma hizlari

(A)
Grup No Polimer Konsantrasyonu (%) Organik Coziici Organik faz Hacmi (ml)
1 5 Etil asetat 2
2 25 Kloroform/DMSO (1:1) 4
3 5 Kloroform 2
4 25 Kloroform/DMSO (1:1) 4
5 25 Kloroform/DMSO (1:1) 4
6 2.5 Kloroform/DMSO (1:1) 4
7 5 Kloroform/DMSO (1:1) 4
8 5 Kloroform/DMSO (1:1) 2
9 2.5 Kloroform/DMSO (1:1) 4
(B)
Grup No  Surfektant Surfektant Dis Faz Hacmi Dis Faz Hacmi
Konsantarasyonu (birinci basamak) (ikinci basamak) (ml)
(%) (ml)
1 PVA 1 40 200
2 PVA 1 40 200
3 PVA 1 40 200
4 PVA 1 - 200
5 PVA 1 - 200
6 PLF-68 3 - 200
7 PLF-68 2 - 200
8 PVA 1 - 200
9 PLF-68 3 40 168
(©)
Grup No Manyetik Karistirici ile Homojenizer ile

(birinci basamak)

(ikinci balDamak)

1 11000 rpm 15 dakika 14000 rpm ile 3 dakika

11000 rpm 15 dakika 14000 rpm ile 3 dakika
3 11000 rpm 15 dakika 14000 rpm ile 3 dakika
4 - 14000 rpm ile 3 dakika
5 11000 rpm 15 dakika 14000 rpm ile 3 dakika
6 - 14000 rpm ile 3 dakika
7 - 14000 rpm ile 3 dakika
8 - 14000 rpm ile 3 dakika
9 1100 rpm 15 dakika 14000 rpm ile 3 dakika
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Asama 2.2. Model Protein IgG Yuklu PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokdirelerin
Karakterizasyonu

Gama sterilizasyonu sonrasinda, protein yukli PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokurelerin
protein ylkleme verimliligi, parcacik boyut dagihmi ve ortalama parcacik buyukligu, yizey
morfolojisi ve bozunma gibi 6zellikleri gama sterilizasyonu yapilmamis mikrokireleri 6zellikleri
ile karsilagtinlmisgtir. Ayrica, gama sterilizasyonu yapilmis mikrokurelerden ortama salinan
IgG’nin salim profili, biyoaktivitesi ve protein kararlihgi gibi 6zellikleri de gama sterilizasyonu
yapilmamis mikroklrelerden ortama salinan 1gG’nin dzellikleri ile karsilastirilmistir. Mikrokire
hazirlama asamasindan kaynaklanabilecek sitotoksik etkileri incelemek iginse hazirlanan bos
PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokireler gama sterilizasyonu sonrasinda 3T3 hicreler ile

etkilestirilmigtir.

2.2.1. Protein Yukleme Verimliligi

Taslyici sistemlerin etkinligi protein ylUkleme verimliliginin artmasi ile dedismektedir
(PARK, 2005). Bu sebeple, yiksek protein yukleme verimliligine sahip mikrokurelerin
hazirlanmasi bu projede amacglanmigtir. PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokurelere hapsedilen
model protein IgG miktarini bulmak igin ayrintisi Bolim 2.1.1.’de verilmis olan polimer matriksin
hidrolizi sonrasi proteinin SDS ile ekstraksiyonu yontemi kullanilimis ve hapsedilen protein

miktarlari Bicinchoninik Asit Metodu ile belirlenmistir.

2.2.2. Yizey Morfolojisi

Gama ile sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis I1gG yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokurelerin sekil, ylzey morfoloji 6zellikleri ile genel goérinimleri taramal elektron
mikroskobu (SEM) ile incelenmigtir. SEM fotograflari, érneklerin altin ile kaplanmasi sonrasinda
Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’'ndeki taramali elektron mikroskobu
(Quanta 200FEG, FEI, ABD) ve ODTU Metalirji ve Malzeme Mihendisligi Bolimi SEM

Laboratuvarr’ndaki taramali elektron mikroskobu (SEM; JSM — 6400 Electrone Microscope,
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Japonya) kullanilarak c¢ekilmistir. Bu analiz igin 6érnekler, altin kaplama makinasinda (Hummle

VII Sputter Coating Device, Anatech, ABD) 25 nm kalinlihginda altinla kaplanmistir.

2.2.3. Boyut Analizi

Projenin ilk asamalarinda, IgG ylklenmis mikroklrelerin gama sterilizasyonu éncesinde
ve sonrasinda ortalama parcacik biyikligi, ODTU Merkezi Laboratuvardaki Dinamik Isik
Sacgihm Spektrometresi (DLS; Malvern CGS-3, Almanya) ile olgtlmistir (n=3). Bu yéntem,
seyreltik ¢ozelti icerisindeki kig¢lk pargaciklardan sacilan isigin siddetinin ve degisiminin
Olgulmesi temeline dayanmaktadir ve hidrodinamik buyuklik ve parcacik buydklugi dagiliminin
elde ediimesinde kullanilmaktadir. Olgiim sirasinda pargaciklarin birbirine yapismasini 6nlemek
icin 1 ml sudaki mikrokire stspansiyonuna % 0.01 Tween 20 eklenmis ve analizden 6nce 1
dakika sonikasyon yapilmigtir. Ancak elde edilen DLS sonuglari ile SEM goruntilerinin gok
uyumlu olmadigi distnildigu icin, daha sonraki asamalarda IgG yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokdrelerin ortalama parcacik boyutu ve boyut dagilimini belirlemesinde literatirde de
ornekleri olan (WU, 2009,CARPENEDO, 2010,RAJAPAKSA, 2010). SEM fotograflarindan boyut
analizi yontemi kullaniimistir. Gama ile sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis 1gG yikli PCL ve
PEG-PCL-PEG mikrokurelerin ortalama pargacik boyutu ve boyut dagilimini belirlemek igin 3
ayri bélgeden SEM fotograflari ODTU Metalirji ve Malzeme Mihendisligi Bélimi SEM
Laboratuvar’ndaki taramali elektron mikroskobu (SEM; JSM — 6400 Electrone Microscope,
Japonya) kullanilarak g¢ekilmistir. Elde edilen fotograflardan 500 adet mikrokurenin gaplarini
Olgmek icin IBM uyumlu bir bilgisayarda agik kaynak kodlu Image-J (National Institutes of
Health, Amerika) programi kullaniimigtir. Ayrica, mikroklrelerin pargacik boyut dagilimini
gOsterilmesi icin esit araliklarla olusturulmus mikrokire boyutuna kargi yizde miktarlari

histogram ve kiimulatif aritmetik egrileri gizilmistir.
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2.2.4. Salim Profili

Projede, en az 3 ay kontrolli salim saglayacak bir ila¢ salim sistemi gelistiriimesi
amagclanmaktadir. Bu sebeple, gama i1simasi ile sterilizasyonu yapilmis ve yapiilmamis PCL ve
PEG-PCL-PEG mikrokurelerden 1gG salimi, yaklasik 5 mg mikrokurenin % 0.01 Tween 20
(Sigma, Almanya) ve % 0.05 sodyum azid (Sigma, Almanya) iceren fosfat tamponunda (PBS,
0.01 M, pH 7.4) (PISTEL, 2000) kapakl sistemlerde ¢alkalamali su banyosu igerisinde, 37°C’de
inkibasyonu sonucu incelenmistir. Salim ortamina Tween 20 surfektanti mikrokurelerin birbirine
yapigmasini ve salinan proteinin mikroklre yuzeyine adsorpsiyonunu engellemek amaciyla
eklenmistir (RAVI, 2008). Ayrica, salim sirasinda kontaminasyonu engellemek igin ortama
sodyum azid ilave edilmigtir. Mikrokurelerden protein ¢ikisi, salim ortaminin farkli zamanlarda
3500 devirde 5 dakikalik santriflij ile mikrokirelerin ¢okturilmesinden sonralst ¢ozeltilerinden
alinan ornekler protein miktarlari HPLC ve BCA yontemleriyle incelenmistir (n = 4). Bos PCL

mikrokUreler kontrol grubu olarak kullaniimistir.

Projenin ilk asamalarinda, mikrokurelerden ortama c¢ikan toplam protein miktarinin
tayinininde yuksek performans sivi kromatografisi de (HPLC) denenmistir. Bu ydntem, ¢dzeltide
¢d6zlnmus halde bulunan bilesenlerin sabit faz Uzerinde farkli zaman harcamasi esasina
dayanir. Farkh zamanlarda alinan salim o6rnekleri Phenomenex Biosep SEC S3000 kolon
(Phenomenex, ABD) kullanilarak 280 nm’de HPLC sistemi (Schimadzu, Japan) ile incelenmistir.
Bu analiz sirasinda mobil faz olarak fosfat tampon (PBS, 0.01 M, pH 7.2) ve 1 ml/min akis hiz
kullaniimistir. PCL mikroklrelerden ortama c¢ikan IgG protein miktarinin HPLC ydntemi ile
belirleyebilmek i¢in farkli konsantrasyonlarda salim ortami iginde hazirlanan IgG standart
cOzeltilerinin  HPLC kromatogramlarindaki tepe alanlari hesaplanarak kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Fakat, salim érneklerindeki IgG miktari HPLC ydntemi ile élgllebilen en dusuk
konsantrasyon olan 5 ug/ml IgG konsantrasyonundan disuk oldugu i¢in mikrokirelerden ortama
cikan toplam protein miktari bu yontem ile tayin edilememigtir. Bu nedenle, projenin sonraki
asamalarinda mikrokUrelerden ortama c¢ikan toplam protein miktarinin tayinininde ayrintisi
Bolim 2.1.1.’de verilmis olan BCA yontemi ile tayin edilmistir. BCA yontemi ile PCL ve PEG-
PCL-PEG mikrokirelerden ortama salinan IgG protein miktarini belirleyebilmek icin farkli
konsantrasyonlarda salim ortami iginde (%0.01 Tween 20 ve %0.05 sodyum azid iceren fosfat

tamponu) IgG standart ¢ozeltileri ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
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2.2.5. IgG Biyoaktivitesi

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokulrelerden farkli zamanlarda ortama ¢ikan IgG proteininin
biyoaktivitesinin korunup korunmadidini élgmek icin insan IgG enzime bagli immunosorban
(ELIiZA) testi (RayBiotech, ABD) kullaniimistir. Ayrica, bu test kullanilarak ortama gikan protein
miktari da belirlenmistir. Cozeltilerdeki antikor veya antijen varligini tespit etmekte kullanilan
ELIZA testi bazi basamaklardan olusmaktadir (Sekil 4). 96-kuyucuklu mikroplakalar insan IgG
proteinine 6zel antikorlarla kaplanmistir. Standart 1IgG ¢ozeltileri ve salim sonrasi 6rnekleri farkli
kuyucuklara eklenerek 2.5 saat oda sicakhiginda bekletilmistir. Boylece, c¢ozeltilerde bulunan
IgG proteinleri kuyucuklarin dibinde bulunan antikorlara baglanmigtir. Yikama iglemi sonrasinda
baglanmayan IgG’ler ortamdan uzaklastiriimistir. Daha sonra, ucunda okumanin yapilabilmesini
saglayan biyotinli anti-insan IgG antikorlari eklenerek IgG antikorlarina bagh IgG proteinine
baglanmasi saglanmigtir. Yikama iglemi yapilarak yeniden baglanmamis antikorlar
uzaklastirimistir.  Kuyucuklara HRP-konjugath streptavidin eklendikten sonra 3,3’,5,5-
tetrametilbenzidin (TMB) substrat eklenerek IgG miktarina bagh olarak renk degisimi
saglanmistir. Durdurma ¢ozeltisi ile reaksiyon durdurularak 450 nm’de mikroplaka
spektrofotometre (uQuant, Biotek, ABD) ile absorbanslar okunarak IgG miktarlari tayin

edilmigtir.

27



QAP AP AP AP Antikor kaph mikro kuyucuklar

U 0 H &

XL P NP P Standart veya 6émek IgG cozeltileri ekleniyor

N Se” Biyotinli antikor ekleniyor

<<y k<
¥ (e

HRP-konjugath streptavidin ekleniyor

)g) (é)j_"ﬁ» Renk Degisimi
Y
i

TMB substrat eklenerek IgG miktarina bagh olarak renk degisimi
\|’ \I/ \|/ saglanmyor

Sekil 4. Enzime baglh immiinosorban (ELiZA) kiti galisma basamaklari

2.2.6. Protein Kararlilhig

Proteinlerde birincil (primer), ikincil (sekonder), tersiyer ve kuarterner yapi diye dort yapi
tanimlanir. Bir proteinin denattirasyonu, molekildeki yan baglarin yikilmasi ile polipeptit zincirin
katlarinin agilmasi, gelisigiizel sarmal (random coil) yapisina dénismesi, sonra yeni bir bicimde
yeniden katlanmasi olayidir. Eger proteinin denaturasyonu, proteinin tersiyer yapisinin
bozulmasi, sekonder ve primer yapisinin korunmasi biciminde olursa geri donusumluddar.
Ancak, denatlrasyon proteinin tersiyer ve sekonder yapisinin bozulmasi, yalnizca primer
yapisinin korunmasi bigiminde olursa geri donugsimsuzdar. Bunun sonucunda protein biyolojik
aktivitesini kaybeder. Bu projede, proteinin polimer mikroklrelere hapsedilmesi sirasinda
biyolojik aktivitesini korumasini saglayan bir yikleme proseduri olusturmak hedeflenmistir. Bu
sebeple, salim sirasinda gama ile sterilize edilen veya edilmeyen mikrokurelerden ortama g¢ikan
proteinin yapisindaki degisimler ylksek performans sivi kromatografisi (HPLC), Fourier

transform infrared (FTIR) spektrometresi ve floresans spektrofotometresi ile incelenmistir.
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HPLC ydntemi, salim calismalarinda kullanilan kosullarda yapiimistir (Bélim 2.2.4).
Farkli zamanlarda alinan salim 6rneklerinin HPLC kromatogramlari standart IgG ¢o6zeltilerinin
kromatogramlari ile karsilastirilmistir (WANG, 2004). Bdylece, salim sonrasi proteinin
kararlihginda herhangi bir degisim olup olmadigi incelenmistir. Fakat, bu yéntemle sadece
proteinin birincil yapisindaki degisimler incelenebildigi icin projenin ilerleyen asamalarinda
proteinin tersiyer ve sekonder yapisindaki bozulmalarin incelenebildigi floresans ve FTIR

spektrofotometresi yontemleri kullaniimistir.

Proje planinda yer almamasina karsin, proteinin tersiyer yapisinin incelenmesinde
kullanilan floresans analizleri projeye dahil edilmistir. Projenin ilk zamanlarinda, PCL
mikrokUlrelerden ortama ¢ikan proteinlerin tersiyer yapisindaki degisimler ise ODTU Molekdler
Biyoloji, Biyoteknoloji AR-GE Laboratuvari’'ndaki floresans spektrofotometresi (TM-2/2005,
Photon Technology International, ABD) ile incelenmigstir. Triptofan rezidl iceren proteinlerin
tersiyer yapisinin  inclenmesinde floresans teknikleri kullaniimaktadir (KIM  J.H.,
2005,DETERMAN, 2006,JOVANONIC, 2008). Hidrofobik bir amino asit olan triptofan katlanmis
konformasyonda proteinin i¢ kisimlarinda yer alir; ancak katlanmalarin agilmasiyla (unfolding)
yuzeye dogru ¢ikmaktadir (KIM J.H., 2005). Bu sayede, floresans spektrumundaki degismeler
protenin tersiyer yapisinin korunup korunmadigi hakkinda bilgi vermektedir.Bu sebeple, PCL
mikrokurelerden farkli zamanlarda ortama salinan IgG proteinin kendine 6zgu triptofan floresans
emisyon spektrumu (intrinsic tryptophan fluorescence emission spectra) oda sicakliginda 295
nm eksitasyon dalgaboyu kullanilarak 300’den 450 nm’ ye kadar 5 nm’lik araliklarla alinmistir
(JOVANONIC, 2008). Tween 20 icermeyen fosfat tamponda hazirlanan IgG standard ¢ozeltileri
(50 ng/ml, 1 pg/ml ve 50 pg/ml) ve Tween 20 icermeyen fosfat tampon da kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Fakat, floresans kararlilk okumalarinda protein katlanma bdlgelerinde olan
triptofanlarin agiga ¢ikmadidi i¢in belirgin degisikler (6rnegin maksimum emisyon dalga boyu
kaymasi, floresans okuma degerleri) gézlenmedigi igin projenin ilerleyen asamalarinda bu

yontem kullanilmamigtir.

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama ¢ikan proteinlerin sekonder yapisindaki
degisimler ODTU Merkezi Laboratuvardaki FTIR spektrofotometresi (Bruker IFS 66/S, FRA
106/S, Almanya) ile incelenmistir. FTIR spektrofotometresi, molekullerdeki baglarin titresim
frekanslarindan molekdlin yapisi hakkinda bilgi edinilmesini saglar. Bu sebeple, salm
ortamindan alinan érneklerin FTIR spektrumlari ile standard IgG ¢dzeltisinin spekturumlarindaki
amid | bolgesi (1720-1600 cm™) proteinin ikincil yapisini incelemek igin kullanilmigtir

(JOVANONIC, 2008). ilk 6nce bog salim ortaminin, gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamig
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mikrokurelerin bekletildigi 6 saatlik salim ortaminin FTIR spekturumlari karsilastiriimis, fakat
ortama c¢ikan protein miktarinin disik derisimde olmasi nedeniyle bir fark gézlemlenmemistir.
Bu nedenle, protein ikincil yapilarinda degisim ortama salinan protein yerine mikrokirelere
yuklenen proteinin ekstraksiyon edilmesi ve érneklerin FTIR spektrumlarinin incelenmesi ile
degerlendirilmistir (EMAMI, 2009). Mikrokurelere yiuklenmis olan protein, Bélim 2.1.1’de verilen
ekstarksiyon yontemi ile ortama cikarilmistir. Daha sonra mikrokureler 3500 devirde 5 dakika
santrifilj ile goktirilerek Ust gozeltiden alinan érnekler Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji
Arastirma Merkezi'nde (BU-UNAM) FTIR spektrometresi (Bruker Tensor 37, Almanya) ile
incelenmistir. Ekstraksiyon ortamindan alinan orneklerin FTIR spektrumlarindaki amid |
bdlgesinin ikinci tlrevlendirmesi (second derivatization) FTIR Opus 6 programi (Bruker,
Almanya) kullanilarak yapilmis ve standard IgG c¢ozeltisinin FTIR spektrumlarindaki amid |
bdlgesinin ikinci tirevlendirmesi ile karsilastirilmisgtir. Ayrica, bos ekstraksiyon ortami da kontrol

grubu olarak kullaniimistir.

2.2.7. Protein Yuklu Mikrokdreler icin Bozunma (Degredasyon) Calismasi

Bu projede, yapisal butunligini en az 6 ay koruyan PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokUreler hazirlanmasi hedeflenmigtir. Bu sebeple, gama sterilizasyonu yapilan veya
yapilmayan IgG yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokureler %0.01 Tween 20 ve %0.05 sodyum
azid iceren fosfat tamponu (PBS, 0.01 M, pH 7.4) ile 6 ay boyunca kapakli sistemlerde
calkalamali su banyosu igerisinde 37°C’de 6 ay boyunca bekletilmistir. 6 aylik inkiibasyon
sonrasinda, IgG yukli mikrokirelerin boyut, kimyasal yapi, molekuler agirlik ve
morfolojilerindeki  degisimler PBS ortamina konmamis mikrokurelerin  dzellikleri ile

karsilastiriimistir.

Projenin ilk agsamalarinda, mikrokurelerin bozunma galigmasi 6ncesinde ve sonrasinda
ortalama pargagik blyikligi, ODTU Merkezi Laboratuvarda bulunan Dinamik Isik Sacilim
Spektrofotometresi (DLS; Malvern CGS-3, Almanya) ile dlglimistir (n=3). Olglim sirasinda
pargaciklarin birbirine yapigsmasini 6nlemek igin 1 ml sudaki mikrokire stispansiyonuna %0.01
derigim olacak sekilde Tween 20 eklenmis ve analizden 6nce 1 dakika sonikasyon yapiimistir.
Ancak elde edilen DLS sonuglari ile SEM goérintulerinin ¢ok uyumlu olmadigi digtnaldagu igin,
daha sonraki asamalarda 1gG yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin ortalama pargacik
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boyutu ve boyut dagilimini belirlemesinde Boélim 2.2.3'de detaylari verilen SEM fotograflarindan

boyut analizi yontemi kullaniimistir.

Bozunma calismasi oncesinde ve sonrasinda IgG yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokurelerin ylzey morfoloji 6zelliklerindeki degisimler ayrintisi Bolum 2.2.2’de verilen SEM
analizi ile incelenmistir. Mikrokirelerin kimyasal yapisindaki degisimler ise, ODTU Merkezi
Laboratuvardaki FTIR spektrometresi (Bruker IFS 66/S, Almanya) ile incelenmigtir.
Mikrokurelerin molekil agirhigindaki degisimler BU-UNAM’da Jel Gegirgenlik Kromatografisi
(GPC; Agilent 1200, ABD) ile incelenmistir. Molekiler agirhgin tayini icin dar molekul agirligi
dagilimina sahip anyonik olarak sentezlenmis polistiren o6rnekler kullanilarak kalibrasyon
yapilmistir. Ayrica inkiibasyon sturesince ortam pH’si pH metre (Thermo Orion 3 Star, ABD) ile

OlcUimustar.

2.2.8. Biyouyumluluk Calismasi

Mikrokurelerin hazirlanma asamasindan kaynaklanabilecek sitotoksik etkiler, 1ISO1093
Standardi izlenerek bos PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokirelerin 3T3 fibroblastik hiicre hatti ile
inkilbasyonu sonrasinda incelenmistir. Bu sebeple, sitotoksik etkilerin incelendigi ¢alismada
kullanilan 3T3 fibroblast hicreler %10 sigir serum (FBS; PAA, Avusturya) ve 100 dnite/ml
antibiyotik (PAA, Avusturya) igeren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; PAA,
Avusturya) buyume ortami ile 37°C'de % 5 CO, kosullarinda 6nceden kultive edilerek
cogaltiimistir. Blylme vasati U¢ glinde bir yenilenmis ve hicreler yeterli saylya ulastiginda
pasajlanarak bu calisma déneminde 24-kuyucuklu hiicre kiiltir plakasina 100 pl'ye 4 x 10*
hicre yogunlugu saglanacak sekilde ekilmistir. Hlicre kiltlr plakasina ekilen 3T3 hcrelerin
plaka ylzeyine yapismasi igin huicreler 24 saat boyunca 37°C ve %5 CO, kosullarinda
karbondioksit inkibatérinde (5215 Shel Lab, ABD) inkube edilmistir. Bu inkibasyon
sonrasinda, gama sterilizasyonu yapilmis bos PCL mikrokireler hlicre kultur insertleri (cell
culture insert) kullanilarak dnceden hucre kultir plakasina ekilmis 3T3 fibroblastik hucreler ile 2
guin boyunca 37°C ve %5 CO, kosullarinda inklibe edilmigtir (Sekil 5). Ayrica, kontrol grubu
olarak mikrokiire eklenmemis 3T3 hiicreler de ayni kosullarda inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonucunda, 3T3 hucrelerde olusabilecek morfolojik degisimler mikroskopik olarak incelenmistir
(Nikon Eclipse TS100, Cin).
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Sekil 5. Sitotoksite deneylerinde PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokurelerin ile 3T3 fibroblastik

hicreler ile ayni ortamda inkubasyonunda kullanilan deney dizenegi

inkiibasyon sonrasinda 3T3 hicrelerin canlihiginda olusabilecek degisimler ise
kolorimetrik bir yéntem olan 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) testi ile
deg@erlendirilmistir. Bu testte, sar1 renkte olan tetrazolium tuzu canli hicrelerdeki mitokondiriyal
stksinat dehidrojenaz aktivitesi sonucunda mor formazan reaksiyon Urtunine cevrilir. Bu
reaksiyon hicre ici drinindn dimetil silfoksit (DMSO) ile ¢dziinmesi sonucunda ortaya ¢ikan
renkli ¢ozeltinin abzorbansi dlgulerek hicre canhligi belilenmektedir. MTT testi, literattrdeki bir
calismada kullanilan MTT protokolinin degistiriimesiyle olusturulmustur (MA, 2010). Kisaca,
hicre kultdr plakalarindan blyime vasati ve bos PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokireler
konuldugu hucre kultar insertleri ile beraber uzaklastiriimistir. Daha sonra, kuyucuklarda ekili
olan 3T3 hdcreleri, fosfat tampon kullanilarak hazirlanan 5 mg/ml MTT (Sigma, ABD)
cOzeltisinin serum icermeyen DMEM hucre kultir vasatinda 1:10 oraninda seyreltimesiyle
hazirlanan 500 ul MTT calisma ¢o6zeltisi ile 4 saat boyunca 37°C'de ve % 5 CO, kosullarinda
inkdibe edilmistir. 4 saat sonunda, MTT calisma ¢o6zeltisi kuyucuklardan uzaklastirilarak her
kuyucuga 500 ul dimetil sulfoksit (DMSO; AppliChem, Almanya) ¢dzeltisi eklendikten sonra
hicre kiltar plakasi oda sicakliginda 15 dakika orbital galkalayicida (OS-10 Biosan, Litvanya)
konularak hicre icinde olusan formazan kristalleri ¢ézdurilmustir. Olusan renkli ¢dzeltinin
abzorbansi 570 nm ‘de mikroplaka spektrofotometre (pQuant, Biotek, ABD) ile okunmustur
(n=5).

Bos PCL veya PEG-PCL-PEG mikroklrelerle inkibasyon sonucunda, hicre sayisi
degisimi fluorimetrik olarak tayin edilen DNA miktarindan hesaplanmistir. Bu analiz igin, 3T3
hiicreleri bos mikrokiirelerle iki giin siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler
distile su ile patlatiimis ve ortama ¢ikan DNA Hoechst boya ile karigtirilarak floresans degerleri

okunmustur. Kisaca, hicre kultir plakalarindaki bos mikroktrelerin konuldugu htcre kalttr
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insertleri ve blyime vasati uzaklastirildiktan sonra, 500 pl distile su eklenerek 2 saat boyunca
37°C’de ve %5’lik CO; kosullarinda inkiibe edilmistir. Daha sonra, hiicre kiltir plakasi -80°C’de
dondurularak tekrar oda sicakligina getirilmistir. Her kuyucuga 1 ml trihidroksimetilaminometan
(Sigma, ABD), sodyum klorir (Riedel-de Haen, Almanya) ve etilendiamintetraasetik asit (EDTA,
Sigma, USA) iceren TNE tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) eklenmistir. Bu 6rnek c¢ozeltileri 1 ml DNA
Hoechst boya (Invitrogen, ABD) iceren TNE tampon ¢ozeltisiyle karistirimig ve floresans
degerleri florimetre cihazi (Modulus 9200, Turner Biosystems, ABD) ile okunmustur. Ayrica,
DNA miktarlarini belirleyebilmek icin belli derisimlerde sigir DNA’s1 (Sigma, ABD) iceren
standart ¢dzeltileri Hoechst boyasi ile karistiriimis ve okunan floresans dederleri ile kalibrasyon
egrisi olusturulmustur. Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak érneklerdeki DNA miktari élcUimustar.

Olguilen DNA miktarlari hiicre basina 7.2 pg DNA orani kullanilarak hiicre sayisina gevrilmistir.

Asama 3: Anti-TNFa Yukli Polikaprolakton (PCL) ve Polietien glikol-Polikaprolakton-
Polietilen glikol (PEG-PCL-PEG) Mikrokiirelerin Hazirlanmasi ve

Karakterizasyonu

Asama 3.1. Anti-TNFa Yikli PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

3.1.1. Anti-TNFa Yukli PCL Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Anti-TNFa  (Enbrel; Wyeth, ingiltere) yikli PCL mikrokireler, IgG vyikli PCL
mikrokdrelerin hazirlanmasinda kullanilan iki basamakli emilsiyon-¢6ziici ucurma (double
emulsion-solvent evaporation) metoduyla hazirlanmigtir. Bu hazirlama yénteminin ayrintisi
Bolum 2.1.1’de verilmigtir. Sadece, iki basamakli emulsiyonun ilk basamaginda IgG ¢ozeltisi
yerine 10 mg/ml anti-TNFa ¢ozeltisinden 50 yl % 5’lik PCL diklorometan ¢ozeltisine eklenerek
primer emulsiyon elde edilmistir. Ayrica, son basamakta karisim 140 ml yerine 180 ml PVA
¢cOzeltisine eklenerek 14 000 devirde mekanik karistiricl) ile 3 dakika buzda karistiriimistir.
Hazirlanan anti-TNFa yukli PCL mikrokureler 0.45 pym filtreden suzulerek yikama kurutma
islemlerinden sonra 4°C’de desikator igerisinde saklanmistir. Projenin ilerleyen basamaklarinda,
10 mg/ml anti-TNF yukli PCL mikroklire grubunun yaninda i¢ faz protein konsantrasyonu

arttiriimig iki PCL mikrokure grubu (25 ve 50 mg/ml) da bu ¢aligsmaya dahil edilmistir. Hazirlanan
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anti-TNFa yukli mikrokurelerin bir kismi, ayrintisi Bélim 2.1.1.'de verilen gama isimasi yontemi

ile sterilize edilmigtir.

3.1.2. Anti-TNFa YUukli PEG-PCL-PEG Mikroktrelerin Hazirlanmasi

Farkl i¢ faz anti-TNFa konsantrasyonu (10, 25 ve 50 mg/ml) ile hazirlanan PCL
mikrokurelerin karakterizasyonu sonucunda projenin son asamasinda kullanilacak anti TNFa
yUkli mikrokirelerin i¢ faz anti-TNFa konsantrasyonu 25 mg/ml olarak belirlenmistir. Bu
nedenle, bu i¢ faz protein konsantrasyonuna sahip anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikrokireler
hazirlanmigtir. Anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokureler, ayrintisi Bolim 2.1.2’de verilen
IgG yiukli PEG-PCL-PEG mikroklrelerin hazirlanmasinda kullanilan iki basamakli emilsiyon-
¢Ozict ucurma (double emulsion-solvent evaporation) metoduyla hazirlanmigtir. Hazirlanan
anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokireler Bolim 2.1.1.’de verilen gama isinlamasi yéntemi

kullanilarak sterilize edilmigtir.

Asama 3.2. Anti-TNFa Yuklii PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokdurelerin Karakterizasyonu

Hazirlanan anti-TNFa yukli PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokirelerin protein yukleme
verimliligi, parcacik boyut dagilimi ve ortalama pargacik buyukligu, ylizey morfolojisi ve ortama
salinan anti-TNFo’'nin  salim profili ve biyoaktivitesi gibi karakterizasyon parametreleri

incelenmistir.

3.2.1. Protein Yiikleme Verimliligi

PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokirelere hapsedilen anti-TNFa miktarini bulmak igin
ayrintisi Bélim 2.1.1.’de verilmis olan polimer matriksin hidrolizi sonrasi proteinin SDS ile
ekstraksiyonu yontemi kullaniimis ve hapsedilen protein miktarlari Bicinchoninik Asit Metodu ile

belirlenmigtir.
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3.2.2. Yuzey Morfolojisi

Gama ile sterilizasyonu yapilmis anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin
sekil ve ylizey morfoloji dzellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmigtir. SEM

analizinde kullanilan ¢alisma proseduri Bolim 2.2.2’de verilmigtir.

3.2.3. Boyut Analizi

Gama ile sterilizasyonu yapilmis anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin
ortalama parcacik boyutu ve boyut dagilimini belirlemek igin ayrintisi Bolim 2.2.3’de verilen

SEM fotograflarindan boyut analizi yontemi kullaniimisgtir.

3.2.4. Salim Profili

3.2.4.1. Fosfat Tampon Ortaminda Salim Profili

Projede, en az 3 ay kontrolli salim saglayacak bir ilag salim sistemi gelistiriimesi
amaglanmaktadir. Bu nedenle, gama sterilizasyonu yapilmis anti-TNFa yukli PCL ve PEG-
PCL-PEG mikrokureden anti-TNF salimi 3 ay boyunca fosfat tampon ortaminda (PBS, 0.01 M,
pH 7.4) incelenmistir. Fosfat tampon ortaminda yapilan salim g¢alismasinin prosediri Bolim
2.2.4’de verilmistir. Mikroklrelerden ortama ¢ikan toplam protein miktari, salim ortaminin farkh
zamanlarda alinan 6rneklerden ayrintisi Bolum 2.2.4’de verilen BCA yontemi ile dlgulmastar.
Bos PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokureler kontrol grubu olarak kullaniimigtir. Mikrokurelerden
ortama salinan anti-TNFa protein miktarini belirleyebilmek icin farkli konsantrasyonlarda salim
ortami iginde (%0.01 Tween 20 ve %0.05 sodyum azid iceren fosfat tamponu) anti-TNFa
standart c¢ozeltileri ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur. BCA yOntemiyle belirlenen
mikrokurelerden ortama salinan toplam protein miktarlari mikrokirelerin BCA yontemiyle
belirlenen protein ylikleme miktarina bélinerek salim sirasinda ortama gikan %protein miktarlar

belirlenmis ve %kumdilatif salim egrileri c¢izilmistir. Ayrica, salim sirasinda 1 miligram
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mikrokidreden zamanla ortama c¢ikan proteinin mikrogram cinsinden miktarlari belirlenmis ve

zamana kars! kimulatif mikrogram anti-TNFa/mg mikroklre salim profilleri olusturulmustur.

Anti-TNF yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokuirelerden farkli zamanlarda ortama cikan
biyolojik olarak aktif anti-TNFa proteinin miktarini élgmek igin 3 ay boyunca farklh zamanlarda
elde edilen salim érnekleri anti-TNFa ilaca 6zel enzime bagl immunosorban (ELIZA) testi (Q-
ETA, Matriks Biotek, Turkiye) ile incelenmistir. Mikrokurelerden ortama salinan biyolojik olarak
aktif anti-TNFa protein miktarini belirleyebilmek icin farkli konsantrasyonlarda anti-TNFa
standart ¢ozeltileri ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur. ELiZA ydntemiyle belirlenen
mikrokurelerden ortama salinan protein miktarlari mikrokirelerin BCA yontemiyle belirlenen
protein ylikleme miktarina bolliinerek salim sirasinda ortama ¢ikan %biyoaktif kiimulatif protein
miktarlari belirlenmistir. Ayrica, salim sirasinda 1 miligram mikrokireden zamanla ortama ¢ikan
biyolojik olarak aktif proteinin mikrogram cinsinden miktarlari da belirlenmis ve zamana karsi
kimulatif biyoaktif mikrogram anti-TNFa/mg mikrokire salim profilleri incelenmistir. Salim
suresinde biyoaktivite kaybinin incelenmesi igin mikroklrelerden ortama c¢ikan biyoaktif anti-
TNFa miktarinin  (ELIZA ydntemiyle belirlenen) toplam salinan protein miktarina (BCA

yontemiyle belirlenen) oranlari hesaplanmistir.

Projenin ilk asamalarinda, 10 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikroklreler hazirlanmis,
daha sonra bu mikroklre grubunun yaninda i¢ faz protein konsantrasyonu arttiriimis iki PCL
mikrokire grubu (25 ve 50 mg/ml) da bu ¢alismaya dahil edilmistir. Bu yeni iki grup ¢alismaya
dahil edilmeden 6nce bu calismanin 6n denemesi olarak gama sterilizasyonu yapilmamis
mikrokurelerin protein yukleme verimliligi ve fosfat tampon c¢oézeltisindeki bir haftalik salim
profilleri incelenmigtir. 10, 25 veya 50 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerin bir haftalik
salim profilleri incelenerek farkli zamanlarda ortama ¢ikan protein miktarlari ile ortama ¢ikan
proteinin biyoaktivitesinin korunup korunmadi§i ayrintisi verilen BCA ve ELIZA yéntemleri ile

incelenmistir.
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3.2.4.2. Hiicre Kiiltiir Vasati Ortaminda Salim Profili

Projenin son agsamasinda PCL veya PEG-PCL-PEG kopolimer mikrokirelerden 1 ay
sureyle salinan anti-TNFa yukli RA’li hasta kaynakli sinoviyal fibroblast hlcreler Gzerindeki
etkisi ve mikrokurelerden in vitro salim profilleri incelenecektir. Bu nedenle hazirlanan 10, 25
veya 50 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerin serum igceren hiicre kultir vasati icerisinde
37°C’de ve %5 CO, ortaminda salim kinetigi analizleri 2 ay boyunca incelenmigtir. Anti-TNFa
yuklu PCL mikrokurelerden farkli zamanlarda ortama c¢ikan biyolojik olarak biyoaktif anti-TNFa
proteinin miktarini dlgmek icin farkli zamanlarda elde edilen salim érnekleri anti-TNFa ilaca 6zel
ELIZA testi ile incelenmistir (n=3). Anti-TNFa yUkli PCL mikrokirelerle yapilan hiicre kiltir
vasatl icerisindeki salim kinetigi analizleri sonucunda 25 mg/ml anti-TNFa yuklu PCL
mikrokUrelerlerin projenin son basamagindaki c¢alismalarda kullaniimasina karar verildigi icin
anti-TNFa yUkli PEG-PCL-PEG mikrokurelerlerin i¢ faz protein konsantrasyonu da 25 mg/ml
olarak secilmistir. Bu sebeple, 25 mg/ml anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikrokirelerlerin de
serum iceren hicre kultir vasati icerisinde 37°C’de ve %5 CO, ortaminda salim kinetigi
analizleri 2 ay boyunca incelenmistir. PEG-PCL-PEG mikrokurelerden farkli zamanlarda ortama
cikan biyolojik olarak biyoaktif anti-TNF proteinin miktarini digmek icin de anti-TNFa ilaca 6zel
ELIZA testi kullaniimistir.

3.2.4.3. Sinoviyal Sivi Ortaminda Salim Profili

Anti-TNF yUkli mikrokdrelerin in vivo stabilitesinin 6n goérasi igin, anti-TNFa yUkla
mikrokureler ve ilacin kendisi saglkli veya RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ile 2 hafta
boyunca inkube edilmistir. Kisaca, 5 pyg/ml anti-TNFa ila¢ veya anti-TNFa yikli PCL veya PEG-
PCL-PEG mikrokireler (5 mg) saglikli veya RA’li hastalardan alinan yaklasik 200 pl sinoviyal
sivi ile 37°C’de ve %5 CO, ortaminda iki hafta boyunca bekletilmistir. Sinoviyal sivi ortamindaki
anti-TNFa miktarlari farkli zamanlarda ortamdan alinan érneklerin anti-TNFa ilacina 6zel ELIZA
testi ile belirlenmigtir. Calismanin ilk asamalarinda 10 mg/ml anti-TNF yukli PCL mikrokurelerin
sinoviyal sivi ortamindaki salim kinetikleri incelenmistir. Daha sonra, projenin son asamasinda

25 mg/ml anti-TNFa yUklu mikrokurelerin kullaniimasina karar verildigi icin 25 mg/ml anti-TNFa
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yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin salim profilleri de sinoviyal sivi ortaminda 2 hafta

boyunca incelenmisgtir.

Asama 4: Anti-TNFa Yiiklii PCL veya PEG-PCL-PEG MikrokUrelerin Romatoid Artiritli
(RA) Hastalardan Alinmis Sinovisit Hiicreleri Uzerindeki Etkilerinin

incelenmesi

Projenin son asamasinda PCL veya PEG-PCL kopolimer mikrokirelerden 1 ay sireyle
salinan anti-TNFa’nin RA’li hasta kaynakl sinoviyal fibroblast hicreler Uzerindeki etkisi ve
mikrokdrelerden in vitro salim profilleri incelenmistir. Bu nedenle, sinoviyal fibroblast hiicreler
RA’e bagli total eklem protez ameliyati gegiren hastalardan alinan sinoviyal membranlardan
izole edilmis ve cogaltilmistir. Romatoid artrite bagh total eklem protez ameliyati geciren
hastalardan alinacak sinoviyal membranlar igin Hacettepe Universitesi Etik Kurulu'dan onay
alinmistir (TBK06/20-41 No’lu karar). Hasta secimi Ortopedi Uzmani Prof. Dr. Bulent Atilla ve
Pediatri Nefroloji ve Romatoloji Uzmani Prof. Dr. Seza Sézen tarafindan klinik bulgular ve
hastalar tarafindan doldurulacak RADAI anketi (Ek 1) degerlendirilerek yapilacaktir. Hasta
secim kriterleri olarak Ek 2’de verilmistir. Bu ¢alismada, 5 kadin romatoid artrit hastasindan

alinan sinoviyal membranlar sinoviyal fibroblast hiicrelerin izolasyonu icin kullaniimistir.
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Asama 4.1. Romatoid Artiritli (RA) Hastalarin Total Eklem Replasmani Operasyonu
Sirasinda Cikarilan Sinoviyal Membranlardan Sinovisit Hiicrelerinin

izolasyonu

Sinoviyal fibroblast hicreler, RA’'li hastalardan eklem replasmani sirasinda alinan
sinoviyal membranlardan enzimatik yontemle izole edilmistir. Kisaca, sinoviyal membran
makasla kuguk pargalara ayrildiktan sonra fosfat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan %0.4’1uk (g/ml)
kollejanaz tip IA (Sigma, ABD) ile 1 saat 37°C’de inkube edilerek sinoviyal fibroblastlar elde
edilmistir (FICKERT, 2003). Elde edilen sinoviyal fibroblastlar %10 sigir serum ve 100 tnite /ml
antibiyotik iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) blylime vasati ile 37°C’de ve %5
CO, ortaminda kultive edilmigtir (FICKERT, 2003). Buyume vasati U¢ gunde bir yenilenmis ve
hicreler yeterli sayiya ulastiginda %0.1’lik Tripsin-EDTA (Biochrom, Almanya) ile 1:3 oraninda
pasajlanmigtir. Pasajlanan htcrelerden bir kismi %10 dimetil sulfoksit (DMSO, AppliChem,
Almanya) iceren sigir serum cozeltisinde dondurularak sivi azot tankinda (Taylor-Wharton
XT34, ABD) saklanmistir.

Asama 4.2. Anti-TNFa Yiikli PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokurelerin Romatoid Artiritli

(RA) Hastalardan Alinmig Sinovisit Hucreler ile Etkilestiriimesi

RA’li hastalardan izole edilen sinoviyal fibroblast hicreler, tedavi amagli olarak
hazirlanan anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerle 1 ay boyunca Kkiltive
edilmistir. Bu deneyde kullanilacak parametrelerin belirlenmesi icin projede belirtimemesine

karsin bazi 6n denemeler yapiimistir.

ilk 6n denemede, izole edilen sinoviyal fibroblast hiicrelerin pasaj sayisi arttikga bu
hucreler tarafindan ortama salgilanan TNF-a miktarlarinda bir degisim olup olmadigi
incelenmistir. Bu on deneme igin, RA’li hastalarin sinoviyal sivisindaki ve sinoviyal
membranlarindan izole edilmis ve kiltir ortaminda c¢ogaltiimis fibroblast hucrelerin farkli
pasajlarindaki TNF-a miktarlari insan TNF-a enzime bagli imminosorban (ELIZA) testi

(RayBiotech, ABD) kullanilarak incelenmistir.
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ikinci 6n denemede ise, yilksek pasajlardaki sinoviyal hiicre kiltir ortamina farkli
konsantrasyonlarda sadece interlekiin-13 (IL-1B) ve IL-1B ve TNF-a birlikte eklenerek ekleme
Ooncesi ve sonrasindaki TNF-a degerlerindeki degisimler incelenmistir. Bu nedenle, RA’li
hastalarin sinoviyal membranlarindan izole edilmis ve 6. pasaja getirilmis sinoviyal fibroblast
hiicreler 6-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasina 7.34 x 10* hiicre yogunlugu saglanacak sekilde
ekilmistir. Ekilen hlcrelerin ylzeye yapismasi i¢in hlcreler 24 saat boyunca %5 sigir serum
(FBS; Biochrom, Almanya) ve 100 dnite/ml antibiyotik (PAA, Avusturya) iceren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM; Biochrom, Almanya) buyime ortami ile 37°C’de ve %5 CO,
kosullarinda karbondioksit inkibatériinde kiiltive edilmistir. inkiibasyon sonrasinda, FBS
konsantrasyonu %5’ten %0.5’e ¢ekilerek hicreler 24 saat boyunca tekrar kultive edilmigtir. 24
saatin sonunda, hiicreler fosfat tampon ile yikanip farkli konsantrasyonlarda IL-1B (0.1, 1 ve 10
ng/ml) veya IL-1B ve TNF-a (1 ng/ml IL-13 ve 10 ng/ml TNF-a) ve % 0.5 FBS iceren buyume
ortaminda 24 saat inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonunda, vasat ortamdan uzaklastirilarak
hicreler fosfat tampon ile yikanmistir. Daha sonra, hiicreler %5 FBS ve 100 Unite/ml antibiyotik
iceren buyume ortami ile 37°C'de %5 CO, kosullarinda karbondioksit inkibatérinde 15 gln
boyunca kiltive edilmigtir. Ayrica, IL-1B ve TNF-a ile etkilestiriimemis sinoviyal fibroblast
hicreler kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Belirli araliklarla, hiicre kiltir vasati ortamdan

alinarak ortama salinan TNF-a miktarlarindaki degisimler ELIZA testi ile incelenmistir.

Yapilan Gglncid 6n denemede, RA’li hastalarin sinoviyal membranlarindan izole edilmis
ve 4. Pasaja getirilmis sinoviyal fibroblast hicrelerin iki farkli konsantrasyondaki IL-1B (0.1 ve 1
ng/ml) ile surekli etkilestiriimesi sonucu olusabilecek TNF-a degerlerindeki degisimler 12 gln
boyunca incelenmistir. Kisaca, sinoviyal fibroblast hiuicreler 12-kuyucuklu hicre kultir plakasina
3 x 10* hiicre yogunlugu saglanacak sekilde ekilmistir. Ekilen hiicrelerin yiizeye yapismasi igin
hicreler 24 saat boyunca %5 sigir serum igeren buyuime ortami ile 37°C’de ve %5 CO,
kosullarinda karbondioksit inkuibatériinde kiltive edilmistir. 24 saatin sonunda, hiicreler fosfat
tampon ile yikanmis ve 0.1 veya 1 ng/ml IL-1 i¢ceren hucre kultir ortami hlcrelere eklenmistir.
Her ¢ glnde bir hiicre kiltir ortami yeni hazirlanmis 0.1 veya 1 ng/ml IL-1 igeren hicre kultir
vasati ile degistiriimistir. Ayrica, IL-1B ile etkilestirimemis sinoviyal fibroblast hicreler kontrol
grubu olarak kullanilmigtir. Belirli araliklarla, hicre kultir vasati ortamdan alinarak ortama

salinan TNF-a miktarlarindaki degisimler ELIZA testi ile incelenmistir.

Yapilan dérdinct 6n denemede, anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler
ile etkilestirilen sinoviyal fibroblast hucrelerden ortama salinan TNF-a miktarlarindaki degisimler

10 guin boyunca incelenmistir. Kisaca, RA’li hastalarin sinoviyal membranlarindan izole edilmis
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ve 4. pasaja getirilmis sinoviyal fibroblast hiicreler 6-kuyucuklu hiicre kiiltir plakasina 7.3 x 10*
hicre yogunlugu saglanacak sekilde ekilmistir. Ekilen hiicrelerin ylizeye yapismasi igin hiicreler
24 saat boyunca %5 sigir serum igeren buyime ortami ile 37°C’de ve%5 CO, kosullarinda
inkidbe edilmistir. 24 saatlik inklibasyon sonunda, gama sterilizasyonu yapilmis anti-TNFa yUklG
PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler Bolim 2.2.8'de verilen Sekil 5’teki gibi hicre kultir
insertleri (cell culture insert) kullanilarak dnceden hucre kultur plakasina ekilmis ve sinoviyal
fibroblast hiicreler ile 10 giin boyunca 37°C’de %5 CO; kosullarinda inkibe edilmistir. Her G¢
glnde bir hucre kiltir ortami yeni hazirlanmig hicre kultar vasati ile degistirilmistir. Ayrica, PCL
ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ile etkilestiriimemis sinoviyal fibroblast hicreler kontrol grubu
olarak kullaniimigtir. Belirli araliklarla, hicre kultir medyumu ortamdan alinarak ortama salinan

TNF-a miktarlarindaki degisimler ELIZA testi ile incelenmistir.

Son olarak, ilk RA’'li hastadan eklem replasmani sirasinda alinan sinoviyal
membranlardan enzimatik yontemle izole edilen sinoviyal fibroblast hucrelerin 4. pasajindaki
TNF-a gen ifadesi ayrintisi Boélum 4.2.1.3.’te verilecek olan PCR ydntemi ile incelenmistir.
Fakat, bu hastanin incelenen 6rneklerinde TNF-a ifadesi saptanamamistir. Bu hastanin, klinik
bulgulari incelendiginde klinik olarak aktif RA’'ll hastalarda ylksek olarak gdzlenen C-reaktif
protein (CRP) degerinin dusik oldugu goézlemlenmistir. Bu nedenle, bu projenin ilerleyen
basamaklarinda hucre izolasyonu ve c¢ogdaltilabilmesi igin yuksek CRP degerine sahip

hastalardan alinan sinoviyal membran érnekleri kullaniimistir.

Yapilan 6n denemeler sonunda, RA’'li hastalardan izole edilen sinoviyal fibroblast
hicreler ile hazirlanan anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin 1 ay boyunca

kultive edilecegi deney kosullari belirlenmistir. Bu ¢alisma igin olusturulan deney gruplari su

sekildedir:
1. Sinovisit hiicreler (kontrol)
2. Sinovisit hiicreler + anti-TNFa ¢ozeltisi (tek seferlik uygulama)
3. Sinovisit hiicreler + anti-TNFayGkli PCL mikrokureler (tek seferlik uygulama)
4. Sinovisit hucreler + anti-TNFa yUklia PEG-PCL kopolimer mikrokureler (tek seferlik

uygulama)
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Proje basvurusunda mikrokirelerin Bélum 2.2.8 Sekil 5’te gosterildigi gibi hiicre kultir
insertlerine eklenerek sinovisit hicreler ile ayni kuyucukta 1 ay boyunca inkibe edilmesi
planlanmistir. Fakat, anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ile etkilestirilen
sinoviyal fibroblast hicrelerden ortama salinan TNF-a miktarlarindaki degisimlerin 10 gln
boyunca incelendigi 6n c¢alismada gorildigi UGzere hicre kultir insertinin Gstine konan
mikrokureler insertiin asagi tarafindaki hicrelerin yeterince beslenememesine ve ylzeyden
ayrilmalarina neden olmustur. Bu nedenle, sinoviyal fibroblast hucreler ile hazirlanan anti-TNFa
yuklih PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin etkilestirildigi ¢alismada sinoviyal fibroblast
hicreler mikrokirelerden ayri bir ortamda kiltive edilmis ve belli zaman araliklarinda
mikrokdrelerden ortama salinan anti-TNFa’yi iceren hicre kuiltir vasati hlcrelerin Uzerine
eklenmistir. Kisaca, sinoviyal fibroblast hiicreler 25 cm?lik hiicre kiiltiir flaskina 2.5 x 10° hiicre
yogunlugu saglanacak sekilde ekilmistir. Hazirlanan anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokdireler ise farkli bir kiiltiir kabinda her bir 25 cm?lik hiicre kiiltir flaskina 10 mg mikrokiire
disecek sekilde %5 FBS iceren hucre kultir ortaminda bekletilmistir. Hlcre kiltir ortaminda
bekletilen mikrokulrelerin 3. salim gunidnde, mikrokire gruplari igin kullanilacak olan sinoviyal
fibroblast hiicrelerin Gzerindeki hiicre kiltir ortami alinarak yerine 2.5 ml salim ortami eklenerek
4 gun boyunca hucreler kiltive edilmigtir. 4. gunun sonunda, 7 gunlik salim ortamindan alinan
2.5 ml'lik érnekler de sinovisit hlicrelerin lzerine eklenmigtir. 3 glnlik bir inkiibasyon sonunda
hicre kultir ortaminin yarisi alinarak yerine yeni salim ortamindan eklenmistir. Deneyin sonraki
asamalarinda da belirli zaman araliklarinda hicre kaltur ortaminin yarisi alinarak yerine yeni

salim ortami eklenmistir.

Sinovisit hicreler ve anti-TNFa ¢0Ozeltisinin etkilestirildigi gruplar da ise 5 mg
mikroklUrede bulunan yaklasik anti-TNFa miktarini (10 pg/ml) igeren hicre kultir ortami tek
seferde sinoviyal fibroblast hiicreler ile 4 giin boyunca etkilestirilmistir. 4. gliniin sonunda, yeni
hazirlanan 2.5 ml hicre kultar vasati hicreler Gzerine eklenmis ve 3 gun daha hucreler kultive
edilmigtir. 3 gunlik bir inkibasyon sonunda hicre kualtir ortaminin yarisi alinarak yerine yeni
hicre kultir vasati eklenmigtir. Deneyin sonraki asamalarinda da belirli zaman araliklarinda

hicre kultdr ortaminin yarisi alinarak yerine yeni hucre kultur vasati eklenmistir.

Kontrol grubunda ise, hlcreler %5 FBS igeren hiicre kultir ortaminda inktbe edilmis ve
belirli zaman araliklarinda hicre kultur ortaminin yarisi alinarak yerine yeni hicre kultir vasati

eklenmisgtir.
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Bu projenin amaci, gelistirilen anti-TNFa salim sistemlerinin RA tedavi potansiyelinin
incelenmesidir. Bu amagla olusturulan deney gruplarinda, 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar
sonunda RA'li sinovisit hucreleri tarafindan enflamasyon sirasinda ortama salgilanan
proinflamatuar sitokin ve matriks metalloproteinaz dizeyleri ve gen ifadeleri, sinovisit hiicre
canhhgr ve sayisindaki degisimler incelenmis ve negatif kontrol (tedavi gérmemis sinovisit

hdcreler) ile karsilastiriimistir.

4.2.1. Anti-TNFa Yiiklii PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokirelerin Romatoid Artiritli
(RA) Hastalardan Alinmis Sinovisit Hiicreler Uzerindeki Etkilerinin

incelenmesi

4.2.1.1. Anti-TNFa Yiklii PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokiireler ile Etkilestirilen
Sinovisit Hiicrelerin Hiicre Sayisi ve Canliligi Ozelliklerindeki Degisimlerin

incelenmesi

RA’li hastalardan izole edilen sinoviyal fibroblast hicreler, tedavi amacli olarak
hazirlanan anti-TNFa yUkli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerle ve de anti-TNFa ¢ozeltisi ile
kultive edilmistir. Ayrica, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokureler ile etkilestirimemis sinoviyal
fibroblast hlcreler kontrol grubu olarak kullaniimistir. 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar

sonunda, sinovisit hlicrelerin sayisi ve hiucre canhhgi incelenmistir.

Proje basvurusunda, hicre sayisinin fluorimetrik yontem ile sinovisit hicrelerinin
canliiginin ise 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyitetrazolium bromide (MTT) testi ile
belirlenecedi sdylenmigtir. Fakat, projenin ilerleyen asamalarinda hicre sayisinin dlgiminde
laboratuvarimiza alinan NucleoCounter (Chemometec, Danimarka) cihazinin kullaniimasina
karar verilmigtir. Bu cihaz, hucrelerin patlatilarak c¢ekirdegin floresans boya ile boyanmasi
sonucu hucre sayisini otomatik bir sekilde 6lgebilmektedir. Boylece, fluorimetrik yonteme oranla
daha hizli ve daha guvenilir sonuglar elde edilebilmektedir. 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar
sonunda, her dort gruptaki hicreler %0.1’lik Tripsin-EDTA (Biochrom, Almanya) ile kaldiriimigtir.
Daha sonra 200 pl hicre suspansiyonuna 200 pl patlatma tampon c¢oOzeltisi (lysis buffer)

eklenerek karigtirildiktan sonra 200 pl dengeleyici tampon ¢ozeltisi (stabilizing buffer) eklenip
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karistirilmistir. Daha sonra, hicre lizatlari NucleoCounter cihazina ait kasetlere yuklenerek

hicre sayilari 6lgiimustuar.

Bu calismada sinovisit hicrelerinin canhliginin belirlenmesinde kullaniimasi distnlen
MTT testi yerine uzun sureli hicre canliiginin incelenmesine olanak saglayan alamar mavisi
testi kullaniimistir. Alamar mavisi bir kolorimetrik yikseltgenme-indirgenme indikatoradar ve
normalde mavi olan bu ayiragc hicre sayisinin artmasi sonucu hicre kiltir vasatinin
indirgenmesi sonucu pembeye dénmektedir. Bu boya oldukca kararli oldugu ve hicrelerde
toksik etkiye neden olmadigi icin htcrelerin canhiliinin uzun bir sire boyunca devamli
izlenebilmesini saglamaktadir (AHMED, 1994). Bu nedenle, alamar mavisi testi hicre
canhhiginin incelenebilmesi icin MTT testine oranla daha Ustin bir testtir (FIELDS, 1993). 1, 2, 3
ve 4 haftalik inkubasyonlar sonunda, her doért gruptaki hiicreler tzerindeki hlicre kiltlr vasati
uzaklastirilarak fosfat tampon ¢oézeltisi ile hicreler yikanmistir. Daha sonra %10 alamar mavisi
(Invitrogen, ABD) iceren serumsuz DMEM hicre kultir vasati hicreler uzerine eklenerek 4 saat
boyunca 37°C’de karanlik ortamda inkiibe edilmistir. inkilbasyon sonunda, hiicreler tizerindeki
supernatant alinarak abzorbanslari 570 nm (indirgenme) ve 600 nm’de (yukseltgenme)
mikroplaka spektrofotometre (uQuant, Biotek, ABD) ile okunmustur. PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokireler veya anti-TNFa ¢ozeltisi ile etkilestirilmemis sinoviyal fibroblast hicrelerin hicre
kaltur vasatindaki indirgenme miktari ile PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokureler veya anti-TNFa
¢cozeltisi ile etkilestiriimis hicrelerin hicre kultir vasatindaki indirgenme miktari arasindaki
yuzde farkhhgr bulmak i¢in alamar mavisi testinin teknik dékimaninda bulunan asagidaki esitlik

kullaniimigtir;

(Og00 % As70) — (Os70 x Aggo) %100

kontrol hicreleri vetest hiicreleri aras: % fark =
(Og00 % Ps70) = (Os76 % Psoo)

Bu esitlikte:

Os70 = 570 nm’de ylkseltgenmis alamar mavisinin molar sonme katsayisi
Os00 = 600 nm’de yilkseltgenmis alamar mavisinin molar sdnme katsayisi
As7o = 570 nm’de test 6rneginin abzorbansi

Agoo = 600 nm’de test 6rneginin abzorbansi
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Ps70 = 570 nm’de kontrol 6rnedinin abzorbansi

Peoo = 600 nm’de kontrol 6érnedinin abzorbansi

4.2.1.2. Anti-TNFa Yukli PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokureler ile
Etkilestirilen Sinovisit Hiicrelerin Proinflamatuar Sitokin ve

Metalloproteaz Diizeylerindeki Degisimlerin incelenmesi

Geligtirilen anti-TNFa salim sistemlerinin RA tedavi potansiyelinin incelenmesi igin
olusturulan deney gruplarinda, 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar sonunda RA’li sinovisit
hicreleri tarafindan enflamasyon sirasinda ortama salgilanan proinflamatuar sitokin ve matriks
metalloproteinaz diizeylerindeki degisimler incelenmis ve negatif kontrol (tedavi gérmemis
sinovisit hiicreler) ile karsilastiriimistir. RA’li sinovisit hiicrelerden enflamasyon sirasinda ortama
salgilanan interlokin-6 (IL-6), interlokin-17 (IL-17), timor nekrosis faktor-a (TNF-a), interferon-y
(INF-y), matriks metalloproteaz-3 (MMP-3) ve matriks metalloproteaz-13 (MMP-13) dizeyleri
her sitokin veya matriks metalloproteaz ait enzime bagh imminosorban test (ELIZA,
eBioscience, ABD) ile incelenmigtir. Ayrica, ortama salinan anti-TNFa miktari da anti-TNFa
ilacina 6zel enzime bagli immunosorban (ELIZA) testi (Q-ETA, Matriks Biotek, Tirkiye) ile
incelenmistir. Ortama salinan TNF-a karsiti miktarlari ile sinovisit hiicreler tarafindan salgilanan
IL-6, IL-17, IFN-y, TNF-a,MMP-3 ve MMP-13 miktarlari arasindaki korelasyon incelenmistir.

Bu projede kullanilan anti-TNFa ilacin (Enbrel®) etken maddesi etanercept ortamda
bulunan TNF-a molekillerine baglanarak nétralize ederek bu sitokinin  aktivitesini
engellemektedir (GRATTENDICK, 2008). Etanersept bagli TNF-a molekilleri ortamdan
uzaklagsamadigi icin TNF-a ELIZA testinde kullanilan antikorlara etanercept bagh TNF-a
molekilleri baglanarak ortamda bulunan TNF-a miktarlari ylksek o6lctilmektedir. Bu nedenle,
ortama salgilanan etkin fiziyolojik olarak aktif TNF-a miktarlarini oOl¢ebilmek igin TNF-a
molekiline duyarli Wehi-164 var13 hicre hattinin kullanildigi  TNF-a biyoaktivite testi
kullaniimistir. Biyoaktivite testinde kullanilan Wehi-164 var13 hiicre hatti Selguk Universitesi
Veteriner Fakultesi Viroloji Anabilim Dali laboratuvarindan Prof. Dr. Atilla Isik tarafindan hediye
edilmistir. Kisaca, Wehi-164 hiicreler 96-kuyucuklu hiicre kiiltir plakasina 1.5 x 10* hiicre
yogunlugu saglanacak sekilde %5 serum iceren DMEM hicre kultir vasati kullanilarak

ekilmistir. Ekilen hicrelerin ylizeye yapigsmasi i¢in hicreler 24 saat boyunca %5 sigir serum
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iceren buylme ortami ile 37°C’de ve %5 CO, kosullarinda inkibe edilmistir. 24 saatin sonunda,
deney gruplarindan alinan 6érnek supernatantlar, 2000 devirde 5 dakika santriflj yapildiktan
sonra ekilen Wehi-164 hucreler Uzerine hlcre kuiltir vasati ile 1:2 seyreltme vyapilarak
eklenmistir. Daha sonra, 2 ug/ml aktinomisin-D (Sigma, Israil) her kuyucuga eklenerek hiicreler
20 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkibasyon sonunda, hiicreler lizerindeki siipernatant
alinarak ayrintisi Bolum 2.2.8’de verilen MTT testi ile TNF Wehi-164 miktarlar indirekt olarak
belirlenmigtir. Notralize edilmemis TNF-a miktarlarinin dl¢llebilmesi icin 5-500 pg/ml araliginda
insan TNF-a (Miltenyl Biotec, Almanya) igeren standart ¢ozeltiler hazirlanarak Wehi-164
hicrelerine eklenmemis ve yapilan MTT canlilik analizinde okunan abzorbansa kargl ortama

eklenmis TNF-a kalibrasyon egrisi hazirlanmigtir.

4.2.1.3. Anti-TNFa Yukli PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokireler ile
Etkilestirilen Sinovisit Hiicrelerin Gen ifadelerindeki Degisimlerin

PCR Yo6ntemi ile incelenmesi

1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar sonunda, RA’li sinovisit hicrelerden enflamasyon
sirasinda ortama salgilanan IL-6, IL-17, TNF-a, INF-y, MMP-3 ve MMP-13 mRNA ifadeleri
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile incelenmistir. Bu analiz igin ilk
once sinoviyal fibroblast hicrelerin RNA’lari yapidan izole edilmistir. RNA izolasyonunda
kullanilacak hucre kultarleri Trizol (Invitrogen, ABD) ¢dzeltisi aracilidi ile pargalanarak -80°C’ de
dondurularak saklanmigtir. izolasyon baslangicinda, oda sicakligina getirilen érneklere standart
Trizol izolasyon protokolt uygulanarak RNA izolasyonu yapilmistir. Kisaca, oda sicakliginda
bekletiimis homojenize haldeki hicre lizatlarina 200 pl kloroform (Applichem, Almanya)
eklendikten sonra vorteks yapilmis ve 2-3 dk oda sicakliinda bekletilmigtir. Daha sonra 12000
devirde 15 dk 4°C’ de santrifij yapildiktan sonra olugan Ust fazlarda bulunan RNA toplanarak
500 pl izopropanol (Applichem, Almanya) iceren yeni tuplere alinmistir. RNA ve izopropanol
iceren tup alt Ust edilerek karistirilarak ve 10 dk oda sicakhginda bekletilmistir. Tekrar 12000
devirde 15 dk 4°C’de santriflij yapildiktan sonra supernatant dékilerek pellet Gzerine 1 ml dietil
pirokarbonat (DEPC, Applichem, Almanya) iceren %70’lik etanol (Riedel, Almanya) eklenmig ve
vorteks yapilmistir. RNA’nin pargalanmasi ve kirilmasini énlemek igin dusuk hizda (7500 rpm)
10 dk 4°C’ de santrifuj yapilmigtir. Santriflj sonrasi %70’lik etanol dokilmis ve tuplerin

kapaklari agik birakilarak RNA pelletleri kurutulmustur. Pellet miktarina baglh olarak 15 pl RNaz
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icermeyen su eklenmis ve ¢ozilmesi saglanmistir. 60°C’ de 10 dk bekletilmis ve analize kadar -
20°C’ de, analiz sonrasi -80°C’ de saklanmistir. RNA'nin miktari ve safliyi spektrofotometrik
olarak 230, 260 nm ve 280 nm dalga boyunda optik dansite Olgulerek hesaplanmistir. %1
Formaldehid iceren denatiire agaroz jel elektroforezi ile izole edilen RNA kalite kontroll
yapilmistir. Elektroforezde 18S ve 28S rRNA bantlari ve mRNA siruntisi gozlenmistir. cDNA
sentezi i¢in, ImProm-1I™ reverse transkriptaz enzimi (Promega, ABD) ve oligo(dT)15 primeri
(Promega, ABD) kullaniimistir. Kalip olarak 1 ug RNA kullaniimis ve 0.5 pg oligo(dT)15 primeri
ve RNAaz icermeyen su ile 5 pl'ye tamamlanarak 70°C’de 5 dk denatiire edilmistir. inkiibasyon
sonrasi hizli bir sekilde buz Uzerine alinarak 10 dk bekletilmigtir. Ayri bir tipte 15 pl reverse

transkripsiyon karigsimi hazirlanmistir. Bu karisimin hazirlanigi su sekildedir:

Son konsantrasyon Hacim
RNaz icermeyen su 6.6 ul
Improm-llTm tampon  (5X) (Promega, ABD) 1X 4 pl
MgCI2 (25mM)(Promega, ABD) 3mM 2.4 pl
dNTP karisimi (10mM) (Promega, ABD) 0.5 mM 1
Improm-lITm Reverse Transkriptaz 1u
Toplam: 15 pl

Toplam 20 ul olacak sekilde 5 pyl RNA + primer karisimi, 15 ul ters transkripsiyon
karisimi ile birlegtirilerek ters transkripsiyon asagidaki kosullarda PCR cihazi (Applied
Biosystems-9700, ABD) kullanilarak gerceklestirilmigtir:

25°C’ de 5 dk
42°C’ de 60 dk

70°C’ de 15 dk
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Yukaridaki reaksiyon sonucunda 20 pl cDNA sentezlenmistir. cDNA 6rnekleri daha
verimli kullanilmak amaciyla 80 ul'ye sulandirilmistir (20 pl cDNA +60 pl distile su = 80 pl).
Analizler her 6rnek icin tger kez tekrarlanmistir. Gergek Zamanli (Real time) RT-PCR kosullari

ise su sekildedir:

2X SYBR Green karigimi 5ul

25mM MgCI2 1.2 ul
Forward primer (10pmol/ pl) 0.4 pl
Reverse primer (10pmol/ pl) 0.4 ul
cDNA 2 ul
Distile su 1ul
Toplam: 10 pl

10 pl RT-PCR reaksiyonu Rotor-gene 6000 (Corbett Life Science, ABD) cihazinda
asagidaki kosullarda gercgeklestirilmigtir:

94°C’'de 2 dk
94°C’de 2s ]
60°C’de 20s ] x40 dongu

istatistiksel Analizler

Verilerin ikili gruplar halinde istatiksel analizleri SPSS 9 programinin (SPSS, ABD)
Mann-Whitney U nonparametrik testi ile yapilmistir. Gruplararasi farkhliklari p < 0.05

seviyesinde istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Bulgular ve Tartisma

Asama 1: Polietilen glikol-Polikaprolakton (PEG-PCL) Kopolimeri Sentezlenmesi ve
Karakterizasyonu

Alifatik poliesterler grubundan biyobozunur bir polimer olan poli e-kaprolaktonun (PCL),
ayni zamanda biyouyumlu bir polimer olmasindan dolayl da kontrollG ila¢g salim sistemleri ve
diger biyomalzeme arastirmalarinda da siklikla kullanilan bir malzemedir (WILLIAMS, 2005,0H,
2007,SAVARINO, 2007,IZQUIERDO, 2008,LUCIANI, 2008,KARATAS, 2009,ERDEMLI, 2010).
Fakat, oldukc¢a kristalin ve hidrofobik bir yapiya sahip oldugundan in vivo ortamda bozunma
suresi yaklasik iki yildir (PRABHAKAR, 2005). Bozunma siresinin yavas olmasi, bu polimerin
cok yonli ilag salim matriks malzemesi olarak kullanim alanini sinirlamaktadir. PCL’in
ozellikleri, diger uygun monomerlerle PCL’in monomeri olan e-kaprolaktonun kopolimerizasyonu
sonucu farkli biyomedikal uygulamalar icin gelistirilebilmektedir. Polietilen glikol (PEG), methoksi
polietilenglikol (MPEG) veya polietilen oksit-polipropilen oksit-polietilenoksit (PEOPPOPEO) gibi
hidrofilik segmentlerin PCL zinciri ile kopolimerizasyonu veya PCL zincirine eklenmesi (graft)
sonucu hidrofobik 6zellik degistirilerek PCL'nun biyobozunurlugu gelistirilebilmektedir (HA,
1999,DAS, 2000,KIM M.S., 2006). Ayrica, PEG zincirleri yapinin biyolojik ortamda istenmeyen
immunojenik ataklardan korunmasini ve kan dolagiminda uzun émdarlt olmasini saglamaktadir
(ZHOU, 2003).

Bu projede, intraartikliler enjeksiyon ile uygulanabilecek ve en az 3 ay kontrolll protein
salimi saglayabilecek PEG ile modifikasyon yapilmig PCL mikrokurelerin hazirlanmasi amaciyla
PEG-PCL diblock ve triblok kopolimeri e-kaprolakton (e-CL) monomerinin polietilen glikol (PEG)
veya polietilen glikol metil eter (MPEG) ile katalizér varliginda halka agilmasi kopolimerizasyonu
ile sentezlenmigtir. Sentezlenen kopolimerlerin 6zellikleri DSC, TGA, NMR, FT-IR ve GPC
analizleri ile incelenmistir. Ayrica, PEG, MPEG ve e¢-caprolactone monomerleri ile PEG, PCL
homopolimerlerinin kimyasal, termal 6zellikleri ve makromolekuler agirlik ve agirlik dagihmlari

da incelenerek sentezlenen kopolimerlerin 6zellikleri ile karsilastiriimistir.

ik asamalarda, PEG-PCL diblok kopolimeri e-CL monomerinin PEG ile dibutiltinlaurat
varliginda halka acilmasi kopolimerizasyonu ile hazirlanmigtir. Daha sonra, PEG yerine MPEG

oligomeri kullanilarak MPEG-PCL diblok kopolimeri sentezlenmigstir. Literatire bakildiginda,
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misel, mikrokire veya nanokire formundaki ila¢ salim sistemlerinin hazirlamasi igin gcogunlukla
MPEG-PCL diblok ve triblok kopolimerleri kullaniimaktadir (KIM, 1998,KIM, 2001,LIN, 2005,SHI,
2005,G0OU, 2008,LIN W.J., 2008,BAIMARK, 2009). Bu nedenle, MPEG-PCL diblok kopolimer
secilerek 1:20 MPEG:e-CL orani ile PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri sentezlenmistir. Fakat,
1:20 MPEG: ¢-CL orani ile hazirlanan kopolimerin sudaki ¢6zinlrliginin fazla olmasi
nedeniyle MPEG: ¢-CL mol orani 1:100’e ve 1:200’e degistirilerek yapinin daha hidrofobik
olmasi saglanmis ve sentezlenen kopolimerler kullanilarak iki basamakli emulsiyon-ugurma
yontemi ile Immunoglobulin G (IgG) yukli PEG-PCL-PEG mikrokire hazirlanmasi i¢in 6n
denemeler yapilmistir. Daha sonra, hazirlanan mikroklrelerin yapisal 6zellikleri SEM analizi
kullanilarak incelenmistir. 1:100 monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri
kullanilarak hazirlanan protein yukli PEG-PCL-PEG tasiyici sisteminde dizgin kireler
olusmadidi ve daha c¢ok buyilk sekilsiz aggregatlarin olustugu gértlmastir. 1:200 monomer
oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri kullanilarak hazirlanan protein yukli PEG-PCL-
PEG tagsiyici sistemin ise cogunlukla kire formunda oldugu gézlenmistir. Fakat, bu formulasyon
kullanilarak hazirlanan protein tasima sisteminde boyut dagiliminda homojen bir dagilim
gbzlemlenmemistir. Bunun nedeninin mikroklrelerin hazirlanmasinda organik ¢dzlclu olarak
kullanilanilan diklorometanin 1:200 monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri
etkin bir sekilde ¢ézememesi oldugu dusundlmektedir. Ayrica, bu kopolimerin kloroform,
dimetilsulfoksid (DMSO), tetrahidrofuran (THF), aseton gibi cesitli organik ¢dzlculer ve bu
organik c¢ozuculerin farkli oranlardaki karigimlari ile elde edilen g¢ozuculerdeki ¢dzunurlugi
incelendiginde etkin bir ¢dzme isleminin gergeklesmedigi goralmustur. Bununla birlikte,
sentezlenen 1:200 monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin molekil agirhgi
(Mw 22000) IgG ve anti-TNF yuklia PCL mikroklrelerin hazirlanmasinda kullanilan ticari bir
polimer olan PCL’in molekil agirigina (M,, 65 000) oranla daha disuk oldugu bulunmustur.
Mikrokire tasima sistemlerinde, ko-monomer oranlari ve polimerin molekil agirigi polimerin
bozunma suresini ve ila¢g salim hizini etkilemektedir (KIM K.K., 2006). Sentezlenen 1:200
monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin molekil agiriginin PCL polimerine
oranla daha disuk olmasi sonucu bu kopolimer ile hazirlanan mikroklrelerin bozunma slresinin
PCL mikrokurelerin bozunma suresinden daha kisa olabilecedi dusunuldugu icin ve farkl
organik ¢oziculerde ¢dzinmede yasanan sorunlaryasandigi igin, PEG-PCL-PEG kopolimerinin
sentez parametrelerinden sire degistirilerek yeniden 1:200 MPEG:e-CL monomer oranina sahip
daha yuksek molekiler agirliga sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri sentezlenmistir.

Boylece, yapidaki PCL segmenti uzatilarak polimerin hidrofobik o6zelligi arttirilarak organik
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¢oOzlcudeki ¢ozinrligu arttirilmis ve bu kopolimer IgG veya anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG

mikrokurelerin hazirlanmasinda kullaniimistir.

Hazirlanan PEG-PCL, MPEG-PCL diblok ve PEG-PCL-PEG triblok kopolimerleri ile
PEG, PCL homopolimerleri, PEG ve MPEG oligomerleri ve €-CL monomerinin termal 6zellikleri
DSC ile incelenmigtir. Sentez calismasi icin yapilan 6n denemelerde elde edilen PEG-PCL,
MPEG-PCL diblok ve PEG-PCL-PEG triblok kopolimerleri ile PEG, PCL homopolimerleri, PEG
ve MPEG oligomerleri ve ¢-CL monomerinin DSC termogramlari Ek-3'te verilmistir. IgG veya
anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan 1:200 MPEG:e-CL
monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin DSC termogrami ise Sekil 6'da

verilmistir. Tablo 7°de ise drneklerin erime sicakhigi (Tm) ve flizyon entalpileri (AH) verilmigtir.
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Sekil 6. IgG veya anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokirelerin hazirlanmasinda kullanilan,
sentez parametrelerinden sire degistirilerek yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:e-CL monomer

oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin DSC termogrami

DSC analizlerinde, PEG oligomerine ait Tm ve AH degerleri tayin edilememistir.
Sentezlerde kullanilan PEG monomerinin Urln bilgi kagidinda erime sicakhgi -65°C olarak
verilmektedir. DSC analizlerinde kullanilan cihazin inebildigi en dasik sicaklikta -65°C

oldugundan PEG oligomerinin DSC termogrami elde edilememistir. Benzer sekilde, €-CL
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monomerinin PEG oligomeri varliginda halka acilmasi kopolimerizasyonu ile hazirlan PEG-PCL
kopolimerlerinin de Tm ve AH degerleri de tayin edilememistir. PEG yerine MPEG oligomeri
kullanilarak sentezlenen ve farkli mol oranlari ile baslatilan MPEG-PCL diblok kopolimerlerinin
erime sicakliklarinda bir farklilk gbézlemlenmemistir (Tablo 7). MPEG-PCL diblok
kopolimerlerinin DSC termogramlarinda tek bir pik gdézlemlenirken (Ek-3 Sekil 4), 1:20 MPEG:e-
CL monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin DSC termograminda Ug¢ tane
sicaklik piki gozlemlenmigtir (Ek-3 Sekil 5). Benzer sekilde, Bogdanov ve ark.’nin (1998) yaptigi
bir calismada PEG-PCL kopollimerlerinin DSC termogramlarinda U¢ farkh erime sicakligi
g6zlemlenmistir. 55-58°C sicaklik araliginda gorulen erime noktasinin PCL kristal fazina ait
oldugu, disik sicakliklarda (25-50°C) gbzlemlenen erime noktalarinin ise PEG kristaline ait
oldugunu belirtiimisdir. 1:20 MPEG:e-CL monomer mol oranina sahip PEG-PCL-PEG
kopolimerinin DSC termograminda 24°C, 45.83°C ve 54.24°C erime sicakhgi pikleri
g6zlemlenmistir. 24°C ve 45.83°C T,, degerleri PEG segmentinden gelirken 54.24°C Tm degeri
PCL segmentinden kaynaklanmaktadir. Bu sonug, 1:20 MPEG:e-CL monomer oranina sahip
PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin sentezlendigini dogrulamaktadir. Ancak sentezlenen 1:100
ve 1:200 MPEG:e-CL monomer mol oranina sahip PEG-PCL-PEG kopolimerinin DSC
termograminda da tek bir pik gozlemlenmistir (Sekil 6 ve Ek-3: Sekil 5). Bu ylzden, kopolimer
olusumunun dogrulanmasi icin 1:100 ve 1:200 MPEG:e-CL monomer mol oranina sahip PEG-
PCL-PEG triblok kopolimerlerin TGA analizleri yapilmistir. Ayni zamanda PEG ve PCL
homopolimerleri de TGA yodntemi ile incelenmis ve TGA termogramlari kopolimerlerin

termogramlari ile kargilastiriimistir.

PEG ve PCL homopolimerlerin TGA termogramlari ve sentez ¢alismasi igin yapilan 6n
denemelerde elde edilen PEG-PCL-PEG triblok kopolimerlerinin TGA termogramlari ve
diferansiyel termogram egrileri Ek-4’te verilmektedir. IgG veya anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG
mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan 1:200 MPEG:e-CL monomer oranina sahip PEG-
PCL-PEG triblok kopolimerinin TGA termogrami ve diferansiyel termogram egrileri ise Sekil 7 ve
Sekil 8'de verilmistir. PCL homopolimeri 343°C’de ve 410°C’de Td degderleri gosterirken PEG
homopolimeri 407°C’de T4 degeri vermistir. Sentezlenen PEG-PCL-PEG triblok kopolimerlerin
TGA termograminda da iki bozunma sicakhgi piki gdézlemlenmistir. Bu piklerden 300-350°C’de
g6zlemlenen pik PCL segmentinden kaynaklanirken 400-410°C civarinda gézlemlenen ikinci pik
PEG segmentinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, homopolimerlerin ve kopolimerlerin diferansiyel
termogram egrileri Sekil 8 ve Ek-4 Sekil 3’te karsilastirmali olarak verilmigtir. Bu egriler

incelendiginde, PCL homopolimeri PEG homopolimerine oranla daha dusuk kararlilida sahiptir.
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Sentezlenen kopolimerlerin diferansiyel termogravimetirik egrilerinde iki tane agirlik kaybi
basamagi gézlemlenmistir. ilk basamak PCL segmentinin termal bozunmasini gdsterirken ikinci
basamak PEG segmantinin termal bozunmasini géstermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda,
sentezlenen her ¢ PEG-PCL-PEG ftriblok kopolimer 6rnedinde kopolimer olusumu
dogrulanmistir. Benzer sekilde, Yang ve ark.’nin (YANG, 2004)yaptigi bir calismada da
sentezlenen PEG/PCL ve PEG/PVL diblok kopolimerlerinin TGA termogramlarinda iki tane

agirhk kaybr basamagi gézlemlenmistir.

Tablo 7. Sentez asamalarinda kullanilan monomer ve oligomerler ile sentezlenen kopolimer,

homopolimerin erime sicakhgi (T,,) ve flzyon entalpileri (AH)

Tm (°C) AH (J/g)
PEG - -
MPEG 55.26 178.5683
e-kaprolakton -2.16 106.9567
PEG homopolimeri 50.99 129.9680
PCL homopolimeri 57.42 88.3054
PEG-PCL kopolimeri (4 saat polimerlesme suresi ile hazirlanan) - -
PEG-PCL kopolimeri (6 saat polimerlesme suresi ile hazirlanan) - -
MPEG-PCL kopolimeri (1:1) 51.18 139.6921
MPEG-PCL kopolimeri (1:10) 50.16 103.2055
MPEG-PCL kopolimeri (1:20) 50.14 121.9171
PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:20) 24, 45.83,54.54 75.0148
PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:100) 62.82 71.1410
PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:200) 65.52 77.0015
PEG-PCL-PEG kopolimeri (Sentez parametrelerinden sire
degistirilerek yeniden sentezlenen 1:200) 66.64 49.8887
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Sekil 7. IgG veya anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokirelerin hazirlanmasinda kullanilan,
sentez parametrelerinden sire degistirilerek yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:e-CL monomer
oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin TGA termogrami
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Sekil 8. PEG ve PCL homopolimerleri ve IgG veya anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG
mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan, sentez parametrelerinden sure degistirilerek yeniden
sentezlenen 1:200 MPEG:e-CL monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin
diferansiyel termogram egrileri
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Hazirlanan homopolimer ve kopolimer drneklerinin ve hazirlama asamasinda kullanilan
oligomer ve monomerlerin kimyasal 6zellikleri FT-IR spektroskopisi ile incelenmisitir. ¢-
kaprolakton monomeri ile PEG ve MPEG oligomerinin FT-IR spektrumlari Ek-5'de verilmistir.
PEG oligomerinin FTIR spektrumunda, literatirde daha dnceden verilmis PEG oligomeri igin
karakteristik FT-IR pikleri 3421.60 cm™, 2886.45 cm™, 1098.88 cm™ ve 1060.27 cm™de
gorilmistir (NGUYEN, 2010). 3421.60 cm™de gdzlemlenen pik zincir sonundaki (terminal)
hidroksil grubundan, 2886.45 cm™de goriilen pik PEG zincirindeki CH baginin geriime ve
titresmesinden, 1098.88 cm™de gérillen pik PEG zincirindeki —OCH,CH, yapisindaki CO
geriimesinden, 1060.27 cm™de gériilen pik ise C-O-C gerilmesinden kaynaklanmaktadir. MPEG
oligomerinin FT-IR spektrumunda 2881.11 cm™ ‘de C-H baginin gerilme ve titresmesinden,
1096.82 cm™de MPEG zincirindeki -OCH,CH, yapisindaki C-O gerilmesinden, 1059.13 cm™de
C-O-C gerilmesinden kaynaklanan, ve 841.10 cm™de metilen grubundan kaynaklanan
karakteristik pikler gértlmustir. e-kaprolakton monomerinin karakteristik FT-IR pikleri ise 2932
cm™de gdézlemlenen asimetrik CH, gerilme piki, 2862.28 cm™de simetrik CH, gerilme piki, 1723
cm™de karbonil bandi, 1289.50 cm™de gdzlemlenen C-O ve C-C geriime pikleri, 1250.68 cm’
Yde gézlemlenen C-O-C gerilme piki ile 1162 cm-1'de gdzlemlenen C-O ve C-C geriime

pikleridir.

Sentezlenen PEG ve PCL homopolimerlerinin FT-IR spektrumlari Ek-5'de verilmistir.
MPEG oligomerinden sentezlenen PEG homopolimeri de MPEG oligomerinin gosterdigi
karakteristik piklere sahiptir (2282.70 cm™, 1103.85 cm™, 1059.78 cm™, ve 841.46 cm™).
Sentezlenen PCL homopolimeri literatirde daha 6nceden verilmis karakteristik PCL FT-IR
piklerine sahiptir (ELZEIN, 2004). 2943.82 cm™de gézlemlenen asimetrik CH, gerilme piki,
2864.54 cm™ civarinda g6zlemlenen simetrik CH, gerilme piki, 1720.6 cm? civarinda
g6zlemlenen karbonil gerilme piki, 1292.63 cm™ civarinda gézlemlenen C-O ve C-C geriime
pikleri, 1237.95 cm™ civarinda gézlemlenen asimetrik C-O-C gerilme piki ve 1170 cm™ civarinda

g6zlemlenen C-O ve C-C gerilme pikleri PCL yapisinin karakteristik pikleridir.

Sentez galigmalarinin ilk asamalarinda, €-CL monomerinin PEG ile dibutiltinlaurat
varliginda halka acgilmasi kopolimerizasyonu ile PEG-PCL kopolimerleri hazirlanmigtir. Bu
sentez denemelerinde polimerlesme suresi 4 saatten 6 saate ¢ikariimigtir. Farkli polimerlesme
sureleri ile hazirlanmig PEG-PCL kopolimerlerin FT-IR spektrumlari Ek-5 Sekil 3’'te verilmigtir.
Farkli sirelerde polimerlesen kopolimerlerin FT-IR analizi sonucunda benzer spektrumlar elde
edilmistir. Polimerlesme siresinin degisitiriimesi kopolimerlerin kimyasal yapisinda herhangi bir

degisime neden olmamistir. Ayrica, PEG oligomeri ve €-CL monomeri kullanilarak sentezlenen

55



PEG-PCL diblok kopolimerlerinin FT-IR spektrumlarinda hem PCL hem de PEG segmentinden
gelen karakterisitk pikler gézlemlenmistir. FT-IR sonuglarina goére, kullanilan sentez yéntemi ile
PEG-PCL diblok kopolimerinin sentezlendigi dogrulanmistir. Sirasiyla, 4 saatte polimerlesen
PEG-PCL kopolimeri ve 6 saatte polimerlesen PEG-PCL kopolimerinin spektrumunda goérilen
1726.09 cm™ ve 1731.25 cm™ karbonil bandi ve 1248.27 cm™ ve 1249.04 cm™ asimetrik C-O-C
gerilme piki kopolimerlerin yapisinda bulunan e-CL segmentinden gelmektedir. Ayrica, PEG
segmentinden kaynaklanan 3419.92 cm™ ve 3424.59 cm™ deki terminal hidroksil grubuna ait
pik, 2867.42 cm™ ve 2866.1 cm™deki CH baginin gerilme ve titresmesi piki, 1098.37 cm™ ve
1097.65 cm™deki OCH,CH, yapisindaki C-O gerilmesine ait pik ve 1062.57 cm™ ve 1063.48
cm™deki C-O-C gerilmesi piki PEG-PCL kopolimeri érneklerinde gériilmiistiir.

e-CL  monomerinin  MPEG ile dibutiltinlaurat varliginda halka aciimasi
kopolimerizasyonu ile farklh mol oranlarinda hazirlanan MPEG-PCL kopolimerlerinin FTIR
spektrumlari Ek-5 Sekil 4’te verilmistir. Farkli mol oranlari ile polimerlesmeye baslatilan MPEG-
PCL kopolimerlerinin FT-IR spektrumlarinda hem PCL hem de PEG segmentinden gelen
karakteristik pikler gézlemlenmistir. FT-IR sonuglarina goére, kullanilan sentez yontemi ile
MPEG-PCL kopolimerinin sentezlendigi dogrulanmistir. Butin MPEG-PCL kopolimerlerinde
1727 cm™ civarinda gézlemlenen karbonil bandi, 1240 cm™ civarinda gézlemlenen asimetrik C-
O-C gerilme piki kopolimerin yapisinda e-CL segmentinin varligini géstermektedir. Ayrica, PEG
segmentinden kaynaklanan 2882 cm™ civarindaki C-H baginin gerilme ve titresmesi piki, 1100
cm™® civarindaki OCH,CH, yapisindaki CO gerilmesine ait pik, 1060 cm™® civarindaki —C-O-C
gerilmesi piki ve 841 cm™ civarindaki metilen grubu piki MPEG-PCL kopolimer spektrumlarinda
g6zlemlenmistir. 1:20 MPEG:e-CL oranina ¢ikildiginda yapidaki PCL segmentinden
kaynaklanan piklerin daha belirginlestigi goralmustur (Ek-5 Sekil 4C). Ayrica, 1:1 ve 1:10
MPEG:e-CL oraninda hazirlanan kopolimerlerin spektrumlarinda goézlemlenmeyen bazi
karakteristk PCL segment pikleri 1:20 MPEG:e-CL oraninda hazirlanan kopolimerlerin
spektrumlarinda belirgin bir sekilde goérilmistir. Bu PCL kaynakli pikler, 2944 cm™de
g6zlemlenen asimetrik CH, gerilme piki ve 1293 cm™ civarinda gézlemlenen C-O ve C-C

gerilme pikleridir.

Sentez galismasi igin yapilan 6n denemelerde elde edilen farkli MPEG:e-CL oranlarda
sentezlenen MPEG-PCL kopolimerinin baglayici ajan varlidinda polimerizasyonu sonucunda
olusan PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin FT-IR spektrumlari Ek 5 Sekil 5te verilmigtir.
Ayrica, 1gG veya anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikroklrelerin hazirlanmasinda kullanilan
1:200 MPEG:e-CL monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin FT-IR
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spektrumu Sekil 9'da verilmistir. PEG-PCL-PEG triblok kopolimerlerinin FT-IR spektrumlarinda
hem PCL hem de PEG segmentinden gelen karakteristik pikler gdzlemlenmistir. PCL
segmentinden kaynaklanan 2935 - 2950 cm™ araliginda gdzlemlenen asimetrik CH, geriime
piki, PCL ve PEG segmentinden kaynaklanan 2857 — 2865 cm™ araliyinda gdzlemlenen C-H
baginin geriime ve titresmesi piki, PCL segmentinden kaynaklanan 1719 — 1723 cm™ araliginda
goézlemlenen karbonil piki, PCL segmentinden kaynaklanan 1238 — 1242 cm™ araliginda
gozlemlenen asimetrik C-O-C gerilme piki ve 1282 — 1297 cm™ araliginda gézlemlenen C-O ve
C-C gerilme pikleri, PEG segmentinden kaynaklanan 1102 — 1106 cm™ civarinda gézlemlenen
OCH,CH, yapisindaki C-O gerilmesine ait pik ve 1060 — 1066 cm™ civarinda gézlemlenen C-O-
C gerilmesi piki ve son olarak 840 — 844 cm™ araliginda gézlemlenen PEG segmenti kaynakli
metilen grubu piki bu Kkarakteristik pikleri olusturmaktadir. Ayrica, baglayici ajandan
kaynaklanan ve 1470 — 1585 cm™ araliginda gdzlemlenen N-H bikiilme titresme piki triblok
kopolimer olusumunu dogrulamaktadir. Literatlire bakildiginda da, N-H bukullme titresme pikinin
varhigi triblok kopolimer sentezini gdstermektedir (GONG, 2007,FU, 2009).
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Sekil 9. IgG veya anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan,
sentez parametrelerinden sire degistirilerek yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:e-CL monomer
oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin FT-IR spektrumu
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Sentez calismasinda kullanilan oligomerler ve monomer ile sentezlenen homopolimer
ve kopolimer o6rneklerinin kimyasal 6zellikleri NMR spektroskopisi ile de incelenmisitir. ¢-
kaprolakton monomeri ile PEG ve MPEG oligomerinin NMR spektrumu Ek 6’da verilmigtir. -
kaprolakton monomerinin NMR spektrumu, Kiersnowski ve ark. (KIERSNOWSKI, 2004)yaptigi
bir calismadaki e-kaprolakton NMR spektrumu ile benzerlik gostermektedir. 1.05 - 1.95 ppm, 2.2
- 254 ppm ve 3.8 - 3.7 ppm degerlerinde ¢-kaprolakton metilen gruplarinin verdigi pikler
gorulmektedir. PEG oligomerinin NMR spektrumunda 3.2 - 3.6 ppm (H-[OCH,CH.],-OH) ve 3.7 -
4.3 ppm (H-[OCH,CH,],-OH) degerlerinde iki metilen piki gorulirken MPEG oligomerinde
terminal metoksi protonundan ve metil gruplarina ait hidrojenlerden kaynaklanan tek bir pik

g6zlemlenmisgtir.

Sentezlenen PEG ve PCL homopolimerlerinin NMR spektrumlari da Ek 6’da verilmistir.
Sentezlenen PCL homopolimeri NMR spektrumunda metilen gruplarindan kaynaklanan doért
adet belirgin proton piki vermistir. Bu pikler 1.2-1.4 ppm (OCH,CH,CH,CH,CH,CO), 1.5-1.7
ppm (OCH,CH,CH,CH,CH,CO), 2.1-2.3 ppm (OCH,CH,CH,CH,CH,CO) ve 3.9 - 4.0 ppm
(OCH,CH,CH,CH,CH,CO) proton pikleridir. MPEG oligomerinden sentezlenen PEG
homopolimeri ise 3.3 ppm CH;0-(CH,CH,0),-H ve 3.5 ppm’de CH;0-(CH,CH,O),-H proton

sinyali vermistir.

Sentez calismasinin 6n deneme deneylerinde, ¢-CL monomerinin PEG ile
dibutiltinlaurat varliginda halka agilmasi kopolimerizasyonu ile farkli polimerlesme sireleri ile
sentezlenen PEG-PCL diblok kopolimerlerin NMR spektrumlari Ek 6’da verilmigtir. 4 ve 6 saat
polimerlesme suresi ile hazirlanan PEG-PCL kopolimerlerinin NMR spektrumlari arasinda bir
fark gézlenmemistir. iki kopolimerin spektrumunda da PEG (3.2 - 3.6 ve 3.7 - 4 ppm) ve PCL
segmentlerine (1.2 - 1.4 ppm, 1.5 - 1.7 ppm, 2.1 - 2.3 ppm ve 3.9 - 4.0 ppm) ait proton pikleri

g6zlemlenmistir.

On denemelerde sentezlenen farkli monomer mol oranlarinda MPEG-PCL diblok
kopolimerlerinin NMR spektrumlari Ek 6’da verilmistir. Farkli mol oranlari ile polimerlesmeye
baslatilan MPEG-PCL kopolimerlerinin NMR spektrumlarinda hem PCL (1.2 - 1.4 ppm, 1.5- 1.7
ppm, 2.1 - 2.3 ppm ve 3.9 - 4.0 ppm) hem de PEG segmentinden (3.2 - 3.6 ve 3.7 - 4 ppm)
gelen karakteristik pikler gézlemlenmistir. MPEG:e-CL orani arttikca NMR spektrumlarindaki

PCL segmentinden kaynaklanan proton piklerinin siddeti artmistir.
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Sentez ¢alismasi icin yapilan é6n denemelerde elde edilen farkli MPEG:e-CL oranlarda
sentezlenen MPEG-PCL kopolimerinin baglayici ajan varliinda polimerizasyonu sonucunda
olusan PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin NMR spektrumlari Ek 6 Sekil 5’te verilmistir. Ayrica,
IgG veya anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan 1:200
MPEG:e-CL monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin NMR spektrumu Sekil
10’da verilmistir. PEG-PCL-PEG kopolimerinin NMR spektrumu incelendiginde hem PCL (1.2 -
1.4 ppm, 1.5 - 1.7 ppm, 2.3 ppm ve 3.9 - 4.0 ppm) hem de PEG segmentinden (3.3 ve 3.5 — 3.8
ppm) gelen proton pikleri gozlemlenmigtir. Ayrica, baglayici ajandan kaynaklanan proton
sinyalleri (1.6 — 1.7 ve 3.3 — 3.4 ppm) de kopolimerin NMR spektrumunda gd&zlemlenmisgtir.
PEG-PCL-PEG kopolimerine ait NMR spektrumu daha énceki bir ¢galismada sentezlenen PEG-
PCL-PEG kopolimerinin NMR spektrumu ile benzer proton piklerini vermistir (HWANG, 2010).
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Sekil 10. IgG ve anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan,
sentez parametrelerinden sire degistirilerek yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:e-CL monomer
oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin NMR spektrumu

59



PEG, PCL homopolimerlerinin, MPEG-PCL diblok ve PEG-PCL-PEG triblok
kopolimerlerinin  makromolekiler agirlik ve agirlik dagihmlari GPC analizi kullanilarak
incelenmistir. Molekuler agirlik tayininde dar molekl agirhigi dagilimina sahip ve anyonik olarak
sentezlenmis polistiren standardlar kalibrasyon egrisi olusturulmasinda kullaniimistir (Ek 7).
Sentezlenen PEG ve PCL homopolimer ve sentez ¢alismasi igin yapilan én denemelerde elde
edilen kopolimerlerin farkl MPEG:e-CL oranlarda sentezlenen MPEG-PCL diblok ve PEG-PCL-
PEG triblok kopolimerlerin GPC kromatogramlari da Ek 7’de verilmistir. Ayrica, 1gG veya anti-
TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan 1:200 MPEG:e-CL
monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin GPC kromatogrami Sekil 11’'de
verilmistir. Sentezlenen homopolimer ve kopolimerlerin molekdl agirliklari ve polidispersite

indeksleri (M,,/M,) ise Tablo 8'de verilmigtir.
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Sekil 11. IgG veya anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokirelerin hazirlanmasinda kullanilan,
sentez parametrelerinden sure degistirilerek yeniden sentezlenen 1:200 MPEG:e-CL monomer

oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin GPC kromatogrami
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Tablo 8. Sentezlenen homopolimer ve kopolimerin sayica ortalama molekul agirliklari (M),

agirlikca ortalama agirliklari (Mw) ve polidispersite indeksleri (M,,/M,)

My M, PDI
(g/mol) (g/mol) Mw/M,
PEG homopolimeri 71 380 71 260 1.002
PCL homopolimeri 11 866 9281.3 1.278
MPEG-PCL kopolimeri (1:1) 1629.1 1440.8 1.131
MPEG-PCL kopolimeri (1:10) 1659.2 1942.5 0.854
MPEG-PCL kopolimeri (1:20) 120 870 2147.1 56.295
PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:20) 105 450 2054 51.339
PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:100) 11126 2736 4.1
PEG-PCL-PEG kopolimeri (1:200) 22 224 5930 3.75
PEG-PCL-PEG kopolimeri (Sentez parametrelerinden 47 038 14 051 3.35

sure degistirilerek yeniden sentezlenen 1:200)

Farkli MPEG:e-CL oraninda hazirlanan MPEG-PCL diblok ve PEG-PCL-PEG triblok
kopolimerinin molekul agirliklarina ayri ayri bakildiginda €-CL mol miktar arttik¢ca kopolimerlerin
molekdl agirliklarinda bir artis gozlemlenmigtir. Park ve ark. (PARK, 2005) yaptidi bir calismada,
paklitaksel yUkli nanokireleri hazirlamak igin farklih MPEG:e-CL oraninda MPEG-PCL blok
kopolimerler hazirlanmigtir. Hazirlanan kopolimerlerde ¢-CL miktari arttkga M, ve M,
degerlerinde bir artig gdzlemlenmigtir. Ek 7 Sekil 3 ve Sekil 4’te verilen GPC kromatogramlarina
bakildiginda, 1:20 MPEG:e-CL oraninda sentezlenen MPEG-PCL diblok kopolimeri ile 1:20
MPEG:e-CL  oraninda sentezlenen PEG-PCL-PEG triblok  kopolimerlerinin  GPC
kromatogramlarinda iki tane pik goérilmektedir. Benzer bir sekilde, Behravesh ve ark.’nin
(BEHRAVESH, 2002) yaptigi bir calismada MPEG oligomerleri hidrofobik polipropilen fimarat
kullanilarak  blok kopolimer sentezlenmistir. Sentezlenen diblok kopolimerlerin GPC
kromatogramlarinda bimodal pik gézlemlenmistir. 1:20 monomer mol oranina sahip PEG-PCL-

PEG triblok kopolimerin polidispersite indeksi (M,/M,=51.33) oldukca yiksek gdzlemlenirken
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1:100 ve 1:200 monomer mol oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerlerin polidispersite
indeksleri daha dusik degerlerde gozlemlenmistir ((M,/M,= 4.1 ve 3.75). Polidispersite indeksi,
polimerin zincir uzunluklarinin birbirine ne kadar yakin oldugunun bir gostergesidir ve bu degerin
1’e esit olmasi polimer zincirlerinin ayni uzunlukta oldugunu goéstermektedir. Polidispersite
indeksi 1.1’den kulglUk polimerlerin ancak 6zel teknikler kullanilarak sentezlenmesi karsin,
genelde biyomalzeme yapiminda kullanilan ticari polimerler 1.5 — 50 araliginda polidispersite
indeksine sahiptir (RATNER, 2004). Sentezlenen 1:200 monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG
triblok kopolimerinin molekal agirhgr (My: 22 000 Da) IgG ve anti-TNF yukli PCL mikrokurelerin
hazirlanmasinda kullanilan ticari bir polimer olan PCL’'in molekdl agirhigina (M,: 65 000 Da)
oranla daha disuk oldugu bulunmustur. Mikrokire tasima sistemlerinde, polimerin molekl
agirhgr polimerin bozunma suresini ve ila¢ salim hizini etkilemektedir (YANG, 2004). Bu
nedenle, sentezlenen dusuk molekuler agirhga sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri ile
hazirlanan mikrokurelerin bozunma silresinin PCL mikrokurelerin bozunma slresinden daha
kisa olabilecegi dustnilmektedir. Lee ve ark.’nin (LEE J.W., 2001) yapti§i bir calismada PEG
ve PCL kullanilarak sentezlenen cok bloklu (multiblok) kopolimerlerinin reaksiyon suresi
uzadikca molekdler agirhginin arttigi gézlemlenmistir. PEG-PCL-PEG kopolimerinin sentez
parametrelerinden sure degistirilerek yeniden 1:200 MPEG:e-CL monomer oranina sahip daha
yuksek molekuiler agirhga sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri (M, 47 038 Da) yeniden
sentezlenmistir ve bu kopolimer IgG veya anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin
hazirlanmasinda kullaniimigtir. Ayrica, sentez parametrelerinden sure dedistirilerek yeniden
sentezlenen 1:200 MPEG:e-CL monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin
polidispersite indeksinin (3.35) daha kisa surede sentezlenen 1:200 MPEG:e-CL monomer
oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerinin polidispersite indeksinden (3.75) daha dusuk

oldugu gdézlemlenmistir.
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Asama 2: Model Protein Immunoglobulin G (IgG) Yuklu Polikaprolakton (PCL) ve
Polietien glikol-Polikaprolakton-Polietilen glikol (PEG-PCL-PEG)

Mikrokiirelerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Asama 2.1. Model Protein IgG Yikli PCL Mikrokiirelerin Hazirlama Kosullarinin

Optimizasyonu ile ilgili Bulgular

Model protein IgG yukli mikrokidrelerinin  hazirlanmasinda kullanilan  yontemin
optimizasyonu icin, ylklenen IgG konsantrasyonu ve dis su fazi polivinil alkol (PVA) derisimi ve
dis faza tuz eklenmesi gibi gesitli parametreler degistirilerek protein ylikleme verimliligine etkileri
incelenmistir. Protein ylukleme verimliligi, 6zellikle pahali biyoaktif ajan tasiyici sistemlerinin
geligtiriimesi icin 6nemli bir parametredir. Sistemin etkinligi bu parametrenin artmasi ile
badlantiidir (PARK, 2005) ve kullanilan hazirlama kosullariyla degismektedir (MUKERJEE,
2007). Protein yukleme verimliligi, kullanilan yontemin etkinligini belirlemenin yani sira in vitro
deney kosullarinda ortama salinacak toplam protein miktarinin hesaplanmasinda ve in vivo
calismalarda doz belirlenmesinde de Onemli bir parametredir. Bu sebeple, protein yukli
mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilacak prosedirin belirlenmesi igin ilk dnce hazirlanan
IgG yukld PCL mikrokirelerin protein yUkleme verimlilikleri karsilastiriimistir. Projenin ilk
asamalarinda, PCL mikrokirelere yuklenen IgG miktarinin HPLC ydntemiyle tayin edilmistir.
Mikrokurelerden ekstrakte edilen IgG miktar tayini icin 1gG standart c¢ozeltilerinin HPLC
kromatogramlarinin tepe alanlari hesaplanarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 12).
Ayrica, 1gG yukli PCL mikrokire hazirlanmasinda kullanilan metodun proteinin kararliligina
etkisini incelemek igin diklorometan ile inkibe edilen IgG ¢dzeltisinin HPLC kromatogrami (Sekil
13A) 40 ug/ml standart IgG ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami (Sekil 13B) ile karsilagtiriimistir.
Alikonma surelerinde bir degisiklik olmamasi ve kromatogramda yeni tepelerin olusmamasi IgG
yapisinin mikrokure hazirlama yontemi suresince herhangi bir yapisal bir degisime

ugramadigini gostermektedir.
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Sekil 12. HPLC yontemi ile IgG kantitatif tayini i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi
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Sekil 13. Diklorometan ile inkiibe edilen IgG ¢o6zeltisinin (10 ug/ml) (A) ve 40 ug/ml IgG standart
¢Ozeltisinin (B) HPLC kromatogrami
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HPLC yontemi proteinin yapisinin korundugunu gdstermesine karsin, mikrokirelere
hapsedilen 1gG miktarinin tayininde basarili olamamistir. Proteinin  mikroklrelerden
ekstraksiyonunda kullanilan diklorometanin polimer matriksinde polimer zincirlerini agmakta
yeterli olmadigi ve PBS fazina okuma yapabilecek miktarda proteinin ¢ikmadigi
gOzlemlenmistir. Literatirde, PLGA mikrokurelere hapsedilmis ¢ farkh proteinin miktar tayini
icin proteinlerin organik fazdan diklorometan ile ekstraksiyon yontemi ile polimer matriksin bir
bazla hidrolizi sonrasi sodyum dodesil sulfat (SDS) ile ekstraksiyonu yontemi kargilastiriimigtir
(SHARIF, 1995). Diklorometan ile ekstraksiyon yonteminde organik fazdan su fazina proteinin
tam olarak gegmedigi ve bu nedenle protein miktarinin tam olarak dl¢ilemedigi gézlemlenmistir.
Benzer bir sekilde, daha dnceki bir ¢calismada da bu ydntemin PLA ve PLGA mikrokirelere
hapsedilen 1gG proteinini tayin etmede basarisiz oldugu gosterilmigtir (WONG, 2001). Bu
nedenle, hapsedilen IgG miktarini bulmak icin polimer matriksin bir bazla hidrolizi sonrasi
proteinin SDS ile ekstraksiyonu yontemi modifiye edilerek denenmistir. Bu yontem icin protein
yukleme verimliliginin, hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon egrisi Sekil 14’te verilmigtir.
Mikrokurelerinin hazirlama asamasinda yuklenen IgG konsantrasyonunun, dis su fazi PVA
konsantrasyonunun ve dis faza tuz eklenmesinin  protein yikleme verimliligine etkileri

incelenmistir (Tablo 9).
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Sekil 14. BCA Analizi ile protein yukleme verimliligi bulunmasi i¢in kullanilan 1gG kalibrasyon

egrisi
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Tablo 9. Farkli hazirlama yéntemleriyle hazirlanmig 1gG yukli PCL mikrokurelerin protein

yukleme verimliliginin karsilastiriimasi

Gruplar (Bkz. Tablo 5) Protein Yiikleme Verimliligi (%)
(n=3)

Grup | 33.08 + 4.06

Grup Il 38.19+2.10

Grup Il 31.72 £ 3.07

Grup IV 32.39 £5.32

Grup V 37.38 + 2.08

Grup VI 37.22 +4.03
Grup VII 54.03 +1.32

5 mg/ml IgG yukli PCL mikroklreler (Grup IlI) ve dis faza %Z2’lik NaCl eklenerek
hazirlanan 10 mg/ml IgG yukld PCL mikrokireler (Grup V) ayni yontemle hazirlanan diger
gruplara (Grup I, lll ve IV) gore en yuksek protein yikleme verimliligini géstermistir. Sulu ¢ozelti
halindeki proteinler dis etkenlere karsi oldukga hassastirlar. Bu nedenle, protein yUklU
mikrokUrelerin hazirlanmasi sirasinda proteinin hapsetme kosullarindan etkilenmemesi icin i¢ su
fazina belli bir miktar NaCl eklenmistir. Literatlrde, i¢ su fazina tuz eklenmesi i¢ su fazindaki
ozmotik basinci arttirarak proteinin i¢ su fazindan dis su fazina kagmasina neden oldugu
g6zlenmistir (PISTEL, 2000) ve hapsetme verimliligini dugurmastur. Dig su fazina protein
kagmasini dnlemek icin, Grup V'te %2’lik NaCl dis faza eklenmigtir. Bdylece, protein ylkleme
verimliligi bu grupta diger gruplara oranla artmigtir. Daha 6nceki galismalardan da gorulebilecegi
gibi, dis fazin iyonik siddetindeki artis proteinlerin dis faza gog¢uni engelleyerek ylkleme
verimliligini arttirmistir (PISTEL, 2000,ZHANG, 2004). Protein hapsetme verimliligi mikroktre
hazirlama basamagindaki deney kosullarina baghdir. Bu kosullardan bazilari (i¢ faz hacmi,
polimer konsantrasyonu, dig faz PVA konsantrasyonu ve dis faza tuz eklenmesi) galismanin
Oonceki asamalarinda optimize edilmistir. Bu optimizasyon iglemlerine ragmen IgG yuklu
mikrokurelerin protein hapsetme verimliligi buyuk Olgekte mikrokure Uretimi icin yeterli degildir
(% 38.19 £ 2.10). Protein hapsetme verimliligini buyuk olgtude etkileyen bir diger parametre de
emulsiyonun karigtirma hizidir (DEVINENI, 2007). Literatirdeki mikrokure caligmalari
incelendiginde, ylksek devirde (8000-14 000 rpm) mekanik karigtirici kullanilarak hem yiksek
protein hapsetme verimliligi (% 63-99.6) hem de daha kugik boyutlarda mikroktre (5-21 pm)

66



tasima sistemleri hazirlandigi bulunmustur (YOUAN, 1999, MORITA, 2000,PISTEL, 2000,SAEZ,
2008). Ayrica, IgG yukli PCL mikrokureleri hazirlamada kullanilan iki basamakli emuilsiyon-
¢bzlcl ucurma yonteminde birinci basamaktaki emdulsiyonun (yag fazinda su emiilsiyonu)
kararlihgr da protein hapsetme verimliligini etkilemektedir (YEO, 2004). Birinci basamaktaki
emilsiyon kararsiz bir yapida ise protein iceren i¢c su fazi dis su fazina karisarak protein
hapsetme verimliliginin dusmesine neden olmaktadir. Bu emulsiyonun kararliligini arttirmak igin
sigir serum albumin (BSA), polivinil alkol (PVA), Tween-80 veya Span-80 gibi gesitli emulsiyon
yapici ajanlar (emulsifying agent) birincil emulsiyona eklenmektedir (YEO, 2004). Bu sebeple,
daha etkin bir hapsetme verimlilijine ulasabilmek icin ylksek devirde mekanik karigtirici
kullanilarak ve i¢ su fazina PVA eklenerek mikrokireler hazirlanmistir. Ayrica, daha onceki
denemelerde yuksek verimlilik gosteren i¢ fazda 5 mg/ml protein konsantrasyonu olan (Grup I,
%38.19 + 2.1 yukleme verimliligi) ve dig faza %2’lik NaCl eklenerek hazirlanan mikrokureler
(Grup V, %37.38 + 2.08 yukleme verimliligi) gbz 6nune alinmigtir. Hapsedilen IgG miktari, daha
Oonce bahsedilen polimer matriksin NaOH ile hidrolizi sonrasi proteinin SDS ile ekstraksiyonu
yontemi ile belirlenmistir. i¢ faza %0.5’lik PVA dis faza ise %2lik NaCl eklenerek mekanik
karigtirici ile 14 000 devirde Kkaristirilarak hazirlanan mikrokurelerde protein yukleme
verimliliginde bir artis gézlemlenmemistir. Buna karsin, i¢ faza %0.5’lik PVA eklenerek mekanik
karistirici ile 14 000 rpm’de karnistirilarak hazirlanan mikrokirelerde oldukga yiksek protein
yukleme verimliligi gézlenmistir (Grup VII, % 54.0 £ 1.32) (Tablo 9). Bu kosullarin projenin

devaminda IgG yukli mikroklrelerin hazirlanmasinda kullaniimasina karar verilmistir.

Asama 2.2. Model Protein IgG Yiiklii PEG-PCL-PEG Mikrokiirelerin Hazirlama Kosullarinin

Optimizasyonu ile ilgili Bulgular

Projenin ilk agsamalarinda, sentezlenen 1:20, 1:100 ve 1:200 gibi farkli MPEG: ¢-CL
monomer mol oranlarina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimerleri kullanilarak model protein
IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokureler hazirlanmasinda kullanilacak kopolimer olarak
belirlenmigtir. Sentezlenen 1:20 MPEG: ¢-CL monomer mol oranlarina sahip PEG-PCL-PEG
triblok kopolimerinin sudaki ¢ézundrligunidn fazla olmasi nedeniyle bu kopolimer protein yUkli
PCL mikrokureler hazirlanamamistir. Bu nedenle, MPEG: ¢-CL mol orani 1:100’e ve 1:200’e

degigtirilerek yapinin daha hidrofobik olmasi saglanmig ve iki basamakli emulsiyon-¢6zicu
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ucurma yontemi ile IgG yUklU tasiyici sistemler hazirlanmis ve hazirlanan tasiyici sistemler SEM

analizi ile incelenmistir (Sekil 15).

METU 28KV METU 28KV

(A) (B)

Sekil 15. A) 1:100 MPEG: &-CL monomer mol oranina sahip PEG-PCL-PEG kopolimer
kullanilarak; B) 1:200 MPEG: &-CL monomer mol oranina sahip PEG-PCL-PEG kopolimeri
kullanilarak hazirlanan IgG yukli PEG-PCL-PEG tasiyici sistemlerin SEM goruntileri

1:200 monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri kullanilarak hazirlanan
protein yukli PEG-PCL-PEG tasiyici sistemin ¢ogunlukla kure formunda oldugu gézlenmistir.
Ancak, 1:100 monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri kullanilarak hazirlanan
protein yukli PEG-PCL-PEG taslyici sisteminde duzgun klreler olusmadidi ve daha ¢ok buyuk
sekilsiz aggregatlarin olustugu gortlmuistir. 1:200 monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG
triblok kopolimeri kullanilarak hazirlanan tagiyici sistemin ise homojen bir dagilima sahip
olmadigi halde ¢ogunlukla kire formunda oldugu goériimustir. Asama 1’de de belirtildigi gibi
homojen bir dagilimin goézlemlenmemesinin nedeninin  mikroklrelerin  hazirlanmasinda
kullanilan organik ¢ézicinin kopolimeri etkin bir sekilde gézememesi oldugu disunulmektedir.
Coziunemeyen kopolimer parcalarinin mikrokire hazirlama basamagi sirasinda aggregat
olusumuna neden olmaktadir. Ayrica, sentezlenen 1:200 monomer oranina sahip PEG-PCL-
PEG triblok kopolimerinin molekil agirhgr (Mw 22 000) projenin ilk asamalarinda IgG ve anti-

TNF yukld PCL mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan ticari bir polimer olan PCL’in molekdl
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agirhgina (Mw 65 000) oranla daha distk bulunmustur ve bu kopolimer kullanilarak hazirlanan
mikrokUrelerin  bozunma slresinin PCL mikrokUrelerin bozunma slresinden daha kisa
olabilecedi distinilmektedir. Onceki bir calismada da belirtildigi gibi PEG-PCL kopolimerin Mw
degeri olusan mikrokurelerin sekline blytk dlcide etki ettigi ve ¢oziici ugurma ydnteminde,
yuksek Mw degerine sahip kopolimerlerin diizgiin mikrokire olusmasinda disuk Mw degerine
sahip kopolimere oranla daha etkin oldugu gézlemlenmistir (ZHOU, 2003). Bu nedenlerle, 1:200
MPEG:e-CL monomer oranina sahip PEG-PCL-PEG kopolimerinin sentez parametrelerinden
sure degistirilerek PEG-PCL-PEG triblok kopolimeri yeniden sentezlenmis ve model protein IgG
yukli PEG-PCL-PEG mikrokureler hazirlanmigtir. Protein yuklU PEG-PCL-PEG mikrokurelerin
hazirlanmasinda kullanilan iki basamakli emulsiyon-¢6ziicii ucurma (double emulsion-solvent
evaporation) metodundaki organik ¢dzicunun tart, kopolimer konsantrasyonu, organik fazin
hacmi, dis fazda kullanilan surfektanin tipi ve konsantrasyonu, karistirma basamaklari ve hizlari
gibi c¢esitli hazirlama parametreleri dedistirilerek olusturulan tasima sistemlerinin genel
gorunuimleri SEM analizi ile incelenmistir (Sekil 16). Olusturulan deney gruplarindan 4., 6. ve 9.
grupta kiire formunun olusumu daha belirgin olarak gézlemlenmistir. Fakat, Grup 4 ve 6’da daha
az homojen bir dagilim oldugu icin IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin Grup 9Qun

hazirlanmasinda kullanilan parametreler kullanilarak hazirlanmasina karar verilmigtir.
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Grup 7 Grup 8
Sekil 16. Farkl kosullarla hazirlanmis 1gG yikla PEG-PCL-PEG mikrokurelerin SEM goruntileri
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Asama 2.3. Model Protein 1gG Yukli PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokurelerin
Karakterizasyonu

Mikrokurelere protein yikleme ydnteminin basarisini belirleyen baslica kriterler ylksek
ila¢ yukleme verimliligi, mikrokurelere protein yikleme ydnteminin proteinin (¢ boyutlu yapisinin
bozulmasina neden olmamasi ve mikroklrelerden ©Ongorilebilir bir protein saliminin
gerceklegsmesidir.. Gama sterilizasyonu sonrasinda, model protein IgG yuklu PCL veya PEG-
PCL-PEG mikrokurelerin karakterizasyon parametreleri gama sterilizasyonu yapilmamig

mikrokurelerin karakterizasyon parametreleri ile karsgilastiriimistir.

2.3.1. Protein Yukleme Verimliligi

Model protein 1gG yUkli mikrokdreler hazirlandiktan sonra, pahali biyoaktif ajan tasiyici
sistemlerin gelismesinde édnemli bir parametre olan protein ytkleme verimliligi incelenmistir. In
vitro deney kosullarinda ortama salinacak toplam proteinin hesaplanmasinda protein yukleme
verimliligi parametresinden vyararlanilacaktir. PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokirelere
hapsedilen IgG protein miktarinin belirlenmesi icin BCA metodu kullaniimisgtir. Protein
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan ve bellirli konsantrasyonlarda IgG standart ¢ozeltileri ile
olusturulmus kalibrasyon egrisi Asama 2.1 Sekil 14te verilmistir. Optimizasyon
basamaklarindan sonra karar verilen iki basamakh emulsiyon- ¢6zicli ugurma metoduyla
hazirlanan model protein IgG yukli PCL mikrokurelerin protein yikleme verimliligi % 54.0 + 1.32
degerinde hesaplanirken IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin yikleme verimliligi % 74.32 +
3.45 degerinde hesaplanmistir. Coccoli ve ark. (COCCOLI, 2008) i¢ faza PVA eklenerek iki
basamakli emdlsiyon- ¢6zicli ugurma metoduyla hazirlanan BSA yikli PCL mikrokirelerde
farkh hazirlama parametreleriyle %29.1’den %62.9’a degisen degerlerde protein yukleme
verimlilikleri gbzlemlemistir. Baska bir calismada, iki basamakli emdulsiyon- ¢6zicl ugurma
metoduyla hazirlanan insulin yiklG PCL mikroklrelerin protein ylUkleme verimliliklerinin
hazirlama kosullarina bagh olarak %28.3 ile % 53 aralidinda degistigi g0sterilmistir
(MUKERJEE, 20086).

Her iki mikrokire tdrinde de gama sterilizasyonu sonrasinda protein ylkleme

verimliliginde herhangi bir degisim olmamistir. Bu sterilizasyon ydntemi kuru bir ortamda
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yapildigindan yiklenen proteinler yapidan uzaklasmamaktadir ve yiklenen protein miktarinda
bir degisim olmamaktadir. Onceki calismalara bakildiginda da gama sterilizasyonu sonrasinda
yuklenen protein miktarinda herhangi bir degisim  olmadidi gézlemlenmistir (CALIS,
2002,CARRASCOSA, 2003,FERNANDEZ-CARBALLIDO, 2004).

Hazirlanan model protein IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokirelerin yikleme verimliligi
(%74.32 £ 3.45) IgG yuklu PCL mikrokurelerin protein yukleme verimliliginden (%54 + 1.32)
belirgin olarak yiksek ylksek ¢cikmistir. Zhou ve ark. yaptigi bir calismada (ZHOU, 2003), cesitli
monomer oranlarinda sentezlenen PEG-PCL kopolimerleri ile hazirlanan mikroktrelere ve PCL
mikrokurelere model protein olarak insan serum albumin ylklenmis ve mikrokurelerin boyut ve
protein yukleme verimlilikleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére, PCL mikrokurelerin
yukleme verimliligi %25.8 olarak go6zlemlenirken PEG-PCL kopolimerleri ile hazirlanan
mikrokurelerin yukleme verimlilikleri %35.4 ile %50.1 araliginda degismistir. Elde ettikleri
sonuclara gore, PEG-PCL kopolimerleri ile hazirlanan mikrokurelerin protein ylikleme
verimliliklerindeki artisin yapiya dahil olan hidrofilik PEG segmentinin hidrofobik polimer ve
protein arasindaki etkilesimi geligtirmesi sonucu gézlemlendigini sonucuna varmiglardir. Diger
bir calismada da, gesitli oranlarda sentezlenen MPEG-PCL diblok kopolimerleri PCL polimeri ile
karistirilarak cytarabin yUkli mikrokidreler hazirlanmistir (DIAB, 2010). Hazirlanan bu
mikrokurelerin  protein yukleme verimlilikleri PCL mikroklrelerin  ylkleme verimliligi ile
karsilastirildiginda, MPEG-PCL eklenerek hazirlanan PCL mikrokirelerin yikleme verimliligi
%1.57-13.5 araliginda gdzlemlenirken PCL mikrokurelerin yukleme verimliligi %1.3 civarinda
g6zlemlenmigtir. iki basamakli emliilsiyon yéntemiyle hazirlanan mikrokirelerin yapisinda
bulunan MPEG segmenti i¢ su fazina dogru dénerek polimer matriksin hidrofilikligini azaltmis ve

hidrofilik yapida olan proteinlerin polimer yapinin i¢ kismina dogru gitmesine neden olmustur.
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2.3.2. Yuzey Morfolojisi

SEM analizi sonucunda, hazirlanan 1gG yukla PCL mikrokurelerin kire seklinde homojen
bir dagihma sahip olduklari gézlemlenmistir. Ayrica, hazirlanan mikroklrelerin gézeneksiz bir
yuzeye sahip olduklari goérilmustur (Sekil 17A,17C ve 17D). Gama sterilizasyonu yapilimig ve
yapilmamis IgG yUkli PCL mikrokirelerin ylizey morfoloji dzellikleri incelendiginde ylzey
morfoloji 6zelliklerinde belirgin bir degisiklie rastlanmamistir (Sekil 17C ve 17D). Hazirlanan
IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokdrelerin kire sekline sahip olduklari gézlemlenmistir (Sekil
17B, 17E ve 17F). Gama sterilizasyonu yapilimig ve yapiimamis PEG-PCL-PEG mikrokurelerin
yuzey morfolojileri incelendiginde ise yine belirgin bir degisiklige rastlanmamistir (Sekil 17E ve
17F). Literatlrdeki bir ¢alismada benzer sekilde gama isimasinin IGF-I (insulin like growth
factor) yukli PLGA mikrokirelerin ylizey morfoloji 6zelliklerinde herhangi bir degisime neden
olmadigi go6zlenmistir (CARRASCOSA, 2003). Carballido ve ark.nin (FERNANDEZ-
CARBALLIDO, 2004) yaptigi benzer bir calismada gama sterilizasyonu sonrasinda ibuprofen
yukli PLGA mikrokirelerin yluzey morfoloji 6zelliklerinde ylzey morfolojisi 6zelliklerinde

herhangi bir degisime rastlanmamistir.
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HETUR 2exu i

i¥m
20KV X6.800

(E) (F)

Sekil 17. Hazirlanan 1gG yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin SEM goruntileri A)
Gama sterilizasyonu yapilmamis PCL mikrokirelerin genel gérintlisi; B) Gama sterilizasyonu
yapiimamis PEG-PCL-PEG mikrokirelerin genel goruntist; C) Gama sterilizasyonu
yapilmamig PCL mikrokurenin yuzey goruntist; D) Gama sterilizasyonu yapiimigs PCL
mikrokUrenin yluzey goéruntisu; E) Gama sterilizasyonu yapilmamis PEG-PCL-PEG
mikrokurelerin ylzey gorintusu; F) Gama sterilizasyonu yapilmis PEG-PCL-PEG mikrokurelerin
ylUzey goruntusu
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2.3.3. Boyut Analizi

Gama sterilizasyonunun, hazirlanan model protein (IgG) yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokurelerin parcacik boyutu ve boyut dagilimina etkisi incelenmistir. Projenin ilk
doénemlerinde, IgG yUkli PCL mikrokirelerin gama sterilizasyonu dncesinde ve sonrasinda
ortalama pargacik buyUkligu dinamik 1sik sagihm spektrofotometresi (DLS) kullanilarak
OlcUimustar (Sekil 18). Bu analiz sonucunda, gama sterilizasyonu sonrasinda mikrokdrelerin
boyutunda bir artis gérulmustir. Gama 1simasi ile sterilizasyon yapilmamis mikrokurelerin
boyutlari 1,484 — 2,397 ym araliginda degisirken gama isimasi ile sterilizasyon yapilmig
mikrokdrelerin  boyutlari 2.389 — 6,236 pm aralidinda degismektedir. Bu artisin, gama
sterilizasyonu sonrasi agregat olusumuna bagli olarak gdzlemlendigi dusundlmustir. Montanari
ve ark. (MONTANARI, 1996)yaptigi bir calismada da, 25 kGy gama 1simasi ile sterilize edilen
PLGA mikrokurelerin ortalama c¢aplari gama i1simasindan sonra % 80 oraninda artmigtir ve bu
artisin mikrokdrelerin 1sima sirasinda agregat olusturmasina bagl oldugu gosteriimektedir.
Fakat, hazirlanan IgG yiUkli PCL mikroklrelerin gama oncesi ve sonrasi SEM gorintileri
karsilastirildiginda (Sekil 17) gama sterilizasyonu éncesindeki mikrokire boyutlarinin DLS ile
Olcllen deger (1.484 - 2.397 ym) kadar disuk bir aralikta olmadigi ve gama sterilizasyonu
yapilmis ve vyapimamis mikrokirelerin boyutlari arasinda belirgin bir fark olmadigi
g6zlemlenmistir. DLS analizinde boyutun daha kuguk aralikta okunmasinin nedeni, mikrokure
suspansiyonundaki  biyik mikrokurelerin zamanla ¢okmesi sonucu sadece slspansiyonda
kalan daha kuglk mikrokirelerin neden oldugu 1sik sac¢iimalarinin okunmasina bagh oldugu
dusunulmektedir. Bu sebeple, 1gG yukli PCL mikrokurelerin gama sterilizasyonu 6ncesinde ve
sonrasinda ortalama parcacik buyukligl dagihimlarindaki degisimleri incelemek igin literattrde
sik¢a kullanilan bir diger yéntem olan SEM gorintilerinden boyut analizi bu rapor déneminde
kullaniimistir (WU, 2009,CARPENEDO, 2010,RAJAPAKSA, 2010). Bu analiz sonucunda,
mikrokdrelerin parcacik boyut dagilimini gdstermek igin esit araliklarla olusturulmus mikrokire
boyutuna karsi ylizde mikroklre oran histogram ve kimdulatif mikrokire ylzde oran edrileri
olusturulmustur (Sekil 19). Ayrica, hazirlanan mikroklrelere ait pargacik boyut &lgim
parametreleri de belirlenmigtir (Tablo 10). Gama ile sterilizasyonu yapiimis ve yapilmamis IgG
yukld PCL mikrokurelerin pargacik boyutlari karsilastirildiginda gama sterilizasyonu sonrasinda
parcacik boyutunda belirgin bir degisim olmamistir (p > 0.05). Benzer sekilde, gama ile
sterilizasyonu yapilmis ve yapimamis 1gG yiUkli PEG-PCL-PEG mikroklrelerin pargacik

boyutlari karsilastirildiinda gama sterilizasyonu sonrasinda pargacik boyutunda belirgin bir
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degisim olmamistir (p > 0.05). Carrascosa ve ark.nin (CARRASCOSA, 2003) yaptigi benzer bir

calismada gama sterilizasyonu sonrasinda insulin-benzeri buyime faktori (IGF-1) yikli PLGA

mikrokurelerinin ortalama boyutunda herhangi bir degisime rastlanmamistir.
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Sekil 18. IgG yuklid PCL mikrokurelerin pargacik boyut dagiimi (A) Gama sterilizasyonu

yapiimamig mikrokureler, (B) Gama sterilizasyonu yapilmig mikrokureler
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Sekil 19. Gama sterilizasyonu yapilmamis (A) ve gama sterilizasyonu yapilmis (B) 19G yuklu
PCL mikrokureler ve gama sterilizasyonu yapilmamig (C) ve gama sterilizasyonu yapilimig (D)

IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelein pargacik boyut dagilimini gdsteren histogram ve

%kumulatif mikrokure egrileri
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Tablo 10. Gama sterilizasyonu yapilmamis ve yapilmig IgG yukli PCL ve PEG-PCL-PEG

mikrokurelerin SEM gdruntilerinden elde edilen parcacik boyut 6lgim degerleri

Ortalama Pargacik Mod Medyan
Boyutu

Gama sterilizasyonu yapilmamis 599+ 0.12 um 4.16 pm 541 um
IgG yukli PCL mikroktreler
Gama sterilizasyonu yapilmis 1gG 579+ 0.12 um 3.47 um 5.14 um
yukli PCL mikrokureler
Gama sterilizasyonu yapilmamig 6.05+0.11 pm 3.88 uym 5.59 uym
IgG yukla PEG-PCL-PEG
mikrokureler
Gama sterilizasyonu yapilmis 1gG 5.84 £+ 0.10 ym 3.59 ym 5.34 ym

yUkli PEG-PCL-PEG mikrokureler

Tim gruplar birbirinden p < 0.05 seviyesinde istatiksel olarak farkli bulunmamistir.

2.3.4. Salim Profili

Salim profili, proteinlerin tedavi amacli uygulamalarinda kullaniimak Uzere hazirlanan
mikrokUlre sistemlerinin tasariminda kullanilan énemli bir parametredir. Mikroklrelerden in vitro
kosullarda ortama salinan protein miktarlari sistemin in vivo kosullarda davranigi igin dn bilgiler
saglamaktadir. Bu projede, en az 3 ay kontrolli salim saglayacak bir biyoaktif ajan yUkld
mikroklre sistemi gelistiriimesi hedeflenmigtir. Projenin ilk zamanlarinda, mikrokirelerden
ortama c¢ikan toplam protein miktarinin tayinininde ylksek performans sivi kromatografisi
(HPLC) denenmigtir. PCL mikrokurelerden ortama ¢ikan IgG protein miktarinin HPLC yéntemi
ile belirleyebilmek igin belli konsantrasyonlarda, salim ortami iginde hazirlanan IgG standart
¢Ozeltilerinin  HPLC kromatogramlarindaki tepe alanlari hesaplanarak kalibrasyon egrisi
olusturulmustur  (Sekil 20). Bu kalibrasyon egrisi olusturulurken, 5 pg/ml 1gG
konsantrasyonundan ylksek konsantrasyonlarda okuma vyapilabilrken 5 pg/ml IgG
konsantrasyonundan dugstk konsantrasyonlarda 10. dakikada beklenen IgG tepe noktasi
g6zlemlenmemistir (Sekil 21A). Benzer bir sekilde salim c¢alismalari sonrasinda incelenen

orneklerde de IgG tepe noktasi gdzlemlenmemistir (Sekil 21C). Ancak salim &rnekleri BCA
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yontemi ile incelendiginde salim &rneklerinin 5 ug/ml IgG konsantrasyonundan dusuk

degerlerde oldugu goérilmustir. Bu nedenle, HPLC ydntemi, projenin ilerleyen asamalarinda

salim érneklerinin analizi i¢in kullaniimamistir.

100000
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o 40000 y = 944,59x - 282,05
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20000 A
O T T T T T
20 40 60 80 100 120
-20000
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 20. Salim galismalari icin HPLC yontemi ile olusturulan IgG kalibrasyon egrisi
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Salim ¢alismalari sirasinda PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerden ortama salinan IgG
protein miktarini belirleyebilmek icin belli konsantrasyonlarda salim ortami iginde IgG standart
cozeltileri hazirlandiktan sonra BCA metodu kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur
(Sekil 22). Ortama salinan protein miktarlari mikroktrelerin BCA yéntemiyle belirlenen protein
yukleme verimliligine bdlinerek salim sirasinda ortama ¢ikan %kumdalatif protein miktarlar
belirlenmistir (Sekil 23). Ayrica, salim sirasinda 1 miligram mikroklireden zamanla ortama gikan
proteinin mikrogram cinsinden miktarlari da belirlenmigtir (Sekil 24). Gama sterilizasyonu
yapilmis ve vyapilmamis IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokireler ve I1gG yikli PCL
mikrokirelerden 6. saatte, 7. Glinde ve 90. glinde ortama ¢ikan toplam protein miktarlari Tablo

11’de karsilastiriimigtir.
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Sekil 22. Salim ¢alismalari igin BCA analizinde kullanilan IgG kalibrasyon egrisi
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Kimulatif IgG protein salimi, %
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Sekil 23. IgG yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin BCA yontemi ile incelenen 3 aylik
salim profilleri A gama sterilizasyonu yapilmamis IgG yikli PCL mikrokireler; o gama
sterilizasyonu yapilmis IgG yukli PCL mikrokureler; A gama sterilizasyonu yapilmamis 1gG
yukli PEG-PCL-PEG mikrokureler; e gama sterilizasyonu yapilmis 1gG yukli PEG-PCL-PEG

mikrokureler
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ug 1gG / mg mikrokiire

0 20 40 60 80 100

Zaman (giin)

Sekil 24. IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokirelerin BCA yontemi ile incelenen 3 aylik mg
mikrokire basina ortama ¢ikan ug ilag salim profilleri A gama sterilizasyonu yapiimamis 1gG
yukli PCL mikrokureler; o gama sterilizasyonu yapilmis 1gG yukli PCL mikrokureler; A gama
sterilizasyonu yapilmamis 1gG yukli PEG-PCL-PEG mikrokureler; e gama sterilizasyonu
yapiimig IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokireler

83



Tablo 11. Gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden

farkl zamanlarda ortama ¢ikan BCA ydntemi ile belirlenen 1gG miktarlari

Kiimiilatif Salim, %

ug IgG/ mg mikrokire

6. saat 7.gun 90. giin 6. saat 7.gln 90. giin

Gama

- 2.51+0.37 19.55+0.83 77.81+1.58 0.13+0.01 1.01+0.16 4.01+0.32
sterilizasyonu
yapilmamis IgG > * s * > >
yukli PCL
mikrokureler
Gama 2.51+0.80 18.69 + 0.82 75.93+1.61 0.13 +0.05 0.96+0.14 3.53+0.38
sterilizasyonu
yapilmis 1gG yiikli # #< # #< <
PCL mikrokureler
Gama 2.25+0.38 28.60 £ 3.42 66.03 + 4.89 0.14 +0.02 2371040 445%0.77
sterilizasyonu

N * < N * < <

yapilmamis IgG ' '
yukli PEG-PCL-
PEG mikrokureler
Gama

" 3.75+0.45 27.32+5.34 77.58 +4.00 0.13 +0.02 247+031 6.83+£1.12
sterilizasyonu
yapilmig IgG yUklu Ag> > # #A #,> #,>

PEG-PCL-PCL

mikrokureler

* Gama sterilizasyonu yapilmamis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama c¢ikan ayni zaman
dilimindeki IgG miktarlari arasindaki belirgin farklari géstermektedir (p <0.05)

# Gama sterilizasyonu yapilmis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama ¢ikan ayni zaman dilimindeki
IgG miktarlari arasindaki belirgin farklari géstermektedir (p < 0.05)

N Gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama ¢ikan ayni zaman
dilimindeki IgG miktarlar arasindaki belirgin farklari goéstermektedir (p < 0.05)

> Gama sterilizasyonu yapilmamigs PCL ve gama sterilizasyonu yapilmig PEG-PCL-PEG mikrokurelerden
ortama ¢ikan ayni zaman dilimindeki IgG miktarlar arasindaki belirgin farklari géstermektedir (p < 0.05)

< Gama sterilizasyonu yapilmig PCL ve gama sterilizasyonu yapilmamigs PEG-PCL-PEG mikrokirelerden
ortama ¢ikan ayni zaman dilimindeki IlgG miktarlar arasindaki belirgin farklari goéstermektedir (p < 0.05)

84



Gama sterilizasyonu yapilmis ve yapiimamis PCL ve PEG-PCL-PEG mikroklrelerden 3
aylik kimdlatif protein salimlarinin benzer bir profile sahip oldugu gézlemlenmistir (Sekiller 23
ve 24). Salim calismalarinda elde edilen sonuclar, SEM analizi sonuglari ile uyumluluk
goOstermektedir. Mikrokurelerin ylzey morfolojileri incelendiginde gama sterilizasyonunun yiizey
morfoloji 6zelliklerinde belirgin bir degisiklige neden olmadigi gézlemlenmistir. Mikrokurelerin
yuzey morfoloji Ozellikleri (6zellikle ytzey go6zeneklilik) ilag salimini etkileyen onemli bir
parametredir (GITEAU, 2008). Ylzeyde gb6zeneklilik arttikca ilacin ortama salim hizi
artmaktadir. Literatlrdeki bir ¢alismada da gama sterilizasyonunun PLGA mikrokurelerden
ortama salinan ibuprofenin salim kinetigine ve ylizey morfolojisine etki etmedigi gézlemlenmistir
(FERNANDEZ-CARBALLIDO, 2004). Salim sonuglarina bakildiginda ilk 6 saatte gama
sterilizasyonu yapilmis PEG-PCL-PEG mikrokurelerden salim ortamina c¢ikan IgG miktari diger
mikrokdre gruplarindan salim ortamina gikan IgG miktarlarindan belirgin olarak yiksek ¢ikmistir
(p = 0.05). Fakat, 6. saatte mg mikrokire basina salim ortama ¢ikan pg ilag miktarlari arasinda
belirgin bir fark gdézlemlenmemistir (p > 0.05). ilk 6 saatte, gama sterilizasyonu yapiimis veya
yapilmamis PCL mikroklrelerden ortama salinan protein miktarinda belirgin bir fark
g6zlemlenmemistir (p > 0.05). Fakat, gama sterilizasyonu yapilmis veya yapilmamis PEG-PCL-
PEG mikrokurelerden ortama salinan protein miktari arasinda belirgin bir fark géraimustir (p <
0.05). 7. ginde mikrokurelerden ortama kimulatif protein ylizdesi ve mg mikrokire basina salim
ortama c¢ikan ug ilag miktarlari kargilastirildiginda gama sterilizasyonu yapilmig ve yapilmamis
PCL mikrokurelerden salim ortama ¢ikan protein miktarlari gama sterilizasyonu yapilmis ve
yapiimamigs PEG-PCL-PEG mikrokurelerden salim ortamina ¢ikan protein miktarlarindan
belirgin olarak dusuk bulunmustur (p < 0.05). 90 gunlik salim suresinin sonunda, gama
sterilizasyonu yapilmis PEG-PCL-PEG mikroklrelerden ortama salinan IgG miktari, gama
sterilizasyonu yapilmis PCL ve gama sterilizasyonu yapilmamis PEG-PCL-PEG mikrokire
gruplarindan salim ortamina gikan IgG miktarlarindan belirgin olarak yiksek ¢ikmigtir (p < 0.05).
Fakat, gama sterilizasyonu yapilmamis PCL mikrokirelerden ortama salinan protein miktari ve
gama sterilizasyonu yapiimis PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama salinan 1gG miktari
arasinda belirgin bir fark gbézlemlenmemistir (p > 0.05). Oldukga kristalin yapida ve hidrofobik
olmasindan dolayr PCL’in bozunma suresi yavastir (PRABHAKAR, 2005). Polietilen glikol
(PEG) gibi hidrofilik segmentlerin PCL zinciri ile kopolimerizasyonu veya PCL zincirine
eklenmesi sonucu hidrofobik 6zellik degistirilerek PCL’in biyobozunurlugu gelistirilebilmektedir
(HA, 1999,DAS, 2000,KIM M.S., 2006). Polimer matriks yapisina eklenen PEG polimer ve
protein arasindaki hidrofobik etkilesimleri digtirmektedir. Ayrica, yapidaki PEG zincirleri suyun

tasima sisteminin igine daha kolay girmesini saglayarak polimer matriksin erozyona ugramasina
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neden olmaktadir. Bu nedenlerle, PEG-PCL-PEG mikrokirelerden salim ortamina protein ¢ikigi
PCL mikrokirelerden salim ortamina protein ¢ikisina oranla daha hizl oldugu disunulmektedir.
Benzer bir calismada, MPEG-PLA kopolimeri sentezlenerek hazirlanan nanoparcaciklardan
salim ortamina ¢ikan ila¢ (paklitaksel) miktari, PLA nanopargaciklardan salim ortamina ¢ikan
ilag miktarina oranla daha yiiksek bulunmustur (DONG, 2004). ilk 7 giin, ilacin % 85'i MPEG-
PLA nanoparcaciklardan salim ortamina g¢ikarken PLA nanoparcaciklardan salim ortamina 1
ayda ilacin %30'u ¢ikabilmistir. Kim ve Bae’nin yaptidi bir galismada (KIM, 2004), iki basamakl
emilsiyon yontemi kullanilarak albumin yikli PEG-PCL ve PEG-PLLA mikrokireler
hazirlanmigtir. Sentezlenen PEG-PCL ve PEG-PLLA kopolimerlerinde hidrofilik PEG segment
orani arttirildikga ortama cikan albumin miktarinin da arttigi gézlemlenmigtir. Mikrokdrelerin
hidrofilik 6zelligi arttikga su tutma orani artacagindan bu mikroklrelerden salim ortamina daha

hizli bir sekilde protein gikmistir.

2.3.5. 1gG Biyoaktivitesi

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden farkli zamanlarda ortama ¢ikan IgG proteinin
biyoaktivitesinin korunup korunmadigini élgmek icin 90 gin boyunca farkh zamanlarda elde
edilen salim érnekleri enzime bagl immiinosorban (ELIZA) testi ile incelenmistir. IgG yuikli PCL
ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama salinan biyolojik olarak aktif IgG protein miktarlari
BCA ydntemiyle belirlenen protein ylikleme miktarlarina béliinerek salim sirasinda ortama gikan
%kumdlatif protein miktarlari belirlenmigtir (Sekil 25). Ayrica, salim sirasinda 1 miligram
mikroklreden zamanla ortama ¢ikan proteinin mikrogram cinsinden miktarlari da belirlenmistir
(Sekil 26).

ELIZA ybntemiyle incelenen salim érneklerinde (Sekiller 25 ve 26) 90 giin boyunca PCL
ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama salinan protein miktarlarinin BCA ydntemi ile
(Sekiller 23 ve 24) goézlemlenen miktarlardan daha disik oldugu gdézlemlenmistir. BCA
yonteminde, iki farkli tepkime yer almaktadir. ilk asamada, Cu?* iyonlar proteinlerin peptid
baglari ile etkileserek Cu® iyonlarina doniismektedir. Daha sonra olusan Cu® iyonlari BCA ile
etkileserek 562 nm’de abzorbans veren mor renkli Grin olusumuna neden olmaktadir. Bu
nedenle, bu renkli Grindn olusmasi i¢in ortamda peptid baglarinin olmasi yeterlidir ve bu
yontem proteinin G¢ boyutlu yapisinin korunmasina bagh degildir. Bu ydntem ile ortamda

bulunan  biyoaktifligini kaybetmis ve kaybetmemis bitin protein miktar (total protein)
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belirlenmektedir. Fakat, ELIZA yontemi ise 6zgul antijen-antikor baglanmasina dayanmaktadir
ve ortamdaki biyoaktivitesini koruyan protein miktarlarini dlgmektedir. Bu nedenle, ELIZA testi

ile okunan protein miktarlari BCA yéntemiyle okunan degerlere gore daha disik okunmustur.

40

Kimdilatif IgG protein salimi, %

0 20 40 60 80 100

Zaman (giun)

Sekil 25. IgG yiiklii PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin ELIZA yéntemi ile incelenen 3 aylik
salim profilleri A gama sterilizasyonu yapilmamis IgG yikli PCL mikroklreler; o gama
sterilizasyonu yapilmig IgG yukli PCL mikrokureler; A gama sterilizasyonu yapilmamis IgG
yukli PEG-PCL-PEG mikrokureler; e gama sterilizasyonu yapilmig 1gG yukli PEG-PCL-PEG

mikrokureler
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ug IgG / mg mikrokiire
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Zaman (giun)

Sekil 26. IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokirelerin ELIZA yéntemi ile incelenen 3 aylik mg
mikrokire basina ortama ¢ikan ug ilag salim profilleri A gama sterilizasyonu yapiimamis 1gG
yukli PCL mikrokireler; o gama sterilizasyonu yapilimig 1gG yukli PCL mikrokureler; A gama
sterilizasyonu yapilmamig 1gG yukli PEG-PCL-PEG mikrokureler; e gama sterilizasyonu
yapiimig IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokureler

Gama sterilizasyonu yapilmig ve yapimamis IgG yikli PEG-PCL-PEG ve PCL
mikrokidrelerden 6. Saatte, 7.glinde ve 90. glinde ortama c¢ikan biyolojik aktivitesini korumus
protein miktarlari Tablo 12’de karsilastirilmistir. 6 saatlik ve 7 gunlik salim sonuglarina
bakildiginda, gama sterilizasyonu yapilmis PCL mikrokurelerden salim ortamina g¢ikan IgG
miktari diger mikrokire gruplarindan salim ortamina ¢ikan IgG miktarlarindan belirgin olarak
distk bulunmustur (p < 0.05). PCL mikrokurelerin aksine, gama sterilizasyonu sonrasinda
PEG-PCL-PEG mikroklrelerden salim ortamina ¢ikan biyolojik olarak aktif proteinin miktarinda
belirgin bir degisim gdzlemlenmemigtir (p > 0.05). Bolim 2.2.4’de bahsedildigi gibi, hidrofilik

PEG segmentinin PCL zinciri ile kopolimerizasyonu sonucu PCL’in hidrofilik yapisi degistirilerek
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bozunma siresi degismistir. Bu nedenle, PEG-PCL-PEG mikrokirelerden salim ortamina
protein c¢ikisi PCL mikrokurelerden salim ortamina protein c¢ikisina oranla daha hizli oldugu
distnulmektedir. Salim ortamina daha cok protein ¢iktigi icin ortamdaki biyolojik olarak aktif
protein miktari da artmistir. Ayrica, mikrokurelerin hazirlanmasinda kullanilan kopolimerin
yapisindaki PEG zincirlerinin proteinin kararlihgini korudugu disunudlmektedir. Péan ve ark.
(PEAN, 1999) yaptigi bir calismada sinir biyime fakoétird (NGF) yiukld PLGA mikrokdrelerin
hazirlanma basamaginda i¢ organik faza PEG400 eklenerek ylklenen proteinin kararlihdinin
korunmasi saglanmigtir. Sisteme eklenen PEG molekuli NGF’nin emdulsiyon sirasinda organik
faz ile etkilesmesini engelleyerek NGF’nin denatlire olmasini engellemistir. Ayrica, kovalent
olarak ylzeye baglanan PEG zincirleri hidrofobik polimer ylzeyini maskeleyerek peptit ve
proteinlerin adzorpsiyonunu azaltmakta ve in vivo kararligini arttirmaktadir (STOLNIK,
1994,LUCKE, 2000). 7. ve 90. ginde, gama sterilizasyonu yapiimis PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokdreler karsilastirildiginda ise, PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama salim ortamina
¢ikan biyolojik olarak aktif proteinin miktari PCL mikrokirelerden salim ortamina ¢ikan IgG
miktarindan belirgin olarak yiuksek bulunmustur (p < 0.05). Bu nedenle, PEG zincirinin gama

sterilizasyonu sirasinda protein yapisini korudugu dusunulmektedir.
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Tablo 12. Gama sterilizasyonu yapilmis ve yapiimamig PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerden

farkll zamanlarda ortama gikan ELIZA yontemi ile belirlenen IgG miktarlar

Kiimulatif Salim, %

ug lgG / mg mikrokure

6. saat 7.gun 90. gln 6. saat 7.gun 90. giin
Gama 2.66+0.14 10.12 £ 0.20 27.33+0.25 0.14 £ 0.01 0.51+0.04 1.38+0.05
sterilizasyonu *> * 7 * » x> x5
yapillmamis IgG
yiikli PCL
mikrokreler
Gama 1.46 +0.03 4.01 £0.05 2752+0.38 0.08+0.002 0.20+0.01 1.42+0.09
sterilizasyonu <, #,<) < #,<” #,<” #,<
yapilmig IgG yuklu
PCL mikrokdreler
Gama 2.19+0.10 11.36 £ 0.09 35.73+0.15 0.13+0.004 0.70+0.01 2.19+0.06
sterilizasyonu *< *< * A< < * < * <
yapillmamis IgG
yiiklii PEG-PCL-
PEG mikrokureler
Gama 1.73+£0.47 10.35+1.41 33.69+1.80 0.11 £ 0.03 0.63 £ 0.07 2.06 £0.10
sterilizasyonu > # N # #,> #,>

yapilmig IgG yuklu
PEG-PCL-PEG

mikrokureler

* Gama sterilizasyonu yapilmamis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama cikan ayni zaman dilimindeki IgG
miktarlari arasindaki belirgin farklari géstermektedir (p < 0.05)

# Gama sterilizasyonu yapilmig PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama ¢ikan ayni zaman dilimindeki IgG miktarlar
arasindaki belirgin farklari géstermektedir (p < 0.05)

" Gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamig PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama gikan ayni zaman dilimindeki IgG
miktarlari arasindaki belirgin farklari géstermektedir (p < 0.05)

> Gama sterilizasyonu yapilmamig PCL ve gama sterilizasyonu yapilmig PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama gikan ayni
zaman dilimindeki IgG miktarlari arasindaki belirgin farklari gostermektedir (p < 0.05)

< Gama sterilizasyonu yapilmig PCL ve gama sterilizasyonu yapilmamigs PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama ¢ikan ayni
zaman dilimindeki IgG miktarlari arasindaki belirgin farklari gostermektedir (p < 0.05)

“ Gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama ¢ikan ayni zaman dilimindeki 1gG

miktarlari arasindaki belirgin farklari géstermektedir (p < 0.05)
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ELIZA yéntemi ile belirlenen farkli zamanlarda ortama ¢ikan protein miktarlarinin BCA
yontemi ile gdzlemlenen miktarlara oranlari da Tablo 13’te verilmisti. Bu sonuclar
incelendiginde, gama sterilizasyonu yapilmamis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerden ilk 6
saatte ortama salinan IgG proteininin biyoaktivitesinin buyldk kismi korunurken gama
sterilizasyonu yapilmis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama salinan 1gG proteininin
biyoaktivitesinin %58’i ve %46’s1 korunabilmistir. 7 gunlik salim 6rnekleri incelendiginde ise
gama sterilizasyonu yapilmamig PCL mikroklrelerden ortama ¢ikan proteinin %52’si
biyoaktivitesini korurken gama sterilizasyonu yapilan PCL mikrokUrelerde ortama ¢ikan proteinin
%22’si biyoaktivitesini korumaktadir. Fakat, gama sterilizasyonu yapilmis ve yapiimamis PEG-
PCL-PEG mikrokirelerden ortama ¢ikan protein miktarlari arasinda bir fark gézlemlenmemistir.
Ayrica, 90 gunlik salim sonunda gama sterilizasyonu yapiimamig PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokdrelerden ortama c¢ikan proteinin %38 ve %54’0 biyoaktivitesini korurken gama
sterilizasyonu yapilan PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama gikan proteinin %36’si ve
%44’0 korunabilmistir. PEG-PCL-PEG vyapisindaki PEG zincirleri proteinin kararliliginin
korunmasini sagladigi dastnilmektedir. Wang ve ark. (WANG, 2004)tarafindan yapilan bir
calismada IgG iki basamakli w/o/w emdlsiyon (water-in-oil-in- water) veya s/o/w (solid-in-oil-in-
water) emulsiyon yéntemleri kullanilarak PLGA mikrokirelere hapsedilmistir. Bu ¢alismada, ilk
salim ornekleri (initial burst) ELIZA yéntemiyle incelendiginde s/o/w emilsiyonu ile hazirlanan
mikrokurelerden ortama cikan proteinin %37’si biyoaktifligini korurken w/o/w emdlsiyonu ile
hazirlanan mikrokurelerden ortama ¢ikan proteinin sadece % 20’sinin biyoaktifligini korudugunu
g6zlemlemislerdir. Bu projede ise, 3 ay sonunda salinan IgG miktarlari incelendiginde gama
sterilizasyonu yapilmamis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerde ortama ¢ikan proteinin %38
ve %54’0 biyoaktivitesini korurken gama sterilizasyonu yapilan PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokirelerde ortama c¢ikan proteinin %36’s1 ve %44’l biyoaktivitesini korumaktadir. Projede
hazirlanan IgG yUkli mikroklrelerden 3 ay sonunda gdzlenen biyoaktivite kaybi Wang ve
ark’'nin ilk 6 saat salimda goézlemledikleri kayba esdeder veya daha azdir. Projede kullanilan

mikroklre yontemi protein biyoaktivite kaybini minimize etmektedir.
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Tablo 13. Gama sterilizasyonu yapilmis ve yapiimamig PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerden
farkli zamanlarda ortama ¢ikan biyoaktif IgG miktarinin (ELIZA y6ntemiyle belirlenen) toplam

salinan protein miktarina (BCA yontemiyle belirlenen) orani

Salinan biyoaktif protein miktarinin

salinan toplam proteine orani

6. saat 7.gun 90. gun
Gama sterilizasyonu yapilmamis IgG 0.90 £0.02 >,” 0.52 + 0.03 *,>,” 0.38+0.04 *
yukli PCL mikrokireler
Gama sterilizasyonu yapilmis IgG yikli  0.58 £ 0.03 #,<,” 0.22 + 0.01 #,<,” 0.36 + 0.02 <
PCL mikrokureler
Gama sterilizasyonu yapimamis IgG 0.99+0.157 < 0.40 £ 0.05 * < 0.54 +0.04 *<
yUkli PEG-PCL-PEG mikrokureler
Gama sterilizasyonu yapilmis 1gG yukli  0.46 = 0.08 #,*,> 0.39 £ 0.07 #,> 0.44 £0.04

PEG-PCL-PCL mikroktireler

* Gama sterilizasyonu yapilmamis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama ¢ikan ayni zaman dilimindeki salinan
biyoaktif protein miktarinin salinan toplam proteine oranlar arasindaki belirgin farklari géstermektedir (p < 0.05).

# Gama sterilizasyonu yapilmis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama ¢ikan ayni zaman dilimindeki salinan
biyoaktif protein miktarinin salinan toplam proteine oranlar arasindaki belirgin farklari goéstermektedir (p < 0.05).

N Gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama cikan ayni zaman dilimindeki
salinan biyoaktif protein miktarinin salinan toplam proteine oranlari arasindaki belirgin farklan goéstermektedir (p < 0.05).

> Gama sterilizasyonu yapilmamis PCL ve gama sterilizasyonu yapilmigs PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama ¢ikan ayni
zaman dilimindeki salinan biyoaktif protein miktarinin salinan toplam proteine oranlari arasindaki belirgin farklar
gostermektedir (p < 0.05).

< Gama sterilizasyonu yapilmig PCL ve gama sterilizasyonu yapilmamig PEG-PCL-PEG mikrokiirelerden ortama gikan ayni
zaman dilimindeki salinan biyoaktif protein miktarinin salinan toplam proteine oranlarn arasindaki belirgin farklan
gostermektedir (p < 0.05).

“ Gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamig PCL mikrokiirelerden ortama gikan ayni zaman dilimindeki salinan biyoaktif

protein miktarinin salinan toplam proteine oranlari arasindaki belirgin farklari géstermektedir (p < 0.05
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2.3.6. Protein Kararlilhigi

Projenin ilk asamalarinda, salim sonrasi proteinin kararhliinda herhangi bir degigsim
olup olmadidini incelemek igin HPLC ydntemi kullanilmigtir. Bunun igin, 1gG yukld PCL
mikrokurelerden farkli zamanlarda alinan salim érneklerinin HPLC kromatogramlari standart IgG
cozeltilerinin kromatogramlari ile karsilastiriimistir. Fakat, bu yontemle sadece proteinin birincil
yapisindaki degisimler incelenebildigi icin projenin ilerleyen asamalarinda proteinin tersiyer ve
sekonder yapisindaki bozulmalarin incelenebildigi floresans ve FTIR spektrofotometresi
yontemleri salim sonrasi proteinin kararliiginda herhangi bir degisim olup olmadigini incelemek

icin kullaniimistir.

Mikrokurelerden ortama ¢ikan proteinlerin tersiyer yapisindaki degisimleri incelemek igin
triptofana bagl intrinsik floresans yontemi kullaniimistir. IgG molekulinde 11 triptofan ve 28
tirosin rezidl bulunmaktadir. Hidrofobik bir amino asit olan triptofan katlanmis konformasyonda
proteinin i¢ kisimlarinda yer alir, ancak katlanmalarin agilmasiyla (unfolding) ylzeye dogru
cikmaktadir. Bu durumda 335 nm’'de goérilen ftriptofan piki 345-380 nm araligina dogru
kaymaktadir (KIM J.H., 2005). Bu floresans yodnteminin, salim ortamindaki proteinlerin
yapisindaki degisimlerin incelenebilmesindeki etkinliginin tayini icin projenin ilk basamaklarinda
Tween 20 igeren salim ortaminda belli konsantrasyonda hazirlanan IgG standard ¢ozeltisi, bos
Tween 20 igeren salim ortami ve IgG yukli PCL mikrokurelerin 6. saat salim 6rneklerinin
floresans spekturumlari kargilastiniimistir (Sekil 27). Ancak salim galismalarinda mikrokurelerin
birbirine yapigsmasini ve salinan proteinin mikroklre yuzeyine adsorpsiyonunu engellemek
amaciyla kullanilan Tween 20’nin IgG ile ayni dalga boyunda pik verdigi gézlemlenmistir. Bu
nedenle, projenin sonraki asamalarinda 1gG yukli PCL mikrokureler Tween 20 icermeyen fosfat
tamponu ortaminda ¢alkalamali su banyosu igerisinde 37°C’de inklibe edilerek proteinin tersiyer

yapisindaki tersiyer yapisindaki degisimlerin incelenmesi tekrar edilmigtir.
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Sekil 27. Floresans Spekturumu (o: IgG stadard ¢ozeltisi; A: Tween 20 igeren salim ortami; V:

protein iceren salim ortami (6. saat))

Tween 20 icermeyen salim ortaminda belli konsantrasyonlarda hazirlanan IgG standard
coOzeltileri (50 ng/ml, 1 pg/ml ve 50 pg/ml), Tween 20 icermeyen bos (mikrokire eklenmemis)
salim ortami ve IgG yukli PCL mikrokurelerin 6. saat salim 6rneklerinin floresans spektrumlari
Sekiller 28 - 30’da verilmistir. 1IgG standard ¢ozeltileri ve 6. saat salim &rneklerinin floresans
spektrumlari kargilastirildiginda maksimum triptofan floresans emisyon piki 330 nm‘de goérilmus
ve salim drneklerinde triptofan floresans emisyon pikinde yukari dalga boylarina herhangi bir
kayma goézlemlenmemistir. Floresans analizi sonucunda, PCL mikrokirelerden ortama g¢ikan
IgG proteininin tersiyer yapisinda belirgin bir degisiklik olmamistir. Fakat, verilen 6 saatlik salim
orneklerinin ELIZA yéntemi ile incelendiginde (Bolim 2.2.5 Tablo 13) gama sterilizasyonu
yapilmamis mikroklrelerde ortama c¢ikan proteinin %90’Inin ve gama sterilizasyonu yapilan
mikrokurelerden ortama cikan proteinin %58’inin biyoaktivitesini korudugu goértlmustir. Gama
sterilizasyonu yapilmis mikroklrelerden c¢ikan IgG U¢ boyutlu yapisinda olusan kiguk
degisiklikler nedeniyle ELIZA yénteminde antikorun liganda olan affinetesinde azalmalara neden
oldugu ancak floreans kararlilik calismalari ile tam 6rtismedigi gdzlenmistir. Floresans kararlilik
okumalarinda protein katlanma bdlgelerinde olan triptofanlarin acgiga ¢ikmadigi igin belirgin

degisikliklerin (6rnedin maksimum emisyon dalga boyu kaymasi, floresans okuma degerleri)
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gozlenemedigi disunulmektedir. Ayrica, zamana bagl olarak ortama c¢ikan proteinin
biyoaktivitesi dlismustir. Bunun nedeni, 37°C’'deki c¢alkalamali su banyosu fosfat tampon
ortaminda yapilan uzun sireli salim c¢alismasinda ortama c¢ikan proteinler deney ortami
yuzinden zamanla biyoaktivitelerini kaybetmektedir. Projenin ilerleyen asamalarinda, salim

sonras! proteinin kararlihdinda herhangi bir degisim olup olmadigini incelemek i¢in diger bir
yontem olan FT-IR analizi yéntemi kullaniimistir.
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Sekil 28. 50 pg/ml IgG standard ¢ozeltisinin (¥),1 pg/ml IgG standard ¢ozeltisinin(m),50 ng/ml

IgG standard ¢6zeltisinin ve Tween 20 icermeyen salim ortaminin ( A) floresans spektrumlari
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Sekil 29. Tween 20 icermeyen salim ortaminin (A) ve gama sterilizasyonu yapilmamis

mikrokurelerin bekletildigi 6 saatlik salim ortaminin (n=3; o, A,V) floresans spektrumlari
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Sekil 30. Tween 20 icermeyen salim ortaminin (A) ve gama sterilizasyonu yapilmig

mikrokurelerin bekletildigi 6 saatlik salim ortaminin (n=3; x, +, 0) floresans spektrumlari
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Mikrokurelerden ortama c¢ikan proteinlerin sekonder yapisindaki degisimleri incelemek
icin  FT-IR analizi kullaniimistir. Projenin ilk dénemlerinde, bos salim ortaminin, gama
sterilizasyonu yapilmamis PCL mikroklrelerin bekletildigi 6 saatlik salim ortaminin ve gama
sterilizasyonu yapilmis PCL mikrokurelerin bekletildigi 6 saatlik salim ortaminin FTIR
spektrumlari alinarak karsilastirilmistir (Sekil 31). Bos salim ortaminin spektrumu ile 6. saatteki
salim ortamlarinin spektrumlari arasinda fark gézlemlenmemistir. FT-IR spektrumunda, PCL
mikrokirelerden ortama g¢ikan proteinin dusuk derisimde olmasi nedeniyle proteine ait pikler
gbzlemlenememistir. Literatirdeki benzer bir ¢alismada, PLGA mikrokapstllere yiklenen
insulinin  yapisinda olusabilecek dedisimler ekstraksiyon &rneklerinin FT-IR analizi ile
incelenmistir (EMAMI, 2009). Bu sebeple, sonraki proje donemlerinde, mikrokirelere yiiklenen
proteinin ikincil yapisindaki degisimleri incelemek igin ekstrasiyon yapilmis ornekler FT-IR
spektrofotometresi ile incelenmigtir. Ayrica, standard 1gG ¢o6zeltisinin ve ekstraksiyon
prosedlrine uygulanan bos mikroklre drneklerinin de FT-IR spektrumlari g¢ekilerek sirasiyla
pozitif ve negatif kontrol olarak kullaniimistir. Ekstraksiyon ortamindan alinan érneklerin FTIR
spektrumlari ile standard IgG ¢ozeltisinin FT-IR spektrumlarindaki amid | bélgesinin (1720-1600
cm™) ikincil tirevlendirmesi sonucu elde edilen spektrumlar proteinlerin ikincil yapisini
incelemek icin kullaniimistir (JOVANONIC, 2008) (Sekil 32). 1656 cm™ civarinda gézlemlenen
pik proteinin sekonder yapisindaki a-heliks karbonil gerilmesinden kaynaklanmaktadir (CAPAN,
2003). Gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis mikrokirelerden ekstraksiyon ile ortama
cikarilmig 1gG 6rneklerinin a-heliks yapisina ait piklerin dalgaboyunda herhangi belirgin bir
kaymaya rastlanilmamistir. PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelere yiklenen IgG u¢ boyutlu
yapisinin mikrokire hazirlama agsamalarindan etkilenmemigstir. Fakat, pik siddetlerinde 1gG
standart ¢ozeltisine gore bir dusus gozlemlenmistir. DMSO ve alkalin baz igeren ekstraksiyon
ortamina ¢ikan IgG proteinin sekonder yapisi etkilenerek pik siddetinde bir azalmaya neden

oldugu dusindimektedir.
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Sekil 31. FTIR Spektrumlari (A) Bos salim ortami, (B) Gama sterilizasyonu yapiimamis PCL
mikrokUrelerin bekletildigi 6 saatlik salim ortami, (C) Gama sterilizasyonu yapiimis PCL
mikrokurelerin bekletildigi 6 saatlik salim ortami
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Sekil 32. Mikroklrelere ylklenen proteinin ikincil yapisindaki degisimlerin incelenmesi igin gama
sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ekstrakte edilen

protein dérneklerinin, pozitif ve negatif kontroliin amid | bélgesindeki ikincil tirev grafikleri

2.3.7. Protein Yiikli Mikrokiireler icin Bozunma (Degredasyon) Calismasi

Polimer bazli kontrolli ilagc salim sistemlerinde, ilacin sistemden ortama salim hizini
belirleyen énemli parametrelerden biri de polimerin bozunma 6zellikleridir. Bu projede, yapisal
batlinlGgunt en az 6 ay koruyan PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokiire protein tasima sistemlerinin
hazirlanmasi hedeflenmistir. Bozunma ¢alismasi sonunda, 6 ay fosfat tampon ile inkibe edilen
model protein IgG yUkli gama sterilizasyonu yapilmis ve yapiimamis PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokurelerin  morfolojilerindeki , boyutlarindaki, kimyasal yapilarindaki ve molekuler
agirliklarindaki degisim fosfat tampon ortamina konmamis gama sterilizasyonu yapilmis ve
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yapilmamis mikrokurelerin 6zellikleri ile karsilastiriimistir. Ayrica, fosfat tampon ile inkiibasyon

oncesinde ve sonrasinda ortam pH’sinin degisimi incelenmistir.

6 aylik bozunma calismasi sonunda, IgG yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokdrelerin
yuzey morfoloji 6zelliklerindeki degisimleri incelemek icin SEM analizi yapiimistir. 6 ay fosfat
tampon ile inkiibe edilen gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis mikrokirelerin ylizey
morfolojilerindeki degisim fosfat tampon ile inkiibe edilmemis gama sterilizasyonu yapilmis ve
yapilmamis mikroklrelerin ylzey morfolojileri ile karsilastiriimistir (Sekiller 33 ve 34). 6 ay
inkilbasyon 6ncesinde PCL ve PEG-PCL-PEG mikroklrelerin gbdzeneksiz bir yilzey
morfolojisine sahip olduklari gbézlemlenmistir. Fakat PCL mikroklreler PEG-PCL-PEG
mikrokurelere oranla daha dizgin bir ylzey morfolojisi gostermistir. 6 aylik inkibasyon
sonunda, her iki mikroklire grubunun ytzeyinde bozulmalarin olusmasina karsin kire formunu
koruduklari gozlemlenmistir (Sekil 33 ve Sekil 34). Gama sterilizasyonu yapiimis PEG-PCL-
PEG mikroklrelerin ylzeyinde 6 aylik inkibasyon sonunda diger gruplara oranla daha belirgin
bir degisim olmustur (Sekil 34D).
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(©) (D)

Sekil 33. Hazirlanan IgG yukli PCL mikroklrelerin bozunma ¢alismasi Oncesinde ve
sonrasinda SEM goéruntuleri: A) Gama sterilizasyonu yapiimamig mikrokurelerin bozunma
calismasi dncesinde yluzey goruntusu, B) Gama sterilizasyonu yapilmis mikrokirelerin bozunma
calismasi Oncesinde yuzey goruntust, C) Gama sterilizasyonu yapilmamis mikroklrelerin
bozunma ¢alismasi sonrasinda ylzey goéruntusu, D) Gama sterilizasyonu yapilmis

mikrokurelerin bozunma ¢aligmasi sonrasinda yuzey goruntusu
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Sekil 34. Hazirlanan 1gG yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin bozunma galigmasi 6éncesinde ve
sonrasinda SEM goéruntileri: A) Gama sterilizasyonu yapilmamis mikrokurelerin bozunma
¢alismasi 6ncesinde ylzey goruntisl, B) Gama sterilizasyonu yapilmis mikrokUrelerin bozunma
¢alismasi 6ncesinde ylzey goruntisl, C) Gama sterilizasyonu yapilmamis mikroklrelerin
bozunma g¢alismasi sonrasinda yuzey goéruntisti, D) Gama sterilizasyonu yapilmig

mikrokurelerin bozunma galismasi sonrasinda yuzey goruntusu

Projenin ilk agamalarinda, IgG yukli PCL mikrokirelerin boyut ve boyut dagilimlarindaki
degisimleri incelemek i¢cin 6 aylik bozunma g¢alismasi sonunda DLS analizi yapilmistir. DLS
analizi sonucu gézlemlenen bozunma calismasi dncesi ve sonrasi pargacik boyutlari Tablo
14’de verilmistir. Bozunma calismasi éncesinde gama isimasi ile sterilizasyon yapilmamis PCL
mikrokurelerin yaricaplari 1.484 — 2.397 ym araliginda degigirken gama isimasi ile sterilizasyon
yapilmis mikrokUrelerin boyutlari 2.389 — 6.236 pm araliginda degismektedir. Bozunma
calismasi sonrasinda ise gama isimasi ile sterilizasyon yapilmamigs PCL mikrokurelerin
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yaricaplarinin 1.562 — 2.639 ym aralijinda degisirken gama isimasi ile sterilizasyon yapilimis
mikrokurelerin boyutlari 2.052 — 6.807 um araliginda bulunmustur. 6 aylik inkiibasyon 6ncesi
gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis IgG yukli PCL mikrokurelerin parcacik boyutlari ve
parcacik boyut dagilim egrileri Bélim 2.3.3'de verilmistir. 6 aylik inkiibasyon sonrasi gama
sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis IgG yukli PCL mikrokurelerin parcacik boyutlari ve
parcacik boyut dagihm egrileri ise Sekil 35'de verilmigtir. DLS analizi sonucunda, 6 aylik
bozunma galismasi sonunda mikrokurelerin boyutlarinda belirgin bir degisim olmamistir. Bolium
2.3.3'de belirtildigi gibi hazirlanan IgG yukli PCL mikrokurelerin SEM goruntileri ile DLS ile
Olcllen boyut degeri arasinda fark gézlemlendiginden 6 aylik bozunma g¢alismasi sonunda IgG
yukli PCL mikrokirelerin boyut ve boyut dagilimlarindaki degisimleri incelemek igcin SEM
goruntilerinden boyut analizi projenin ilerleyen basamaklarinda kullaniimistir. Bu analizi sonucu
gbzlemlenen bozunma galismasi dncesi ve sonrasi pargacik boyutlari Tablo 15’de verilmistir. 6
aylik bozunma calismasi sonunda mikrokurelerin boyutlarinda belirgin bir degisim olmamigtir. 6

aylik bozunma galismasi sonunda mikrokurelerin boyutlarinda belirgin bir degisim olmamistir.

Tablo 14. Bozunma calismasi 6ncesinde ve sonrasinda gama sterilizasyonu yapilmis veya

yapiimamig IgG yukli PCL mikrokurelerin pargacik boyutlar

Yarigap (um) Cap (um)

Gama sterilizasyonu yapiimamis 1.484 — 2.397 2.968 - 4.794
mikrokireler (bozunma ¢alismasi 6ncesi)

Gama sterilizasyonu yapilmig 1.562 — 2.639 3.124 - 5.278
mikrokureler (bozunma ¢aligsmasi 6ncesi)

Gama sterilizasyonu yapiimamis 2.389 - 6.236 4778 —12.472
mikrokureler (bozunma ¢aligsmasi sonrasi)

Gama sterilizasyonu yapiimis 2.052 - 6.807 4.104 — 13.614

mikrokireler (bozunma ¢alismasi sonrasi)
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Sekil 35. IgG yukli PCL mikroklrelerin yarigap boyut dagilimi (A) Gama sterilizasyonu
yapiimamis mikrokureler, (B) Gama sterilizasyonu yapilmis mikrokureler
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Tablo 15. Bozunma galismasi dncesinde ve sonrasinda gama sterilizasyonu yapilmis veya

yapilmamis IgG yUkli PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokurelerin pargacik boyutlari

Gama sterilizasyonu yapiimamis
lgG yukli PCL  mikrokireler

(bozunma galismasi dncesi)

Gama sterilizasyonu yapilmis 1gG
yukld PCL mikrokureler (bozunma
galismasi oncesi)

Gama sterilizasyonu yapilmamis
IgG yukla PEG-PCL-PEG
mikrokireler (bozunma c¢alismasi
Oncesi)

Gama sterilizasyonu yapilmis 1gG
yukll PEG-PCL-PEG mikrokureler

(bozunma galismasi 6ncesi)

Ortalama Pargacik

Boyutu

Mod

Medyan

5.99 £ 0.12 ym

579+0.12 ym

6.05% 0.11 um

5.84 + 0.10 um

4,16 um

3.47 uym

3.88 pm

3.59 uym

5.41 ym

5.14 ym

5.59 pm

5.34 ym

Gama sterilizasyonu yapilmamis
IgG  yukli PCL  mikrokureler
(bozunma calismasi sonrasi)
Gama sterilizasyonu yapilmis 1gG
yukli PCL mikrokureler (bozunma
galismasi sonrasi)

Gama sterilizasyonu yapiimamis
IgG yuklu PEG-PCL-PEG
mikrokureler (bozunma c¢alismasi
sonrasi)

Gama sterilizasyonu yapilmis I1gG
yukli PEG-PCL-PEG mikrokureler

(bozunma caligmasi sonrasi)

5.89  0.09 um

576 £ 0.10 ym

5.78 + 0.09 um

5.61 % 0.08 ym

5.41 pm

4,16 um

4.70 ym

4.27 ym

5.67 ym

5.4 uym

5.54 pm

5.32 ym

Tim gruplar birbirinden p < 0.05 seviyesinde istatiksel olarak farkhi bulunmamistir.
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6 ay salim ortaminda bekletilmis gama sterilizasyonu yapilmis ve yapilmamis IgG yUkli
PCL mikrokirelerin FTIR spektrumlari salim ortaminda bekletiimemis gama sterilizasyonu
yapilmis ve yapilmamis IgG yukli PCL mikrokirelerin FTIR spektrumlari ile karsilastirilarak
bozunma c¢alismasi sonunda mikrokilrelerin  kimyasal yapilarinda olusan degisimler
incelenmistir (Sekiller 36 ve 37). Salim ortamina konmamis gama sterilizasyonu yapilmis ve
yapiimamis IgG yukli PCL mikrokirelerin FTIR spektrumlari arasinda belirgin bir fark
go6zlemlenmemistir (Sekil 36). Her iki spektrumda da PCL'in karakteristik pikleri (ELZEIN, 2004)
olan 2949 cm™ civarinda gdézlemlenen asimetrik CH, gerilme piki, 2865 cm™ civarinda
goézlemlenen simetrik CH, gerilme piki, 1727 cm™ civarinda gézlemlenen karbonil gerilme piki,
1293 cm™ civarinda gézlemlenen C-O ve C-C gerilme pikleri, 1240 cm™ civarinda gézlemlenen
asimetrik C-O-C gerilme piki ve 1157 cm™ civarinda gdzlemlenen C-O ve C-C gerilme pikleri
g6zlemlenmistir. Mikrokurelerin bozunma c¢alismasi sonrasi FTIR spektrumlarinda PCL’in
karakteristik FTIR piklerine ek olarak 2360 , 2337, 1558.4 ve 668 cm™ civarinda yeni pikler
g6zlenmistir. Bu pikler PCL’'in bozunma urlnlerinden karbondioksitin (CO,) varligindan
kaynaklanmaktadir. 2360 ve 2337 cm™da gériilen pikler CO,’e ait gerilme piki ve 668 cm™ de
gorilen CO,'e ait egilme titresme pikidir. Literatire bakildiginda karbondiosit 667 ve 2349 cm’
Yde infrared aktif titresmesine sahiptir (MURATA, 1997). 1558 cm™de gdzlemlenen pik ise

asimetrik karboksilat anyonun gerilmesine aittir.

Bozunma calismasi sonucu elde edilen gama sterilizasyonu yapiimis ve yapiimamis 1gG
yikli PEG-PCL-PEG mikrokirelerin FTIR spektrumlari ile bozunma ¢alismasi 6ncesinde elde
edilen gama sterilizasyonu yapilmamis IgG yukli PEG-PCL-PEG mikrokirelerin FT-IR
spektrumlari arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir (Sekil 37). Butlin spektrumlarda PEG-
PCL-PEG triblok kopolimerinin karakteristik pikleri gdézlemlenmistir. Kisaca, PCL segmentinden
kaynaklanan 2935 - 2938 cm™ araliginda gézlemlenen asimetrik CH, geriime piki, PCL ve PEG
segmentinden kaynaklanan 2865 cm™ civarinda gézlemlenen C-H baginin gerilme ve titresmesi
piki, PCL segmentinden kaynaklanan 1721 cm™ civarinda gézlemlenen karbonil piki, PCL
segmentinden kaynaklanan 1238 cm™de gdzlemlenen asimetrik C-O-C gerilme piki ve 1293
cm™de gbézlemlenen C-O ve C-C geriime pikleri, PEG segmentinden kaynaklanan 1105 cm™
civarinda gézlemlenen OCH,CH, yapisindaki C-O gerilmesine ait pik ve 1065 cm™ civarinda
gdzlemlenen C-O-C gerilmesi piki ve son olarak 840 cm™de gdzlemlenen PEG segmenti
kaynakli metilen grubu piki bu karakteristik pikleri olusturmaktadir. Ayrica, baglayici ajandan
kaynaklanan ve 1470 cm™ civarinda gézlemlenen N-H biikiime titresme piki de biitiin

spektrumlarda gdzlemlenmistir. Fakat 6 aylik inkiibasyon sonunda gama sterilizasyonu yapiimis
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IgG yiikli PEG-PCL-PEG mikrokiirelerin FT-IR spektrumunda 3329.47 cm™ civarindaki bant
bozunma calismasi 6ncesindeki PEG-PCL-PEG mikrokirelerin FT-IR spektrumundaki banda
oranla daha belirginlesmistir. Bu pik, PCL zincir kopmasi sonucunda olusan hidroksil ve
karboksil u¢ gruplarinin olustugunu géstermektedir. Daha énceki bir calismada, polikaprolakton
dioli ve polietilenglikol diasit kullanilarak sentezlenen polioksietilen-polikaprolakton multiblok
kopolimeri ile hazirlanan filmlerin 37°C’de fosfat tamponda (pH 7.4) 70 hafta boyunca bozunma
cahsiimistir (LI, 1998). Benzer sekilde, PCL zincir kopmasi sonucunda olusan hidroksil ve
karboksil u¢ gruplarinin olusmasini gésteren 3520 cm™deki bandin 11. haftadan itibaren siire

arttikga daha belirginlestigini gézlemlemiglerdir.
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Sekil 36. Hazirlanan IgG yiUkli PCL mikrokurelerin bozunma c¢alismasi 6ncesinde ve

sonrasinda FTIR spektrumlari: Bozunma c¢aligmasi Oncesinde A) Gama sterilizasyonu
yapiimamig, B) Gama sterilizasyonu yapilmig mikrokurelerin FTIR spektrumlari, Bozunma
calismasi sonrasinda C) Gama sterilizasyonu yapilmamig, D) Gama sterilizasyonu yapilmis
mikrokurelerin FTIR spektrumlari
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(D)
Sekil 37. Hazirlanan 1gG yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin bozunma ¢aligmasi 6ncesinde ve
sonrasinda FTIR spektrumlari: Bozunma c¢alismasi 6ncesinde A) Gama sterilizasyonu

yapilmamig, B) Gama sterilizasyonu yapilmis mikroklrelerin FTIR spektrumlari bozunma
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calismasi sonrasinda C) Gama sterilizasyonu yapilmamig, D) Gama sterilizasyonu yapilmis
mikrokdrelerin FTIR spektrumlari

6 ay boyunca fosfat tamponunda bekletiimis gama sterilizasyonu yapilmis veya
yapilmamis IgG yukli PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokirelerin sayica ortalama molekiler
agirhklart (M,) ve agirlikga ortalama molekil agirliklari (M,,) Tablo 16’da verilmistir. GPC
sonugclarina bakildiginda, her iki mikrokire grubunda da gama sterilizasyonu sonrasinda sayica
ortalama molekidl agirhgr azalirken agirlikga ortalama molekdl agirhigr artmistir. Cottam ve ark.
(COTTAM, 2009) gama sterilizasyonun PCL’in biyomalzeme &zellikleri Uzerindeki etkilerini
incelemis ve gama i1simasi ile sterilize edilen PCL’in M,, degerinde disis ve M,, dederinde artis
g6zlemlemislerdir. Gama 1gimasi semikristalin yapidaki PCL'in amorf bdlgelerine etki ederek
zincir kopmasina neden oldugundan M, degerinde disus, ayni zamanda ¢apraz baglanmaya
neden oldugundan M,, dederinde artis goértilmektedir (MASSON, 1997,COTTAM, 2009). Gama
Isimasi ile sterilize edilen PEG-PCL-PEG mikrokirelerin ise M,, ve M,, de@erlerinin ikisinde de
dists gdzlemlenmigtir. Fakat, M, degerindeki dislis M, degerindeki dislse oranla daha
fazladir. Daha 6nceki bir calismada, farkh dozlardaki gama isinlamalarinin (5, 15, 25 and 50
kGy doz) PEG,IPLA ve PEG-PLGA multiblok kopolimerleri tzerindeki etkileri incelenmistir ve
gama Isinlamasinin butin dozlarinda M, degerindeki dustsun M,, dederindeki duslse oranla
daha ylksek oldugunu gézlemlemislerdir (DORATI, 2008a). Bu sonucun, gama isinlamasinin
tetikledigi bozunma reaksiyonunun daha ¢ok polimer zincirlerindeki son gruplar Gzeriden
ilerleyen bir mekanizma (unzipping mechanism) olmasi sonucu goézlemlendigini ve bu
mekanizmanin M,, dederlerinden daha ¢ok M, dederlerini etkiledigini disinmektedirler. 6 aylk
bozunma c¢alismasi sonunda, gama sterilizasyonu yapilmigs veya yapilmamis PCL
mikrokUrelerin M, ve M,, de@erlerinde belirgin bir degisim olmamistir. PCL yapisindaki ester
baglarinin katlesel (bulk) hidrolizi ile bozunmaktadir ve bozunmal/erozyon dizeyleri ve hizlari
kimyasal ve kristal yapiya, molekul agirhgina ve diger faktorlere bagh olrak degisebilmektedir
(LIN W.J., 2008) Oldukga kristal yapili ve hidrofobik olmasindan dolayr PCL’in in vivo ortamda
bozunma stresi yaklasik iki yildir (PRABHAKAR, 2005). PCL ve PCL-TCP kompozit yapisinin
alkali vasat kullanilarak hizlandiriimis bozunma kosullari ile fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak
saglanan bozunma kosullarinin karsilastirildigi bir ¢alismada PCL hizlandirilmis ortamda 4
haftada bozunurken fosfat tamponunda ancak 60 ayda tamamen bozundugunu
g6zlemlemislerdir (LAM, 1977). 6 aylik inkibasyon sonunda, gama sterilizasyonu yapilmamis
PEG-PCL-PEG mikrokirelerin M, ve M, degerlerinde belirgin bir degisim olmamigtir. Fakat,
gama sterilizasyonu yapilmis PEG-PCL-PEG mikrokurelerin M, ve M, degerlerinde diger
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gruplara oranla daha fazla bir disis olmustur. Kopolimerlerde bulunan PEG segmenti gama
Isinlamasina bagli olarak oksidasyondan daha kolay etkilenebilmektedir (DECKER, 1977).
Daha o6nceki bir calismada da, 25 kGy gama isinlamasina maruz birakilan PEGd, IPLA and
PEG-PLGA multiblok kopolimerlerin isinlama sonucu olusan bozunma reaksiyonlarini oksijen
varhiginin nasil etkiledigi calisiimistir (DORATI, 2008b). Oksijen molekullerinin polimerin amorf
kismina girdiginde, serbest hidrojen atomlari ile reaksiyona girerek amorf alanlari arttirdigini ve

M, ve M,, degerlerinde dismeye neden olan yariklar olusturabildigini disinmektedirler.

Tablo 16. Bozunma galismasi dncesinde ve sonrasinda gama sterilizasyonu yapilimis veya
yapiimamig 1gG yukli PCL veya PEG-PCL-PEG mikroklrelerin sayica ortalama molekuiler

agirliklart (Mn) ve agirlikga ortalama molekul agirliklar (Mw)

M, (g/mol) My (g/mol)

Gama sterilizasyonu yapiimamis PCL 29 250 69 702
mikrokureler (bozunma galismasi 6ncesi)

Gama sterilizasyonu yapilmis PCL 10 072 73 866
mikrokireler (bozunma ¢alismasi 6ncesi)

Gama sterilizasyonu yapiimamis PCL 27 350 65 702
mikrokireler (bozunma ¢alismasi sonrasi)

Gama sterilizasyonu yapilmis PCL 9678 70 678

mikrokureler (bozunma ¢aligsmasi sonrasi)

Gama sterilizasyonu yapilmamis PEG- PCL- 20 007 56 089
PEG mikrokireler (bozunma c¢alismasi dncesi)

Gama sterilizasyonu yapilmis PEG-PCL-PEG 16 275 55 349
mikrokireler (bozunma ¢alismasi 6ncesi)

Gama sterilizasyonu yapiimamis PEG-PCL- 17784 51 686
PEG mikrokureler (bozunma calismasi

sonrasi)

Gama sterilizasyonu yapilmis PEG-PCL-PEG 10978 46 920

mikrokureler (bozunma ¢aligsmasi sonrasi)
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Salim ortaminin pH degerindeki degisimler polimer bozunma hizina ve mikrokurelerden
ortama cikan proteinin kararligina etki etmektedir (GITEAU, 2008). Ortamin asidik veya bazik
olmasi durumunda protein denaturasyonu hizlanmaktadir. Ayrica, salim ortaminin pH’i protein
konformasyonuna da etki etmektedir. Asidik ortamlarda bazi proteinler aggregat
olusturabilmektedir. Bu nedenlerden dolayi, bozunma ¢alismasi boyunca belli araliklarla gama
sterilizasyonu yapiimis veya yapiimamig IgG yukla PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokurelerin
bulundugu salim ortaminin pH’si dlgtlmastir. Ayrica, bozunma c¢alismasinin kosullarinda
bekletilen mikroklre igermeyen salim ortaminin da pH’i dlgiimustir. Bos salim ortami ile gama
sterilizasyonu yapilmis veya yapilmamis mikroklre iceren salim orneklerinin 6 aylik zaman
icindeki pH degisimleri Sekil 38’de verilmistir. 6 ay boyunca salim ortamlarinin pH degerleri ¢ok
fazla degismemistir ve mikroklre igceren salim ortami ile bos salim ortam pH degerlerinin 7.36
ve 7.41 arahdinda oldugu goézlemlenmigtir. Ortaminin pH'Inin  korunmasi, mikrokUrelerin
bozunma Urdnlerinin ortamin pH’sini degistirmedigini gostermektedir. Polilaktikasit (PLA) gibi
diger polimerlerle karsilastirldiginda PCL ortam kosullarinda daha kararli bir yapi
goOstermektedir (HUTMACHER, 2000). Polilaktikasit ve poliglikolikasit gibi bozunma sirasinda
asidik ortam olusmasina sebep olan diger sentetik ilag salim sistemleri ile karsilastirildiginda
PCL’in uzun sureli bozunma o6zelligi ilag salimi sirasinda asidik bir ortam olusmasini
engellemektedir (RAMESH, 2002). Ayrica, PEG de bozunma sirasinda pH degisimine neden
olmamaktadir (BROWNSTEIN, 1981).
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Sekil 38. Degradasyon galismasi suresi boyunca salim ortaminin pH degdisimi m mikrokurelerle
inkiibe edilmemis fosfat tampon, o gama sterilizasyonu yapimamis PCL mikrokurelerin
bekletildigi fosfat tampon, e gama sterilizasyonu yapilmis PCL mikrokirelerin bekletildigi fosfat
tampon, A gama sterilizasyonu yapilmamis PEG-PCL-PEG mikrokurelerin bekletildigi fosfat
tampon, A gama sterilizasyonu yapilmig PEG-PCL-PEG mikrokurelerin bekletildigi fosfat

tampon

2.3.8. Biyouyumluluk Caligmasi

Mikroklre hazirlama agamasindan kaynaklanabilecek sitotoksik etkileri incelemek igin 3T3
fibroblastik hiicreler bos mikrokirelerle 48 saat inkibe edilmis ve inkiibasyon sonrasinda hicre
morfolojisi, canlihdl ve sayisindaki degisimler incelenmistir. 3T3 hicrelerde morfolojik
degisimler, kontrol grubu hicrelerinin ve 2 gun boyunca PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokureler
ile inkube edilmig hicrelerin 10x ve 20x buyutmelerde faz kontrast mikrografilerinin
karsilastiriimasi ile incelenmigtir (Sekil 39). Kontrol grubu hiicreler ve mikroklrelerle inkiibe

edilmig hdcrelerin morfolojilerinde bir farklilik gdézlemlenmemistir.
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Kontrol Grubu (10x) Kontrol Grubu (20x)

PCL mikrokureler ile inkibe edilmis 3T3 PCL mikrokureler ile inkibe edilmis 3T3 hucreler
hicreler (10x) (20x)

PEG-PCL-PEG mikrokureler ile inklibe ediimis  PEG-PCL-PEG mikrokireler ile inkiibe edilmis
3T3 hiicreler (10x) 3T3 hiicreler (20x)

Sekil 39. Kontrol grubu ve 2 giin boyunca PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokureler ile inkiibe
edilmig 3T3 hicrelerinin 10x ve 20x buyutmelerde faz kontrast mikrografileri
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3T3 hicrelerinin hiicre canlihgi ise MTT testi sonrasinda 6rneklerin i1sik yogunluklarinin
(optical density, OD) dlgulmesiyle degerlendirilmistir (Sekil 40). MTT test sonunda kontrol grubu
ve PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokire ile inklbe edilmis hicre grublarinin OD degerleri

arasinda istatiksel bir fark gérilmemistir (p = 0.05).

-
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Kontrol Grubu PCL mikrokreler lle inkObe edimis PEG-PCL-PEG mikroklreter ile
3AT3 nboreler inkGbe ediimis 3T3 hlcreler

Sekil 40. Kontrol grubu ve 2 giin boyunca PCL veya PEG-PCL-PEG mikroktreler ile inkiibe
edilmis 3T3 hucrelerinin OD degerleri

Bos PCL veya PEG-PCL-PEG mikrokurelerin 3T3 hicrelerle iki gunlik inkiibasyonu
sonucunda, 3T3 hicre sayilarindaki degisim florimetrik olarak tayin edilen DNA miktarindan
hesaplanmistir. inkiibasyon sonunda 3T3 hiicre miktarini belirleyebilmek icin distile su ile
patlatilan hlcrelerden ortama ¢ikan DNA miktarina bagl floresans degerleri kullaniimistir. Bu
nedenle, DNA miktarlarini belirleyebilmek igin belli derisimlerde sigir DNA’sI igeren standart
¢Ozeltilerinde floresanslari okunarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 41). Bu
kalibrasyon egrisi kullanilarak &l¢ilen DNA miktarlari hiicre basina 7.2 pg DNA orani
kullanilarak hicre sayisina cevrilmistir (Sekil 42). Kontrol grubu ve PCL veya PEG-PCL-PEG
mikrokdrelerle inkibe edilmis hiicre grubunun hiicre sayilari arasinda istatiksel bir fark

gorulmemistir (p =2 0.05).
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Sekil 41. DNA miktarlarini belirleyebilmek igin belli derisimlerde sigir DNA’si ile olusturulan

kalibrasyon egrisi
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Sekil 42. 2 gunlik inkibasyon sonunda kontrol grubunda ve PCL veya PEG-PCL-PEG
mikrokureler ile inkiibe edilmis grupta 3T3 hicre sayilari
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iki basamakli emiilsiyon-¢dziicli ugurma metodunda kullanilan kloroform ve diklorometan
gibi organik c¢oziculler hazirlanan mikroklrelerin yapisinda rezidiiel olarak kalabilmekte ve
toksik etkiye neden olabilmektedir (O'DONNELL, 1997,DIAB, 2010). Bu nedenle, bu projede
kullanilan hazirlama kosullarindan kaynaklanabilecek herhangi bir toksik etkinin olup olmadigini
incelemek icin in vitro sitotoksisite deneyleriyle biyouyumluluk testleri yapilmistir. Mikroskopik
inceleme, MTT ve florimetri testi sonuglarina bakildiinda PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokurelerden ortama hucre canliligini ve sayisini etkileyecek diuzeyde herhangi toksik bir
malzeme ¢ikmadigi gézlemlenmigtir. Ayrica, biyobozunur, ve biyouyumlu bir polimer olan PCL
kontrollii ilag salim sistemleri ve diger biyomalzeme arastirmalarinda da siklikla kullanilan bir
malzemedir (WILLIAMS, 2005,0H, 2007,LUCIANI, 2008,KARATAS, 2009,ERDEMLI, 2010).
Bunun yaninda, toksik 6zellik tagimayan PCL bozunma Urunleri vicut tarafindan tamamen yok
edilmektedir (HAO, 2002). Sudaki ¢6zunurliglu ylksek olan PEG, herhangi bir toksik,
immunojenik veya antijenik etkiye neden olmamaktadir (VERONESE, 2005). Ayrica, protein
emilmesini engellemesi ve kanla temas eden malzemelerin biyouyumlulugunu arttirmasi
nedeniyle PEG biyomedikal alanda umut vaad eden polimerlerden biridir (KIM M.S., 2006). PCL
ve PEG, ABD ilag ve Gida Uygulama Yoénetimi (FDA) tarafindan klinikte uygulanmasi
onaylanmis birer biyomalzemedir (PITT, 1990,0H, 2007,ALEXIS, 2008,CHEN, 2008). Bu
Ozelliklerinden dolayi, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin hicre canliligina toksik bir etkisi

g6zlemlenmemistir.

Asama 3: Anti-TNFa Yuklu Polikaprolakton (PCL) ve Polietilen glikol-Polikaprolakton-
Polietilen  glikol (PEG-PCL-PEG) Mikrokiirelerin Hazirlanmasi ve

Karakterizasyonu

Asama 3.1. Anti-TNFa Yikli PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Anti-TNF yUkli PCL mikrokureler model protein 1gG kullanilarak belirlenen optimum
mikroklire hazirlama kosullariyla 10 mg/ml derisim ile hazirlanmistir ve bu mikrokurelerin
karakterizasyon analizleri yapilmigtir. Daha sonra anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerin serum
iceren hucre kultur vasati igerisindeki salim profillerinin incelenmesi ¢caligmasina 25 ve 50 mg/ml

anti-TNF yukli PCL mikrokureler de dahil edilmistir. Hazirlanan Gg farkli konsantrasyonda anti-
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TNFa iceren PCL mikrokirenin yikleme verimliligi, fosfat tampon ortamindaki 7 gunlik ve hicre
kultir vasati igerisindeki 60 glnlik salim profilleri karsilastirilarak projenin ilerleyen
asamalarinda kullanilacak olan PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelere 25 mg/ml anti-TNFa
yuklenmesine karar verilmistir. Daha sonra, hazirlanan 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-

PCL-PEG mikrokirelerin karakterizasyon analizleri yapiimistir.

Asama 3.2. Anti-TNFa Yiikli PCL ve PEG-PCL-PEG Mikrokurelerin Karakterizasyonu

3.2.1. Protein Yikleme Verimliligi

PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelere hapsedilen anti-TNFa protein miktarinin
belirlenmesi icin verilen BCA metodu kullaniimis ve belli konsantrasyonlarda anti-TNFa standart

cozeltileri ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 43).

Projenin son asamasinda hlcre kiltir calismalarinda kullanilacak mikokdrelerin
belirlenmesi icin hazirlama asamasinda kullanilan protein miktarinin hapsetme ytzdesi Uzerinde
etkisi incelenmigtir. Bunun igin farkli konsantrasyonlarda anti-TNFa (10, 25 ve 50 mg/ml)
yuklenerek hazirlanmig PCL mikrokurelerin protein yukleme verimlilikleri karsilastiriimigtir
(Tablo 17). Hazirlanan 10 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerin protein yukleme verimliligi
(% 50.29 £ 3.03) optimizasyon basamaginda hazirlanan IgG model protein yukli PCL
mikrokurelerin protein yukleme verimliligine (% 54.0 + 1.32) oldukga yakin bir deder oldugu
gOzlemlenmistir. Hazirlanan 25 ve 50 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerin protein
yukleme verimliligi ise IgG model protein yikli PCL mikrokurelerin protein yukleme verimliligine
oranla daha ylksek ¢ikmistir. Onceki ¢alismalara bakildiginda, iki basamakli emiilsiyon-¢oziicii
ucurma metoduyla hazirlanan insulin yikli PCL mikrokirelerde protein yikleme verimlilikleri
hazirlama kosullarinin degistirimesiyle % 28.3 ile % 53 araldinda bulunmustur (MUKERJEE,
2006). Yine iki basamakli emulsiyon-¢ozicti ugurma metoduyla hazirlanan BSA yukli PCL
mikrokurelerinin protein ylkleme verimlilikleri hazirlama kosullarinin degistiriimesiyle % 29.1°den
% 62.9'ye degisen degerlerde gdzlemlenmistir (COCCOLI, 2008).
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Sekil 43. Anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokdrelerin protein yikleme verimliliginin

belirlenmesi icin BCA analizi ile olugturulan anti-TNFa kalibrasyon egrisi

Hazirlanan 25 ve 50 mg/ml anti-TNFa yidkli PCL mikrokirelerin protein ylkleme
verimliligi, 10 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerin protein yiukleme verimliliginden belirgin
olarak ylksek bulunmustur (p < 0.05). Fakat, 25 ve 50 mg/ml anti-TNFa yuklid PCL
mikrokurelerin protein yukleme verimlilikleri arasinda belirgin bir fark goézlemlenmemigtir
(p>0.05). Youan ve ark. (YOUAN, 1999) yaptigi bir calismada, iki basamakl emulsiyon-¢6ziici
ucurma yodntemi ile hazirlanan protein yukli PCL mikrokurelerin organik ¢ozicu, protein/polimer
orani, PCL’'in molekuler agirhdr ve i¢ faz/organik faz orani gibi parametereleri degistirilerek
protein ylkleme verimliligine etkileri incelenmis ve protein polimer orani arttikga protein ytkleme

verimliliginin arttigini gézlemlemiglerdir.

Farkh i¢ faz anti-TNFa konsantrasyonu (10, 25 ve 50 mg/ml) ile hazirlanan PCL
mikrokurelerin karakterizasyonu sonucunda projenin son asamasinda kullanilacak anti TNFa
yUkli mikrokdrelerin i¢ faz anti-TNFa konsantrasyonu 25 mg/ml olarak belirlenmistir. Bu
nedenle, bu i¢ faz protein konsantrasyonuna sahip anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikrokireler
hazirlanmigtir ve protein yukleme verimliligi Tablo 17°de verilmigtir. Anti-TNFa yukli PEG-PCL-
PEG mikrokurelerin protein yukleme verimliligi (75.91 + 1.16%), sonuglari Bélum 2.3.1'de
verilen 1gG yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin protein yukleme verimliligine (74.32 + 3.45 %)
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yakin bulunmustur. Hazirlanan anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikrokirelerin yikleme
verimliligi, farkli konsantrasyonlarda anti-TNFa yiklenmis PCL mikroklrelerin protein ylkleme
verimliliklerinden belirgin olarak yiksek gézlemlenmistir (p < 0.05). Bolim 2.3.1°’de bahsedildigi
gibi, PEG-PCL-PEG vyapisindaki hidrofilik PEG segmenti hidrofobik PCL polimer ve protein
arasindaki etkilesimi gelistirerek mikroklrelerin protein yikleme verimliliklerinin artmasina

neden olmustur.

Tablo 17. Farkli miktarlarda anti-TNFa yukla PCL ve 25 mg/ml anti-TNFa yuklu PEG-PCL-PEG

mikrokurelerin protein yukleme verimliligi

Protein Yukleme Verimliligi, %

10 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokUreler 50.29 £ 3.03 *, #»
25 mg/ml anti-TNFa yakli PCL mikroktreler 65.37 +1.80 * <
50 mg/ml anti-TNFa yUkli PCL mikroktreler 60.09 + 4.56 #,>
25 mg/ml anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikrokireler 7591 +1.16 " <,>

*, #,2,<,> Gruplar arasi belirgin farkliliklari géstermektedir (p < 0.05)

3.2.2. Yiuizey Morfolojisi

Hazirlanan anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin genel gérinumleri ve
yuzey morfoloji 6zellikleri SEM analizi ile incelenmis ve Sekil 44’de verilmistir. SEM analizi
sonucunda, hazirlanan mikrokidrelerin  kiire seklinde olduklari gdzlemlenmistir.  Ayrica,

hazirlanan mikroklrelerin gézeneksiz bir ylizeye sahip olduklari gérilmustir.
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Sekil 44. Gama sterilizasyonu yapiimig anti-TNFa yukli PCL (A) ve PEG-PCL-PEG (B)

mikrokurelerin genel SEM gorintisu

3.2.3. Boyut Analizi

Gama sterilizasyonu yapilmis anti-TNFa yuklid PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin
ortalama pargacik bUyUkligu ve dagilimini belirlemek icin SEM goérintilerinden Image J
programi kullanilarak mikrokurelerin gaplarinin belirlenmesi yontemi kullaniimistir. Bu analiz
sonucunda, mikrokdrelerin pargacik boyut dagilimini gdsteren esit araliklarla olusturulmus
mikrokire boyutuna karsi ylizde miktarlari histogrami ve kimdulatif aritmetik egri elde edilmistir
(Sekil 45). Ayrica, hazirlanan mikrokirelere ait pargacik boyut 6Olcim parametreleri de
belirlenmigtir (Tablo 18). Tablo 18’de verilen anti-TNFa yUkli PCL mikroklrelerin ortalama
parcacik boyutu (5.22 + 0.15 um) ile anti-TNFa yUkli PEG-PCL-PEG mikrokirelerin ortalama
parcacik boyutu (4.96 + 0.09 um) arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir (p > 0.05).
Ayrica, anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin boyutlari ve Bolim 2.3.3 Tablo
10’da verilen IgG yuklia PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin boyutlari arasinda da belirgin bir

fark gézlemlenmemistir (p > 0.05).
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Sekil 45. Gama sterilizasyonu yapilmis anti-TNFa yikli PCL (A) ve PEG-PCL-PEG (B)

mikrokdrelerin parcacik boyut dagilimini gdsteren histogram ve % kimdalatif mikroktre egrileri

Tablo 18. Gama sterilizasyonu yapilmis anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin

SEM goériuntilerinden elde edilen pargacik boyut élgiim degerleri

Ortalama Pargacik Mod Medyan
Boyutu
Gama sterilizasyonu yapilmig anti- 522 +0.15 um 3.67 um 4.12 ym
TNFa yukld PCL mikrokireler
Gama sterilizasyonu yapilmis anti- 4.96 £ 0.09 ym 3.67 um 4.72 ym

TNFa yukli PEG-PCL-PEG

mikrokureler

Tim gruplar birbirinden p < 0.05 seviyesinde istatiksel olarak farkli bulunmamistir.
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3.2.4. Salim Profili

3.2.4.1. Fosfat Tampon Ortaminda Salim Profili

Bu projede, en az 3 ay kontrolli salim saglayacak bir biyoaktif ajan yUkli mikrokire
sistemi gelistiriimesi hedeflenmektedir. Bu amacla, model protein IgG kullanilarak belirlenen
optimum mikrokire hazirlama kosullariyla hazirlanan anti-TNFa yUklid mikrokdrelerin gama
sterilizasyonu sonrasinda ortama salinan anti-TNFa ilag miktarlarini belirleyebilmek icin BCA
yontemi kullaniimistir. Salim calismalari sirasinda PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden
ortama salinan anti-TNFa ilag miktarini belirleyebilmek igin belli konsantrasyonlarda salim
ortami icinde anti-TNFa standart c¢ozeltileri hazirlandiktan sonra BCA metodu kullanilarak

kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 46).

y =0.0098x+ 0.0077
R*=0.9926

0 5 10 15 20
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Sekil 46. Salim galismalari i¢cin BCA analizinde kullanilan anti-TNFa kalibrasyon egrisi

Projenin ilk agamalarinda, 10 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokureler hazirlanmis ve
hazirlanan mikrokdrelerin gama sterilizasyonu sonrasinda ortama salinan anti-TNF ilag
miktarlari belirlenmigtir. Ortama salinan protein miktarlari mikrokurelerin BCA yontemiyle

belirlenen protein ylkleme verimliliine bolunerek salim sirasinda ortama ¢ikan %
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kimdulatif protein miktarlari belirlenmistir (Sekil 47). Ayrica, salim sirasinda 1 miligram
mikrokireden zamanla ortama ¢ikan proteinin mikrogram cinsinden miktarlari da belirlenmistir.
(Sekil 48). Gama sterilizasyonu yapilmis 10 mg/ml anti-TNFa yikli PCL mikrokirelerden ve
sonugclari Bolim 2.2.4’de verilen gama sterilizasyonu yapilmis IgG yukli PCL mikroklrelerden 3
aylik kimdulatif protein salimlarinin benzer bir profile sahip oldugu gdézlemlenmistir. Gama
sterilizasyonu yapilmis 1gG yuklid PCL mikrokureler ve anti-TNFa yUkld PCL mikroklrelerden 6.
saatte, 7. ve 90. giinde ortama c¢ikan toplam protein miktarlari Tablo 19°’da verilmistir. 1gG yUkli
PCL mikrokireler ve anti-TNFa yUkli PCL mikrokirelerden ilk 6 saatte ortama c¢ikan toplam
protein miktarlari (initial burst), 7. giin ve 90. giinde ortama ¢ikan toplam protein miktarlari kendi
aralarinda karsilastirildiginda ortama salinan protein miktarlari arasinda belirgin bir fark
g6zlemlenmistir (p = 0.05). PCL mikrokurelerden ortama ¢ikan anti-TNF miktarlari ortama ¢ikan
IgG miktarlarindan belirgin olarak azdir. Anti-TNFa, IgG proteinine gére daha yavas bir salim
profili géstermistir. BCA analizi sonrasinda elde edilen sonuglara bakildiginda PCL mikrokire
sisteminin projede hedeflendigi gibi 3 ay boyunca model proteinin (IgG) ve anti-TNF ilacin

kontrolli salimini sagladigi gézlemlenmistir.
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Sekil 47. Gama sterilizasyonu yapilmis anti-TNFa yukli PCL mikrokdrelerin BCA yontemi ile

incelenen 3 aylik salim profili (n=4)
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Sekil 48. Gama sterilizasyonu yapiimig anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerin BCA yontemi ile

incelenen 3 aylik mg mikrokure basina ortama ¢ikan pg ilag salim profili (n=4)
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Tablo 19. Farkli zamanlarda gama sterilizasyonu yapilmis PCL mikrokirelerden ortama ¢ikan

IgG ve anti-TNFa BCA yontemi ile belirlenen miktarlar

IgG yukllu PCL mikrokdreler Anti-TNFa yikli PCL

mikrokireler

Kumualatif Hg protein/mg Kiumaulatif Mg protein/mg
salim, % mikrokire salim, %
mikroktre
6. saat salim dérnegi 251+037* 0.13+0.01< 1.99+0.12* 0.09 £0.004 <

7. gun salm 6rnegi 18.69+0.82" 0.96+0.14> | 14.41+0.49" 0.56 + 0.06 >

90. gun salim 6rnegi  75.93 + 1.61 # 3.54+038° | 65.99+1.26# 262+013°

*#,<,>,” Gruplar arasi belirgin farkliliklari gostermektedir (p < 0.05)

10 mg/ml anti-TNFa yiklt PCL mikroklrelerden farkli zamanlarda ortama ¢ikan biyolojik
olarak aktif anti-TNF protein ila¢ miktarini belirlemek icin 3 ay boyunca farklh zamanlarda salim
ortamindan alinan érnekler enzime bagli immiinosorban (ELIZA) testi ile incelenmistir. Salim
calismalari sirasinda PCL mikrokilrelerden ortama salinan anti-TNFa ilag miktarini
belirleyebilmek i¢in belli konsantrasyonlarda anti-TNFa standart ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra

ELIZA yéntemi kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 49).
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Sekil 49. Salim calismalari igin ELIZA analizinde kullanilan anti-TNFa kalibrasyon egrisi

10 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokirelerin gama sterilizasyonu sonrasinda ortama
salinan biyolojik olarak aktif anti-TNFa ilag miktarlari mikrokurelerin BCA yontemiyle belirlenen
protein yukleme miktarlarina bélinerek salim sirasinda ortama ¢ikan %kumdlatif protein
miktarlari belirlenmistir (Sekil 50). Ayrica, salim sirasinda 1 miligram mikrokireden zamana
bagl ortama ¢ikan proteinin mikrogram cinsinden miktarlari da belirlenmistir. (Sekil 51). Gama
sterilizasyonu yapilmis anti-TNF yUklG mikrokirelerden ve sonuglari 2.2.5'de verilen gama
sterilizasyonu yapilmisg IgG yiUkli PCL mikrokurelerden 3 aylik kimdulatif protein salimlarinin
benzer bir profile sahip oldugu gézlemlenmistir. Gama sterilizasyonu yapilmis IgG yukli PCL
mikrokUreler ve anti-TNFa yUkld PCL mikroklrelerden farkli zamanlarda ortama gikan biyolojik
olarak aktif protein miktarlari Tablo 20’de verilmistir. IgG yukli veya anti-TNFa yikla PCL
mikrokurelerden ilk 6 saatte ortama ¢ikan biyolojik olarak aktif protein miktarlari (initial burst)
kargilastirildiginda ortama salinan biyolojik olarak aktif protein miktarlari arasinda belirgin bir
fark gozlemlenmemistir (p >0.05). 7. gun ve 90. glinde ortama c¢ikan protein miktarlari kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise ortama salinan biyolojik olarak aktif protein miktarlari arasinda
belirgin bir fark gézlemlenmigtir (p = 0.05). PCL mikroklrelerden ortama ¢ikan biyolojik olarak
aktif anti-TNFa miktarlari ortama ¢ikan biyolojik olarak aktif IgG miktarlarina gére belirgin olarak
artmistir. Ayrica, ELIZA yéntemi ile belirlenen farkli zamanlarda ortama cikan protein
miktarlarinin BCA ydntemi ile gézlemlenen miktarlara oranlari da Tablo 21’de verilmistir. Bu

sonuglar incelendiginde, PCL mikrokirelerden ilk 6 saatte ve 7. glinde ortama salinan anti-
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TNFa ilag biyolojik aktivitesini tamamen korurken ortama salinan IgG ilk 6 saatte biyolojik
aktivitesinin % 58.4’Unu, 7. gunde ise biyolojik aktivitesinin % 21.7’sini koruyabilmistir. 3 aylik
salim sonunda ortama ¢ikan toplam anti-TNFa ilacin % 87’si biyoaktivitesini korurken ortama
cikan toplam IgG proteinin sadece % 36.2’si biyoaktivitesini koruyabilmistir. Anti-TNFa ilacin
biyoaktivitesini blylk o6l¢cide korumasinin nedeni, anti-TNF ilacin iceriginde bulunan proteinin
kararliligint korumasini saglayan yardimci maddelerdir. Wyeth firmasinin Enbrel® (etanercept)
ilag dokimaninda belirtilen bu yardimci maddeler mannitol, sukroz ve trometamoldur. Literature
bakildiginda, biyolojik aktivitesini koruyan proteinlerin kontrolli salimini saglamak amaciyla
sekerler, polialkoller ve heparin gibi gesitli protein kararlihgini koruyucu maddeler mikrokire

hazirlama basamaklarinda katki maddesi olarak kullaniimaktadir (SAEZ, 2008).
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Sekil 50. Gama sterilizasyonu yapiimis anti-TNFa yiiklii PCL mikrokirelerin ELIZA yéntemi ile

incelenen 3 aylik salim profili (n=3)
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Sekil 51. Gama sterilizasyonu yapiimis anti-TNFa yiiklii PCL mikrokirelerin ELIZA yéntemi ile

incelenen 3 aylik mg mikrokulre basina ortama ¢ikan ug ilag salim profili (n=3)

Tablo 20. Farkli zamanlarda gama sterilizasyonu yapilmis PCL mikrokirelerden ortama ¢ikan

biyoaktif IgG ve anti-TNFa ELIZA yéntemi ile belirlenen miktarlari

IgG yuklu PCL mikrokdureler Anti-TNFa yukli PCL

mikrokureler

Kiumaulatif Mg protein/mg Kumaulatif Mg protein/mg
salim, % mikrokire salim, % mikroklre
6. saat salim 6rnegi 1.46 + 0.03 0.07 £ 0.002 2.07 £ 0.02 0.08 + 0.003

7. gun salim érnegi 4.01+0.05* 0.20+£0.01 # 1528 +0.31* 0.72+0.18 #
90. glin salim érnegi  27.52 + 0.38 » 142 +0.10< 57.59 £ 0.45" 242 +0.19<

* A #,< Gruplar arasi belirgin farkliliklari géstermektedir (p < 0.05).
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Tablo 21. PCL mikrokirelerden ortama gikan biyoaktif anti-TNFa miktarinin (ELIZA yontemiyle

belirlenen) toplam salinan protein miktarina (BCA yontemiyle belirlenen) orani

Salinan kiimiilatif biyoaktif protein miktarinin

Salinan toplam protein miktarina orani

IgG yukli PCL Anti-TNFa yikli PCL
mikrokureler mikrokureler

6. saat salim érnegi 0.58 £ 0.03 #,* 1.04 £ 0.05 *

7. gln salim érnegi 0.22+£0.01# < 1.06 £0.01 <

90. glin salim érnegi 0.36 £ 0.02 #, > 0.87£0.01>

* #,<,> Gruplar arasi belirgin farkhiliklari géstermektedir (p < 0.05).

Projenin ilerleyen basamaklarinda, 10 mg/ml anti-TNFa yikli PCL mikrokire grubunun
yaninda i¢ faz protein miktari arttinlmis iki PCL mikrokire grubu (25 ve 50 mg/ml) daha bu
calismaya dahil edilmistir. Bu yeni iki grup ¢alismaya dahil edilmeden énce bu galismanin on
denemesi olarak gama sterilizasyonu yapilmamis mikrokurelerin protein yukleme verimliligi ve
fosfat tampon ¢ozeltisindeki bir haftalik salim profilleri incelenmistir. Dahil edilen mikrokUrelerin
protein yukleme verimliligi sonuglari Bélum 3.2.1°de verilmistir. Gama sterilizasyonu 6ncesinde,
hazirlanan farkl miktarlarda anti-TNFa yUkli PCL mikrokurelerden fosfat tampon ortamina
salinan anti-TNFa ilag miktarlarini karsilastirabilmek icin BCA yontemi kullaniimigtir. Salim
calismasi sirasinda PCL mikroklrelerden ortama salinan anti-TNFa ilag miktarini
belirleyebilmek icin Sekil 46’da verilen kalibrasyon egrisi kullaniimistir. Bu yontem ile salim
sirasinda 1 miligram mikrokireden zamanla ortama c¢ikan proteinin mikrogram cinsinden
miktarlari belirlenerek karsilastinimistir (Sekil 52). Farkh miktarlarda anti-TNFa ila¢ yukli PCL
mikrokirelerden yedi gunlik salim profilleri protein salimlari benzer bir profil géstermistir. Gama
sterilizasyonu yapilmamigs farkli miktarlarda anti-TNFa yUkli PCL mikrokirelerden 6. Saatte ve
7. gunde ortama c¢ikan toplam protein miktarlari Tablo 22’de verilmigtir. Farkli miktarlarda anti-
TNFa ilag yukli PCL mikrokirelerden ilk 6 saatte ortama ¢ikan protein miktarlari (initial burst)
karsilastirildiginda, 50 mg/ml anti-TNFa yUkli mikrokurelerden ortama c¢ikan ilag miktari 10 ve
25 mg/ml anti-TNFa yUkli mikrokurelerden ortama ¢ikan ilag miktarina oranla belirgin olarak
yuksek ¢ikmigtir (p < 0.05). Ayrica, 25 mg/ml anti-TNFa yukli mikrokurelerden ortama ¢ikan ilag
miktari da 10 mg/ml anti-TNFa yuklu mikrokurelerden ortama gikan ilag miktarina oranla belirgin

olarak ylUksek ¢ikmistir (p < 0.05). 7. glinde ortama ¢ikan protein miktarlari karsilastirildiginda
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ise 25 ve 50 mg/ml anti-TNFa yukli mikrokirelerden ortama c¢ikan ilag miktari 10 mg/ml anti-
TNFa ydkli mikrokirelerden ortama c¢ikan ilag miktarindan belirgin  olarak yuiksek
g6zlemlenmistir (p < 0.05). Fakat, 25 ve 50 mg/ml anti-TNFa yUkli mikroklrelerden 7. glinde
ortama cikan protein miktarlari karsilastirildiginda ortama salinan protein miktarlari arasinda
belirgin bir fark goézlemlenmistir (p = 0.05). Literatlire bakildiginda, mikroparcacik tasima
sistemlerine yuUklenen protein miktari arttikgca ilk salim (initial release) &rneklerindeki protein
miktari da artmaktadir (HORA, 1990,0'HAGAN, 1994,SAH, 1994). Protein yikleme miktarlarinin
ilk salima etkisi iki tiirlii agiklanabilir. ilk olarak, proteinlerin yiizeyden ayrilmasi sonucu olugan
kanallarin su ile dolmasi mikroparcaciklar igindeki proteinlerin yapidan uzaklagsmasina neden
olmaktadir. Yuksek miktarda protein yUklenmesi sonucunda bu kanallarin olugumu arttirilarak
yuksek miktarda proteinin ortama g¢ikmasina neden olmaktadir (HORA, 1990). Diger bir goris
olarak, mikrokureler ve salim ortami arasindaki buyuk protein konsantrasyon farki ilk salim

orneklerinde yuksek miktarda proteinin ortama ¢ikmasina neden olmaktadir (YANG, 2001).

25

ug anti-TNF /mg PCL mikrokiire

0 1 2 3 2 5 6 7 8
Zaman (gln)

Sekil 52. Gama sterilizasyonu yapilmamis farkli miktarlarda anti-TNFa yukli PCL mikrokUrelerin
BCA yontemi ile incelenen 7 gunlik mg mikrokire basina ortama ¢ikan pg ilag salim profili
(n=3). c 10 mg/ml, A 25 mg/ml ve 50 mg/ml anti-TNFa yuklid PCL mikrokureler
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Tablo 22. Farkli zamanlarda gama sterilizasyonu yapilmamis PCL mikrokirelerden ortama

ctkan anti-TNFa’in BCA yontemi ile belirlenen miktarlari

ug anti-TNFa / mg PCL mikrokiire

6. saat 7.gun
10 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokUreler 0.47 £ 0.04 * < 1.50+0.23N #
25 mg/ml anti-TNFa yikld PCL mikrokureler 0.65+ 0.07 *,> 2.17 £ 0.15#
50 mg/ml anti-TNFa yUkli PCL mikrokireler 0.83+0.08 <,> 2.05£0.16 »

* #, <,>,A Gruplar arasi belirgin farkliliklari géstermektedir (p < 0.05).

Gama sterilizasyonu oOncesinde, farkh miktarlarda anti-TNFa ilag yikli PCL
mikrokurelerden farkli zamanlarda ortama c¢ikan biyolojik olarak aktif anti-TNFa protein ilag
miktarini belirlemek icin 7 glin boyunca farkli zamanlarda salim ortamindan alinan ornekler
enzime baglh imminosorban (ELIZA) testi ile incelenmistir. Salim calismalari sirasinda PCL
mikrokurelerden ortama salinan anti-TNFa ilag miktarini belirleyebilmek icin Sekil 49’da verilen
kalibrasyon egrisi kullaniimistir. Bu yodntem ile salim sirasinda 1 miligram mikrokireden
zamanla ortama c¢ikan proteinin mikrogram cinsinden miktarlari belirlenerek karsilastirilmigtir
(Sekil 53). Gama sterilizasyonu vyapilmamis farkli miktarlarda anti-TNFa yukli PCL
mikrokurelerden 6. saatte ve 7. glinde ortama c¢ikan biyolojik olarak aktif protein ilag miktarlari
Tablo 23’de verilmistir. 6. saat ve 7. gunde ortama cikan biyolojik olarak aktif anti-TNFa
miktarlari karsilastirildiginda, 25 ve 50 mg/ml anti-TNFa yUklu mikrokurelerden ortama g¢ikan
biyolojik olarak aktif ila¢ miktari 10 mg/ml anti-TNFa yiOkli mikroklrelerden ortama gikan
biyolojik olarak aktif ila¢g miktarindan belirgin olarak yuksek gdzlemlenmistir (p < 0.05). Fakat, 25
ve 50 mg/ml anti-TNFa yUkli mikrokurelerden 6. saat ve 7. ginde ortama c¢ikan protein
miktarlari kendi aralarinda karsilastirildiginda ortama salinan protein miktarlari arasinda belirgin
bir fark gézlemlenmemigtir (p = 0.05). Bu sonuglar, BCA y6ntemi sonucu elde edilen sonuglarla
uyumludur. PCL mikroklrelere ylklenen protein miktari arttikga ortama salinan protein

miktarlari da artmaktadir.
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Sekil 53. Gama sterilizasyonu yapilmamis farkli miktarlarda anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerin
ELIZA yéntemi ile incelenen 7 giinlik mg mikrokiire basina ortama ¢ikan pg ilag salim profili

(n=3). o 10 mg/ml, A 25 mg/ml ve e 50 mg/ml anti-TNFa yUkli PCL mikrokureler

Tablo 23. Farkli zamanlarda gama sterilizasyonu yapilmamigs PCL mikroklrelerden ortama

¢ikan anti-TNFa’in ELIZA yéntemi ile belirlenen miktarlari

ug anti-TNFa / mg PCL mikrokiire

6. saat 7.gln
10 mg/ml anti-TNF yukli PCL mikrokureler 0.34 £ 0.04 *# 1.43+0.10<,>
25 mg/ml anti-TNF yukli PCL mikrokireler 0.64 £0.07* 1.98 + 0.09 <
50 mg/ml anti-TNF yukli PCL mikrokireler 0.75+£0.04 # 2.00 £ 0.06 >

*, #, <,> Gruplar arasi belirgin farkhliklar gostermektedir (p < 0.05).
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Gama sterilizasyonu 0Oncesinde, farklh miktarlarda anti-TNFa ilag yiklG PCL
mikrokurelerden farkli zamanlarda ortama cikan anti-TNFa’in biyolojik aktivitesinin ne kadarinin
korunup korunmadigini belirleyebilmek icin ELIZA yéntemi ile belirlenen ortama ¢ikan protein
miktarlarinin BCA yontemi ile gdzlemlenen miktarlara oranlari hesaplanmis ve Tablo 24’de
verilmistir. Bu sonugclar incelendiginde, 25 ve 50 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerden ilk
6 saatte ortama salinan anti-TNF ila¢ biyolojik aktivitesini neredeyse tamamen korumustur. 10
mg/ml anti-TNFa yUkli PCL mikrokirelerden ilk 6 saatte ortama salinan ilacin ise biyoaktivitesi
% 73.3 oraninda korunmustur. 7. Gunde ise butin gruplarda ortama salinan anti-TNFd'in
biyolojik aktivitesinin buylk kismi korunmustur. Daha 6nce de belirtildigi gibi, anti-TNFa ilacin
iceriginde bulunan proteinin kararlihdini korumasini saglayan yardimci maddeler anti-TNFa

ilacin biyoaktivitesini buylk 6lciide korumasina neden olmustur.

Tablo 24. Gama sterilizasyonu yapilmamis farkh miktarlarda anti-TNFa yikli PCL
mikrokdrelerden ortama c¢ikan biyoaktif anti-TNF miktarinin (ELIZA ydntemiyle belirlenen)

toplam salinan protein miktarina (BCA yontemiyle belirlenen) orani

Salinan biyoaktif protein miktarinin

salinan toplam proteine orani

6. saat 7.9un
10 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokureler 0.73+0.01 *# 0.96 + 0.08
25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokureler 0.98 £0.01 *,< 0.92 £ 0.02
50 mg/ml anti-TNFa yikli PCL mikroktreler 0.91 £ 0.03 #,< 0.98 £ 0.05

*, #, <,> Gruplar arasi belirgin farkliliklari géstermektedir (p < 0.05)

Farkh miktarlarda anti-TNFa ila¢ yukli PCL mikrokdreler ile yapilan ¢calisma sonucunda,
calismanin ilerleyen basamaklarinda 25 mg/ml anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokdrelerin kullaniimasina karar verilmigtir. Bu nedenle, 25 mg/ml anti-TNFa yikld PCL ve
PEG-PCL-PEG mikrokirelerin gama sterilizasyonu sonrasinda fosfat tampon ortamina 3 ay
boyunca salinan anti-TNF ilag miktarlari belirlenmistir. Ortama salinan protein miktarlari
mikrokurelerin BCA ydntemiyle belirlenen protein yukleme verimliligine bolinerek salim

sirasinda ortama ¢ikan %kUmulatif protein miktarlari belirlenmistir (Sekil 54). Ayrica, salim
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sirasinda 1 miligram mikroklireden zamanla ortama c¢ikan proteinin mikrogram cinsinden
miktarlari da belirlenmistir (Sekil 55). Gama sterilizasyonu yapilmis anti-TNFa yukli PCL ve
PEG-PCL-PEG mikrokurelerden 6. saatte, 7. glinde ve 90. glinde ortama ¢ikan toplam protein
miktarlari Tablo 25'de karsilastiriimistir.

Gama sterilizasyonu yapilmis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden 3 aylik kiimulatif
anti-TNFa ilag salimlarinin benzer bir profile sahip oldugu gézlemlenmistir (Sekiller 54 ve 55). 7.
gunden sonra, 1 mg PEG-PCL-PEG mikrokireden ortama c¢ikan mikrogram anti-TNFa ilag
miktari 1 mg PCL mikrokireden ortama c¢ikan anti-TNFa miktarina oranla belirgin olarak
artmistir (Sekil 55). Tablo 25’de verilen sonuglara bakildiginda, 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL
ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden 7. giinde ortama ¢ikan protein yiizdeleri arasinda belirgin bir
fark gozlemlenirken (p<0.05) 6. saat ve 90. gunde ortama c¢ikan protein ylzdeleri arasinda
belirgin bir fark gdzlemlenmemigtir (p > 0.05). Fakat, mg mikroklre basina ortama ¢ikan pg
protein miktarlari kendi aralarinda kargilastirildiginda 6. saatte, 7. ginde ve 90. glinde ortama
cikan toplam protein miktarlari arasinda belirgin bir fark gézlemlenmistir (p < 0.05). Bolim
2.2.4de de bahsedildigi gibi, hidrofobik PCL polimer matriks yapisina eklenen hidrofilik PEG
polimer ve protein arasindaki hidrofobik etkilesimleri dusiurmektedir. Ayrica, yapidaki PEG
zincirleri suyun tasima sisteminin icine daha kolay girmesini saglayarak polimer matriksin
erozyona ugramasina neden olmaktadir. Bu nedenlerle, PEG-PCL-PEG mikroklrelerden salim
ortamina protein ¢ikisi PCL mikrokirelerden salim ortamina protein ¢ikisina oranla daha hizli
oldugu dusinldimektedir. Benzer bir ¢galismada, iki basamakli emulsiyon yéntemi kullanilarak
albumin yikli PEG-PCL ve PEG-PLLA mikrokureler hazirlanmistir (KIM, 2004). Sentezlenen
PEG-PCL ve PEG-PLLA kopolimerlerinde hidrofiik PEG segment orani arttirildikga ortama
¢tkan albumin miktarinin da arttigi gézlemlenmigstir. Mikrokurelerin hidrofilik 6zelligi arttikga su
tutma orani artacagindan bu mikrokurelerden salim ortamina daha hizli bir sekilde protein
ctkmigtir. Bolim 3.2.1 Tablo 17°de verilen protein ylukleme verimlilikleri karsilastirildiginda PEG-
PCL-PEG mikrokurelerin ilag yikleme verimliligi (% 75.91 + 1.16) PCL mikrokurelerin protein
yukleme verimligine (% 65.37 +£1.80) gore daha yuksek oldugu icin 1 mg PEG-PCL-PEG
mikrokUreden zamanla c¢ikan pg miktarlari da PCL mikrokirelere oranla daha ylksek

bulunmustur.
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Sekil 54. Gama sterilizasyonu yapilmis 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG

mikrokurelerin BCA yontemi ile incelenen 3 aylik salim profili (n=4)
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Sekil 55. Gama sterilizasyonu yapilmis 25 mg/ml anti-TNFa yUkli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokurelerin BCA ydntemi ile incelenen 3 aylik mg mikrokire basina ortama ¢ikan ug ilag

salim profili (n=4)
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Tablo 25. Gama sterilizasyonu yapilmis 25 mg/ml anti-TNFa yUkli PCL ve PEG-PCL-PEG

mikrokidrelerden farkli zamanlarda ortama cikan anti-TNFa’nin BCA ydntemi ile belirlenen

miktarlari

Anti-TNFa yukli PCL Anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG
mikrokureler mikrokureler

Kumulatif Mg protein/mg Kiumaulatif Mg protein/mg
salim, % mikrokire salim, % mikrokure
6. saat salim érnegi 537+1.21 0.64+£0.09# 6.64 £ 0.57 1.16+£0.12 #
7. gun salim ornegi 18.37+1.89* 225+0.17< | 24.06 +£2.99* 4.20+£0.29<
90. gun salim ornegi 66.86 + 4.88 8.10+0.32 > 69.37 £ 6.03 1210+ 0.45 >

* #,<,> Gruplar arasi belirgin farklhiliklari gostermektedir (p < 0.05)

25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden farkli zamanlarda
ortama cikan anti-TNFa proteinin biyoaktivitesinin korunup korunmadigini élgmek icin 90 gun
boyunca farkll zamanlarda elde edilen salim érnekleri enzime bagli immiinosorban (ELIZA) testi
ile incelenmistir. Anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG mikroklrelerden ortama salinan
biyolojik olarak aktif anti-TNFa protein miktarlari BCA yontemiyle belirlenen protein yukleme
miktarlarina bdllinerek salim sirasinda ortama ¢ikan %kumulatif protein miktarlari belirlenmistir
(Sekil 56). Ayrica, salim sirasinda 1 miligram mikroklireden zamanla ortama ¢ikan proteinin

mikrogram cinsinden miktarlari da belirlenmistir (Sekil 57).

Gama sterilizasyonu yapilmis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden 3 aylik kiimulatif
anti-TNFa ilag salimlarinin benzer bir profile sahip oldugu gézlemlenmistir (Sekiller 56 ve 57). 4.
glnden sonra, 1 mg PEG-PCL-PEG mikrokireden ortama c¢ikan mikrogram anti-TNFa ilag
miktari 1 mg PCL mikrokireden ortama c¢ikan anti-TNFa miktarina oranla belirgin olarak
artmigtir (Sekil 57).

25 mg/ml anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG ve PCL mikrokurelerden 6. Saatte, 7.glinde
ve 90. gunde ortama c¢ikan biyolojik aktivitesini korumug protein miktarlari Tablo 26'da
karsilastinimigtir. 6. saat ve 90. ginde 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG

mikrokurelerden ortama ¢ikan biyolojik aktivitesini korumus protein ylzdeleri arasinda belirgin
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bir fark gézlemlenmemistir (p > 0.05). 7. glinde ise, 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-
PCL-PEG mikrokurelerden ortama ¢ikan biyolojik aktivitesini korumus protein ylzdeleri arasinda
belirgin bir fark gézlemlenmistir (p < 0.05). Fakat, BCA analizi sonuclarina benzer olarak mg
mikrokire basina ortama c¢ikan biyolojik aktivitesini korumus pg protein miktarlari kendi
aralarinda karsilastirildiginda 6. saatte, 7. gliinde ve 90. ginde ortama c¢ikan toplam protein

miktarlari arasinda belirgin bir fark gozlemlenmigtir (p < 0.05).

80
70
60
50
40
30

20

Kimulatif anti-TNFa salimi, %

10

o} | | ‘ | |
(e} 20 40 60 80 100
Zaman (gun)

Sekil 56. Gama sterilizasyonu yapilmis 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokiirelerin ELIZA ydntemi ile incelenen 3 aylik salim profili (n=3) e 25 mg/ml anti-TNFa
yukli PCL ve A 25 mg/ml anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokdreler
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Sekil 57. Gama sterilizasyonu yapiimis 25 mg/ml anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokiirelerin ELIZA yéntemi ile incelenen 3 aylik mg mikrokiire basina ortama ¢ikan ug ilag
salim profili (n=4) e 25 mg/ml anti-TNFa yuklt PCL ve A 25 mg/ml anti-TNFa yukli PEG-PCL-

PEG mikrokureler

Tablo 26. Gama sterilizasyonu yapiimis 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG

mikrokirelerden farkli zamanlarda ortama g¢ikan anti-TNFa’nin ELIZA yontemi ile belirlenen

miktarlari

Anti-TNFa yiiklii PCL

mikrokireler

Anti-TNFa yiiklii PEG-PCL-PEG

mikrokireler

Kimaualatif Mg protein/mg Kiumaulatif Mg protein/mg
salim, % mikrokdire salim, % mikrokire
6. saat salim érnegi 5.35+1.22 0.66+0.14# 6.62 £ 0.58 1.16+0.12 #
7. gun salim érnegi 18.25+1.92* 2.27+0.18< | 23.83+2.83* 416 +£0.24<
90. glin salim érnegi 62.05+2.93 7.55+£0.21> 65.58 £ 5.25 11.45+0.26 >

*#,<,> Gruplar arasi belirgin farkliliklari géstermektedir (p < 0.05).
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ELIZA yéntemi ile belirlenen farkli zamanlarda ortama ¢ikan protein miktarlarinin BCA
yontemi ile go6zlemlenen miktarlara oranlari da Tablo 27'de verilmistir. Bu sonuclar
incelendiginde, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerdenilk 6 saatte ve 7. glinde ortama salinan
anti-TNFa ilag biyolojik aktivitesini tamamen korumustur. 3 aylik salim sonunda, PCL
mikrokUrelerden ortama c¢ikan toplam anti-TNFa ilacin %93’G korunurken PEG-PCL-PEG
mikrokirelerden ortama cikan toplam anti-TNFa ilacin %94.6’s1 biyoaktivitesini korumustur.
Anti-TNFa ilacin biyoaktivitesini blyuk dl¢iide korumasinin nedeni, Bolim 2.2.5’te belirtildigi gibi

ilacin iceriginde bulunan yardimci maddeler proteinin kararlihgini korumasini saglamistir.

Tablo 27. Gama sterilizasyonu yapilmis 25 mg/ml anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokUrelerden farkli zamanlarda ortama c¢ikan biyoaktif anti-TNFa miktarinin (ELIZA

yontemiyle belirlenen) toplam salinan protein miktarina (BCA yéntemiyle belirlenen) orani

Salinan biyoaktif protein miktarinin

salinan toplam proteine orani

6. saat 7.gun 90. gln
Gama sterilizasyonu yapilmis anti- 0.996 £ 0.002 0.993 £ 0.006 0.930 £ 0.032
TNFa yukla PCL mikrokureler
Gama sterilizasyonu yapilmis anti- 0.998 £ 0.001 0.991 £ 0.007 0.946 £ 0.015
TNFa yukli PEG-PCL-PCL

mikrokureler

Tim gruplar birbirinden p < 0.05 seviyesinde istatiksel olarak farkli bulunmamistir.

3.2.4.2. Hiicre Kiiltiir Vasati Ortaminda Salim Profili

Projenin son asamasinda, mikrokire salim sistemlerinin RA’li hasta kaynakli sinoviyal
fibroblast hlcreler tzerindeki etkilerinin incelenecegi ¢alismanin én goérusi i¢in hazirlanan anti-
TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin %5 serum iceren hicre kiltlr vasati

icerisinde salim caligmalari 2 ay boyunca yapilmistir.
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Projenin ilk asamalarinda, farkli miktarlarda anti-TNFa yUkli PCL mikrokirelerden (10,
25 ve 50 mg/ml) hicre kultir vasati ortamina salinan anti-TNFa ilag miktarlarini
karsilastirabilmek icin ELIZA yontemi kullanilmistir. Salim g¢alismasi sirasinda PCL
mikrokurelerden ortama salinan anti-TNFa ilag miktarini belirleyebilmek icin Sekil 49’da verilen
kalibrasyon egrisi kullaniimis ve salim sirasinda 1 miligram mikrokireden zamanla ortama ¢ikan
proteinin mikrogram cinsinden miktarlari belirlenerek karsilastiriimistir (Sekil 58). Ayrica, PCL
mikrokUrelerden hucre vasati ortamina salinan biyolojik olarak aktif anti-TNFa ilag miktarlari
Tablo 28'de verilmigtir. 6. saat salim 6rnekleri kargilagtirildiginda, 25 ve 50 mg/ml anti-TNFa
yukli PCL mikrokurelerden hicre kiltir ortamina salinan biyolojik olarak aktif ilacin miktarlar
10 mg/ml anti-TNFa yukla PCL mikroklrelerden hicre kaltir ortamina salinan biyolojik olarak
aktif ilacin miktarina oranla istatiksel anlamli olarak ylksek bulunmustur (p < 0.05). Ayrica, 50
mg/ml anti-TNFa yikld PCL mikrokurelerden hucre kultir ortamina salinan biyolojik olarak aktif
ilacin miktari 25 mg/ml anti-TNFa yukld PCL mikrokurelerden hicre kaltir ortamina salinan
biyolojik olarak aktif ilacin miktarindan da belirgin olarak yuksek bulunmustur (p < 0.05). 7. ve
90. glnlerde, 50 mg/ml anti-TNFa yikli PCL mikrokurelerden hicre kiltir ortamina salinan
biyolojik olarak aktif ila¢c miktarlari diger iki gruptan hicre kiltlir ortamina salinan biyolojik olarak
aktif ilag miktarlarindan belirgin olarak ylksek bulunmustur (p < 0.05). Fakat, 10 ve 25 mg/ml
anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerden hiicre kiiltir ortamina 7. ve 90. glnlerde salinan toplam

biyolojik olarak aktif ilacin miktarlari arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir (p > 0.05).

Bolim 3.2.4.1 Tablo 23de verilen, gama sterilizasyonu yapiimamis PCL
mikrokUrelerden farkli zamanlarda fosfat tampon ortamina ¢ikan biyolojik olarak anti-TNFa’in
ELIZA yéntemi ile belirlenen ilag miktarlari ve Tablo 28’de verilen gama sterilizasyonu yapilmis
PCL mikrokurelerden farkli zamanlarda hicre kiltir ortamina ¢ikan biyolojik olarak anti-TNFa
miktarlari karsilastirildigin, % 5 serum igeren huicre kultiri vasati iginde yapilan salim
calismasinin 6. saat, 7. gun ve 90. gunlerinde ortama c¢ikan ilag miktari fosfat tampon
ortaminda yapilan salim calismasinin 6. saat, 7. gun ve 90. gunlerinde ortama c¢ikan ilag
miktarindan belirgin olarak digUktir. Bunun sebebi, hiicre vasati icindeki serum proteinlerinin
mikrokurelerin ylzeyine adsorpsiyonu sonucu anti-TNFa ilacin dig ortama difizyonun
sinirlanmasidir. Non-spesifik protein adsorpsiyonu polimerik ila¢g salim sistemlerinden ortama
ctkan proteinin in vito salim kinetigini etkileyerek yavas bir salim kinetigi géstermesine neden
olmaktadir (CROTTS, 1997).

141



1.40

1.00

0.80

0.40

ug anti-TNFa/ mg PCL mikrokire

0.20

0.00 : :
0 20 40 60 80

Zaman (giun)

Sekil 58. Gama sterilizasyonu yapilmig farkli miktarlarda anti-TNFa yukli PCL mikrokurelerin %
5 serum igeren hiicre kiiltiir vasati icerisinde ELIZA yontemi ile incelenen 2 aylik mg mikrokire
basina ortama ¢ikan ug ilag salim profili (n=3).0 10 mg/ml, x 25 mg/ml ve A 50 mg/ml anti-
TNFa yiklid PCL mikrokureler

Farkh i¢ faz anti-TNFa konsantrasyonu (10, 25 ve 50 mg/ml) ile hazirlanan PCL
mikrokurelerin protein verimligi ve fosfat tampon salim profillerinin karakterizasyonu sonucunda
projenin son agsamasinda kullanilacak anti TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin i¢
faz anti-TNFa konsantrasyonu 25 mg/ml olarak belirlenmistir. Bu nedenle, bu i¢ faz protein
konsantrasyonuna sahip anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikrokireler hazirlanmistir ve anti-
TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin %5 serum iceren hicre kuiltir vasati
icerisinde salim kinetigi analizleri 60 giin boyunca yapilmistir. Sekil 59’da anti-TNFa yukli PCL
ve PEG-PCL-PEG %5 serum igeren hucre kultir vasati igerisinde 60 gunlik salim profilleri
verilmistir. Ayrica, gama sterilizasyonu yapilmis 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-
PEG mikrokirelerden 6. saatte, 7. glinde ve 90. Glinde %5 serum igeren hlicre kaltlrd ortamina

ctkan toplam biyolojik olarak aktif protein miktarlari Tablo 29'da kargilastiriimigtir.
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Table 28. Farkli zamanlarda gama sterilizasyonu yapilmis farkli miktarlarda anti-TNFa yukli
PCL mikrokirelerden %5 serum igeren hiicre kiltir vasati ortamina gikan anti-TNFa'in ELIZA

yéntemi ile belirlenen miktarlar

ug anti-TNFa / mg PCL mikrokure
6 hour 7 day 60 day

10 mg/ml anti-TNFa ydkli PCL 0.074 £0.004 *# 0.529 £ 0.050 > 0.988 +0.088 $
mikrokUreler

25 mg/ml anti-TNFa yUKkli PCL  0.091 +0.008 *,< 0.552 + 0.053 " 0.979 £ 0.097 &
mikrokureler

50 mg/ml anti-TNFa yUkld PCL 0.116 £ 0.004 #,< 0.718 £ 0.031 >~ 1.308 £ 0.075

mikrokUreler $.&

* #, <, >, $, & Gruplar arasi belirgin farkliliklari géstermektedir (p < 0.05).

4. giunden sonra, 1 mg PEG-PCL-PEG mikrokireden hlcre kiltiri ortamina ¢ikan
mikrogram anti-TNFa ilag miktari 1 mg PCL mikrokireden ortama g¢ikan anti-TNFa miktarina
oranla belirgin olarak artmistir (Sekil 59). Tablo 29’da géruldugu gibi, 25 mg/ml anti-TNFa yUkla
PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerden farkli zamanlarda ortama ¢ikan protein miktarlari kendi
aralarinda karsilastirildiginda aralarinda belirgin bir fark gézlemlenmistir (p < 0.05). 25 mg/ml
anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokurelerin protein yukleme verimligi (%75.91 £ 1.16) PCL
mikrokurelerin protein yukleme verimliligine (%65.37 £ 1.80) oranla daha yuksek oldugu igin
PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama daha ¢ok anti-TNFa c¢iktigi distniimektedir. PEG
segmentinden dolayi da, mikrokurelerin hidrofilik 6zelligi arttikga su tutma orani arttigindan
PEG-PCL-PEG mikrokirelerden salim ortamina daha hizl bir sekilde protein ¢ikimistir. Daha
onceki bir calismada, MPEG-PLA kopolimeri sentezlenerek hazirlanan nanoparcgaciklardan
salim ortamina ¢ikan ila¢ (paklitaksel) miktari, PLA nanopargaciklardan salim ortamina ¢ikan
ilag miktarina oranla daha yiiksek bulunmustur (DONG, 2004). ik 7 gin, ilacin %85'i MPEG-
PLA nanopargaciklardan salim ortamina ¢ikarken PLA nanopargaciklardan salim oratamina 1
ayda ilacin %30’u ¢ikabilmistir. Ayrica, PEG-PCL-PEG mikrokurelerin yapisindaki PEG’in hucre
vasati igindeki serum proteinlerinin mikrokurelerin yiizeyine adsorpsiyonunu engelleyerek anti-
TNFa ilacin digs ortama daha rahat ¢ikmasina neden oldugu distnilmektedir. Cho ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada (CHO, 2009), tek PCL ve farkli oranlarda PCL-g-PEG ile

karistinimig PCL fimler hazirlanarak film ylzeyine protein adsorpsiyonu incelenmistir. Yaptiklari

143



analizler sonucunda, yapiya PEG’in dahil olmasiyla protein adsorpsiyon dizeyinin azaldigini
g6zlemlemislerdir. Baska bir ¢alismada da, plazma proteinlerinin PLGA homopolimeri ve PEG-
PLGA diblok kopolimerlerden hazirlanmis nanokireler Gizerine adsorpsiyonu karsilastiriimis ve
PEG ile modifiye edilen PLGA nanokurelerin ylzeyine protein adsorpsiyon miktari PLGA

nanokurelerin ylzeyine protein adsorpsiyon miktarindan belirgin olarak disuk bulunmustur
(GREF, 1995).

ug anti-TNFa/mg mikrokiire

0 10 20 30 40 50 60 70
Zaman (gun)

Sekil 59. Anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin %5 serum igeren htcre kultar
vasatl igerisinde ELIZA yoéntemi ile incelenen 60 ginliik mg mikrokiire bagina ortama gikan ug

ilag salim profili (n=4) A 25 mg/ml anti-TNFa yUkli PCL ve e 25 mg/ml anti-TNFa yiklu PEG-
PCL-PEG mikrokureler
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Tablo 29. Gama sterilizasyonu yapilmis 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokUrelerden %5 serum igeren hucre kultir vasati ortamina farkli zamanlarda ¢ikan anti-

TNFa'in ELIZA yéntemi ile belirlenen miktarlari

ug anti-TNFa / mg mikrokire

6. saat 7.gun 60. gln

25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokuireler 0.091 £ 0.008 0.552 £ 0.053 0.979 £ 0.097
* # <

25 mg/ml anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG 0.123 £0.010 0.848 £ 0.304 1.595 + 0.072
mikrokureler * # <

* #, < Gruplar arasi belirgin farkliliklan gostermektedir (p < 0.05).

3.2.4.3. Sinoviyal Sivi Ortaminda Salim Profili

Anti-TNFa yakla mikrokurelerin in vivo stabilitesinin 6n goérisu igin, anti-TNFa ilag yuklu
PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokureler ve ilacin kendisi saglikli (travmaya bagli veya osteoartirit
hastali§i sUrecinde total protez ameliyati gegiren) veya RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ile
2 hafta boyunca inkube edilmistir. Saglikli veya RA’'li hastalardan alinan sinoviyal sivilara
eklenen belli konsantrasyondaki anti-TNFa ilacin zamanla konsantrasyon miktarindaki degisim
Sekil 60’da verilmistir. 2 hafta boyunca sinoviyal sivida bekletilen anti-TNFa ilacinin ELIZA
yéntemiyle belirlenen konsantrasyonunda zamana bagl olarak belirgin bir degdisim olmamigtir
ve ila¢ biyolojik aktivitesini 37°C, %5’lik CO, ortaminda 14 gun boyunca blylk OJlgtde

korumustur.
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Sekil 60. Saglikh ve RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivilara eklenen belli konsantrasyondaki
anti-TNF ilacin zamanla konsantrasyonunda degisim (n=3) A saglikli sinoviyal sivi ortamina

eklenen anti-TNF ilag, @ RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortamina eklenen anti-TNF ilag

Projenin ilk asamalarinda, 10 mg/ml anti-TNFa ilag ytkli PCL mikrokureler saglikli veya
RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ile 2 hafta boyunca inkibe edilmistir. Anti-TNFa yUkld
PCL mikrokurelerden farkli zamanlarda saglikli veya RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi
ortamina c¢ikan biyoaktif anti-TNFa ilag miktari ELIZA yéntemi ile belirlenerek 1 miligram
mikrokUreden zamanla ortama ¢ikan biyoaktif ilacin mikrogram cinsinden miktarlari Sekil 61°de
verilmistir. Saglikh ve RA’'li hastalardan alinan sinoviyal sivilardaki salim miktarlan
karsilastirildiginda, ilk giin mikrokirelerden ortama ¢ikan anti-TNFa miktarlari arasinda belirgin
bir fark gézlemlenmezken (p > 0.05), 2. glinden sonra RA’li hastalardan alinan sinoviyal
sivilardaki salim miktari artmis ve 14. giinde ortama ¢ikan anti-TNFa miktarlari arasinda belirgin
bir fark gdzlemlenmistir (p < 0.05). Eklemde sinoviyum tarafindan salgilanan sinoviyal sivi,
lenfosit, monositler ve nétrofiller gibi ¢esitli hlicrelerin yaninda proteinler, elektrolitler, glikoz ve
hiyalGranik asit iceren oldukg¢a viskoz bir sividir (LIPOWITZ, 1985). Saglkli yetigkinlerin
sinoviyal sivisinda, 2.5 — 4 mg/ml konsantrasyon araliginda 4 — 5 x 10° molekiiler agirligina
sahip hiyaluranik asit bulunmaktadir. Bu dogal polisakkarit sinoviyal sivinin viskoelastik
davraniginda, sok emiliminde ve eklemin kayganlhiginin saglanmasinda onemli bir rol
oynamaktadir (RINAUDO, 2009). Osteoartirit ve Romatoid Artirit gibi dejeneratif hastaliklarda,

sinoviyal sividaki hiyalUranik asit miktarinin azalmasina bagh olarak sinoviyal sivinin miktari ve
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vizkozitesi de azalmaktadir (ALY, 2008,RINAUDO, 2009) . RA'li hastalardan alinan sinoviyal
sivinin vizkozitesinin saglikli sinoviyal siviya gére daha dislik olmasi nedeniyle, PCL
mikrokurelerden ortama salinan anti-TNFa miktarlari RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivida

saglikli sinoviyal sivida bulunan miktardan belirgin olarak daha fazladir.
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Sekil 61. Saglikh veya RA'li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortaminda bekletilen 10 mg/ml
anti-TNFa yukli PCL mikrokirelerin ELIZA yéntemi ile incelenen 2 haftalik mg mikrokiire bagina
ortama c¢ikan g ilag salim profilleri (n=3) A saglikl sinoviyal sivi ortaminda bekletilen anti-
TNFa yukla mikrokureler, @ RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortaminda bekletilen anti-

TNFa yakla mikrokureler

Projenin ilerleyen asamalarinda, projenin son asamasinda kullanilacak anti-TNFa yUklu
PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin i¢ faz anti-TNFa konsantrasyonu 25 mg/ml olarak
belirlenmistir. Bu i¢ faz protein konsantrasyonuna sahip anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG
mikrokureler saglikli veya RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ile 2 hafta boyunca inkube
edilmigtir. 25 mg/ml anti TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerden farkli zamanlarda
saglkli veya RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortamina c¢ikan biyoaktif anti-TNFa ilag
miktari ELIZA y6ntemi ile belirlenmigtir. 1 miligram mikrokireden zamanla ortama gikan
biyoaktif ilacin mikrogram cinsinden miktarlari Sekil 62’'de verilmistir.. Ayrica, gama

sterilizasyonu yapilmis 25 mg/ml anti-TNFa yUklu PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden 7. ve
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14. ginde saglikli veya RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortamina ¢ikan toplam biyolojik
olarak aktif protein miktarlari Tablo 30’da karsilastirilmistir.

ug anti-TNFa ilag/ mg mikrokiire

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zaman (gun)

Sekil 62. Saglikh veya RA'li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortaminda bekletilen 25 mg/ml
anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin ELIZA ydntemi ile incelenen 2 haftalik
mg mikrokire basina ortama ¢ikan pg ilag salim profilleri (n=3) A saglikli sinoviyal sivi
ortaminda bekletilen 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCLmikrokireler, A RA’li hastalardan alinan
sinoviyal sivi ortaminda bekletilen 25 mg/ml anti-TNFa yuklG PCL mikrokureler,e saglikh
sinoviyal sivi ortaminda bekletilen 25 mg/ml anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG mikrokureler, o
RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortaminda bekletilen 25 mg/ml anti-TNFa yikli PEG-PCL-
PEG mikrokureler

25 mg/ml anti-TNFa yikld PCL mikrokurelerden saglikh ve RA’li hastalardan alinan
sinoviyal sivi ortamina salinan anti-TNFa miktarlari karsilastinldiginda, 7. ginde PCL
mikrokurelerden ortama c¢ikan anti-TNFa miktarlari arasinda belirgin bir fark gézlemlenmezken
(p > 0.05), 14. gunde saglkli ve RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortamina salinan anti-
TNFa miktarlar arasinda belirgin bir fark gézlemlenmigtir (p < 0.05). 25 mg/ml anti-TNFa yuklu
PEG-PCL-PEG mikrokurelerden saglkli ve RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortamina
salinan anti-TNFa miktarlari karsilastirildiginda ise, 7. ve 14. gunlerde saglikli ve RA’li

hastalardan alinan sinoviyal sivi ortamina salinan anti-TNFa miktarlari arasinda belirgin bir fark
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g6zlemlenmemistir (p > 0.05). Tum zamanlarda, PEG-PCL-PEG mikrokurelerden saglikli veya
RA’'li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortamina salinan anti-TNFa miktarlari PCL
mikrokurelerden sinoviyal sivi ortamina salinan anti-TNFa miktarlarindan belirgin olarak yiksek
cikmistir (p < 0.05). Daha o6nceki boélimlerde de belirtildigi gibi, ylksek protein ylkleme
verimliliginin ve PEG segmentinin variginin 25 mg/ml anti-TNFa ydkli PCL mikrokurelere
oranla PEG-PCL-PEG mikrokurelerden ortama daha c¢ok ilacin ¢ikmasina neden oldugu
dusunulmektedir. Ayrica, Bolum 3.2.4.2°de bahsedildigi gibi PEG-PCL-PEG mikrokurelerin
yapisindaki PEG’in hicre vasati icindeki serum proteinlerinin mikroklrelerin ylzeyine
adsorpsiyonunu engelleyerek anti-TNFa ilacin dig ortama daha rahat ¢ikmasina neden oldugu

dusintlmektedir.

25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin, saglikli ve RA’li
hastalardan alinan sinoviyal sivi ortaminda yapilan salim ¢alismasinin 7. giininde ortama ¢ikan
anti-TNFa miktari %5 serum igeren kultir vasati ve PBS ortaminda yapilan salim ¢alismalarinin
7. guindnde ortama c¢ikan anti-TNFa miktari ile Tablo 31’de karsilastiriimigtir. Tim salim
ortamlarinda PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama c¢ikan anti-TNFa miktarlart PCL
mikrokurelerden ortama ¢ikan anti-TNFa miktarlarindan belirgin olarak yiksek bulunmustur (p <
0.05). PEG-PCL-PEG mikrokurelerin ylksek verimliligi ve hidrofilik PEG segmentinin yapida
olmasindan dolayi bu mikrokirelerden ortama daha ¢ok anti-TNFa’'nin ¢iktigi distinilmektedir.
Her iki mikrokire grubu icin de, %5 serum igeren hiicre kiltliri vasati iginde yapilan salim
calismasinin 7. glninde ortama c¢ikan ilag miktari sinoviyal sivilar icinde yapilan salim
calismalarinin 7. gununde ortama ¢ikan ilag miktarlarindan yiksek olmasina kargin PBS icinde
yapilan salim galismasinin 7. ginunde ortama ¢ikan ilag miktarindan belirgin olarak duguktur.
Bunun sebebi, hicre kuiltir vasati igindeki serum proteinlerinin  mikrokurelerin yuzeyine
adsorpsiyonu sonucu anti-TNFa ilacin dis ortama difGzyonun sinirlanmasidir. Non-spesifik
protein adsorpsiyonu polimerik ilag salim sistemlerinden ortama c¢ikan proteinin in vitro salim
kinetigini etkileyerek yavas bir salim kinetigi géstermesine neden olmaktadir (CROTTS, 1997).
Fakat, bu sinirlanma sinoviyal sividaki kadar etkin olmadidi icin hicre vasati ortamindaki salim
calismalarinda ortama ¢ikan ilag miktari sinoviyal sivi ortamindaki salim galismalarinda ortama
cikan ilag miktarindandan fazladir. Ayrica, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden ortama
salinan anti-TNFa miktarlari RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivida saglikli sinoviyal sivida
bulunan miktardan belirgin olarak daha fazladir. Bunun nedeni, RA’li hastalardan alinan

sinoviyal sivinin vizkozitesinin saglikl sinoviyal siviya gére daha dusuk olmasidir.
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Table 30. Gama sterilizasyonu yapilmig 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG

mikrokurelerden saglikh veya RA’li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortamina 7. ve 14. glinde

gikan toplam biyolojik olarak aktif anti-TNFa'in ELIZA yéntemi ile belirlenen miktarlar

Mg anti-TNFa/mg mikrokiire

7.gun 14. gln
25 mg/ml anti-TNFa yuklid PCL mikrokureler 0.19 + 0.02 0.24 +0.02
(Saglhkli sinoviyal sivi salim ¢alismasi) * > #,<’
25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL mikrokireler 0.22 £ 0.02 0.28 £ 0.02
(RA’li  hastalardan alinan sinoviyal sivi  salim & #,$
galismasi)
25 mg/ml anti-TNFa  yukli PEG-PCL-PEG 0.23+0.02 0.30+0.02
mikrokureler * <
(Saglhkli sinoviyal sivi salim galismasi)
25 mg/ml anti-TNFa  yiklu PEG-PCL-PEG 0.25+0.03 0.31+0.04
mikrokureler >& %

(RA’li  hastalardan alinan sinoviyal sivi  salim

calismasi)

* #,<,>, &, °, $ Gruplar arasi belirgin farkhliklarni gostermektedir (p < 0.05).
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Tablo 31. Gama sterilizasyonu yapilmis 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokurelerin, saglkh ve RA’'li hastalardan alinan sinoviyal sivi ortaminda yapilan salim
calismasinin 7. giin sonunda ortama salinan toplam biyolojik olarak aktif anti-TNFa miktarlari ile
PBS ortaminda yapilan salim ¢alismasinin ve %5 serum igeren hicre kultir vasati ortaminda
yapilan salim ¢alismasinin 7. ginindeki ortama salinan toplam biyolojik olarak aktif anti-TNFa

miktarlarinin kargilasgtiriimasi

Mg anti-TNF/mg mikroklre
25 mg/ml anti-TNFa yikli 25 mg/ml anti-TNFa yukli
PCL mikrokdireler PEG-PCL-PEG

mikrokireler

PBS salim calismasi 7. gun 2.27+0.18 4,16+ 0.24
% 5 serum igeren hucre Kkuiltur 0.55 + 0.05 0.85+0.30
vasati salim ¢alismasi 7. glin salim

ornegi

Saglkh  sinoviyal sivi  salim 0.19 + 0.02 0.23+0.02

calismasi 7. gun salim oérnegi

RA’li hastalardan alinan sinoviyal 0.22 £0.02 0.25+0.03
sivi salim calismasi 7. gun salim

ornegi

Tim gruplar birbirinden p < 0.05 seviyesinde istatiksel olarak farkli bulunmustur.
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Asama 4: Anti-TNFa Yuklti PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokurelerin Romatoid Artiritli
(RA) Hastalardan Alnmis Sinovisit Hiicreleri Uzerindeki Etkilerinin

incelenmesi

Projenin son asamasinda, 25 mg/ml anti-TNFa yUklG PCL veya PEG-PCL-PEG
mikrokurelerden 1 ay sureyle salinan anti-TNFa’in RA’li hasta kaynakli sinoviyal fibroblast
hlcreler Uzerindeki etkisi ve mikrokirelerden in vitro salim profilleri incelenmistir. Bu ¢calismada
kullanilan sinoviyal fibroblast hicreler RA’e bagli total eklem protez ameliyati geciren
hastalardan alinan sinoviyal membranlardan izole edilmis ve cogaltimistir. Hasta segimi
Ortopedi Uzmani Prof. Dr. Bllent Atilla ve Pediatri Nefroloji ve Romatoloji Uzmani Prof. Dr.
Seza Ozen tarafindan gerceklestirilmistir. Bu galismada, 5 kadin romatoid artrit hastasindan
alinan sinoviyal membranlar sinoviyal fibroblast hicrelerin izolasyonu icin kullaniimistir ve bu

hastalara ait bilgiler Tablo 32’de verilmistir.

Tablo 32. Calismada kullanilan sinoviyal fibroblast huicrelerin izolasyonunun yapildigi sinoviyal

membranlarin alindigi hastalarin genel bilgileri

Hasta No CRP (mg/L) Sedimentasyon Romatoid Faktor
(mm/sa)
1 <0.33 29 Olctiimemis
2 2.6 56 36.20
3 3.72 37 9.69
4 <0.33 28 379
5 1.92 45 Olclilmemis
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Asama 4.1. Romatoid Artiritli (RA) Hastalarin Total Eklem Replasmani Operasyonu
Sirasinda Cikarilan Sinoviyal Membranlardan Sinovisit Hiicrelerinin

izolasyonu

Hazirlanan 25 mg/ml anti-TNFa yikli PCL veya PEG-PCL-PEG mikroklire salim
sistemlerinin RA’li hasta kaynakli sinoviyal fibroblast hucreler Uzerindeki etkileri ve
mikrokurelerden in vitro salim profilleri projenin son asamasinda incelenmigtir. Bu nedenle,
sinoviyal fibroblast hiicrelerin RA’e badli total eklem protez ameliyati gegiren hastalardan alinan
sinoviyal membranlardan izole edilmis ve g¢ogaltiimistir. 10x ve 20x blyutmelerde fotograflari
cekilen sinoviyal fibroblast hcrelerin karakteristik agsi bir morfolojiye sahip oldugu
g6zlemlenmistir (Sekil 63). Sinoviyal membrandan izole edilen sinoviyal fibroblast hiicrelerin
morfolojik 6Ozellikleri literatire bakildiginda da o6nceki calismalarda RA’'li hastalarin diz
ekleminden izole edilen sinoviyal fibroblast hiicrelerin morfolojisiyle benzerlik géstermektedir
(ZHANG, 1997, KUSUNOKI, 2005).

RA’li hastalarin sinoviyal membranlarindan izole edilmis fibroblast hucreler serum
iceren hucre kultir ortaminda ¢ogaltilarak pasajlanmistir. Ida ve ark.’nin yaptigi bir calismada
(IDA, 2009) gézlemlendigi gibi, izole edildikten sonra en az 4. pasaja kadar getirilen sinoviyal
hiicrelerde makrofaj-benzeri hicrelerin yizdesi azalirken fibroblast benzeri hicrelerin yizdesi
artmistir. Literatlirdeki, RA’li hastalarin sinoviyal membranlarindan izole edilmis fibroblast hicre
kullaniimig calismalara da bakildiginda genellikle yuksek pasajlarda sinoviyal hucreler
kullaniimistir INOUE, 2001,HOSAKA, 2005,XU, 2010).
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1. HASTA (10x) 1. HASTA (20x)

2. HASTA (10x) 2. HASTA (20x)

3. HASTA (10x) 3. HASTA (20x)

4. HASTA (10x) 4. HASTA (20x)

5. HASTA (10x) 5. HASTA (20)
Sekil 63. RA'li hastalarin sinoviyal membranlarindan izole edilen sinoviyal fibroblast hicrelerin

faz kontrast mikrografileri
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Asama 4.2. Anti-TNFa Yukli PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokurelerin Romatoid Artiritli

(RA) Hastalardan Alinmig Sinovisit Huicreler ile Etkilestiriimesi

RA'li hastalardan izole edilen sinoviyal fibroblast hucreler, tedavi amacli olarak
hazirlanan anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerle 1 ay boyunca kiiltive edildigi
deneylerde kullanilacak parametrelerin belirlenmesi i¢in projede belirtimemesine karsin bazi 6n

denemeler yapiimistir.

TNF-a’'nin RA hastaliginin gelisimindeki etkin roliinden dolayi, RA’li hastalarin sinoviyal
fibroblast htcrelerin farkli pasajlarindaki TNF-a miktarlari élgiimis ve ileri pasajlarda TNF-a
miktarlar ile karsilastiriimasi yapilmistir. Hicre kiltir vasati ortamindaki TNF-a miktarlarini
belirlenmesi icin TNF-a standart gozeltileri kullanilarak ELIZA yéntemi ile kalibrasyon egrisi
olusturulmustur (Sekil 64). Yapilan projede planlanan hticre kiltir ¢calismalari igin yapilan bu 6n
denemelerde farkli pasajlarinda TNF-a konsantrasyonlart 31-35 pg/ml TNF-a araliginda
bulunmustur (Sekil 65). 1. pasajdaki hlcrelerin hiicre kiltir vasati ortaminda oOlctlen TNF-a
degerleri diger pasajlarda okunan miktarlara oranla daha yiksek ¢ikmistir ama farkli pasajlar

arasinda TNF-a degerleri belirgin bir degisim gézlemlenmemistir.
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Sekil 64. Cesitli pasajlardaki sinoviyal hiicrelerde TNF-a miktarlarini belirleyebilmek igin ELIZA

analizinde kullanilan TNF-o kalibrasyon egrisi
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Sekil 65. Cesitli pasajlardaki sinoviyal hiicrelerde TNFa dizeyleri (n=2)

ikinci 6n denemede ise, ylksek pasajlardaki sinoviyal hiicre kiltir ortamina farkl
konsantrasyonlarda sadece interlekiin-1B (IL-1B) ve IL-1B ve TNF-a birlikte eklenerek ekleme
oncesi ve sonrasindaki TNF-a degerlerindeki degisimler incelenmistir (Sekiller 66-68). Farkh
konsantrasyonlarda IL-18 eklenmis sinoviyal hicrelerdeki TNF-a duzeyleri IL-18 eklenmemis
sinoviyal hucrelerdeki TNF-a dizeyleri ile karsilastirildiginda, sadece 7. ginde TNFa dizeyleri
arasinda belirgin bir fark gézlemlenmistir (Sekil 66). Fakat, 0.1, 1 ve 10 ng/ml IL-18 eklenmemis
sinoviyal hucrelerdeki TNF-a dizeyleri arasindan belirgin bir farkhlik gézlemlenmemistir (p >
0.05). Ayrica, 7. gun disindaki gunlerde IL-1B eklenmis veya eklenmemis sinoviyal hlcrelerin
TNF-a dizeyleri arasinda da belirgin bir fark gézlemlenmemistir. ik giin, IL-18 ve TNF-o’nin
birlikte eklendidi sinoviyal hiicrelerin TNF-a duzeyleri diger deney gruplarinin TNF-a dizeylerine
oranla oldukga yiiksek degerde okunmustur (Sekil 67). ik glinde okunan TNF-a diizeyleri IL-1 B
ve TNF-a eklendikten 24 saat sonra hicre kuiltiri vasati degistiriimeden okunmustur. Bu
nedenle, bu grupta okunan yiksek TNF-a degeri disardan eklenen TNF-a’dan kaynaklandigi
icin bu grup i¢cin okunan birinci giin TNF-a degeri cikarilarak Sekil 67 Sekil 68'de yeniden
dizenlenmigtir. 2. glinde, IL-1B ve TNF-a eklenmemis sinoviyal hicrelerin TNF-a dizeyleri
sadece IL-1B8 ve IL-1B ve TNF-a birlikte eklenmis hucrelerin TNF-a dizeyinden dusik
bulunmustur. IL-18 ve TNF-a eklenmemis sinoviyal hicrelerin TNF-a dizeyleri IL-18 ve TNF-a
birlikte eklenmis hucrelerin TNF-a dizeyinden belirgin olarak dugiktir (p < 0.05). 7. glnde,

farkli konsantrasyonlarda IL-13 eklenmis sinoviyal hiicrelerdeki TNF-a dizeyleri IL-18 ve TNF-a
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birlikte eklenmis ve IL-1B ve TNF-a eklenmemis sinoviyal hiicrelerin TNF-a dizeylerine oranla
belirgin olarak ylksek okunmustur (p < 0.05). 7. gunden sonra deney gruplarinin TNF-a

dizeyleri arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir.

TNFa Konsantrasyonu (pg/mi)

1

1 2 3
Zaman (gln)

»Oo2ng/miiL-1b 1 ng/miliL-1b < 10 ng/mi IL-1b Ll IindOkienmemis

Sekil 66. Farkli konsantrasyonlarda interlekiin-13 eklenmis ve eklenmemis sinoviyal fibroblast

hicrelerden ortama salinan TNF-a miktarlari
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Sekil 67. Farkli konsantrasyonlarda interlekiin-1B ve IL-18 ve TNF-a birlikte eklenmis ve

eklenmemisg sinoviyal fibroblast hicrelerden ortama salinan TNF-a miktarlari
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Sekil 68. Yeniden dizenlenen farkl konsantrasyonlarda interlekiin-1p ve IL-13 ve TNF-a birlikte
eklenmis ve eklenmemis sinoviyal fibroblast hiicrelerden ortama salinan TNF-a miktarlari
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Yapilan Gglinci 6n denemede, RA’li hastalarin sinoviyal membranlarindan izole edilmis
ve 4. pasaja getirlilmis sinoviyal fibroblast hiicrelerin iki farkl konsantrasyondaki IL-1B (0.1 ve 1
ng/ml) ile surekli etkilestiriimesi sonucu olusabilecek TNF-a degerlerindeki degisimler 12 gin
boyunca incelenmistir (Sekil 69). 12 gin boyunca surekli IL-18 eklenmis sinoviyal fibroblast
hicrelerin TNF-a diizeyleri ve IL-13 eklenmemis hiicrelerin TNF-a dizeyleri arasinda belirgin bir
fark gézlemlenmemistir (p > 0.05). 6. gunun sonunda, 1 ng/ml IL-18 eklenmig sinoviyal hicreler
yuzeyden kalktigi icin sonraki zamanlarda bu gruba ait okumalar yapillamamistir. Bu ¢ 6n
denemenin sonuglarina bakildiginda, IL-1B ve TNF-a eklenmesinin RA sinoviyal fibroblast
hicreler tarafindan ortama salgilanan TNF-a miktarlarinda belirgin bir degisime neden olmadigi
g6zlemlenmistir. Bu nedenle, projenin son asamasinda IL-1B veya TNF-a ekelenmemis RA
sinoviyal fibroblast hiicrelerin 25 mg/ml anti-TNFa yikla PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerle

4 hafta boyunca etkilestiriimesine karar verilmigtir.
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Sekil 69. Surekli 0.1 ve 1 ng/ml interlekiin-1B eklenmis ve eklenmemis sinoviyal fibroblast

hicrelerden ortama salinan TNF-a miktarlari
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Yapilan dérdinci 6n denemede ise, anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokureler ile etkilestirilen RA sinoviyal fibroblast hiicrelerden ortama salinan TNF-a miktarlari
ve mikrokurelerle etkilestiriimemis RA sinoviyal fibroblast hlicrelerden ortama salinan TNF-a
miktaralari 10 gin boyunca incelenmistir (Sekil 70). Mikrokurelerle etkilestirilen ve
etkilestirimeyen sinoviyal fibroblast hlcrelerden ortama salinan TNF-a miktarlari arasinda
belirgin bir fark goézlemlenmemistir. Etanercept (Enbrel) TNF-a yapisini nétralize eden bir
biyolojik oldugu igin TNF-a molekiuli ortamdan uzaklagsmamaktadir (GRATTENDICK, 2008).
Ortamdan uzaklagsmayan etanercept bagh TNF-a molekiilleri ELIZA testinde kullanilan
antikorlara baglanarak yiksek TNF-a degerleri okunmasina neden olmaktadir. Bu nedenle,
projenin son asamasinda ortama salgilanan etkin fiziyolojik olarak aktif TNF-a miktarlarini
Olgebilmek icin TNF-a molekuline duyarli Wehi-164 var13 hucre hattinin kullanildigi TNF-a

biyoaktivite testinin kullaniimasina karar verilerek bu test projeye dahil edilmistir.
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Sekil 70. Anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG mikroklreler ile etkilestirilen ve
mikrokurelerle etkilestiriimemis RA sinoviyal fibroblast hicrelerden 10 gin boyunca ortama

salinan TNF-a miktarlari
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Son olarak, ilk RA’'li hastadan eklem replasmani sirasinda alinan sinoviyal
membranlardan enzimatik yéntemle izole edilen sinoviyal fibroblast hiicrelerin 4. pasajindaki
TNF-a gen ifadesi PCR yontemi ile incelenmistir. Gen ifade calismalarinda géreceli gen
ifadesinin dogru sekilde ortaya konabilmesi igin ilgilenilen gene ait ifade degerlerinin bu dokuda
cesitli patolojik sartlarla ifade miktarinin degismedigi dngdrilen (bilinen) bir referans genin
ifadesine normalize edilmesi gereklidir. Bu amacla bu c¢alismada beta aktin gen ifadesi
kullaniimistir. Calismada TNF-a’ya 6zgu gen ifadesi verileri, beta aktin gen ifadesi verilerine
normalize edilmistir. Ayrica, romatoid artritli dokudan elde edilen gen ifadesi verilerinin normal
doku gen ifadesine de normalizasyonu amaclanmis, bu sekilde verilerin “kat artigl” seklinde
goreceli gen ifadesine donusturilmesi saglanmistir. Sekil 71’de 5-10. déngtlerde amplifiye olan
normal ve RA’li hicrelerden elde edilen cDNA oérnekleri ile beta aktin gen ifadesi
kargilastinimistir. Amplifikasyonlar ikiser adet bagimsiz cDNA &rneginden vyapilan Ggla
tekrarlarin ortalamalaridir. B-Actin mRNA'sI ¢cok yuksek kalitede amplifiye olurken, TNF-a ifadesi
saptanamamigtir. Bu hastanin, klinik bulgulari incelendiginde C-reaktif protein (CRP) degerinin
disuk oldugu gézlemlenmistir. CRP, iltihabi reaksiyonlar sirasinda kanda miktari artan ve
karaciger ile yag htcreleri tarafindan Uretilen akut faz reaktanlari adi verilen proteinlerden biridir.
Klinik olarak aktif RA’li hastalarda ylksek CRP degerleri gérilmektedir (STEPHENSEN, 2000).
Pretzel ve ark. yaptigi bir calismada (PRETZEL, 2009), in vitro model olusturulurken CRP
degeri yuksek (47.6 mg/L) hastalarda calismistir. Bu nedenle, bu projenin ilerleyen
basamaklarinda hticre izolasyonu ve c¢ogaltilabilmesi igin yiksek CRP degerine sahip
hastalardan alinan sinoviyal 6Orneklerin kullanilmasina karar verilmigtir. Yuksek CRP
seviyelerinin vlcutta akut iltihabi bir reaksiyon veya bir enfeksiyon oldugunu, CRP seviyelerinin

azalmasinin da iltihabi reaksiyonun veya enfeksiyonun azalmaya bagsladigini gdstermektedir.
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Sekil 71. 5-10. dongulerde amplifiye olan normal ve RA'li hiicrelerden elde edilen cDNA

ornekleri ile beta aktin gen ifadesi
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Yukarida bahsedilen 6n denemeler sonunda, RA'li hastalardan izole edilen sinoviyal
fibroblast hicreler ile hazirlanan 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokdrelerin 1 ay boyunca kiltive edilecedi deney kosullari belirlenmistir. Bu c¢alismada,
sinoviyal fibroblast hiicreler mikrokirelerden ayri bir ortamda kiltive edilmis ve belli zaman
araliklarinda mikrokirelerden ortama salinan anti-TNFa’y1 iceren hiicre kiltlir vasati hiicrelerin
uzerine eklenmistir. PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerden 1 ay boyunca %5 serum igeren
hicre kultir ortamina ¢ikan anti-TNFa miktarlari belirlenmistir (Sekil 72). PCL ve PEG-PCL-
PEG mikrokirelerden hicre kiltir ortamina ¢ikan anti-TNFa’nin salim profili Bolim 3.2.4.2 Sekil
59’da verilen 60 gunlik salm profilleri ile benzerlik gostermektedir. 25 mg/ml anti-TNFa yuklu
PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerden farkli zamanlarda ortama ¢ikan protein miktarlari kendi
aralarinda karsilastirildiginda aralarinda belirgin bir fark goézlemlenmigtir (p < 0.05). Bolim
3.2.4.2’de bahsedildigi gibi, PEG-PCL-PEG mikrokurelerin ylksek verimliligi ve yapida hidrofilik
PEG segmentinin bulunmasi bu mikrokirelerden hicre kiltiir ortamina daha fazla anti-TNFa’nin

¢ikmasina neden olmaktadir.

ug anti-TNFa /mg mikrokiire
C
©
|
\
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Sekil 72. Anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin %5 serum igeren hiicre kulttr
vasati igerisinde ELIZA ydntemi ile incelenen 1 aylik mg mikrokire basina ortama gikan ug ilag
salim profili 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve A 25 mg/ml anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG

mikrokureler
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4.2.1. Anti-TNFa Yikli PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokurelerin Romatoid Artiritli
(RA) Hastalardan Alinmis Sinovisit Hiicreler Uzerindeki Etkilerinin

incelenmesi

42.1.1. Anti-TNFa Yiikli PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokdreler ile
Etkilestirilen Sinovisit Hiicrelerin Hiicre Sayisi ve Canliigi Ozelliklerindeki

Degisimlerin incelenmesi

Geligtirilen anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin RA tedavi
potansiyelinin incelenmesi icin olusturulan deney gruplarinda, 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar

sonunda sinoviyal fibroblast hiicrelerin sayisi ve hiicre canliligindaki degisimler incelenmisgtir.

Serbest anti-TNFa ilag ve 25 mg/ml anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokUreler eklenmis sinovisit hicrelerin hlcre sayilari ilag veya mikrokire eklenmemis
sinovisit hucrelerin (negatif kontrol grubu) sayisi ile Sekil 73'de karsilastiriimistir. Bitln
zamanlarda, gruplarin hiicre sayilari arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir (p > 0.05).
Sinoviyal fibroblast hiicrelerle etkilestirilen serbest anti-TNFa ve anti-TNFa yukli PCL ve PEG-

PCL-PEG mikrokureler hiicre sayilarinda belirgin bir degisime neden olmamigtir.

25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokureler ve serbest anti-TNFa ile
etkilestirilen sinoviyal fibroblast hicrelerin canlihiginin  mikrokire ve serbest ilag ile
etkilestiriimeyen hicrelere oranla degisimleri 28 gun boyunca alamar mavisi testi ile
incelenmistir (Sekil 68). 1. Hafta sonuglarina bakildiginda, serbest anti-TNFa ile etkilestiriimis
sinoviyal fibroblast hucrelerin canhligi PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerle etkilestirilen
hucrelerin canliligindan belirgin olarak dugtuk bulunmustur (p < 0.05). Diger zamanlarda ise,
gruplarin canhilik degerleri arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir (p > 0.05). Sinovisit
hiicreler ve anti-TNFa ¢ozeltisinin etkilestirildigi grupta 5 mg mikroktrede bulunan yaklasik anti-
TNFa miktarini (10 pg/ml) iceren hucre kultir ortami tek seferde sinoviyal fibroblast hicreler ile
etkilestiriimistir. Sekil 73'de hicre sayillarinda gruplar arasinda istatiksel bir farklilik
g6zlenmezken ilk iki gunde serbest ila¢g grubunda hicre canhhdr dusmustar (Sekil 74). Yiksek
dozda ilacin eklenmesi ilk haftada sinoviyal fibroblast hlcrelerin canliliginda bir dislise neden
olsa da ilerleyen zamanda hicre kultlr vasatinin degistiriimesi sonucu ortamdaki serbest ilacin

miktarinin azalmasi ile hicrelerin canhliginda bir artis goértlmistir. Anti-TNFa ilacin

164



mikrokilrelerden ortama yavas salinmasindan dolayi, mikrokireler ile etkilestirilen sinoviyal
fibroblast hicrelerin canliiginda herhangi bir disme gortlmemistir. Elde edilen sonuglar klinikte
yuksek ilag dozuna bagli gelisen toksisite, hastanin hayat kalitesinin dlismesi, uygulanan
bolgede yasanan agri,aci, fonksiyon kaybi, vb sorunlar (O'DELL, 1997,CHATZIGIANNIS, 2004)
ve literatirde farkli ilaclar icin yapilan in vitro sitotoksite calismalarinda goésterilen doza bagl
sitotoksite sonuglari ile uyumludur (NUZZI, 2012). Ayrica elde edilen sonuglar kontrollu salim

sistemlerinin klinikte uygulama potansiyellerinin yuksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 73. Serbest anti-TNFa ilag ve 25 mg/ml anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG ve PCL

mikrokureler eklenmis veya eklenmemis sinovisit hiicrelerin hiicre sayilari
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Sekil 74. Serbest anti-TNFa ilag ve 25 mg/ml anti-TNFa yukli PEG-PCL-PEG ve PCL
mikrokureler ile etkilestirilen sinovisit hicrelerin mikrokure veya serbest ilag ile etkilestiriimeyen

sinovisit hucrelerin canliligina oranlari

4.2.1.2. Anti-TNFa Yukli PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokureler ile
Etkilestirilen Sinovisit Hicrelerin Proinflamatuar Sitokin ve

Metalloproteaz Diizeylerindeki Degisimlerin incelenmesi

Inflamatuar baglatan ve durduran sitokinler arasindaki denge romatoid artirit hastaliginin
karakteristik patolojik 6zelliklerini 6nemli 6lctide etkilemektedir. Interlokin-1p (IL-1B) ve tumor
nekrosis faktér alfa (TNF-a) hastalik sirasindaki iltihabin devam etmesi ve doku hasarinin
olusmasina neden olan proinflamatuar sitokinlerin en 6nemlileridir. Bu nedenle, biyolojikleri
hedef alan tedavi ydntemlerinde bu iki sitokini hedef alan ilaglarin gelistiriimesine agirlik
verilmektedir. TNF-a ve IL-1B benzer biyolojik etkiye sahip olmasina ragmen, TNFa sistemik ve
lokal inflamasyona sebep olurken IL-1B kikirdak ve kemik hasarinda rol almaktadir. Ayrica
TNFo’'nin bloke edilmesi hastalik sirasinda dretilen IL-1, IL-6, IL-8 ve GM-CSF gibi diger
proinflamatuar sitokinlerin de Uretimini belirgin olarak disirmektedir (CHOY, 2001). Bu nedenle,
25 mg/ml anti-TNFa yUkli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin RA tedavi potansiyelinin
incelenmesi i¢in olusturulan deney gruplarinda 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar sonunda RA'li
sinovisit hicreleri tarafindan enflamasyon sirasinda ortama salgilanan TNF-a dlzeylerindeki
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degisimler incelenmis ve tedavi gérmemis sinovisit hicreler (negatif kontrol grubu ) ile
karsilastirilmistir. Ayrica, bu ¢alismada RA patolojisinde etkin rol oynayan baslica sitokinlerden,
IL-6 (AREND, 2001,LIPSKY, 2006,BRENNAN, 2008), IL-17 (AREND, 2001,MIOSSEC,
2003,BRENNAN, 2008) ve IFN-y (FELDMANN, 1996,AREND, 2001) ve matriks
metalloproteazdan MMP-3 (SO, 1999,CLOSE, 2001) ve MMP-13 (MOORE, 2000,CLOSE,
2001) duzeyleri de 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar sonunda tedavi gérmemis sinovisit

hicrelerdeki diuzeylerle ile karsilagtiriimigtir.

25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ve serbest anti-TNFa ile
etkilestirilmis sinoviyal fibroblast hiicrelerden ortama salgilanan TNF-a miktarlari ELIZA testi ile
incelenerek negatif kontrol grubundaki hicrelerden ortama salgilanan TNF-a miktarlar
karsilastirlmis ve Sekil 75’de zamana bagh %TNF-a Uretimi verilmistir. Tium zamanlarda,

gruplarin % TNF-a Uretim miktari arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir (p > 0.05).
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Sekil 75. 25 mg/ml anti-TNFa yUkli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ve serbest anti-TNFa
ile etkilestirilmis sinoviyal fibroblast huicrelerin negatif kontrol grubuna gére % TNF-a Uretimi
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Kullanilan anti-TNFa ilacin (Enbrel®) etken maddesi etanercept ortamda bulunan TNF-a
molekillerine baglanarak noétralize ederek bu sitokinin aktivitesini  engellemektedir
(GRATTENDICK, 2008). Etanersept bagli TNF-a molekilleri ortamdan uzaklasamadigi icin
TNF-a ELIZA testinde kullanilan antikorlara etanercept bagli TNF-a molekilleri baglanarak
ortamda bulunan TNF-a miktarlari arsinda bir farkin olup olmadiginin belirlenebilmesini
engellemektedir. Bu nedenle, ortama salgilanan fiziyolojik olarak aktif TNF-a miktarlarini
Olgebilmek icin TNF-a molekuline duyarli Wehi-164 var13 hucre hattinin kullanildigi TNF-a
biyoaktivite testi kullaniimistir. Fizyolojik olarak aktif TNF-a miktarlarinin belirlenebilmesi igin,
belirli konsantrasyonlarda insan TNF-a iceren standart ¢oézeltiler hazirlanarak Wehi-164
hicrelerine eklenmis ve yapilan MTT canliik analizinde okunan abzorbansa karsi ortama

eklenmis TNF-a miktarlari belirlenerek bir kalibrasyon egrisi hazirlanmistir (Sekil 76).
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Sekil 76. Fizyolojik olarak aktif TNF-a miktarlarinin belirlenebilmesi igin  belirli
konsantrasyonlarda insan TNF-a standart c¢ozeltilerinin Wehi-164 hicre hattina eklenmesi

sonucu MTT canlilik analizinde abzorbans degisimleri ile olusturulan kalibrasyon egrisi
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Anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ve serbest anti-TNFa ile
etkilestiriimis sinoviyal fibroblast hlcrelerden ortama salgilanan fiziyolojik olarak aktif TNF-a
miktarlari negatif kontrol grubundaki hiicrelerden ortama salgilanan fizyolojik olarak aktif TNF-a
miktarlari ile karsilastirilarak zamana bagli % TNF-a tretimi belirlenmigtir (Sekil 77). 2. Haftadan
itibaren, anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurlerle etkilestiriien RA sinoviyal
fibroblast hicrelerden ortama c¢ikan TNF-a miktarlari serbest anti-TNFa ile etkilestirilen
hicrelerden ortama ¢ikan TNF-a miktarlarina gére belirgin olarak disik bulunmustur (p < 0.05).
2. haftadan sonra, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerle etkilestirilen sinoviyal fibroblast
hicrelerden ortama c¢ikan fizyolojik olarak aktif TNF-a miktarlarinda %35 civarinda didsus
gOzlemlenirken serbest anti-TNFa ile etkilestirilmis sinoviyal fibroblast hiicrelerden ortama
salgilanan fizyolojik olarak aktif TNF-a miktarlarinda % 10-15 araliginda bir dusus
g6zlemlenmistir. TNF-a monosit ve makrofajlar yaninda B ve T hiicreleri ve de fibroblastlar
tarafindan Uretilen ve fibroblast hicreleri indukleyip hicre i¢i yapisma molekulu | (intercellular
adhesion molecule 1) gibi yapisma (adhesion) molekillerinin agiga ¢ikmasini saglayarak
enflamasyonun baglamasina neden olan bir sitokindir (CHOY, 2001). Literatire bakildiginda,
TNF-a duzeyleri ve RA ‘li hastalarinin hastalik aktivitesi arasinda bir baglanti oldugu
gosterilmistir (SAXNE, 1988, BECKHAM, 1992). PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerden anti-
TNFa ilacin ortama surekli ¢ikmasindan dolayr ¢alismanin 2. haftasindan sonra TNF-a
miktarlarindan azalma goérulmustur. Fakat, serbest anti-TNFa ile etkilestiriimis sinoviyal
fibroblast hlcrelerin oldugu grupta hicre kaltir vasatinin degistirimesiyle zamanla ortamdaki
anti-TNFa miktarlar etkin dizeyde kalamadigdi igin ortamdaki aktif TNF-a miktarlarinda belirgin
bir diisiis olmamustir. ilk zamanlarda fizyolojik olarak aktif TNF-a miktarlarindaki dists % 15

civarindayken 4. haftada dists miktari azalmis ve %10 civarinda olmustur.
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Sekil 77. 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ve serbest anti-TNFa
ile etkilestirilmis sinoviyal fibroblast hucrelerin negatif kontrol grubuna gore fiziyolojik olarak aktif

%TNF-a Uretimi

25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ve serbest anti-TNFa ile
etkilestirilmis sinoviyal fibroblast hicrelerden ortama salgilanan IL-6 miktarlari ile negatif kontrol
grubundaki hicrelerden ortama salgilanan IL-6 miktarlari karsilastirilarak Sekil 78’de zamana
bagli %IL-6 Uretim de@erleri verilmistir. 2. haftadan itibaren, anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-
PEG mikrokurlerle etkilestirilen RA sinoviyal fibroblast hicrelerden ortama ¢ikan IL-6 miktarlar
%25-30 civarinda duserken serbest anti-TNFa ile etkilestirilen hlicrelerden ortama ¢ikan IL-6
miktarlari %10-15 civarinda diasmuastir. Fakat, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokuirelerle
etkilestirilen hicrelerden ortama salgilanan IL-6 miktarlar arasinda tim zamanlarda belirgin bir
fark gézlemlenmemistir (p > 0.05). IL-6, aralarinda fibroblast, monosit ve endotelyal hiicrelerin
de bulundugu birgok hicrenin uyariimasi sonucu sentezlenerek ortama salinmaktadir (EMERY,
1993). TNF-a, hastallk sirasinda uretilen proinflamatuar sitokin IL-6'nin da Uretimini
etkilemektedir (CHOY, 2001). Bu nedenle, anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokureler
ile etkilestirilen sinoviyal fibroblast hiiclerdeki IL-6 miktarlarindaki dusus Sekil 71'de verilenTNF-

a miktarlarindaki dusugle orantili olmustur.
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Sekil 78. 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokureler ve serbest anti-TNFa

ile etkilestirilmis sinoviyal fibroblast hiicrelerin negatif kontrol grubuna gére %IL-6 Uretimi

Serbest anti-TNFa ilag ve 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokureler ile etkilestirilen sinoviyal fibroblast hiicrelerden ortama salgilanan IL-17  miktarlari
negatif kontrol grubundaki hicrelerden ortama salgilanan IL-17 miktarlarina oranlanarak
zamana bagh % IL-17 uretim degerleri bulunmustur (Sekil 79). 2. Haftada, anti-TNFa yukli
PEG-PCL-PEG mikrokurlerle etkilestirilen RA sinoviyal fibroblast hiicrelerden ortama ¢ikan IL-
17 miktarlar serbest anti-TNFa ile etkilestirilen hucrelerden ortama ¢ikan IL-17 miktarlarina gore
belirgin olarak digsik bulunmustur (p < 0.05). 4. haftada ise, anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-
PEG mikrokurlerle etkilestirilen RA sinoviyal fibroblast hicrelerden ortama ¢ikan IL-17 miktarlar
serbest anti-TNFa ile etkilestirilen hucrelerden ortama ¢ikan IL-17 miktarlarina goére belirgin
olarak duslk bulunmustur (p < 0.05). IL-17, sinoviumdaki CD4" T hiicreleri arasinda baglantiyi
saglayarak sinoviyal fibroblastlar tarafindan IL-17, IL-6, IL-8 ve GM-CSF gibi proinflamatuar
sitokinlerin Uretimine neden olmaktadir (AREND, 2001). Ayrica, IL-17 IL-18 ve TNF-a Uretimini
de etkilemektedir (AREND, 2001). Sekil 71°'de veilen TNF-a ve Sekil 72’de verilen IL-6
miktarlarinda 2. haftada baslayan dismeler kadar belirgin olmasa da anti-TNFa yUkli PCL ve
PEG-PCL-PEG mikrokurlerle etkilestirilen RA sinoviyal fibroblast hucrelerden ortama ¢ikan IL-
17 miktarlarinda da 2. haftadan itibaren disme goértlmustar. IL-17 miktarlarindaki disusin IL-6

ve TNF-a Uretimine etki etmesi sonucu, anti-TNFa yUkli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurlerle
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etkilestirilen RA sinoviyal fibroblast hicrelerden ortama c¢ikan IL-6 ve TNF-a miktarlarindaki

distsun ikinci haftadan itibaren biraz daha belirgin oldugu distnitlmektedir.
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Sekil 79. 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ve serbest anti-TNFa

ile etkilestirilmig sinoviyal fibroblast hucrelerin negatif kontrol grubuna gére %IL-17 Gretimi

25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokureler ve serbest anti-TNFa ile
etkilestirilmis sinoviyal fibroblast hucrelerden ortama salgilanan IFN-y miktarlari ile negatif
kontrol grubundaki huicrelerden ortama salgilanan IFN-y miktarlari karsilastirilarak Sekil 80’de
zamana bagdli %IFN-y Uretim degerleri verilmistir. Sadece, 4. haftada anti-TNFa yukli PCL ve
PEG-PCL-PEG mikrokurlerle etkilestirilen RA sinoviyal fibroblast hlcrelerden ortama gikan IFN-
y miktarlari ile serbest anti-TNFa ile etkilestirilen hlcrelerden ortama c¢ikan IFN-y miktarlari

arasinda belirgin bir fark gézlemlenmistir (p < 0.05).
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Sekil 80. 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ve serbest anti-TNFa

ile etkilestirilmig sinoviyal fibroblast hucrelerin negatif kontrol grubuna gore % IFN-y Uretimi

Serbest anti-TNFa ilag ve 25 mg/ml anti-TNFa yikli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokureler ile etkilestirilen sinoviyal fibroblast hlicrelerden ortama salgilanan MMP-3 miktarlari
negatif kontrol grubundaki hicrelerden ortama salgillanan MMP-3 miktarlarina ornalanarak
zamana bagli %MMP-3 Uretim degerleri bulunmustur (Sekil 74). 2. Haftada, anti-TNFa yukla
PEG-PCL-PEG mikrokurlerle etkilestirilien RA sinoviyal fibroblast hicrelerden ortama ¢ikan
MMP-3 miktarlari serbest anti-TNFa ile etkilestirilen hlcrelerden ortama c¢ikan MMP-3
miktarlarina gére belirgin olarak disik bulunmustur (p < 0.05). 3. ve 4. haftalarda, serbest anti-
TNFa ile etkilestirilen hicrelerden ortama ¢ikan MMP-3 miktarlari anti-TNFa yikli PCL ve PEG-
PCL-PEG mikrokurlerle etkilestirilen RA sinoviyal fibroblast hicrelerden ortama ¢ikan MMP-3
miktarlarina goére belirgin olarak ylksek bulunmustur (p < 0.05). 3. haftadan sonra, PCL ve
PEG-PCL-PEG mikrokurelerle etkilestirilen sinoviyal fibroblast hiucrelerden ortama salgilanan
MMP-3 miktarlarinda %30’a yakin bir disme gézlemlenmigtir. Fakat, serbest anti-TNFa ile
etkilestirilen hiicrelerden ortama ¢ikan MMP-3 miktarlarinda sadece %10 civarinda bir diisme
gorulmustar. MMP-3, sinoviyumdaki fibroblastlar tarafindan uretilen bir enzimdir (KONTTINEN,
1999) ve hicre digi matriks bilesenlerinin (extracellular matrix substrates) yikiminda rol
oynamaktadir (OGATA, 1992 KNAUPER, 1996,JACKSON, 2001). MMP-3, proteoglikan ve

fibronektin gibi kikirdak matriks bilesenlerine karsi etkindir ve pro-MMPleri aktive etmektedir
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(NAGASE, 1997). TNF-a, fibroblast ve kikirdak hicreleri tarafindan MMP (retimini

etkilemektedir (CHOY, 2001).
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Sekil 81. 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ve serbest anti-TNFa

ile etkilestirilmis sinoviyal fibroblast hiicrelerin negatif kontrol grubuna gére %MMP-3 Uretimi

25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokureler ve serbest anti-TNFa ile
etkilestirilmis sinoviyal fibroblast hicrelerden ortama salgilanan MMP-13 miktarlari ile negatif
kontrol grubundaki htcrelerden ortama salgilanan MMP-13 miktarlari karsilastirilarak Sekil
82’de zamana bagli %MMP-13 Uretim degerleri verilmigtir. 2. haftadan itibaren, anti-TNFa yuklu
PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurlerle etkilestirilen RA sinoviyal fibroblast hlcrelerden ortama
cikan MMP-13 miktarlari serbest anti-TNFa ile etkilestirilien hicrelerden ortama ¢cikan MMP-3
miktarlarina goére belirgin olarak disuk bulunmustur (p < 0.05). Fakat, 28 giin boyunca tim
gruplardan ortama salgilanan MMP-13 miktarlarinda sadece %5 civarinda bir dusus

gOzlemlenmistir.
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Sekil 82. 25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokireler ve serbest anti-TNFa

ile etkilestirilmis sinoviyal fibroblast hiicrelerin negatif kontrol grubuna gére %MMP-13 Uretimi

4.2.1.3. Anti-TNFa Yukli PCL veya PEG-PCL-PEG Mikrokureler ile
Etkilestirilen Sinovisit Hiicrelerin Gen ifadelerindeki Degisimlerin

PCR Yo6ntemi ile incelenmesi

25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikroklrelerin RA tedavi
potansiyelinin incelenmesi icin 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar sonunda serbest ila¢ ve
mikroklre ila¢c tagima sistemleri ile etkilestirilen ve tedavi gérmemis (negatif kontrol) RA’li
sinovisit hiicrelerin TNF-a, IL-6, MMP-3 ve MMP-13 gen ifadelerindeki degisimler PCR yontemi
ile incelenmistir. Gen ifadelerinin incelendigi bu analizler gift-kdr (double-blinded) c¢alismada
gerceklestiriimistir ve bitin gen ifadelerinde 5 hasta calisilmistir. Hastalar icin ¢alismada
kullanilan kodlar ve hastalarin genel bilgileri Tablo 33'de verilmistir. Yapilan tim gen ifade
calismalarina bakildiginda farkl hastalara ait sinoviyal fibroblast hiicrelerin gen ifade degerleri
arasinda buyuk bir varyasyon oldugu gorulmastir. Bu ylzden, her hastaya ait serbest ilag ve
mikrokure ile etkilestirilen sinoviyal fibroblast hucrelerinin gen ifade degerleri o haftadaki
kendisinea ait tedavi gérmemis sinoviyal fibroblast hiicrelerinin gen ifade degerleri ile normalize
edilmistir. Ayrica, hastalarin klinik bulgulari incelendiginde hastalarin iki gruba aynldig
gorulmastar. 1. ve 4. hastalarin (H ve S) C-reaktif protein (CRP) degerinin dusuk oldugu
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g6zlemlenmistir ve inaktif hasta grubu olarak tanimlanmistir. Diger yliksek CRP degerlerine
sahip hastalar ise (M, C ve Z kodlu hastalar) aktif hasta grubu olarak tanimlanmistir. Asama
4.2'de belirtildigi gibi CRP degerleri iltihap reaksiyonlari sirasinda artmaktadir. Bu nedenle, klinik
olarak aktif RA'li hastalarda yliksek CRP degerleri goriimektedir. CRP seviyelerinin azalmasi da
iltihabi reaksiyonun veya enfeksiyonun azalmaya basladigini gdstermektedir. Fakat, bu
hastalarin diger klinik bulgulari yiksek oldugu ve hastalar Ek 3’de verilen hasta secim kriterlerini
sagladiklar icin g¢aligmaya dahil edilmistir. Ayrica, hastalarin goérdukleri tedaviler sonucu
donemsel olarak CRP dederlerinde azalmalar veya artiglar olabilmektedir. Bu nedenle, yiksek
CRP degerlerine sahip hasta bulmakta zorluk yasandigi icin de bu hastalar ¢alismaya dahil

edilmigtir.

Tablo 33. Calismada kullanilan sinoviyal fibroblast hiicrelerin izolasyonunun yapildigi sinoviyal

membranlarin alindi§i hastalarin genel bilgileri ve hasta kodlari

Hasta No Hasta Kodu CRP (mg/L) Sedimentasyon Romatoid
(mm/sa) Faktor
1 H <0.33 29 Olctiimemis
2 M 2.6 56 36.20
3 C 3.72 37 9.69
4 S <0.33 28 379
5 4 1.92 45 Olctiimemis

Gen ifade calismalarinda goreceli gen ifadesinin dogru sekilde ortaya konabilmesi igin
ilgilenilen gene ait ifade degerlerinin bu dokuda c¢esitli patolojik sartlarla ifade miktarinin
degismedigi 6ngorilen (bilinen) bir referans genin ifadesine normalize edilmesi gereklidir. Bu
amacla bu calismada beta aktin gen ifadesi kullaniimistir. Calismada kullanilan TNF-a, IL-6,
MMP-3 ve MMP-13’e 6zgu gen ifadesi verileri, beta aktin gen ifadesi verilerine normalize
edilmistir. Ayrica, serbest ilag ve mikrokure ile etkileslestiriimis hlicrelerden elde edilen gen
ifadesi verilerinin tedavi gérmemis hucre gen ifadesine de normalizasyonu amaglanmigtir.
Boylece, verilerin “kat artisi veya azaligl” seklinde goéreceli gen ifadesine doénisimu

saglanmigtir.
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ilk olarak, hastalik sirasindaki iltihabin devam etmesi ve doku hasarinin olugsmasina
neden olan proinflamatuar sitokinlerin en ©6nemlilerinden biri olan TNF-a gen ifadesi
incelenmistir. RA’'li hilicrelerden elde edilen cDNA o&rnekleri ile beta aktin gen ifadesi
karsilastirildiginda B-actin mRNA'sI ¢ok yuksek kalitede amplifiye olurken, TNF-a ifadesine ait
amplifikasyon degerleri disuk cikmistir. Ayrica, calismada TNF-a ifadesine ait amplifikasyon
degerleri dusik c¢iktigi icin, yontemin ¢alisma prosedirinin islerligini gérmek icin uyariimis
monosit hicreleri de pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Bu htcrelerin mRNA’s1 ylksek
derecede amplifiye olurken RA’li hiicrelerden elde edilen mRNA’leri dislk derecede amplifiye
olmusgtur. Bu nedenle, her hasta icin her zaman noktasinda TNF-a gen ifadesi degerlerindeki
degisimler Olcllebilme siddetine gbre goéreceli olarak karsilastinimistir (Tablo 34). Bu

karsilastirmada, kullanilan derecelendirme su sekildedir:
0 olcilemedi
+ artis

++ belirgin artis
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Tablo 34. Her hasta igin her zaman noktasinda TNF-a gen ifadesi degerlerindeki degisimler

TNF-a gen ifadesi

H M C S z

Sifirinci Giin 0 0 0 ++ 0
1. Hafta
Negatif Kontrol 0 0 0 0
Serbest anti-TNFa ilag+ RA'l sinoviyal fibroblast hiicre 0 ++ + 0
Anti-TNFa yukli PCL mikokure + RA’lI sinoviyal fibroblast hiicre + 0 ++ 0 +
Anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikokire + RA'll sinoviyal fibroblast 0 ++ + + ++
hucre
2. Hafta
Negatif Kontrol ++ ++ + 0 ++
Serbest anti-TNFa ilag+ RA'l sinoviyal fibroblast hiicre yok + ++ + 0
Anti-TNFa yUkli PCL mikokire + RA’l sinoviyal fibroblast hlcre 0 0 + ++ ++
Anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikokire + RA’ll sinoviyal fibroblast + + ++ ++ ++
hucre
3. Hafta
Negatif Kontrol 0 + ++ + +
Serbest anti-TNFa ilag+ RA'l sinoviyal fibroblast hiicre yok 0 0 ++
Anti-TNFa yUkld PCL mikokire + RA’l sinoviyal fibroblast hlicre 0 0 0 +
Anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikokire + RA’ll sinoviyal fibroblast 0 + 0 0
hiicre
4. Hafta
Negatif Kontrol 0 0 0 + +
Serbest anti-TNFa ilag+ RA'l sinoviyal fibroblast hiicre yok 0 0 + +
Anti-TNFa yikli PCL mikokire + RA’li sinoviyal fibroblast hiicre 0 + 0 0 +
Anti-TNFa yikli PEG-PCL-PEG mikokire + RA’ll sinoviyal fibroblast 0 0 0 ++ 0

hiicre
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Tablo 34’de verilen sonuglara bakildiginda, TNF-a’ya 6zgl gen ifadesinin degerlerinin
doénemsel olarak yikselip azaldi§i bazen de o6lclilemedigi gérilmustir. Fakat, Sekil 71°de verilen
Wehi-164 hlicre hatti ile Olgllen fizyolojik olarak aktif TNF-a dizeylerine bakildiginda
mikrokurelerle etkilestiriien TNF-a dizeyleri 2. haftadan itibaren disme egilimi gosterirken
serbest ilag ile etkilestirilen sinoviyal fibroblast hiicrelerden ortama ¢ikan TNF-a miktarlar sabit
kalmig hatta 3. haftada TNF-a miktarinda bir artig gozlemlenmistir. Ayrica, TNF-a’ya 6zgu
ELIZA testi ile yapilan ve sonucu Sekil 70’de verilen toplam TNF-a miktarlarinda 1 ay boyunca
belirgin bir degisim gdzlemlenmemistir. Bu nedenle, TNF-a’ya 6zgu gen ifadesinin zamana bagh
degisiklik gosterdigi dugunulmektedir. Literature bakildiginda, anti-TNF-a ilaglarin farkli hucreler
Uzerindeki etkisini incelemek icin yapilan in vitro ¢alismalar genellikle 24-72 saat araliginda
calisiimis ve bu calismalarda ELiZA test sonuglari  kullaniimistir  (HOSAKA,
2005,GRATTENDICK, 2008). Ayrica, farkh ajanlarin RA’li sinoviyal fibroblast veya makrofajlara
ait gen ifadelerinin Uzerindeki etkilerinin incelendigi ¢alismalarda yine 24-72 saat araliginda
cahsilimis ve IL-6, MMP-3, MMP-1 gibi diger proinflamatuar sitokinlerin gen ifadeleri
incelenmistir (JEONG, 2004,BONDESON, 2006). Bu projede yapilan in vitro calisma ise
literatUrdeki kisa surecli in vitro calismalarin aksine 1 aylik uzun suregli bir ¢calismadir. In vitro
deney kosullari in vivo ortam kosullardan farkli oldugu icin ve deney suresi uzun oldugu igin
hicrelerin davranislarinda degisimler oldugu ve bu ylzden salgilanan TNF-a'ya ait gen

ifadelerinin degerlerinin uzun sureli bu galismada dusik olguldigu disuntlmektedir.

25 mg/ml anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerin RA tedavi
potansiyelinin incelenmesi i¢in 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar sonunda serbest ila¢ ve
mikroklre ilag tasima sistemleri ile etkilestirilen ve tedavi gérmemis (negatif kontrol) RA’li
sinovisit hicrelerin IL-6, MMP-3 ve MMP-13 gen ifadelerindeki degisimler de PCR yontemi ile
incelenmistir. Farkli zamanlardaki serbest ilag ve mikrokirelerle etkilestiriimis RA’li sinoviyal
fibroblast hiicrelere ve negatif kontrol grubuna ait IL-6, MMP-3 ve MMP-13 gen ifadelerinin her
hasta icin gézlenen dizeyleri bir araya getirilerek her grup igin ortalama bir deger olusturularak

sirasiyla Sekiller 76-78'de bu degerler karsilastiriimistir.

Sekil 83’e bakildiginda, birinci haftada aktif hasta grubunda serbest ila¢ ve mikrokure ile
etkilestirilen sinovisit hiicre grubuna ait IL-6’ya 6zgu gen ifadesi duzeyleri negatif gruba oranla
duserken inaktif hasta grubunda gruplar arasinda belirgin bir fark gdézlemlenmemistir. 2. haftaya
ait sonugclara bakildiginda ise, aktif ve inaktif hasta gruplarinin ikisinde de anti-TNF-a yukli PCL
ve PEG-PCL-PEG mikrokure eklenmis sinovisit hiicre grubuna ait IL-6’ya 6zgu gen ifadesinde
bir artis gérulmistir. Ozellikle aktif hasta grubunda anti-TNF-a yikli PEG-PCL-PEG

179



mikrokurelerle etkilestirilen hicrelere ait IL-6 gen ifadesi dizeyleri belirgin olarak artmistir.
Fakat, 3. ve 4. haftalarda tum gruplarda IL-6 gen ifadesi diizeyleri dismus ve gruplar arasi bir
farkhlik goézlemlenmemistir. 2. haftada mikrokire gruplari ile etkilestirilen sinoviyal fibroblast
hicre gruplarina ait IL-6 gen ifadelerinde artis gézlemlenirken Bolim 4.2.1.2 Sekil 72°de verilen
medyum ortamina salinan IL-6 dizeylerine bakildiginda 2. haftada mikrokulrelerle etkilestirilen

hicrelere ait IL-6 diizeylerinde %25-30 civarinda dismeler gézlemlenmistir.

40

IL-6

- » o |nakiif Hasta Grubu (H+S)

~ = Aktif Hasta Gruby (M+C+2)

=3

Sekil 83. Serbest ilag ve PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerle etkilestirilen RA’li sinoviyal
fibroblast hucreler ve tedavi gdrmemis RA’li sinoviyal fibroblast hicrelerin (negatif kontrol)

zamana bagli IL-6’ya 6zgl gen ifadelerindeki degisim
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Farkli zamanlardaki serbest ilag ve mikrokurelerle etkilestiriimis RA’li sinoviyal fibroblast
hlcrelere ve negatif kontrol grubuna ait MMP-3 gen ifadelerinin diizeyleri incelendiginde (Sekil
84), 2. haftada, diger gruplara ait MMP-3 gen dizeylerinde bir degisim olmazken anti-TNF-a
yUkli PEG-PCL-PEG mikrokurelerle etkilestirilen hicrelere ait MMP-3 gen ifadesi dlizeylerinde
belirgin bir artis gérulmuistir. Fakat, daha sonraki haftalarda yine tim gruplarda MMP-3 gen
ifadesi duzeyleri arasi bir farkhlik gozlemlenmemistir. PEG-PCL-PEG mikrokirelerle
etkilestirilen hucrelere ait MMP-3 gen ifadesi dlzeyleri belirgin olarak bir artisin mikrokurelerin
yapisinda olan PEG segmentinin zamanla ¢dzeltiye ge¢gmesi sonucu hicrelerin etkilenmesinden
dolayr kaynaklanabilecegi dusunulmektedir. Fakat, BOlum 4.2.1.2°de verilen Sekil 74'de
goruldugi gibi PEG-PCL-PEG mikroktreler deney boyunca hicrelerde herhangi bir toksik etkiye

neden olmadidi1 gézlemlenmigtir.

MMP-3

1000

w »o|naiad Hasta Grubu (H+S)

i e Aktif Hasta Grubu (MeC+Z)

a0l

Sekil 84. Serbest ilagc ve PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerle etkilestiriien RA’li sinoviyal
fibroblast hucreler ve tedavi gormemis RA’li sinoviyal fibroblast hicrelerin (negatif kontrol)

zamana bagl MMP-3’e 6zgu gen ifadelerindeki degisim
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Sekil 85’de verilen MMP-13 gen ifadesi dizeylerine ait sonuglar incelendiginde, anti-
TNF-a yuklid PCL mikroklrelerle etkilestirilen sinovisit hiicrelere ait MMP-13 gen ifadesi
dizeylerinde tim zamanlarda bir degisiklik gézlemlenmemistir. Fakat, anti-TNFa yukli PCL
mikrokurelerle etkilestirilen sinovisit hiicrelere ait MMP-13 gen ifadesi dizeylerinde 2. haftada
belirgin bir artis goriimustir. Ayrica, serbest ilag eklenen sinovisit hicrelere ait MMP-13 gen

ifadesi dizeylerinde de 3. haftada belirgin bir artis olusmustur.

MMP-13

450
400

350 - welnaktif Hasta Grubo
{H+8)

== Akid Hasta Grubu
(MHCeZ)

Sekil 85. Serbest ilag ve PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerle etkilestirilen RA’li sinoviyal
fibroblast hicreler ve tedavi gérmemis RA’li sinoviyal fibroblast hicrelerin (negatif kontrol)

zamana baglh MMP-13’e 6zgu gen ifadelerindeki degisim
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Sonug ve Oneriler

Bu calismada, intraartikiler uygulanabilecek ve 3 aydan daha uzun anti-TNFa salimini
saglayacak polikaprolakton (PCL) ve pegile-polikaprolakton (PEG-PCL-PEG) mikrokureler
hazirlanarak romatoid artirit tedavi potansiyeli arastinimistir. Romatoid artirit tedavisinde
kullanilan anti-TNFa ilaglar, TNFa ve diger proinflamatuar sitokinlerin Gretimini belirgin olarak
dusurdugunden, iltihaba karsi tedavide kapsamli etki géstermektedirler. Fakat, uzun sdreli ilag
kullanimi ve toksik etkiler yuzunden anti-TNFa ilag tedavisinde bazi kisitlamalarla
karsilasiimaktadir. Geligtirilen polimerik anti-TNFa salim sistemi ile RA tedavisinde olumlu
sonuglar verebilecek yeni bir tedavi yaklasim getiriimesi hedeflenmisgtir.

Projede, kullanilan PEG-PCL-PEG mikroklrelerin hazirlandigi PEG-PCL-PEG triblok
kopolimeri PEG-PCL diblok kopolimerlerinden baglayici ajan isoforone diisosiyanat kullanilarak
sentezlenmistir. Sentezlenen bu kopolimerin karakterizasyon testleri ile PEG-PCL-PEG triblok
kopolimer olusumu dogrulanmistir. Anti-TNFa yudkli mikrokdrelerin  hazirlanma kosullarinin
belirlenmesi icin model protein Immunoglobulin G (IgG) kullaniimistir. Hazirlanan 1gG yukli PCL
ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin protein yukleme verimliligi sirasiyla %54.00 + 1.32 ve %74.32
= 3.45 bulunmustur. Literatirle karsilastirildiinda hazirlanan mikrokurelerin protein yukleme
verimlilikleri yUksektir. Ayrica, hazirlanan mikrokurelerin  boyutlari 5-6 um araliginda
bulunmustur. Yapilan salim g¢alismasinda, U¢ ay sonunda salinan IgG miktarlari incelendiginde
gama sterilizasyonu yapilmamis PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerde ortama ¢ikan proteinin
%38 ve %54’ biyoaktivitesini korurken gama sterilizasyonu yapilan PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokurelerde ortama c¢ikan proteinin %36’s1 ve %44°U biyoaktivitesini korumaktadir. Ayrica,
PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelere yuklenen IgG’nin ¢ boyutlu yapisinin  mikrokire
hazirlama asamalarindan etkilenmedigi FT-IR analizleri ile gosterilmistir. Bozunma calismalari
sonucunda, gama sterilizasyonu yapilmig PEG-PCL-PEG mikroktrelerin M, ve M,, degerlerinde
diger gruplara oranla daha fazla bir digsls olmustur. Ayrica, mikrokurelerin biyouyumlulugu 3T3
hicreleri ile test edilmis ve uyumlu olduklari géralmustar.

Model proteinle yapilan galismalar sonucunda anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokurelerin hazirlama kosullari belirlenmigstir. Hazirlanan anti-TNFa yukli PCL ve PEG-PCL-
PEG mikrokirelerin protein yukleme verimliligi pargacik boyut dagilimi ve ortalama pargacik
buyukligu, yuzey morfolojisi ve farkli ortamlarda salim profilleri karsilastirimistir. Anti-TNFa
yukli PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin 5 ym boyutunda ve yiuksek protein yukleme
verimliligine (sirasiyla % 65.37 + 1.80 ve % 75.91 £ 1.16) sahip oldugu g6zlemlenmistir. Ayrica,
her iki mikrokire grubunda da 3 ay boyunca biyolojik olarak aktif ila¢ salimi olmustur. PEG-PCL-
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PEG mikrokurelerden farkli salim ortamlarinda daha fazla anti-TNFa ¢ikmistir.

Projenin son asamasinda, 25 mg/ml anti-TNFa yikla PCL veya PEG-PCL-PEG
mikrokUrelerden 1 ay sureyle salinan anti-TNFa’in RA’li hasta kaynakli sinoviyal fibroblast
hicreler Uzerindeki etkisi ve mikrokirelerden in vitro salim profilleri incelenmistir. Hucre
kalturinde RA’li hastalardan alinan sinoviyal membranlardan izole edilen sinoviyal fibroblast
izolasyonu yapilmistir. Mikrokurelerin RA tedavi potansiyelinin incelenmesi igin olusturulan
deney gruplarinda 1, 2, 3 ve 4 haftalik inkubasyonlar sonunda RA’li sinovisit hiicreleri tarafindan
enflamasyon sirasinda ortama salgilanan TNF-a, IL-6, IL-17, IFN-y, MMP-3 ve MMP-13
dizeylerindeki degisimler incelenmis ve tedavi gérmemis sinovisit hicreler (negatif kontrol
grubu) ile karsilastirdmistir. PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerle etkilestirilen sinoviyal
fibroblast hucrelerden ortama ¢ikan fizyolojik olarak aktif TNF-a miktarlarinda %35 civarinda
dusus gozlemlenirken serbest anti-TNFa ile etkilestiriimis sinoviyal fibroblast hiicrelerden
ortama salgilanan fizyolojik olarak aktif TNF-a miktarlarinda %10-15 araliginda bir disus
gozlemlenmigstir. Benzer sekilde, basta MMP-3 ve IL-6 olmak Uzere diger sitokin degerlerinde de
2. haftadan itibaren PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokirelerle etkilestirilen sinoviyal fibroblast
hicrelerin sitokin degerlerinde disis gozlemlenmistir. Wehi-164 hiicre hatti ile dlgllen fizyolojik
olarak aktif TNF-a dizeylerine bakildiginda mikroklrelerle etkilestirilen TNF-a dizeyleri 2.
haftadan itibaren disme egilimi gOsterirken serbest ilag ile etkilegtirilen sinoviyal fibroblast
hicrelerden ortama ¢ikan TNF-a miktarlari sabit kalmis hatta 3. haftada TNF-a miktarinda bir
artis gdzlemlenmistir. Ayrica, TNF-a’ya 6zgii ELIZA testi ile dlgilen toplam TNF-a miktarlarinda
1 ay boyunca belirgin bir degisim gézlemlenmezken TNF-a’ya 6zgu gen ifadesinin degerlerinin
doénemsel olarak ylkselip azaldigi bazen de dlgilemedigi géridimustdr. In vitro deney kosullari in
vivo ortam kosullardan farkl oldudu igin ve deney slresi uzun oldugu icin  hicrelerin
davraniglarinda degisimler oldugu ve bu yuzden salgilanan TNF-a’ya ait gen ifadelerinin
degerlerinin uzun sureli yapilan bu ¢calismada disik élguldigi dastinilmektedir.

Mikrokurelerle etkilestirilen hiicrelerin MMP-3 ve IL-6 gen ifadelerinde 2. haftada, serbest
ilagla etkilestirilen hicrelerin MMP-13 gen ifadesinde 3. haftada en belirgin artis gézlemlenmistir.
Diger haftalarda belirgin bir degisiklik gézlemlenmemistir. Hazirlanan PCL ve PEG-PCL-PEG
mikrokure sistemlerinin ortamdaki sitokin miktarlarini dusurirken gen ifadelerinde artisin
gorulmesinin galigmanin in vitro ortamda yapilmasindan kaynaklandigi dusunualmektedir. In vitro
deney kosullari in vivo ortam kosullardan farkli oldugu i¢in ve deney siresi uzun oldugu igin
hucrelerin davraniglarinda degisimler olduju ve bu yuzden gen ifade degerlerinde arttis

gorildugu dusunulmektedir. Bu nedenle, PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokire sistemlerinin tedavi
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etkinliginin olusturulacak in vivo bir modelde incelenmesi mikrokUrelerin etkinligi hakkinda daha
kapsamli bir bilgi saglayacaktir. Bunun yaninda, in vitro ve in vivo deneylerle anti-TNFa yukli
PCL ve PEG-PCL-PEG mikrokurelerin farkh miktarlari kullanilarak hazirlanan mikrokure
sistemelerinin tedavi etkinliginin maksimum oldugu mikrokure miktarlar belirlenerek daha etkin

bir tedavi yaklagimi olusturulabilir.
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Ekler

EK 1
RADAI Anketi

Bu anket hastaliginizin simdiki ve gecmisteki etkinligini tayin etmek i¢in tasarlanmistir.

Her soruyu cevaplayiniz. Eger bir soruyu nasil cevaplayacaginiz konusunda emin

degilseniz lutfen verebildiginiz en iyi cevabi isaretleyiniz.

1. Genel olarak son alti ayda romatizmal durumunuzun etkinligi nasildi?

ETKINLIGIN DERECESINI BELIRTMEK ICIN KUTUYU X ILE ISARETLEYINiz
Hi¢ aktif degil 000000000000 000000000 Fazlasiyla etkin
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2. Eklem hassasiyetiniz (6rnegin hafif bir dokunmayla iligkili eklem acisi) ve eklem
siskinliginiz (6rnegin iltihaba bagh eklem biiyiimesi) a¢isindan romatizmal

durumunuzun bugin ki etkinligi sizce nasil ?

ETKINLIGIN DERECESINI BELIRTMEK ICIN KUTUYU X ILE ISARETLEYINiz
Hi¢ aktif degil 00000000000 0000000000 Fazlasiyla etkin
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

3. Bugiin romatizmal durumunuzla baglantili ne kadar agrn hissediyorsunuz?

ETKINLIGIN DERECESINI BELIRTMEK iCIN KUTUYU X ILE ISARETLEYINiz
Hic aktif degil 000000000000000000000 Fazlasiyla etkin

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4. Bugiin uyandiginizda eklemleriniz sert miydi?
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Lutfen asagidakilerden birini X ile isaretleyin:

1 O JEvet 2 [0 JHayir — 6. Soruya geginiz

Evetse, lutfen eklem sertliginizin siiresini agagidakilerden birini X ile isaretleyerek

belirtiniz:
30 dakikadan daha az 10
30 dakikadan daha fazla fakat 1 saatten daha az 20

1 saatten daha fazla fakat 2 saatten dahaaz 30
2 saatten daha fazla fakat 4 saatten dahaaz 4 [
4 saatten daha fazla 50
Butlun gin 60

Litfen asagida listelenen her eklem bdlgeniz icin buglin duydugunuz agri seviyesini belirten

uygun kutuya X isareti koyunuz.

Sol Yandaki
hig hafif orta agir

Omuz 13 27 33 47
Dirsek 13 23 33 47
El bilegi 13 23 33 47
Parmaklar (el) 13 23 33 47
Kalca 13 23 33 47
Diz 13 23 33 47
Ayak bilegi 13 23 33 47
Ayak parmaklari 13 23 33 47
Sag Yandaki
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Omuz

Dirsek

El bilegi
Parmaklar (el)
Kalca

Diz

Ayak bilegi
Ayak parmaklari

=)
O

B e - Y. . WS S T Y

[ o A s

hafif

27
27
27
27
27
27
27
27

orta

37
37
37
37
37
37
37
37
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47
47
47
47
47
47
47
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EK 2

Kabul Kriterleri
10 ya da Ustln yasta olmak

Romatolog tarafindan en az 6 ay dnce Romatoid Artrit (eklem iltihabi) ya da Cocuk Artridi

teshisi konulmus olmak

3 aylik sabit ilag kirl

RADAI élcutiine goére siddetli agri ve yetersizlik (1)

Artirite bagl olarak indeks eklemin 4. seviyede radyolojik bozulmasi (2)
Ret Kriterleri

Kontrol edilemez bagka bir psikiyatrik hastalik

Kontrol edilemez bagka bir tibbi hastalik (aktif kanser gibi)

Cerrahi mudahalede komplikasyon

(1) RADAI'nin amaci doktorun teshislerine tamamlayici olarak hizmet edecek ve 6zellikle
laboratuar olgumleri ile klinik teshislerin mimkuin olmayabilecedi veya ¢ok ¢aba
gerektirecegi gozleme dayall ¢calismalar ve hasta yonetimi gibi doktorun teghislerinin
ihmal edilebilecegini belirli durumlarda kullanimi kolay bir RA hastalik aktivitesi
degerlendirmesi saglamaktir. RADAI toplam puaninin hastalik aktivitesini 6lgebildigi
ispatlanmigtir: hastalik aktivitesinin esik ayar dlgumleriyle iyi sekilde uygunluk

gostermistir.

(2) Kellgren-Lawrance Artrit Olgegi
Seviyel: eklem bosluklarinda stipheli daralma ve olasu osteofitik dokulagsma
Seviye 2: kesin osteofit, eklem bogsluklarinda tamamen kesin daralma

Seviye 3: orta seviyede ¢oklu osteofit, eklem bogluklarinda kesin daralma, bazi
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bolgelerde doku sertlesmesi ve kemik ¢evresinde olasi deformasyon

Seviye 4: genis osteofit, eklem boslugunda belirgin daralma, siddetli doku sertlesmesi ve

kemik gevresinde kesin deformasyon

(3) Hastalarin hastaneye yatmalarini gerektirmeyen durumlarina Hoffer ve ¢calisma

arkadaslarinin siniflandirmasina goére karar verilecektir:

(1) toplu ayakta ambulatuvari (birgok aktivite igin i¢ ve dis mekanlarda yiirime ve

ylrime yardimina ihtiyaci duyabilme)

(2) hanede ambulatuvar,( sadece i¢ mekanlarda yuriime),

(3) islevsel olmayan ambulatuvar. (sadece terapi seanslarinda yliriime),
(4)ambulatuvar olmayanlar; tamamiyle tekerli sandalye bagimli hastalar
(*) Hoffer MM, Feiwell E, Perry R, Perry J, Bonnett C (1973) Functional

ambulation in patients with myelomeningocele. J Bone Joint Surg Am 55:137-148
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EK-3

DSC Termogramlari
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Sekil 1. DSC termogramlari: (A) PEG oligomeri, (B) MPEG oligomeri, (C) e-kaprolakton

monomeri
207



=

|

|
M—

Heat Flow Endo Up {mW) — ——
|
|}

~—

L] s _4“"4 1 !
e -
sm o - - = “° - " ws
Temrperature (°C)
(A)
e > — ! — —
| — Prak = 6166 °C

W —————— —
| L]
I . B ———————————- 4 — —_— ————— —_— —
i L e ——————— R
g T
T
é .
44— 4 SN (S

3 4 .

T :

! ! -

o ‘ |
e ' :

L5 S0 . -2 14 x - ~ L wey

Temperature ('C)

(B)

Sekil 2. PEG ve PCL homopolimerlerinin DSC termogramlari: (A) PEG, (B) PCL
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Sekil 3. PEG-PCL kopolimerlerinin DSC termogramlari: (A) PEG-PCL (4 saat polimerlesme

suresi ile hazirlanan), (B) PEG-PCL (6 saat polimerlesme slresi ile hazirlanan)
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Sekil 4. Farkli mol oranlari ile baslatilan MPEG-PCL kopomerlerinin DSC termogramlari: (A)
MPEG-PCL (1:1), (B) MPEG-PCL (1:10), (C) MPEG-PCL (1:20)
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Sekil 5. Farkh mol oranlari ile baglatilan PEG-PCL-PEG kopolimerinin DSC termogramlari: (A)
MPEG-PCL (1:20), (B) MPEG-PCL (1:100), (C) MPEG-PCL (1:200)
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EK-4
TGA Termogramlari
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Sekil 1. PEG ve PCL homopolimerlerinin TGA termogramlari: (A) PEG homopolimeri, (B) PCL

homopolimeri.
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Sekil 2. Farkli monomer mol oranlari ile baslatlan PEG-PCL-PEG kopolimerlerinin TGA
termogramlari: (A) 1:100 MPEG:e-CL orani ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (B)
1:200 MPEG:¢-CL orani ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri.
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Temperaturs ('C)

Sekil 3. PEG ve PCL homopolimerleri ve 1:100 veya 1:200 monomer mol oranlari ile baslatilan

PEG-PCL-PEG kopolimerlerinin diferansiyel termogram egrileri
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EK-5
FT-IR Spektrumlari
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Sekil 1. FTIR spektrumlari (A) PEG oligomeri, (B) MPEG oligomeri, (C) e-kaprolakton monomeri
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Sekil 2. Sentezlenen homopolimerlerin FT-IR spektrumlari (A) PEG, (B) PCL
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Sekil 3. Sentezlenen PEG-PCL diblok kopolimerlerinin FTIR spektrumlar (A) PEG-PCL (4 saat

polimerlesme suresi ile hazirlanan), (B) PEG-PCL (6 saat polimerlesme suresi ile hazirlanan)
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Sekil 4. Farkli mol oranlari ile baslatilan MPEG-PCL diblok kopolimerlerinin FTIR spektrumlari
(A) MPEG-PCL (1:1), (B) MPEG-PCL (1:10), (C) MPEG-PCL (1:20)
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Sekil 5. Farkli monomer mol oranlari ile baslatlan PEG-PCL-PEG kopolimerlerinin FTIR
spektrumlari: (A) 1:20 MPEG:¢e-CL orani ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri; (B) 1:100
MPEG:&-CL orani ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (C) 1:200 MPEG:¢e-CL orani ile

sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri
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EK-6

NMR Spektrumlari
H{chicgz).O}l?
b
ay_
(A)

i,

|

CH30‘[CH2CHzo]n-H l‘

X |

X
(B)
o)
|
o O |
B €
Y 5 € ' ! v+B
a i
‘ 5 il
i | \
‘Ill CAY. e J‘ = \
n.0 r.G 7.0 'O.G .0 5.6 5.0 4.6 4'0 .3.5 3.0 2.6 720 1.6 ‘,:u 0.6 -pp"n

(©)
Sekil 1. NMR spektrumlari: (A) PEG oligomeri, (B) MPEG oligomeri, (C) e-kaprolakton monomeri
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Sekil 2. Sentezlenen homopolimerlerin NMR spektrumlari (A) PEG, (B) PCL
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Sekil 3. Sentezlenen PEG-PCL kopolimerlerinin NMR spektrumlari (A) PEG-PCL (4 saat

polimerlesme sulresi ile hazirlanan), (B) PEG-PCL (6 saat polimerlesme slresi ile hazirlanan)
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Sekil 4. Farkli mol oranlari ile baslatilan MPEG-PCL kopomerlerinin NMR spektrumlari (A)

MPEG-PCL (1:1), (B) MPEG-PCL (1:10), (C) MPEG-PCL (1:20)
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Sekil 5. Farkh monomer mol oranlari ile baslatlan PEG-PCL-PEG kopolimerlerinin NMR
spektrumlari: (A) 1:20 MPEG:e-CL orani ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (B) 1:100
MPEG:¢e-CL orani ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (C) 1:200 MPEG:¢e-CL orani ile
sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri
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EK-7

GPC Kromatogramlari

Sekil 1. GPC analizi igin kullanilan polistiren standartlardan olusturulmus kalibrasyon egrisi
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Sekil 2. Sentezlenen homopolimerlerin GPC kromatogramlari (A) PEG, (B) PCL
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Sekil 3. Farkli monomer mol oranlan ile baslatian MPEG-PCL kopolimerlerinin GPC
kromatogramlari (A) MPEG-PCL (1:1), (B) MPEG-PCL (1:10), (C) MPEG-PCL (1:20)
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Sekil 4. Farkh monomer mol oranlarina sahip PEG-PCL-PEG kopolimerlerin GPC
kromatogramlari (A) 1:20 MPEG:e-CL orani ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (B)
1:100 MPEG:¢-CL orani ile sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri, (C) 1:200 MPEG:¢-CL orani
le sentezlenen PEG-PCL-PEG kopolimeri.

228



