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OZET
ILAC KOMBINASYONLARININ SALIMI

Hiicrelerin &ldirilmesinde aktiviteve, genellikle sinerjistik
sahip tamamlayici, 1ki farkli farmasotik aktif maddeye sahip
olan bir polimer matrisin mikro kiireciklerini iceren bkir
bilesimdir. Bilesgsimler, timdrlerin tedavisi icin dzel
kullanima sahiptir. Yararli kombinasyonlar rapamisin 1le
doksorubisin, ibuprofen ile irinoctekan, doksorubisin ile
ibuprofen wve dokscorubisin ile irinotekandir. Polimer matrisi
tercihen c¢apraz badli bir polivinil alkoldir. Ilaclar ayni

mikro kilreye dahil  edilebilir weya her biri ayri Dbir

farmasdtik ajan ile mikro kiirecikler birlikte
karistirilabilir. Mikrokiireler tercihen timdrlerin kemo-
embolizasyonunda kullanilir.
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ISTEMLER

. Her biri bir polimer matrisine sahip olan wve birlikte

matrisle birlestirilen bir mikrokiirecik popiilasyonu, bir
birinci wve ikinci farmasdtik clarak zktif bilesik igeren
bir bilesim olup, ©¢zellidi polimerin anycnik olarak yiklu
suda ¢dziinebilen suda sigebilen bir polimer olmasidir,
Burada birinci aktif, katyonik olarak yiikludir wve ikinci
aktif, elektrostatik olarak nétraldir ve

Burada aktiflerden biri, =sitotoksik bir bilesiktir wve
diger aktif, timdr tedavisinde sitotoksik bilesige

tamamlayici olan aktiviteye sahiptir.

. Istem 1’e gdre bilesim olup 6zellidi, birinci katyonik

olarak yikli bilesidin sitotoksik bir bilesik olmasidir.

. Istem 1'e gdre bilesik olup &zelligi, ikinci aktif

maddenin oda sicakliginda 10 g/1’den daha az derecede

suda ¢dzinebilir Ozellikte olmasidair.

. Onceki istemlerden herhangi birine gére bilesim olup

zelidi, sitotoksik maddenin genel formiil IVie ait bir
amin grubuna sahip bir mitoksantron veya antrasiklin

bilesigi olmasidir:

o] oH
X
Q H
Y o aH

Q X=COCHzOH Y=0CH;3 Z=HC {eksenel) Doksorubisin
A=COCH;, Y=0CH3 Z=HO {eksenel) Dauncrubisin
2z NH; HCI X=COCH; Y=H Z=HO {eksenel) idarubisin

X=COCH20H Y=OCH3 Z2=HQ {(ekvatoral) Epriubisin

. Istem 4’e gdre bilesim olup &dzelligi, antrasiklinin

doksorubisin colmasidir.
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6. Onceki 1istemlerden herhangi birine gére bilesim olup
bzelligi, katyonik aktif maddenin genel formill T'e ait

bir bilesik olmasidar

burada R! istede badli olarak bir hidrcksil, amin, alkoksi,
haleojen, asil ve asilcksi gruplariyla defistirilen H, halojen,
hidroksil ve diisiik (Ci-¢)alkilden secilmektedir;

A C(O)0O veya CHz'dir; ve

R NR?R*’diir; burada R? ve R} ayni veya farklidir ve her biri bir
hidrojen atomu, dedistirilmis veva dedistirilmemis Ci-4 alkil
grubu veya defistirilmis wveya degistirilmemis karbosiklik wveya
heterosiklik grubu temsil etmektedir veya R? ve R°* bagl:
olduklara: nitrojen atomuyla birlikte -0-, =-5- veya >NR? ile
kesilen istede badli olarak dedistirilmis bir hetercosiklik
halkasi olusturmaktadir; burada R4 bir hidrojen atomu,
dedistirilmis veva dedigtirilmemis Ci-s alkil grubu vevya
dedistirilmis veva de@istirilmemis fenil grubudur;

ve burada —-A-R gruplamasi kamptotesin bilesidinin A halkasinda
9, 10 wveya 11 pozisyonlarinin herhangi birine vyerlestirilen
bir karbon atomuna baglanmaktadir ve R! tuzlari dahil olmak

lizere A veya B halkasinda dedistirilmektedir.

7. Istem 6'ya gdre bilegim olup &zellidi, katyonik aktif

maddenin irinotekan olmasidir.

8. Istem 3'e gdre Dbilesik olup 8zelligi, diisiik suda

cozlinirlikld bilegidin rapamisin veya bir rapamisin
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benzeri, tercihen rapamisin olmasidair.

9. Onceki istemlerden herhangi birine gére bilesim olup
dzellidgi, bu veya her poelimerin bivolojik olarak

¢dzinmeyen polimer olmasidir.

10. Onceki istemlerden herhangi birine gdre bilesim olup
6zelligi, bu veya her polimerin 37°C’'de sisirildidinde
%40-99 aralidinda, tercihen %75-95 araliginda olacak

sekilde dengeli su iceridinde suda sigebilmesidir.

11. Onceki istemlerden herhangi birine g&re bilesim olup
bozelligi, bu veya her polimerin tamamen sentetik

olmasidir.

12. Istem 1ll’e gdre bilesim olup &6zellidi, bu veya her

polimerin capraz badlanmis pelivinil alkol olmasidir.

13. istem 127ye gbére bilesim olup &zellidi, polimer
matrisinin etilenik gruplarin radikal polimerizasyonuyla
molekiil Dbasina birden fazla etilenik olarak doymamis
asili gruba sahip bir polivinil alkol makromerinden

olusturulmasidir.

14. Istem 13'e goére bilesim olup &zellidi, makromerin
istede badli olarak anyonik monomer igeren iyonik olmayan
ve/veya iyonik monomer igceren etilenik olarak doymamis

monomerlerle birlikte polimerlestirilmesidir.

15o. Istem 147e gdére bilesim olup &zelligi, etilenik
olarak doymamis monomerlerin genel formlil III'e sahip

iyonik monomeri igermesidir

YIBQ! ITI
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burada Y! asadidakilerden segilmektedir

CH»=C (R1%) -CH>-0-, CH»=C (R1%) -CH»0C (0O) —, CHz=C (R19) OC(C) —,
CH>=C(R9) -0-, CH=C(R!%)CH:0C (O)N (R}, RNOCCCRY=CR!C(0) -
O-, RIYCH=CHC (0)0-, RIICH=C (COOR?)CH2-C(0)-0-,

20U . E RWC"’"E\
A — ve H N—
HECM-‘.{:/ R}GC""'&..C/
0 o

burada:

R0 hidrojen veya bir Ci1-Cs alkil grubudur;

Rl hidrojen veya bir Ci1-Cs alkil grubudur;

R!2 hidrojen veva bir Ci-: alkil grubu veya BQ''dir; burada
B ve Q! asagdida tanimlandidi gibidir:

Al -0- veya —-NR!-‘dir;

K!' bir - (CH2)0C(0)-, —(CH2) C(O)0O-, - (CHz)0C(0)O-, -
{CH»} {NR1:—, - (CHz) {NR13C (O} —, - (CH>) C (O} NR3-, -
(CH2) [NR13C(O) G-, - (CHz) rOC (O) NR13-, - (CH2) (NR13C (G} NR1:-
(burada R!°® gruplari ayni veya farklidir), - (CHz).0-, -

(CHz2)S03- grubudur veya 1stede Dbadli olarak B 1ile
birliktedir; deder badr ve r 1 ila 12 arasindadir wve RIS
hidrojen veya bir Ci1-Cs alkil grubudur;

B Q! wveya Y! B defer badin bagli bir uc¢ karbon atomu
igeriyorsa, istede badli olarsk bir veya daha fazla florin
atomu ve perflcocrinatli zincirler igeren diz veya Dbransli
bir alkanedil, oksaalkilen, alkanediloksaalkandeil wveya
alkandiilecligo (oksaalkandiil) zingiridir; ve

Q! anyonik bir gruptur.
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le.

17.

18.

Istem 15'e gdre bilesim olup dzelligi, Q' in anyonik
bir grup, tercihen bir karboksilat, karbonat, silfonat,

stilfat, nitrat, fosfonat veva fosfat grubu olmasidir.

Asagidaki adimlarai igeren iki aktif maddenin birlikte

mikrokiireciklere yilklenmesivyle ilgili yoéntem:

esasen kuru formda suda ¢dziinmeyen suda sisebilen anycnik
olarak yiukli capraz bkagdlanmis bir pclimer matrisi iceren
mikrokiireciklerin bir Dbirinci organik g¢odzicl igerisinde
oda sicakliginda 10 g/l’den daha az suda ¢dzlnme
bzelligine sahip bir ilag¢ solilsyonuyla temas ettirilmesi;
boylelikle codziicii icerisindeki ilac soliisyonu

mikrokiireciklere emdirilmis hale gelmektedir;

mikrokiireciklere emdirilmeyen ilag golisyonunun
ayrilmasai;

emdirilen mikrokiireciklerin sulu siviyla temas
ettirilmesi; béylelikle ilag mikrokiireciklerin

cekirdedine coékeltilebilmektedir;

cohkeltilen ilaci ig¢eren mikrokiireciklerin iyon dedisimi
yiklemesini sadlamak icin polimerin yilkine kargit vyike
sahip sulu iyvonik bir ilac solilsyonuyla temas
ettirilmesi; ve cift yiukli mikrokiireciklerin
iyilestirilmesi; Dburada ilag¢lar istemler 1 1ila 10’dan

herhangi birindeki gibi sec¢ilmektedir,

Asagidaki adimlari iceren iki farmasttik aktif
maddenin birlikte bir ila¢ salim matrisine yiklenmesiyle
ilgili yontem olup, Ozelligi asadidaki adimlara

igermesidir:

polimer arti suya dayanarak %40-92 adirlak aralidinda
dengeli su icgeridinde oda sicaklidinda sigebilen suda
cozlnmeyen suda gigebilen iyonik olarak vikld bir polimer

igeren 1ilag¢g salim matrisi polimeri sisirebilen organik
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19.

20.

21,

22

bir c¢odzlciude oda sicakliinda 10 g/l’den daha az suda
cozinirlide sahip bir ilag sollsyonuyla temas
ettirilmektedir; boylelikle soliisyon matrise emdirilmis
hale gelmektedir;

polimer matrisine emdirilmeyen herhangi bir ilag
solilsyonu ayrilmaktadir;

emdirilen matris suyla temas ettirilmektedir, bdylelikle
ilac matriste ¢dkeltilebilmektedir;

disiik suda c¢éziinlirlide sahip c¢dkeltilen ilaci igeren
matris iyonik olarak yukli ilaca ait sulu sclisyenla
temas ettirilmektedir, boylelikle matris gsismektedir we
polimerle birlestirilen karsit iyonlarla iyon dedisimi
ver almaktadir ve  yiiklenen ilag polimer matrisine

elektrostatik olarak baglanmaktadir.

Istem 17 wveya 18’e gdre ydntem olup dzelligi, 10
g/l’den daha az suda g¢&zinlrlige sahip aktif maddenin

rapamisin veya benzeri olmasidir.

Tstem 18’e gére ydntem olup &zelligi, iyonik olarak
ylikl1lii aktif maddenin bir amin grubuna, tercihen
doksorubine sahip bir mitoksantron wveya antrasiklin

bilesigi olmasidir.

Istemler 1 ila 16’dan herhangi birine gdre bilesim
olup &zellidi, birinci wve ikinci aktif maddenin her biri
hedef timdre salinacak sekilde timdr dolavisiyla sikinti
¢ceken bir hayvana uygulanarak kati tumdrin tedavisinde

kullanilmasidir.

Istem 21’e gdre olan yéntemde kullanmak Uzere bilesim
olup 6zelligi, timdr i¢i enjeksiyon veya ameliyatla tumdr
cikarildiktan sonra veya matrisin mikroklirecikler

formunda oldugu verde, timdrili besleyen Kkan damarinin
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empbolizasyonu ig¢in 37°C’de damitilmig suda sistidinde 100-
1500 um ¢apa sahip bir reseksiyon sinirinda enjeksiyon

igin olmasidir.

23. Istem 22'ye gore olan vyéntemde kullanmak lzere

bilesim clup 6zellidi, tTuUmérin hepatik timdr olmasidir.
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TARIFNAME

ILAC ROMBINASYONLARININ SALIMI

Mevcut bulus genellikle bir polimer matrisinden ve en az iki
ilagtan olusan mikrokireler olan 1ilag salim maddeleriyle
ilgilidir; ilaglar polimer matristen salinabilmektedir.
Ilaclar kanserin ve dzellikle kata timbrlerin tedavisi

igindir.

Birlesik tedavli kanser tedavisiyle ¢odgu basari hikayesine
temel olmaktadir; bir bilesen kombinasyonunun uygun
farmakclejik etkilesime sahip oldudunda (ayni hedef, ancak
farkl: biiyik organ toksiklikleri) bu anlasilabilmektedir.
Coklu ilaglar icgeren birlesik tedavi tumdér tedavisinde klinik
olarak vaygin bir prosedirdir. Yumurtalik, prostat veya rahim
kanseri ic¢in en yaygin terapdtik rejimler iki tuimdr ©Snleyici
ilacg kombinasyonuna dayandirilmaktadir. Bu tip tedavi
tumdrisidal etkinlidin arttirilmasi ve yiiksek dozdaki tek bir
ilacin neden oldugu yan etkilerin azaltilmasi avantajini
dnerebilmektedir. Trinotekan ileri kalin badirsak kanserine
sahip hastalaran tedavisi icin 5-FU ile birlikte
belirtilmektedir wve sirasiyla meme kanseri (Becerra 2004,
Onkcloji, 18, 46-48), vyumurtalik kanseri (Nishino et al, 2005,
Gynecol Oncol, 97, 893-897) wveya mide kanseri (Baek et al,.
2006, Br J Cancer, 25, 312-320) epirubisin, mitomisin wveya
kapesitabin gibi diger maddelerle birlikte bagariyla
kullanilmaktadir.

Baz1 kanser tedavilerinin basarisi i¢in daha veni bir altyap:
mekanik bir femel icermektedir; bu temel altinda bir ilag
kombinasyonu dirence {Ustin gelmek i¢in farklia: molekiler
hedefleri etkilemek ig¢in kullanilmaktadir. Birlesik tedavideki
bagslica ilerlemelerle ilgili bir engel bununla birlikte kritik

sinyalizasyon vollarinin kesismesi hakkindaki anlayis
1
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eksikligidir. Sinerji paralel yollarla ayni olan ilag¢ etkisi

sayesinde indiiklenebilmektedir. Tlag kombinasyonu sayisi
S1N1rsiz oldudu igin, codu imit verici kombinasyonun
belirlenmesiyle Ve deferlendirmelerinin dncelikli hale

getirilmesiyle 1l1gili strateji ¢ok dnemlidir.

Matematiksel model leme ve bilgisayar simiilasyonlara
kemoterapdtik komkbinasyonlarin klinik olarak nasil
kullanilabildigini daha iyi anlama c¢abasinda farkli ilacg
kombinasyonlarinin beklenmedik etkisini hesaplamak amacayla
kullanilmaktadir. Canli organizmada uygun sinerjistik ilag
kombinasyonlara artan etkinlik, diusiurilen doz, azaltilan
toksiklik ve en aza indirilmis direng gelisimiyle
sonuc¢lanabilmektedir. Medyan Etki Denklemi (Chou J.Biol.Chem.
1877, 252(18), 6438-6442) ve Kombinasyon Indeks Denklemi
(Chcu-Talalay T.I.P.S5. Nov. 1983 450-454), icerisinde olusan
izobologram edrilerinin farkli ilag¢ kombinasyconlarinin neden
oldugdu ek, sinerjistik veya antagonistik etkilesimleri temsil
ettidi bu tirdeki iki islemdir. Yizey tepki modelleriyle
1lgili wuygulamalar ve arkasindaki konsept ¢ Dboyutlu tepki
yizeyl olarak goérilebilen iki aktif maddenin birlegsik etkisini
kapsamaktadir. Birlesme hareketini deferlendirilmesivle ilgili
bu modellerin en kapsamli modeller olmasina karsin, bunlar
ayrica oldukca karmasiktir ve vyaratilmasi zordur. Aslinda
deneysel sinerji ile altta vyatan biyckimyasal, molekiiler ve
fizyolojik mekanizmalar arasindaki dodru bFaglantinin

kesfedilmesi oldukcga zor olmaktadir.

Dijital gdrinti mikroskopi bazli sitotoksisite denevyi
(DIMSCAN) olarak adlandirilan floresan bazli yiiksek c¢i1ktilz:
sistem sitostatik wveya sitotoksik 1ila¢ kombinasyonlarinin
laboratuvar ortaminda test edilmesi amaciyla bulunmaktadir. Bu
tip bir test icin bes prensip bulunmaktadir: (a) deney =zistemi
ideal olarak 3-4 log hicre &6limid olarak genis dinamik bir

aralida sahip olmaladir; (kY hilcre ¢izgisi paneli 1ilaca
2
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direncli ¢izgiler dahil olmak tlzere ¢oklu hiicre ¢izgilerini
kullanmalidir; (c) temel direng mekanizmalari tanimlanmalidir
ve hiicre c¢izgisi panelini yapilandirmak ig¢in kullanilmalidir;
{d) ilaca maruz kalma durumu klinik olarak ulasilabilir
seviyelerde ve ©programda olmalidir; ve (e} hipoksi 1ilag
hareketini kiskirttida: igin, hipoksik kosullar altinda test
edilmesi gereklidir. Deferlendirme icin ilag
kombinasyonlarinin segilmesiyle ilgili en iyi yaklasim
molekiler hedeflere dayanan vaklagsimdir; calismalarin
Oncelikle Ilaboratuvar ortaminda gergeklestirilmesi ve daha
sonra ilag KkKombinasvonunun klinik olarak test edilmesinden
dnce canli organizma modelleriyle onaylanmasi gerekmektedir.
Tlac antagonizmi ayrica c¢odunlukla ila¢c kombinasyonlarini

hari¢ tutmak ig¢in kullanilmaktadair.

Yeni sinyal transdiksiyon modilatdrleri ile vapilandirilan
sitctoksik maddeler, hiicre ddngll 1inhibitdrleri ve ayristirma
indiikleyicileri arasinda sinerjistik etkilesimler oldugu
bilinmektedir. Birinci tipteki ilacg kombinasyonunun
laboratuvar ortaminda makul potansiyel artisiy Uretmek {Uzere
tocksik vyogunluklarda sitotoksik madde igcermesine karsin,
ikinci wve {cglincil tipler bireysel olarak verildifinde toksik
olmayan {(etkisiz) her 1iki maddenin olusturdudu konsantrelerde
yvilksek derecede sinerji indiklemektedir. Hicre cevrim
inhibitérleri veya bu maddeler ile ayristirma indiikleyicileri
arasindaki ilag kombinasyonlarinin ayrica laboratuvar
ortaminda belirgin sinerjistik aktivite drettigi
gbsterilmektedir. Hicre &limlinin sinerjistik etkilesimleriyle
baglantili sinyal transdiksiyon modilatdr kombinasyonlarinin
sayis1l sanal olarak sinirgizdir. Bu kombinasyonlarin terapdtik
olarak geleneksel sitotoksik maddelerden veya geleneksel 1le
yeni maddeler arasindaki kombinasyonlardan Ustin olup olmadid:i
ve bunlarain kombinasyon kemoterapisi icin yeni bir paradigmayi

temsil edip etmedidi belirlenmis sekilde kalmaktadair.
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Kanada’daki Celator Technologies, Inc. klinige etkin ilag
kombinasyonlarinin getirilmesiyle ilgili ticari ¢cdzumler
bildirmektedir. Celator, damar vyoluyla enjeksiyonu takiben
timérleri hedeflevecek sekilde tasarlanan lipozom bkazli salim
aracindaki (CombiPlex) bu sinerjistik ocranlari sabitleme
amaciyla ilag¢ kombinasyonlarinin sinerjistik olarak tTimdr
hiicrelerini ©&ldirmek {zere hareket ettidi kritik tanimlama
oranlari iizerinde calismaktadir. Burada laboratuvarzr
ortamindaki sinerjistik aktivite spesifik ilag oranlarina
bagliyken, canla organizmadaki aktivite bu sinerjistik
oranlarin korunmasina badlidir. Ilaclar birlikte lipozomlarla
birlegstirilmektedir. Sistemleri WG 2003028696, WO 2004087115,
, WO 2004087105, WO 2004093795, WO 2006055903 ve P.G. Tardi et
al (2007) Biochim. Biophys. Acta 1768, 678-5387 gibi patent

ilanlarinda acgiklanmzktadir.

Mikrokiireler ila¢ kombinasyonlarinin salimi ig¢in &zellikle gok
yénllli bir platform oSnermektedir. Sharma ve arkadaslara
tiuberkulezu tedavi etmek uzere ilac kombinasyonlarinin
inhalasyonu i¢in mikrokiireleri incelemektedir (R. Sharma et
al, 2001, Pharm Research, 18, 1405-1410). Tiberkillozun (TB}
ilag¢ tedavisi c¢oklu ilaca direncin engellenmesinin ve/veya
bununla micadele edilmesinin vyani sira iyilestirme ic¢in ¢oklu
ilaclarin uzun slureli oral uygulamasini gerektirmektedir.
Uzatilmis oral anti-TB ilac¢larindan eolusan antitiberkiller
ilaclarain kalici ylksek kan seviyeleri makrofajlarda (Me)
bulunan gerekli veya yveterli olmayvakilmektedir. Birinci
¢izgideki anti-TB ilac¢lari, izoniazid (H) ve rifamfisinden (R}

ikisini igeren solunabilen biyclejik olarak ayrigabilen mikro

parcaciklar hazirlanmaktadir ve (i) fare Mo kaynakla
fageositoz, (11) sicanlarda kuru toz inhalasyonu olarak
uygulama ve (iii) siganlara uygulandidinda yiiksek ilag
dezlaraiyla alveolar Mp’ nin hedeflenmesi agisindan test

edilmektedir. Sonuglar c¢oklu ilzaglarla bu tiir mikrckirelerin
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doz ve doz-frekans azalmasi, toksisite azalmasi ve Mp-kalica
siirekli mikrobakterilerin hedeflenmesi konusunda s6z verdigini

gbstermektedir.

Baska bir c¢alismada (A. Gupte & K. Ciftci, 2004, 1Int. J.
Pharm., 276(1-2): 93-106), kombinasyon (Paklitaksel + 5-FU
mikrokiireler) metastatik meme kanseri hlcre ¢izgisine (MDA-MB

435 S) karsi tek bir ila¢ kemoterapisivyle (Paklitaksel wve 5-FU

mikrokiireler) karsilastirilmaktadir. Mikrckiirelerin
fizyokimyasal ©Ozellikleri (baska bir deyisle enkapsiilasyon
etkinligi, parcgacik boyut dadilimi, laboratuvar ortaminda
salim, termal bzellikler) caligilmaktadir. Sonuglar, 5-

florourasil (5-FU) weya 5-florourasil olmadan poli{laktikko-
glikolik asit) (PLGA) mikro parcaciklarin icine koyuldugunda
Paklitaksel 1ile 1lgili enkapsilasyon etkinlidi vyiiksek (%90)
oldudunu gbstermektedir. Bununla birlikte 5-FU’' nun
enkapsillasyon etkinlidi disiktiir (%19} ve ilag¢ Paklitaksel ile
kapsiillendiginde $307a arttirilmaktadir. Mikrokiirelerin
ortalama parcacik blyikligid 2.5 um’/dir ve kiire geklindedir. Hem
5-FU hem de Paklitakselin mikrckirelerden laboratuvar
ortaminda salimi &ncelikle daha vyavas ve daha kontrolll
salimla izlenecek sekilde nispeten hizlidir. Paklitaksel
mikrokiirelerin sitotoksik aktivitesi t 5-FU + Paklitaksel wvevya
tek basina 5-FU i¢eren mikrokiireler nispeten hizlidir.
Sonu¢larin tamami, mikrokiirelerde Paklitaksel veya 5-FU'nun
birlestirilmesinin serbest ilaglarla karsilastirildiginda daha
kontrollili bir sekilde sitotoksisiteyi arttirdidgini ve ayrica
hilcre dénglsiiniin farkli asamalarinda hareket eden ilaclar

birlestirildidine dikkat edilmesi gerektidini géstermektedir.

Diderleri restenozu hedeflemek {izere mikrokiirelerdeki ilag

kombinasyonlarini incelemektedir (Chandy et al, 2001,
Development of Poly (Lactic Acid) /Chitosan Co-Matrix
Microspheres: Controlled Release of Taxol-Heparin for
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Preventing Restenosis, Drug delivery, 8, 77-86). Dliz kas hicre
codalmas1 anjiyoplasti wveya damar yaralanmasi sonrasinda
restenozun oclusumunda &nemli bir rol oynamaktadir. Uygun
ilaclarin tek basina wve kombinasyonlar halinde kontrolli
salimi damar tikanmalari, balon anjiyoplasti, tromboz kaynakli
restenoz ve Kkireclenmenin tedavisiyle ilgili bir vyaklasimdir.
Chady ve arkadaslari uzatilmig salimli birlesik-matris formunu
gelistirmek i¢in heparin-kitosan klirelerin igerisine taksol
yvikli polilaktik asidin kapsiillenmesi olasiligini
g&stermektedir. Bu birlesik-matris sisteminden takscl ve
heparinle 1ilgili laboratuvar ortaminda salim profili bir
ultraviyocle spektrofotometre kullanilarak 7.4 pH dederindeki
fosfat tamponlu tuzlu suda izlenmektedir. Uzatilmis bir siire
boyunca sabit vavas salim profiliyle izlenen takscl/heparin
salim miktari oncelikle oldukga fazladir. Birlesik-matristen
taksol {$15.8) ve heparinin (%32.7) ilk patlayan salim

polietilen glikol kaplamalarla dedistirilmektedir (sirasiyla

24 saat di¢in %13.5 ve %25.4). Taramalili elektron mikroskopi
calismalarindan, bu ilaglarain birlesik matrisin mikro

gozenekleri sayesinde ¢ozunme aracina vavasca yayildig:
gorillmektedir. Bununla birlikte, ylizey mikro gdzenckleri sabit
bir yavas salim profili icin polietilen glikol {(PEG)
kaplamalarla degistirilmektedir. Bunlar, bu PEG-kapla
PLA/kitosan birlesik-matrisinin restenozu tedavi etmek digin
uzatilmis slUreler i¢in sinerjistik etkilere sahip ilag

kombinasyonlarini hedefleyebildidi sonucunu getirmektedir.

Bir 1ilac¢ kombinasyonuyla kaplanan kardiyovaskiiler stentler
restenoz hizini azaltmak ig¢in ac¢iklanmaktadir. Restencz bir
hiper proliferatif hastaliktir. Ornegin EP-A-551162 rapamisin
ve mikofenclik asit, anti-proliferatif madde kombinasyonu
agliklamaktadir; ancak stentin aktif maddelerle nasil
agi1landidivla i1lgili detavlari vermemektedir. EP-A-0568130'da
rapamisin ve heparin &rnedin agilanan bir stentten dagitilarak

diiz kas hiperplaziyi engellemek ig¢in uygulanmaktadir. Asilama
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yoéntemleriyle i1lgili herhangi bir detay verilmemektedir.

WO-2-2003022807 bir polimerle kapli bir stentten bir rapamisin
benzerinin uvygulanmasini aciklamaktadir. Ilac polimer kapla
stentin bir ilag¢ solisyonuna daldirilmasiyla ve kurutulmasiyla
yiklenmektedir. Anti-miyvotik gibi baska bir ilaca ek olarak,
anti-proliferatif veya anti-inflamatuvar madde stentten
uygulanabilmektedir. Polimerler diger bircodu arasinda
polivinil alkol, hiyaluronik asit ve fosforilkolin metakrilat
kopeclimerleri (MPC), idiyonik olmayan komonomerler ve c¢apraz
baglanma monomerlerini igermektedir wve scon belirtilen bu
kopolimerler tek basgina bir rapamisin benzeriyle laboratuvar
testlerinde Orneklenmektedir. WO 2004/022124’de rapamisin
benzeri ve deksametazon birlikte bir stent {lzerindeki iyonik
olmayan komonomerle birlikte caprag badlanan bir MPC
kopolimerine yiklenmektedir. Bu tarifnamelerde kullanilan
polimer yaklasik %50 oraninda suda sisebilme ©$zellidine

sahiptir.

Lékovorin (LV) 1le birlikte 5-florourasil (5-FU) ginlumiizde
kolon kanserinde standart bir tedavidir. Lamprecht ve
arkadaslar: (Eur J Pharm ve Biopharm, 2005, 59, 367-371) es
zamanli olarak 5-Fu ve LV’yi hapseden bir yagd/yvad emilsiyonu
haline getirme 1islemivle mikrokiireler hazirlamak ic¢in ayri
olarak FEudragit P-4135F wveya FBudragit RS100 kullanmaktadir.
Taramali elektron mikroskopisi vapisal analize izin
vermektedir, islem parametreleri analiz edilmektedir ve ilac
yiukleme ve salim profilleri kaydedilmektedir. Pargacik bkoyutu
123 (RS100) ve 146 um (P-4135F) arasinda dedismektedir.
Genellikle P-4135F (5-FU, $48.3£2.0; LV, $55.44£2.7) ile

karsilastirildidinda RS100 (5-FU, %60.3x9.7; LV, %81.4+8.6) ile
daha yilksek enkapsiilasyon oranlari saptanmaktadir. Bu Fudragit
polimerleri alkil metakrilat monomerleri iceren ddrtlil amonyum

grubuna sahip akrilik kopolimerleridir. Bunlar capraz
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baglanmamaktadir. Mikro parcaciklar 8 saat igerisinde
birlestirilen ilag¢ kombinasyonunu salan FEudragit RS100’den
vaplilmaktadir. P-4135F'nin pH dederi 7.4 iken 4 saat
icerisinde %25’den daha diusik 6.8 pH deJerinde istenmevyen 5-FU
salimini korududu bulunmustur, neredeyse ani bir salim (15
dakika icinde) gbzlemlenmektedir. Salim 7.4 pH dederinde
benzer olmasina rafmen, 6.8 pH dedJerinde LV vyaklasik olarak
%60 oraninda ayri baslangic ilaci ve 2 saat igerisinde tam bir
salim sergilemektedir. SEM analizleri LV'nin ayri patlama
etkisini tahrik ederek LV kristallerinin pargacik vizeyinde
temel wvarlidini agida ¢ikarmaktadir. Bu gdzlemler hazirlama
igslemi sliresince P-4135F 1ile LV arasindaki ayrimi tahrik
ederek P-4135F ' nin yiksek lipofilisitesiyle ilgili

sonu¢landirilmaktadir.

Liu wvd. (J.Pharm.Pharmacol., 55, 1063-1073, 2003) ve WO
9850018 tiimdér i¢i enijeksiyen igin biyoloijik olarak ¢dziinebilir
stilfopropil dekstran mikro kiirelerinin kullanimini
agilklamaktadir. Yoéntemde doksorubisin igeren mikro kiireler
verapamil ig¢eren mikro kilrelerle birlikte uygulanmaktadir. Tek
kbasina veva verapamil vidk1d mikro kirelerle birlikte
doksorubisin vkl mikrokiirelerin tarelerde timér ici
enjeksiyonundan sonra, timdr cgapi seri sekilde terapdtik
etkinin isareti olarak ©&lg¢lilmektedir; buna karsin farelerin
kilosu, gériniigsii ve davranisi genel toksikligin isareti olarak
izlenmektedir. Doksorubisin yikll mikro kirelerin timér igi
enjeksiyonu egdeder ilacg voJunluklarinin sistemik
uygulamasindan ¢ok daha 1yi tolere edilmektedir. Hig¢ islem
gdrmeyer vevya boi mikrokiireleri alan grupla
karsilastirildidinda timdr bilylimesinde az miktarda gecikme
(334" e kadar) olmaktadir. Verapamil mikrokiirelerinin
doksorubisin mikrokiirelerle Dbirlikte enjeksiyonu toksiklikte
az miktarda artis {Uretmektedir, ancak timér Dbiyimesinde
herhangi bir gecikme olmamaktadir. Timdr ig¢ine uygulanan

kanser ¢&nleyici maddelere ait kontrolli salimli mikrckire
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formillasyonlar: az sistemik toksiklikle tumére yilksek ilag
dozlari wvermek i¢in etkili bir vyol olarak acgiklanmaktadir,
Kullanilan silfo-propilatlanmis dekstran mikrckiireler iyon-
dedisim araci (Sephadex SPZ25) oclarazk sadlanmaktadir. Bunlar
biyoclojik olarak g¢dziinebilmektedir. RBunlar vyaklasik oclarak 12
oranindaki asismis konumdaki mikrokirelerin kuru konumdaki
mikrokiirelere vyoJunluk oranini vermek i¢in damitilmis suda
gsisirilebilmektedir. Mikrokiireler 7 pH dederinde vyaklasik 2.5

meqg/gr iyon-dedigim kapasitesine sahiptir.

Liu vd. ((2000) J. Pharm. Sci: 8-9(06) 807-817 ayrica
hidrofobik parcalarla veya  katyonik polimerlerle siilfo-
propilatlanmis mikrokiirelerin yizeylerinin dedistirilmesiyle
ilgili yollari aciklamaktadir. Katyconik polimer modifikasyonu
sigebilme hizni wve ivon-degisim kapasitesini azaltmaktadir.
Hidrofobik gruplarin vyilzey konjugasyonu suda sisme hizini
etkilemektedir, ancak polimerle 1iglem gbren mikroklirelerde
daha hizli oranda yiklenen dengeli verapamilde sisme hacmini

azaltmamaktadir.

Doksorubisin ayrisgtirici kilreciklerin kemoembolizasycen yoluyla
HCC tedavisinde etkili oldudu gdsterilmektedir (Varela =t al.,
2007, J Hepatology, 46, 474-81). Kemoembolizasyon vyoluyla
doksorubisinin kati tumdrlere verilmesini saflavan
mikrokiireler WO 2004071495'de acgiklanmaktadir. Mikrokireler
suda gisebilen anyonik olarak ylkli cgapraz badlanmis polivinil
alkeol matrisi olarak olusturulmaktadir ve 40-1500 pm aralidinda

suda sistidinde c¢apa sahiptir.

Ibuprofen ayristirica kilrecikler hayvan modellerinde
embolizasyon sonrasi anti-inflamatuvar etkileri gdstermektedir
(T Borovac et al, 2006, J Control Release, 115, Z2Z66-74).
Ibuprofen yiiklenen uterin fibroidlerinin tedavisinde kullanmak

lizere mikrokireler WO 2004073688 de aciklanmaktadair.
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Geligtirilmis yukleme yontemleri WO 2007085615 de

agiklanmaktadir.

Ibuprofen enzimler siklocksigenaz I ve II'nin engellenmesivyle
harekete gegen steroidal clmayan anti-inflamatuvar bir ilagtir
(NSAID}. Birgok vyazar kanser riskinin engellenmesi ve tedavisi
i¢in NSAID'lerin kullanilmasi konusunu calismaktadir (Sawaoka
et al, J Clin Gastroenterocl, 27, 47-52; Shen et al 1998,
Cancer Research, 58, 362-366). CO0X-2 secici NSAIDler ayrica
kanser hlcresi invazyonunda azalma ve karacider metastazinda
{(Yamauchi et al, 2003, Anticancer Res, 23, 245-249; Yao et al.
2004, Br J Cancer, 90, 712-719) wve azalan tumér biuyliklidid ve
artan hayatta kalma oraniyla sonucglanan COX-Z2 inhibisyconunda
azalma sergilemektedir (Cuili et al. 2005, Clin Cancer Res, 11,
8213-8221; Murata et al. 2005, Dig Dis Sci, 50, 70-75).
Ibuprofen gesitli timdrlerin Onlenmesinde ve tedavisinde
incelenmektedir. WO 2006013376'de ayrisma hizi sergileyen
embolizasyon ve timdr olusumu izerinde etkili olma
beklentisine vol acan lokalizasyen ic¢cin cegitli COX
inhibitérleriyle yiklenen mikrokiirelerin kullanilmasini

aciklamaktayiz.

WO 20070908977 de oldukga diustk ¢dzinlUrliide sahip olan ancak
organik bir c¢ézicide c¢odziinebilen ilacglarla mikrokiireler gibi
suda sisebilen polimerlerin yiklenmesiyle 1ilgili ydntemleri
agiklamaktayiz; burada ilacin ¢&zlicld bazlil soliisyonu esasen
kuru polimer matrisivle temas ettirilmektedir, béylelikle
genellikle su olan bir ¢dkeltici maddeyle temas ederek ilacin
polimer matrisinde c¢odkeltilmesi islemiyle 1izlenen, matrisin
ilagc solisyonunda gismesi durumu vyer almaktadir. Yontem
paklitaksel, deksametazon veya rapamisini yiklemek igin
uygundur. Polimer matrisi genellikle silfonat gruplari gibi
asgi1li anyonik gruplara sahip capraz badlanmis polivinil alkol

bazli bir malzemedir.
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WO 2006027567'de 7 pH dederinde anyonik olarak yiklenen ve

irinotekan gibi katyonik olarak yiklii kamfotesin bilesidi clan

salinabilir formdaki polimerle elektrostatik olarak
birlestirilen suda sisebilen bir pelimer iceren kati
tumérlerin kemoembolizasyonu igin mikroklireleri
aciklamaktayiz. Kalin bagirsak kanserinden karacider
metastazinin tedavisi igin bu kirecikleri kullanan

kemcembelizasyonun timdér yodunludunda azalmaya yol ac¢tidina

gbstermekteyiz.

WO 2004/071495’de suda c¢oziinmeyen, suda sisebilen sentetik
anyonik polimer parcaciklarini igeren ve buraya bir
antrasiklinle emilen kati timdrlerin kemoemboterapisi igin bir
bilesimi aciklamaktayiz. Tercihen polimer poli {vinil alkol)

bazli bir polimerdir ve ilag¢ doksorubisindir.

Mevcut bulusun birinci ag¢isina gére, 1ilk katyonik vyiklil aktif
madde sitotoksik bilesik olabilmektedir. Alternatif olarak
ikinci aktif madde sitotoksik bilegik olabilmektedir, buna
karsin 1ilk katyonik aktif madde timdr tedavisinde sitotoksik
bilesigi tamamlayan aktiviteye sahiptir. Iyonik yiiklid aktif
maddeler nispeten vyilksek seviyede, ©rnedin en az 50 gr/l,
tercihen en az 100 gr/l seviyesinde suda ¢dziinme edilimine
sahiptir. Elektrostatik ac¢idan nétr olan ikinci aktif madde
ornedin oda sicakliginda 10 gr/1’den daha az &lcide suda diasik
¢oziindrlige sahip olacak sekilde suda daha az
coziinebilmektedir. Katyonik wve ivyonik olmayan ilaclara ait bir
kombinasyon ig¢in, her aktif maddenin yiikleme wve salim hiziyla
diderininki arasinda karsilikli etkilegsim bkulunmadidini veya
¢cok az Dbulundudunu saptamaktayiz. Bu sonug¢ sasirticidir ve
etkinlik ag¢isindan en uygun hale getirilen uygun bkilesim
dozlarinin ve oranlarinin hzir bigimde belirlenmesini
salamaktadir. Bilesim doz belirsizlidine neden olan ayrisma

problemlerinde kaginan tek tipte parcaciklari igerecektir.
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Tkinci aktif madde timdér tedavisinde sitotoksik bilesigi
tamamlayan bir aktiviteye sahiptir. Bilegigin kendisi
tiimérlerin tedavisinde etkili olabilmektedir, &rnedin lokal
veya gistemik olarak verildiginde timdrin biyimesini
dnleyebilmektedir wveya tUmdriin boyutunu azaltabilmektedir.
Aktif madde alternatif olarak birinci aktif maddeyle timdriu
aktiviteye karszi duyarla hale getiren bir pilesik
olabilmektedir. Genelde bilesik kombinasyonu 0.%90'dan daha az,
daha tercihen 0.5"den daha az, &rnedin 0.3"den daha az, hatta
0.1 kadar az veya daha az Chou-Talalay indeksine (1983, ada
gegen kitapta) dayanan bir kombinasyon indeksine sahip c¢lan

kombinasyon olarak tanimlanabilmektedir.

Kombinasyon indeksiyle ilgili degerler uygun sekilde yazilim
paketi Calcusyn (Biosoft) kullanilarak belirlenmektedir, bu
Chou i1le tlretilen doz etki badintilari 1i¢in genel denklemi

kullanan bir doz etkisi analiz programidir:

fa/fu = (D/Dm)m Denklem 1

burada D: ilac dozu

Dn: etkiyi belirten medyan-etki dozu. Bu medyan-etki grafiginin
x-kesme noktasindan belirlenmektedir.

fa: dezdan etkilenen fraksiyon

fu: etkilenmeyen fraksiyon, fu=l-f,

m: doz etki egrisinin sigmoiditini (seklini) belirleyen bir

drnek. Bu medyan etkl grafidinin edrisivle belirlenmektedir.

Medvan-etkli denklemiyle ilgili alternatif formlar sunlardir:

fo = 1/[1+ (Du/D)7] Denklem 2

D = Dyf./(1-f)]i/m Denklem 3

Denklem 2'den Du ve m bilinivorsa, etki (f£a} herhangi bir dozla
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(D) belirlenebilmektedir.

Denklem 3’den Dm ve m biliniyorsa, doz (D) wveya (Dx) herhangi
bir etki (fa) dicin belirlenebilmektedir. Buna bagli olarak,
sirasiyla etkiyi wve gekli temsil eden Dm ve m parametreleri

tam doz-etki edrisini belirlemektedir.

Medyan-etki grafidi 1976’da Chou tarafindan sunulan bir x =
log (D) vs yv = log (fa/fy) grafigidir (J. Chou Th.Biocl. 59,
253-276) . Bu Chou’nun medyan  etki denklemine [Denk.1]

logaritmik formuna dayvandirilmaktadir:

log (fa/fy) = m log (D) - m log (D) Denklem 4

Denklem 4 diiz bir c¢izgi formuna sahiptir, v = mx + b.

Buna bagli olarak, edri m dederini vermektedir wve x-kesme
noktasi log {Dm) deferini vermektedir wve dolavyisiyla Dn
dederini vermektedir. Dn ayrica Dy = 10-(y-kesme noktasy/m} jle
belirlenebilmektedir. f./fu = fa/(1-£a) = (fu) ! -1 = [(fa) 1 - 1]
I dikkate alinmaktadir. Verilerin medyan-etki denklemine
uymasinin iyi tarafi medyan-etki grafidindeki lineer

korelasyon katsayisivla (r) temsil edilmektedir. Genellikle
enzimle veya reseptdr sistemleriyle ilgili deneysel veriler v >
0.96"ya sahiptir, doku kiultirinde r > 0.90’a sahiptir ve hayvan

sistemlerinde r > 0.85'e sahiptir.

Kombinasyon indeksi (CI) denklemi enzim kinetik modellerinden
tiiretilen Chou-Talalay’in coklu ilag-etki denklemine
davandirilmaktadir. Denklem sadece ginerji vevya karsit
etkinlikten ¢ok ek etkiyi belirlemektedir. Bununla birlikte,
sinerjiyi beklenen ek etkiden daha fazlasi olarak wve karsit
etkinligi beklenen ek etkiden daha azi olarak tanimlamaktayiz.

Chou ve Talalay 19837de (adi gecen kitapta) ek etki olarak Cl
13
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= 1’in gdsterilmesini ©&nermektedir; buna bagli olarak 1iki

ilacin ¢oklu ilag etkisinden asadidakileri elde etmekteyiz:

Klasik: ayni wveva Dbenzer etki sekillerine sahip karsilaiklza

olarak &zel ilaglar igin:

Cl = (D)1/(Dx)1 + (D)2/ (Dx}2 Denklem 5

Koruyucu: tamamen badimsiz etki sekilleri icin:

Cl = (D)1/(Dx)1 + (DY2/(Dx)z + (D}1(D)2/(D)z/ (D*)1(Dx):
Denklem 6

Denklem 5 wveya Denklem 6 ilac 1 (D)1 ve ilag¢ 2 (D)2 (pavylarda)
birlikte gergek denevyde BX 6nledigini belirtmektedir.
Dolayisiyla deneysel olarak gdzlemlenen 3%x Onleme sayiva
dayanmayabilmektedir, ancak en si1klikla ondalik kesre
sahiptir. Denklem 5 weya Denklem 6&'daki (Dy)1 ve (D) 2
(paydalarda) sirasivla %x Onleyecek sekilde tek basina ilag 1
ve ilag 2 dezlaridir, Dy hali hazirda Denklem 3’den

hesaplanabilmektedir.

Tek basina her 1ilacin bir doz-etki badintisina sahip olmas:
gerektigdi belirtilmeye deder bir konudur. Hem etki (Dun) hem de
sekil (m) parametreleri sinerji ve karsit etkinligin
belirlenmesinde ¢ok énemlidir. Tki ilactan birinin kendisi hic
etkivye sahip degilse, sinerji/karsit etkinlik
belirlenememektedir. Bunun vyerine, poctansiyel (destekleme,

arttirma) veya inhibisyoen (baskilama)} belirlenebilmektedir.

Kalkusin her ilag¢ ig¢in ve daha sonra her kombinasyon ig¢in doz-
etki Dbadgintisi gerektirmektedir. Birlesik calismayla ilgili
deneysel wverilerin tercihen sabit bir oran kullanilarak
toplanmasina radmen, kembinasyon indeksleri vyine de  1ki

bilesenin sabit olmayan oranlarindan belirlenebilmektedir.
14



10

15

20

25

30

35

Kombinasyon indeksi herhangi bir laboratuvar ortami veya canli
organizma test ydntemi digin belirlenebilmektedir. Mevcut
bulusta kombinasyon indeksinin drnedin canli organizma
etkinligini belirlemek ig¢in laboratuvar ortami testinde
faydali oldudu gosterilen hiicrelere ait bir hilcre ¢izgisi
iizerinde hiicre kiltiri bazli bir test kullanilarak laboratuvar
ortaminda belirlenmesi icin en uygun olandir. Ornedin test
bireysel ilac¢larin sitotoksisitesini belirleyebilmektedir ve
ardindan kombinasyonun sitotoksisitesini belirleyebilmektedir
ve kbu veriler kombinasyon indeksini hesaplamak icin
kullanilmaktadir. Testte 1ilaglar solilsyondaki wveya herhangi
baska bir formdaki hiicrelerle temas edebilmektedir. Olcilecek
olan etki 24 wveya 48 saat gibi verilen bir sireden sonra
kontrolle karsilastirildiginda vasayabilir hilicrede %50 azalma
benzeri sitotoksisitedir. Ilaclarin testi gerceklestirmek icin
drnedin mikrckiireler formunda bir polimer matrisiyle
birlestirilmesi gerekli dedildir. Bununla birlikte ilacg¢lar
drnedin mevcut istemlerde aciklandig: gibi mikrokiireler
formunda bir polimer matrisinden salinmasi durumunda,
kombinasyon indeksinin 1'den daha az olarak belirlenmektedir.
Bu durumda test edilen ilac kombinasyonu avyir parcaciklar
icerebilmektedir, bunlarin her biri ilaclardan biriyle
vilklenmektedir wveya her parcacik Dbirlikte her 1iki 1ilacla
viklenebilmektedir. Uygun bir test asagdidaki Ornekler 6 ve
7rde agiklanmaktadir. Ayri parcgaciklarain her Dirinin
ilaclardan birivle viklendidi vyerde, belirlenen CI deferinin
birlikte vyiklenen {rtne wuygulanacadi wvarsayilirsa birlikte
yvilklenen parcaciklar 1¢in her 1ilaca ait eliisyon oraninin
belirgin sekilde digerinden etkilenip etkilenmedigi kontrol
edilmelidir. Bulusun bu ag¢isinda farmasdtik olarak aktif
bilesik kombinasyonu bilegimde 57in kati olan (her sgsekilde)
bir oranda bir tlimdr hiicre ¢izgisiyle 1ilgili laboratuvar
ortamindaki sitotcksisite testinde 1.0"dan daha az Clfye sahip

bir kombinasycndur. Bilegimin hepatoseliler karsinomun
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tedavisi icin kullanildidi: yerde, Cl'yi belirlemek i¢in
kullanilan hiicre g¢izgisi tercihen bhir hepatoseliler karsinom
hiicre ¢izgisidir. Bilesimin pankreatik karsinomun tedavisi
icin kullanildidi vyerde, hlcre c¢izgisi tercihen bir pankreatik
karsinom hlucre g¢izgisidir. Aktif bilegikler bilegimde her
sekilde Z2'nin katai olan bir oranda test edildidinde, C1l

tercihen tanimlanan disiik deer olmalidir.

Sitotoksik madde vyeniden {retilmelerini veya Dbluylimelerini
engelleyerek dodrudan hiicreler ig¢in toksik bir maddedir. Uygun
sitotoksik maddeler &rnedin dokscrubisin gibi antrasiklin
bilegikler veya WO 04071495"te aciklanan diger bilegikler, WO
20060275671 de aciklandidga gibi kamptotesin tlirevlerin,
taksanlar, 5-FU, mersaptopurin, kapesitabin gibi platin bazl:
necplastik anti-metabolitler, aktinomisin D gibi diger
sitotoksik antibiyotikler wve wvinbkblastin, wvinkristin, wvindesin
ve vinorelbin dahil olmak Uzere vinka alkaloidlerdir. Ornekler

sitarabin, gemsitabin, siklofosfamid, fludaribin, topotekan ve

irinotekan gibi kamptotesin bilesikleri, klorambusil,
busulfan, mitoksantron, retinoidler, anagrelid ve
benzerleridir.

Tamamlayici aktivite saglayan aktif madde sitostatik Dbir
bilesik olabilmektedir. Sitostatik bilesikler hiicresel
bilylimeyi veya yeniden Uretimi bdnleyen veya  baskilayan
bilesikler olarak tanimlanabilmektedir. TIlaclarin sitotocksik
ve sitostatik etkileri hiicre cizgilerine dayvanan testler gibi
uygun olan testler kullanilarak bu alanda uzman olan kisiler

tarafindan belirlenebilmektedir.

Uygun sitostatik bilesikler rapamisin ve benzerleridir.

Uygun katvonik olarak vikld bilesikler doksorubisin wve WO
04071495'de  agiklandidr gibi diger antrasiklin bkilegsikleri

veya mitoksantron, WO 20060275677 de agiklandiga gibi
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irinotekan benzeri katyonik kamptotesin tirevleri veya

topotekan veya verapamildir.

Kullanilabilen bir sitotoksik wveya sitostatik bilesik sinifi
mTOR’ u hedefleyen rapamisin ve razpamisin benzerlerini
icermektedir. Bu tir bilesgikler sirolimus, temsirolimus,
everolimus, biyolimus, ABT-578 wve AP23573'1 icermektedir. WO-
A-2003022807"de ag¢iklanan rapamisin benzerleri kapsamina dahil
edilen bilesiklerden herhangi biri rapamisin benzeri olarak

kullanilabilmektedir.

Sitotoksik aktif maddenin rapamisin veya rapamisin
tiirevi/benzeri oldudu yerde, dider aktif madde tercih edilen
bir dlizenlemede docksorubisin wveya WO 04071495'de aciklandig:
gikbi Dbir amin grubuna s=sahip c¢lan baska bir antrasiklin

bilegigidir.

Kanser &nleyici ilag rapamisin ve dokscorubisin kombinasycnu
rapamisin sensitizasyonuyla lenfomalarda kemorezistansin
tersine déndiriilmesi ve doksorubisinle apoptozun indiksiyonu
sayesinde B-hiicre lenfcmalil fare modelinde tam gerileme
gdstermektedir (H-G Wendel et al, 2004, Nature 428, 332-337).
L&seminin tedavisinde, rapamisin doksorubisin-indiiklenmis
apoptoz gelisimi g&stermektedir (R.Avellino et al, 2005, Blood
106¢(4), 1400-1406). Rapamisin ve bir benzerinin en az bir amin
grubuna sahip bir antrasiklin bilesidiyle kombinasyonlara
diiglik kombinasvon indeksi sergilemektedir wve mevcut bulusta

oldukca etkindir.

Mevcut bulusun bu agisiyla 1lgili Dbaska bir uygulamada,
sitotoksik bilesik rapamisin veya bir benzeridir wve katyonik
aktif madde WO 2006027567 wveya EP-A-03211227de aciklandig:
gibki katvenik bir dediskene sahip kamptotesin tlrevidir.
Tercihen aktif madde istem 6'da tanimlanmaktadir. Tercihen A

COO'dur. Tercihen AR 10 pozisyonunda dedistirilmektedir.
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Mevcut bulusun birinci agisina g&re, iki ilag¢ birlikte ayni
mikrokiirelere vyiklenmektedir. Sitotoksik bilesidin rapamisin
veya bir benzeri oldudu verde, tamamlavici aktiviteye sahip
aktif madde alternatif olarak sisplatinden veya diger platin
bazli kanser onleyici ilag, gemsitabin, tamoksifen wveya baska
anti-estrojen, interferon alfa, epitelyal buylime faktdra
reseptdr inhibitdrl, hem VEGFR hem de EGFR inhibitérleri wve
Glivec’den segilebilmektedir. Diger ilag¢ alternatif olarak
paksitaksel vevya bir benzeri vevya diger mikrotubulis

inhibitérld, bir topoizomeraz inhibitdri olabilmektedir.

Rapamisinin dider kanser &nleyici maddelerle kombinasyonlari
ayrica bilinmektedir wve asadida acgiklanan bilinen kombinasyon
bulusun bir acisinda kullanilabilmektedir. Sisplatin,
gemsitabin, tamoksifen, interferon alfa, EGFR inhibitdri,
VEGFR/EGFR inhibitéri ve Gleevec’in tim@ &n klinik veya klinik
calismalarda rapamisin benzerleriyle birlestirilmektedir wve bu
kombinasyonlar bulusun diger bir agisinda

kullanilabilmektedir.

Rapamisin ile meme Xkanserine Xkarsi birinci ve ikinci ¢izgi
maddeleri olarak kullanilan kemoterapdtik maddeler arasindaki
etkilesimler arastirilmaktadir. Laboratuvar ortaminda
paklitaksel, karboplatin ve vincrelbin kombinasyonlarinda
sinerjistik etkilegimler gozlemlenmektedir. Doksorubisin ve
gemsitabin kombkinasyonlarinda ek etkiler gdzlemlenmektedir.
Rapamisin paklitaksel- wve karboplatin-indiklenmis apocptozu
dnemli olciide arttirmaktadir. Bu etki dizinden badimsizdir ve
kaspaz aktivasyonuyla en azindan kismen araci olmaktadir.
Bunun vyaninda rapamisin bu =zayif dlc¢iide davranan tumdrlerle
ilgili potansiyel bir yaklasim oOnererek, HER2Z/neu-asgsiri f{ireten
hilcrelerde paklitaksele ve karboplatine olan
kemosensitizasyonu arttirmaktadair. Canla organizmada,

paklitakselle birlestirilen rapamisin rapamisine kargi duyarl:
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timérlerde tek basina dider maddeyvle karsilastirildidinda
timér yodunludunda belirgin bir azalmayla sconug¢lanmaktadar
(WH. Mondesire et al, 2004, Clinical Cancer Research, 10,
T7031-7042) . Rapamisin veya bir benzerinin taksanla

kombinasyonu bulusun dider bir agisinda kullanilabilmektedir.

RADOO1 wt pb3'de sisplatin-indiklenmis apoptozu &nemli &lgiide
arttirmaktadir, ancak mutant P53 tumdr hiicrelerinde
arttirmamaktadir. RADO0O1 pb3-indiiklenmis p2l1 ekspresyonunun
dnleyerek hiicreleri sisplatine karsa duvarla hale
getirmektedir. Bu bulgular RADO0O1l igeren platin sitotoksik
gibi DNA hasar verici maddeleri birlesgtirmek ig¢in molekiiler
temeli desteklemektedir, genal ana anabolik islemin kat:
tumoerli hastalarin tedavisinde vapilandirilan ilag
protokcliinin etkinligini arttirazbildigini gdstermektedir (I.
Beuvink et al, 2005, Cell, 120: 747-758). Rapamisin veva
benzerlerinin bir platin anti-neoplastik bilegikle

kombinasyonu bulusun dider acilarinda kullanilabilmektedir.

CCI-779 ve tamcksifen wveya bkaska bir anti-&strojen birlikte
uygulandiginda faydali olabilmektedir. PI3K/AKY/mTOR yolu meme
kanserinde tamoksifen direncinin geligsmesinde &nemli bir rol
oynayabilmektedir. Ostrojen reseptdriiniin aktivasyonu PI3K
volunu harekete gecirebilmektedir. Erb-1 1le ER arasindaki
capraz karismanin volu aktif duruma getirdigi
gésterilmektedir, bu Ostrojen-badimsiz transkripsiyonel
aktivitevle birlestirilmektedir we aktive edilen AKT iceren

meme kanseri hiicresi tamoksifenin biliylime ©&nleyici etkilerine

karsi direncglidir. Rapamisin veya bir benzerinin anti-
dstrojenle kombinasyonu bulusun bu diger agisinda
kullanilabilmektedir.

Ileri meme kanserine sahip vaklasik olarak 1200 postmenopozal
kadin arasinda kaslangi¢ tedavisi olarak tek basgsina letrozole

karsi oral yoldan uygulanan temsirolimus (CCI-779) arti
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letrozolil (bir aromataz inhibitdr) karsilastiran siregelen bkir
agsama ITI deneyi bulunmaktadir. Rapamisin wveya bir benzerinin
aromataz inhibitériyle kombinasyonu bulusun bu dider ag¢isinda

kullanilabilmektedir.

CCI-779 we interferon alfa renal hicre karsinonumun (RCC)
tedavisiyle Dbirlikte kullanilmaktadir. Bluylik bir asama 3
deneyi devam etmektedir. Rapamisin veya bir benzerinin alfa
interferonla kcmbinasyonu hbulusun bu diger agisinda

kullanilabilmektedir.

Epidermal biuylume faktdril reseptdrll (ECFR) inhibitdéril EKI-785’e
sahip rapamisin sinerjistik biylimenin énlenmesiyle
sonuclanmaktadir. RAD-001 ve VEGFR/EGFR inhibitort AEE788 ile
benzer sonug¢lara ulasilmektadir. Glivec icgeren rapamisin CML
hiicre gizgilerinde sinerjistik bliylmenin dnlenmesiyle
sonu¢lanmaktadir. Rapamisin veya bir benzerinin bir blUylime
faktdrlli reseptdriyle wveya Glivec 1ile kombinasyonu bulusun

dider bir ag¢isinda kullanilabilmektedir.

Bulusun dider ag¢isinda kullanilan dider kombinasyonlar P-
glikoprotein inhibitérlerine sahip gitotoksik maddeleri
icermektedir. Kanser hastalarinin vyaklasik olarak %50’si
kemoterapi almaktadir wve bu hastalarin %75 kadari genis
kemoterapdtk madde spektrumunda i¢sel veya edinilmis direng
deneyimlemektedir. Coklu ilacg direnci (MDE) olarak
adlandirilan bu fencomen kemoterapi basarisizlidinin en yaygin
nedenidir. Timérlerin biyik g¢odunludunun ila¢ akis pompasi P-
glikoproteinin (P—gp) asiri ekspresyonu sayvesinde MDR
geligtirdidi iyi tespit edilmektedir. P-gp'nin &nlenmesi
tersine ¢evrilen MDR’nin uygulanabilir bir araci olarak kabul
edilmektedir; bununla birlikte mevcut P-gp inhibitérleri
simdiye kadar etki wve 6zgiilliikle ilgili sinirlamalar nedenivle
sinirli Kklinik basari sergilemektedir. Bir kalsiyum Kkanal

bloke edici olan verapamil ¢ogunlukla supraventrikiiler aritmi,
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korcner kalp hastalidili ve arteriyel hipertansivon tedavisi
i¢in kullanilmaktadir. Bunun yaninda, verapamil etkili bir P-
glikopreotein-aracili aktarim inhibitdridir ve laboratuwvar
ortaminda vapilan deneylerde kanser kemcterapisiyle MDR'vyi
degistirdidi kanitlanmaktadir (G. Toffoli et al, 1995, Biochem
Pharmacol, 50, 1245-55; C. Pauli-Magnus et al, 2000, J
Pharmacol Exp Ther, 293, 376-82). Doksorubisin ve verapamilin
birlikte yiiklenen ilag¢ ayristirici kiireciklerden lokal salimi
bu sebeple herhangi bir MDR etkisinin lstesinden gelmek icin
P-gp’'nn onlenmesini ve ylksek lckal sitotoksik madde dozlarina
sadlavan sinerjistik faydalar oOnerebilmektedir. Buna badla
olarak sitotoksik antibiyotik ile P-gp inhibitdérinin

kombinasyonu bu bulusun dider agisinda kullanilabilmektedir.

Diger kombinasyonlar disik kombinasyon indeksine sahip dider
aktif maddeler igeren tekanlar gibi topolizomeraz

inhibitérlerini icermektedir.

Icerikleri burada referansla birlestirilen WO 2003028696, WO
2004087115, WO 2004087105, WO 2004083795, WO 2006055903 wve
P.G. Tardi et al (2007) Biochim. Riophys. Acta 1768, 678~
5877den herhangi birinde Celateor i1ile aciklandidar giki diger

kombinasyonlar bulusun dider ag¢isinda kullanilabkilmektedir.

Taksanlar ve 9paklitaksel wve 5-FU gikbi anti-metabolitler
birlikte kullanilabkilmektedir. 5-FU ve lokovorin

kullanilabilmektedir.

Aktif maddelerin bir kamptotesin tlrevini ig¢erdidi verde,
asagidaki genel formiil I’'e ait Dbilesikler gibi katyonik
degiskenlere sahip bir tlirevin kullanilmas1 Gzellikle

etkilidir
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burada R!' istede bagli olarak bir hidrocksil, amin, alkoksi,
halcojen, asil ve asilcksil gruplarivla dedistirilen H, halojen,
hidroksil ve dilsiitk (Ci-s)alkilden segilmektedir;

A C(0O)0O veya CHx'dir; wve

R NR’R*/dur; burada R? ve R® ayni veya farklidir ve her biril bir
hidrojen atomu, dedistirilmig veya dedistirilmemis Ci4 alkil
grubu veva dedistirilmis veya dedistirilmemis karbosiklik veva
heterosiklik grubu temsil etmektedir wveya R2Z wve R3? bagla
olduklari nitrojen atomuyla birlikte -0-, -S- veya >NR?! ile
kesilen istede badli olarak dedistirilmis bLkir heterosiklik
halkasi olusturmaktadir; burada R* bir hidrojen atomu,
degistirilmis veya dedistirilmemis Ci-s alkil grubu veya
degigtirilmis veya dedistirilmemis fenil grubudur;

ve burada —A-R gruplamasi kamptcotesgin bilesiinin A halkasinda
9, 10 wveya 11 pozisyonlarinin herhangi birine vyerlestirilen
bir karbon atomuna badlanmaktadir wve R! tuzlari dahil olmak

Uzere A veya B halkasinda dedistirilmektedir.

Bir diizenlemede kamptotesin tlirevleri formiil IA'va sahiptir

burada R! istefe bagla olarak bir hidroksil, amin, alkoksi,
halejen, asil veya asiloksi grubu wveya halojenle dedistirilmisg

H, diusuk (Ci6) alkildir; wve
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R NR?R¥" diir; burada R? ve R® ayni veya farklidir ve her biri bir
hidrojen atomu, dedistirilmis wveya dedistirilmemis Ci-2 alkil
grubu veya dedistirilmis veya degistirilmemis karbosiklik wveya
heterosiklik grubunu temsil etmektedir wveva R?2 ve R? badla
olduklari nitrojen atomuyla birlikte -0-, -8- wveya >NR? ile
kesilebilen istede badli oclarak dedistirilmis bir heterosiklik
halkasini olusturmaktadir; burada R?! bir hidrojen atomu,
degigtirilmis veya degistirilmemis Ci-¢2 alkil grubu veya
dedistirilmis veya defistirilmemis fenil grubudur;

ve burada -C-CO-R gruplamasi tuzlari dahil olmak {izere
kamptotesin bilesidinin A halkasinda 9, 10 veya 11
pozisyonlarindan herhangi birine vyerlestirilen bir karbon

atomuna baglanmaktadir.

-0-CO-R  gruplamasinin 10 pozisyonunda badglanmasi tercih

edilmektedir.

R! tercihen Ci-4 alkil, en c¢ok tercihen etildir wve m tercihen

17dir.

Halojen atomu R &rnedin F, Cl1, Br veya 1, tercihen F vevya
Cl'dir. R1-R?* metil, etil, prorpil, izopropil, in-butil,

izobutil ve t-butil, tercihen metil olabilmektedir.

R ve Rl deki dediskenler tercihen halojen atomlari, hidroksi,

Ci1-2 alkoksi, fenoksi, COOR®, SOzR® ve PC3(R®)2, aril,

A7y

NRER®? wve (CONRBR?, QAORS, (QANRPR? ve QAQR®" den secilmektedir;
burada R® Ci-4 alkil wveya arildir; R® hidrojen, halcjen Ci-z alkil
veya Ci-4 alkoksidir; R” hidrojen, halojen veya Ci-4 alkildir; RS
ve R® ayni veya farkladir ve her biri E veva Ci-a alkildir veva
R® ve R? birlikte Ci-¢ alkanedili temsil etmektedir;

O OCO veya —-COO-‘dur wve A Cy-q alkanedildir.
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Tercihen R NR3R3'diir; burada R? ve R3 nitrojen atomuyla birlikte
istede hadlis dediskenlerle 5 wveya 6 1iyeli bkir halkayl,
tercihen doymus bir halkayil olusturmaktadir. Dedisken tercihen
-NRER®" dur. Bu tir bir dediskende R® wve R’ birlikte tercihen Ca-s
alkenedildir. Bu tlUr gruplar asaldir wve 7 pH dederinde
katyonik olarak viuklenme egilimindedir. En c¢ok tercihen R

asagidaki gibidir

Uygun bilesgiklere ait baska bir familya genel formlil II’ye

sahiptir

burada R2° ve R2*'in her biri hidroksi veya hidrojendir vevya
birlikte CHzOCHz'dir; R wve R?’'den biri H'dir ve digeri
CHzNR?*R*°"dir; burada R? ve ?24 gyni veya farklidir ve her biri
bir hidrojen atomu, dedistirilmis veya de@istirilmemis Ci-g
alkil gruku vevya dedistirilmis veya dedistirilmemis
karbosiklik wveya heterosiklik grubunu temsil etmektedir veya
R%Z3* wve R2* Dbagli olduklari nitrojen atomuyla birlikte istede
bagli olarak -0-, -5- veya >NR? ile kesilebilen dedistirilmis
heterosiklik halkayi colugsturmaktadir; burada R? tuzlari ve
dértlili  tiirevleri dahil olmak {izere bir hidrojen atomu,
degistirilmis veya dedistirilmemis Ci-4 alkil grubu veya
defistirilmis veya defistirilmemis fenil grubudur. Bu
istemdeki uygun bilesikle ilgili bir Jdrnek topotekandir;
burada R2Y hidroksildir; R2?2 ve R2?3 hidrojendir; R2?! CH;NR2*R2%'dir

ve R4 ile R2*in her ikisi de metildir.
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Birinci aktif maddenin ikinci aktif maddeye orani tercihen
100:1-1:100 araligindadir, tercihen 5:1-1:5 aralidindadir.
Uygun oranlar &rnedin kombinasyon indeks saptamalarindan elde
edilen bilgiler kullanilarak bu alanda uzman c¢lan kisiler
tarafindan belirlenebilmektedir. Genellikle oranlar

sinerjistik etkiyi optimize edecek sekilde seg¢ilmelidir.

Tercihen birinci aktif maddedeki polimerdes anyon
esdederlerinin katyon esdederlerine orani 2:1-1:1 civarinda ve
tercihen 1:1 civarinda olmalidir. Bu oranlarin segilmesiyle
ilk uygulamanin birinci etkisi en aza indirilirken ve optimize
ecdilen uzatilmisg salim saglarken, optimum vilklemeye

ulasilabkilmektedir.

Bulusta kullanilan ikinci aktif madde alternatif clarak bir
COX-inhibitdri olabilmektedir. CO¥X-inhibitdrleri &drnedin
NSAID' ler kemoembolizasyon prosediuriuyle baglantili
inflamasyonu ve agriyil hedefleyen anti-inflamatuvar ve

analjezik maddeler olarak davranabilmektedir. Bunun vaninda,

timérdeki hilcrelerin %507 s1 inflamatuvar hiicreler
olabilmektedir. Ayrica anjivogenez ve Ltimdr ilerlemesivyle
baglantili inflamasyonla ilgili cesitli calismalar
bulunmaktadir. Buna gdre COX-inhibitdériyle birlikte

doksorubisin gibi sitotoksik bir madde kombinasyonu oldukga
istenen etkilere sahip olabilmektedir. Yukarida belirtildigi
gibi, ibuprofen kanser hiicre invazyonu ve karacifder metastazi

lizerinde faydali etkilere sahip oldudu icin énerilmektedir.

Polimer suda ¢dzinebilen bir malzemedir. Biycoclojik olarak
coziinebilmesine radmen, ilag¢ esasen ilaca ylzeyden salmak igin
polimer matrisgin erozycnuyla salinabilmektedir, tercihen
polimer esasen biyolojik kararlilida sahiptir (baska Dbir

devisle bivcolejik olarak c¢dziinmemektedir).

Polimer suda sigebilmektedir. Bulusta faydalili o¢olan suda
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sigsebilen polimer 379C’'de suda sisirildidinde gravimetrik
analiz yoluyla &lgilen agirlik olarak %40-99, tercihen %75-95

aralidinda dengeli su iceridine sahiptir.

Polimerin en azindan kismen iyonik olarak ¢apraz baglanmasi
veya hidrofobik olarak c¢apraz baglanmasi uygun olmasina
ragmen, genellikle polimer kovalent olarak capraz
baglanmaktadir. Bazi diizenlemelerde albimin, alginat, jelatin,
nisasta, kitosan veya kelajen gibi dogal kaynaklardan
tuiretilen polimerlerin kullanilmasa uygun olabilmektedir;
bunlarin timld embolik maddeler olarak Kkullanilmaktadir. Dider
dilzenlemelerde polimer esasen doJal olarak meydana gelen
polimeri veya tirevlerini igermemektedir. Bu tercihen iki veya
daha fazla islevli capraz badlanan moncmerin varliginda
etilenik olarak doymamis moncmerlerin polimerlestirilmesiyle
olusturulmaktadir. Etilenik olarak doymamis monomerler iyonik

(cift kutuplu dahil olmak iizere) bir mcnomer icerebilmektedir.

Etafilkon A bazll kontak lenslerde kullanildiga gibi
hidroksietil metakrilat kopolimerleri, akrilik asit ve etilen
glikol dimetakrilat wveya metilen Dbisakrilamid gibi c¢apraz
baglanma monomeri kullanilabilmektedir. N-akriloil-Z-amino-2-
hidroksimetil-propan-1,3-dicl ve N,N-bisakrilamid

kopolimerleri ayrica kullanilabilmektedir,.

Uygun olan didger sentetik polimerler ayirma aracl veya 1iyon
dedigsim araci olarak kullanilan tipteki ivonik dediskenlere

sahip capraz badlanmis stirenik polimerlerdir.

Suda sisebilen suda ¢o6zunebilen matrisi  olusturmak icgin
kullanilabilen baska tipteki sentetik polimer glutaraldehid
gibi aldehid-tipli c¢apraz badlanma maddelerini kullanarak
capraz badlanan polivinil alkoldir. Bu tidr drinler i1ic¢in,
polivinil alkol (PVA) bilesigi iceren islevsel iyonik grubun

hidroksil gruplarla reaksiyona sokulmasiyla asili  iyonik
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gruplar saglanarak ivonik olarak wverilebilmektedir. EHidroksil
gruplarla reaksiyon ig¢in uygun c¢lan 1islevsel grup ©&rnekleri
karboksilik asitler wveya tilirevleri gibi asilasyon maddeleridir

veya esterleri olusturabilen dider asidik gruplardar.

Bulus polimer matrisin etilenik gruplarin radikal
polimerizasyonuyla molekill bagina birden fazla etilenik olarak
doymamis asili gruba sahip bir pelivinil alkol makromerden
olusturuldudu belirli defere sahiptir. Tercihen PVA makromeri
Ornedin anyonik monomer igeren iyonik olmayan ve/veya iyonik
monomer iceren etilenik olarak cdoymamis monomerlerle

kopclimerlestirilebilmektedir.

PVA makromeri ©&rnedin asili vinilik wveya akrilik gruplarla
1000-500,000 D, tercihen 10,000-100,000 D araliginda uvygun
molekiler agirlikta PVA polimerinin saglanmasiyla
olusturulabkilmektedir. Asila akrilik gruplar hidrcksil
gruplarinin bazilariyla ester badlantilari olusturmak ig¢in
drnedin akrilik wveya metakrilik asidin PVA 1ile reaksiyona
sckulmasiyla saglanabilmektedir, Polimerizasyonu
gerceklegstirebilen vinilik gruplarin peolivinil alkole
baglanmasiyla 1lgili diJer vyoéntemler Ornedin US 4,878,713 we
tercihen US 5,508,317 wve 5,583,163'de aciklanmaktadir. Buna
bagdlili olarak tercih edilen makromer siklik asetal badlantzi
araci1ligiyla bir (alk)akrilaminoalkil parcasina badlanan bir
polivinil alkol omurgasi igermektedir. Ornek 1 onaylil marka
nelfilcon B 1le bu tirde bilinen bir makromer ornedinin
sentezini ag¢iklamaktadir. Tercihen PVA makromerleri &rnedin 5-
10 gibi molekiil basina vaklasik c¢larak 2-20 asili etilenik

gruba sahiptir,

EVA makromerlerin iyonik bkir monomer iceren etilenik olarak
doymamis monomerlere kepolimerlestirildigi verde, iyonik

monomer tercihen genel formil II’'vye sahiptir
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burada Y! asadidakilerden seg¢ilmektedir

CH,=C (R1Yy -CH»-0-, CH»=C (R1Y%) -CH: OC(0O) -, CH>=C (R19) OC ({0O) -,
CHz=C (R1C) -0-, CH»=C (R19)Y CH,OC (O) N (R11) —, R1200QCCR1?=CRI10C {Q) -0-,
RICCH=CHC (0) O—, RI9CH=C (COOR!2) CH;-C (0) -0—-,
10 Q g
R HcT/c\ Ri0G /c\
— ve N—
HQC-..___C/N H‘“|C|\c/
o] ¢}

burada:

R? hidrojen vevya bir C1-Cs alkil grubudur;

R hidrojen veya bir Ci1-Cs alkil grubudur;

R!?2 hidrojen veva bir Ci4 alkil grubu veya BQ!'dir; burada B ve
0t asadida tanimlandidi gibidir:

Al -0- veya -NRll-‘dir;

KI' Dbir - (CH2) :0C (O) -, - (CHz) :C(C)0O-, - (CHz) :0C(0) O-, -
(CHz) :NRI3=, = (CH2) (NR3C(0) -, - (CHz):C(O)NR!3-, —(CHz) NRI3C{O)O-,
- (CH2):QC(O)NRL:-, - (CHz) NRLI3C (Q)NR!- (burada R!? gruplari ayni
veya farkladar), - (CHz):0-, -(CH2):503- grubudur veya 1istede

bagl:s olarak B 1le birliktedir; defer bafysr wve r 1-12
arasindadir ve R!? hidrojen veya bir Ci-Cs alkil grubudur;

B QI wveya ¥! B defer badin bagli bir u¢ karbon atomu
igerivyorsa, 1stede bagli olarak bir veya daha fazla florin
atomu ve perflorinatli zincirler iceren diiz veya bransli bir
alkanedil, oksaalkilen, alkanediloksaalkandeil veya
alkandiiloligoe (oksaalkandiil) zinciridir; ve

Q! anyonik bir gruptur.

Anyonik grup Q' drnedin bir karboksilat, karbonat, stlfonat,
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stulfat, nitrat, fosfonat wveya fosfat grubu olabilmektedir.
Moncmer serbest asit veya tuz formunda
polimerlestirilebilmektedir. Tercihen konjugat aside ait pKa

5'den daha azdir.

Uygun katyconik grup Q! tercihen bir N'R4:;, P*'RI15; veya S$S'RI5;
grubudur; burada R!Y gruplari ayni veya farklidir wve her biri
hidrojen, Ci-4 alkil wveya arildir (tercihen fenil) wveya R
gruplarindan ikisi 5-7 atom iceren badli olduklari doymus veya
doymamis heterosiklik halkasindandir, R!> gruplarainin her biri
OR1? weya R diir. Tercihen katyonik grup surekli katyoniktir,
yani her R!Y hidrojenden baskadir. Tercihen katyonik grubu ¢

N*R1437 dir, burada her R Ci-s alkil, tercihen metildir.

Cift kutuplu grup Q1 O4rnedgin anyonik vyilkin iki dederli
merkezine wve katyonik vyikin tek deferli merkezine veya tam
tersine sahip o¢larak wveya katycnik vylukin i1iki merkezine ve
anyonik vyiikin tek merkezine wveya tam tersine sahip olarak
yukun Tamamina sahip olabilmektedir. Tercihen bununla
birlikte, ¢ift kutuplu iyon yikiin tamamina sahip degildir ve
en c¢ok Tercihen tek dederli katyonik yikiln merkezine wve tek

deerli anvyonik ylikin merkezine sahiptir.

Mevcut bulusta Q! olarak kullanilabilen c¢ift kutuplu gruplarla
ilgili &érnekler WO-A-00294817de acgiklanmaktadir.

Etilenik olarak doymamis monomerin 4drnedin cift kutuplu
monomer 1ic¢erdidi vyerde, bu parcaciklarin hidrofilisitesini,
vaglilagini, biyolojik olarak uyumluludunu ve/veya kan
uyumlulugunu arttirabilmektedir. Uygun ¢ift kutuplu monomerler
onceki ilanlarimiz WO-A-9207885, WO-A-9416748, WO-A-9416749 ve
WO-2-9520407"de agiklanmaktadir. Tercihen ¢ift kutuplu moncmer
2-metakrioksiloksi-2' -trimetilamonvum etil fosfat ic¢ tuzudur

(MEC) .
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Genel formil I’in monomerinde tercihen Y! bir CH?=CRYCCA-
grubudur; burada R H veya metil, tercihen metildir ve burada
At tercihen NH'dir. B tercihen 1-12 tercihen 2-6 karbon
atomundan olusan bir alkanedil grubudur. Bu tir monomerler

akrilik monomerlerdir.

Etilenik clarak doymamis monomere seyreltici monomer, o&rnedin
iyonik c¢lmayan monomer dahil edilebilmektedir. Bu tiir bir
monomer asit gruplarinin pKa'sinz kontrel etmek, urunun
hidrofilisitesi veya hidrofobisitesgini kontrol etmek,
polimerdeki hidrofobik bdlgeleri sadlamak veya sadece atil
seyreltici olarak 1iglev gbrmek {izere faydali olabilmektedir.
Tyonik olmayan seyreltici &rnekleri &rnedin alkil (alk)
akrilatlar ve (alk) akrilamidler, 0©6zellikle 1-12 karbon atomu

iceren alkil gruplarina sahip bu tir bilesikler, hidroksi wve

di-hidroksi-dedigtirilmis alkil(alk) akrilatlar ve -{alk)
akrilamidler, vinil laktamlar, stiren wve difer aromatik
monomerlerdir.

Polimer matrisinde anyon seviyesi tercihen 0.1-10 meqg gt
aralidindadir, tercihen en az 1.0 meq gl'dir, Tercih edilen
anyenlar siilfatlar, siilfonatlar, fosfatlar ve fosfonatlar gibi

gligll asitlerden tiliretilmektedir.

PVA makromerinin aetilenik olarak doymami g monomerlerle
birlikte pclimerlestirildigdi vyerde, PVA makromerin dider
monomere agirlik orani tercihen 50:1-1:5 araliginda, tercihen
20:1-1:2 araligindadir. Etilenik olarak doymamis monomerde,
anycenik moncomer tercihen %10-100 mol, tercihen en az %25 mol

miktarinda bulunmaktadir.

Capraz baglanan polimer &rnedin stirekli karismayan bir

tasivicaida dagitma fazindaki moncmer damlacaiklarinda
polimerlestirme islemivyle aslinda mikrokiire formunda
olusturulmaktadir. Sistiginde istenilen buyikliuge sahip
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parcaciklara uretmek icin uygun vag i¢inde s5U
polimerizasyonlariyla 1ilgili &rnekler bilinmektedir. Ornedin
Us 4,224,427 suda cHzinebilen monomerlerin slispansivon
maddelerinin wvarlidinda siirekli c¢éziicl fazinda daditilmasivla
5 mm g¢apinda dizgin kilre big¢gimli kiUrecikleri (mikrokiireler)
olusturma vontemlerini aciklamaktadir. Sabitlevyiciler ve yiizey
aktif maddeler daditilan faz pargaciklarinin boyutu iizerinde
kontrol sadlamak llzere bulunabilmektedir. Polimerizasycn
isleminden sonra, capraz badlanan mikrokilireler bilinen
yvollarla iyilegtirilmektedir wve yikanmaktadair ve istede badla
olarak sterilize edilmektedir. Tercihen mikrokiireler gibi
parcaciklar sulu bir sivida sisirilmektedir wve bilylkliklerine

gbre siniflandirilmaktadair.

Iki aktif maddenin bir mikrokiireye vyilklenmesiyle ilgili
yontemler aktif maddelerin vapisina ve gerekli yikleme
seviyelerine gbre secilmektedir. Bunlarin ayni zamanda
yiklenmesi durumunda, her iki aktif maddeyi Dbirlestirilmis
halde iceren bir solisyon uygundur. Ardisik yikleme yontemleri
bir seviyede veya bir siire polimerli sulu sclisyondaki aktif
maddelerden biriyle Temasi igerebilmektedir; hbéylelikle
polimerdeki anyonik gruplarin orani katyonik aktif maddeyle
birlesmemis halde kalmaktadir. Ikinci adimda, istede bagli
olarak emilmemis birinci aktif madde ¢ikarildiktan sonra
genellikle su igerisindeki ikinci aktif madde scoliisyonu iyon
dedisimi igleminin gergeklesmesini sadlavarak belirli bir sire
icin kismen yiiklenen mikrokiirelerle wve polimere yiikld duruma

getirmek i¢in ikinci ilag¢la temas ettirilmektedir.

Aktif maddelerden birinin disik &lglide suda ¢dzintrlige sahip
bir bilesik oldugu yerde, farkli bkir teknik kullanilmaktadir.
Ornedin aktif maddenin polimer matriste sismesi ve emilmesi
icin mikrokiireler saglanarak, mikrokiirelerin uygun
cdzlcilerdeki her ilaca ait solisyonlarla temas ettirilmesivle

aktif maddelerin ardigik olarak yuklenmesi mimkin
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olabilmektedir. Bir dizenlemede, digik &lcgiide suda ¢&zinebilen

aktif madde dnce polimere yiklenmektedir. Raska bir
diizenlemede, katyonik olarak yiklii aktif madde dnece
viklenmektedir.

Icerisinde diisiik ¢&lcliide suda c¢ozinirlii§e sahip olan hem
katyonik olarak yikld aktif maddenin hem de nétr aktif
maddenin ¢dzlnebildidi bir ¢&ziciinlin veya ¢dzlicl sisteminin
secilmesi mumkiin olabilmektedir; ¢cozlicli polimeri sisirme
iglevi gdérmektedir. Ornedgin aktif maddelerden her ikisinin de
segilen alkolde ¢dzlUnebildigi verde, alkol aktif maddeleri
birlikte g¢dzmek igin ve segilen alkolde sgisgebilen polimer

matrisini sisirmek icin kullanilabilmektedir.

Tercihen vyikleme islemi asadidaki adimlari igermektedir:

esasen Kkuru formdaki suda ¢dziinen suda sisebilen anyonik
olarak vyiklil c¢apraz badlanmigs bir polimer matrisi igeren
mikrokiirelerin bkirinci organik c¢dzliclide oda sicakliginda 10
gr/1l’den daha az suda c¢ozinlirliide sahip bir ilac solisyonuyla
temas ettirilmesi, hoylelikle ¢coziclideki ilacg solisyonu
mikrokiirelere emdirilmis hale gelmektedir;

mikrokiirelere emdirilmeven ilac sollisyonunun ayrilmasi;
emdirilen mikrokiirelerin sulu siviyla temas ettirilmesi,
boéylelikle ilag mikrokiirelerin g¢ekirdedinde ¢dkeltilmektedir;
cbkeltilen ilact igeren mikrokiirelerin iyon dedigiminin
yvilklenmesini sadlamak i¢in polimerinkinin karsiti ylke sahip
sulu ivyenik ilag¢ sclisyonuyla temas ettirilmesi; ve

yiklenen 1kili mikrokiirelerin iyilestirilmesi, burada ilag¢lar

yukarida ac¢iklandigdi gibi secilmektedir.

Bu y&ntemde, hem suda ¢&zlinen ilag i¢in hem de katyonik ilag
igin yiksek seviyelerde yluklemeye ulasabildigimizi
saptamaktavyiz. Katvonik ilacin yikleme sevivyesi dizenli
mikroklireler kadar ylksektir. Yikleme vénteminin dnce yiklenen

iyonik ilag¢la gerceklestirildidi wve suda c¢dzinebilen ndtr
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ilacin ikinci olarak yviklendigi yerde, olasi yiukleme
seviyelerine ikinci olarak ulasilmaktadir; ndtr 1ilag dizenli
mikrokiirelerden daha azdir. Bu etki ayrica asagidaki Ornek

47de g&sterilmektedir.

11k kez suda sisebilen ivyonik o©larak vikld ilag¢ salim
polimerine suda c¢o&zinebilen bir ilag ile polimerin karsit
yilkiine sahip bir ilaca bir kombinasyon yuklendigine
inanmaktayiz. Bulusun diger bir acisina gdre (buradan itibaren
ikinci ag¢i olarak adlandirilmaktadir), polimer arti suya
dayanan adirlik olarak %40-99 aralidginda dengeli su igeridinde
oda sicaklidinda suda sisebilen suda c¢ozlinebilen, suda sgisen
iyonik c¢larak yikli bir polimer igeren ila¢ salim matrisi
polimeri sisirebilen organik bir c¢éziclide oda sicakliginda 10
gr/l’den daha az suda c¢oziinme 6zellidine sahip bir ilag
sollisyonuyla temas ettirilmektedir; boylelikle solliisyon
matrise emdirilmis hale gelmektedir;

polimer matrisini emmeyen herhangi bir ilag solisyonu
ayrilmaktadir;

emdirilen matris suyla temas ettirilmektedir, bodylelikle ilag
matriste ¢dkeltilmektedir;

cokeltilen suda c¢dzinebilen ilaca sahip matris ivyvonik olarak
yuklt sulu ila¢ solisyonuyla temas ettirilmektedir, bdylelikle
matris sismektedir wve ©polimerle birlestirilen ters vyikin
igeren iyon dedisimi yer almaktadir ve 1ilag¢ elektrostatik

olarak polimer matrisine badlidar.

Iste§e badli olarak diisiik ¢dziniirlilklii ilacla yiiklenen matris
ardindan durulanmaktadir ve/veya kurutulmaktadir. Iyonik
olarak yukli ilaca ait sulu scoliisyconla temasla ilgili ardasak
adimlar WO 2007090897'de agiklandigdl gibkbi olabilmektedir wve bu
tarifnamede aciklanan tercih edilen Dbilesenler wve kosullar
ilaclar dahil olmak flizere bu dlzenlemedeki védntemdeki ilk
adimlar digin kullanilakilmektedir. Matris Dbulusun birinci

agisina gdre mikrokire formunda olabilmektedir. Alternatif
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olarak bu bir igne, tabaka, disk, 1ince tel veya polimer film
formundaki implant gibi bir 1lag¢ salim c¢ihazi malzemesi
olabilmektedir. Alternatif olarak bir stent, kateter, idgne,
tibaj, graft, wvalf, tel ve benzerleri gibi nakledilen cihazin

dzerindeki kaplamadir.

Polimer yukarida aciklanan bulusun birinci agisinda
kullanildaga gibi anyonik bir polimer clabilmektedir.
Alternatif olarak bu drnedin ayrica WO 0152915'de ac¢iklandigda
gibi c¢ift kutuplu asili gruplara sahip katyonik bir polimer
olabilmektedir. Alternatif olarak Liu ev arkadaslarina ait ada
gecen kitapta (2003) acgiklandidi gibi bu dekstran siilfat bazla
malzeme gibi ilag¢ salim cihazinda kullanilan baska bkir iyonik

hidrojel polimeri olabilmektedir.

Alternatif olarak kolajen, hivarulonik asit, dekstran silfat,
aljinat, selillozik polimer veya albimin gikbi bir proteine veya
pclisakaride dayanan dodal bazli bir polimer olabilmesine

ragmen, bu tercihen sentetiktir.

Bulusun ikinci agisindaki yoéntemde, birinci ilag¢gla yiklenen
matris ikinci ilacin sulu solisyonuyla temas etmeden once
kurutulabilmektedir. 1Ikinci ilacla iyon de§isiminden sonra
fazla 1ilag¢ scoliusyonu durulanmadan oOnce ¢ikarilabilmektedir.
Bulugun bu acgisi belirli bir deJere sahiptir, burada suda
cozlnebilen ilag¢ yukarida acgiklandidi gibi rapamisin veya bir
benzeridir wveya paklitaksel veya deksametazon gibi bir

taksandair.

Bulusun birinci acisindaki drini iretmek igin yiukleme
yvontemiyle 1lgili alternatif bir diizenlemede, yikli olmayan
aktif madde oda sicaklidinda kristalli olan bir malzeme
olabilmektedir; ancak kristalli formda olmasi durumundan
kaginmak istenmektedir. Bu tir ilag¢lar ©&rnedin ibuprofeni

igermektedir. Bu ilag¢lar ig¢in, ilacin kristallesmesi vya§ gibi,
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drnedin mineral vag veya bitkisel vyag gibi, 1istege bkadla
olarak drnedin lipiodel veya baska iyedinatla bir yad gibi bir
gériintilleme maddesi iglevini gobren bir vag gibi bir
kristalizasvyon inhibitdrinin birlestirilmesivyle
dnlenebilmektedir. Uygun olarak 1islem suda c¢&zlnebilen suda
sisebilen iyonik olarak yikld capraz bkaglanmis bir polimer
matrisini i1g¢eren mikrokiirelerin mikroklrelere niifuz edebilen
organik bir c¢dziiclideki kristallesebilen ilag¢ sollisyonuyla
temas ettirilmesini igermektedir; soliisyon ayrica ilacin
kristallesmesini 6dnleyen kristal bir degigtiricivyi
igcermektedir ve miteakip adimda kristallesekilen ilacin
yiklendigi mikrokiireler iyon dedisimiyle ilaci yiiklemek 1igin
uygun olan siirede ve miktarda pclimer matrisinin karsiti yike
sahip sulu ivonik i1lag¢ sollisyonuyla temas ettirilmektedir.
Tercihen vyontemde, kristallestirilebilen ilacin vyiklenmesini
takiben kilrecikler emilmeyen kristallestirilebilen ilaca

¢ikarmak ig¢in suyla veya sulu bir solisyonla yikanmaktadir.

Bulusun birinci ve ikinci acilarinin bulunmasinda,
mikrokiireler embolizasyen yonteminde uygulamak 1ig¢in uygun
olabilmektedir. Mikrokiireler bu sebeple tedavi edilen hayvana
ve timérin verine ve dolavisiyla besleyici kan damarlarinin
boyutuna badli olarak embeolizasyonda kullanmak i¢in uygun
olacak buyukliktedir. Ornedin embolik mikroklireler tercihen

aralidinda oda s1cakligdinda iyonu giderilmis suda
sigirildidinde 40 pm -1500 pm aralidinda ve tercihen 100 pm -

1200 pm aralidinda (dizgin) bkuyiklide sahiptir. Alternatif
olarak mikrokiireler ilaci uzun siire bovyunca cevreleyen dokuya
ve 1stede Dbadgli colarak dolasima salabilen bir 1ilag deposu
olarak uygulamak icin uygun olabilmektedir. Baska bir
dizenlemede, mikrokiireler <timér 1¢i uygulama 1ig¢in uygundur,
Embclizasyon ig¢in yukarida belirtilen aralikta blyiklide sahip
mikrokiireler ayrica timdér i¢i uygulama ig¢in veya timér

rezeksiyonunun ardindan rezeksiyon marjlariyla ilgili uygulama
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i¢in uygun olabilmektedir.

Mikrokiirelerle birlikte kullanmak iizere vyukarida acgiklandid:
gibi katvonik olarak yiklll wve suda coziinebilen aktif
maddelerin anyonik matris polimerlerine vyliklenme ydntemleri
ayrica 1ilac¢ salim maddelerine dayanan dider hidrojele bu tir
ilag tiplerini vyiklemek ic¢in uygulanabilmektedir. Bulusun
ikinci ag¢isinda, iki ilac¢ tercihen tiUmér tedavisinde terapétik
olarak etkin olacak sekilde secilmektedir ve tercihen burada
daha &nce tanimlandidi gibi 0.9%'dan daha az, tercihen 0.7’/den
daha az, drnedgin 0.5'den daha az, tercihen (0.3"den daha az ve
en c¢ok tercihen 0.1'den daha az kombinasyon indeksine

sahiptir.

Bulusun ikinci acisindaki iyonik ilag WO 04071495" de
agiklandidr gibi katyonik antrasiklin olabilmektedir wveya WO
2006027567 de agiklandigdz gibi kamptotesin tliirevi
olabilmektedir. Alternatif olarak ilacg, WO01529157 te

aciklandidi gibi anvyonik olabilir.

Mevcut bulus eslik eden 6rneklerde gdsterilmektedir. Ornekler
kisaca asagidaki sonuclarla i1lgili cesitli sekillere génderme

vapmaktadair:

Sekil 1 Ornek 2’de ag¢iklandidir gibi doyma seviyesinde (n=1)
ikinci ilacain yviklenmesinden sonra 25 mg.ml-t kiirecik
sevivyesinde doksorubisin (Ornek 1) ve irinotekanla (Ornek 2)
yiuklenen kiireciklerin yiikleme profilini gdstermektedir;

Sekil 2 kirecikler halinde |birlesgtirilen irinotekan ve
doksorubigine alt yiklems profilini gbstermektedir,
Kiireciklerin yikleme profili 1 saat i¢in 25 mg irinotekanla ve
daha sonra 1 saat icin 25 mg doksorubisinle (Ornek 3) veya 1
saat ic¢in 25 mg doksorubisinle wve daha sonra 25 mg
irinotekanla (Ornek 4) vyiklenmektedir ve kiireciklerin yiikleme

profili Ornek 2’de aciklandidir gibi 25 mg doksorubisin ve 25
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mg irinotekana (Ornek 5) (n=1) ait bir karisimla
yiiklenmektedir;

Sekil 3 Ornek 2’de acgiklandidir gibi farkli yontemlerle bir
doksorubisin ve irinotekan kombinasvonuyla viklenen o6rneklerin
boyutunu gdstermektedir (n=1);

Sekil 4 ayni kilreciklerden oda sicaklidinda PBS' ye
ayristirilan doksorubisin ve irinotekana ait elisyon profilini
gbstermektedir. Grnek 1 doyma seviyesinde irinotekanla
yiiklendikten sonra 25 mg.ml?! seviyesinde  doksorubisinle
yiklenen kilreciklerdir; Ornek 2 doyma seviyesinde
doksorubisinle yilklendikten sonra 25 mg.ml-d seviyesinde
irinotekanla yiiklenen kiireciklerdir. Ornek 3 1 saat ic¢in 25 mg
irinotekanla wve daha sonra 25 mg dokscrubisinle viiklenen
kiireciklerdir; Ornek 4 1 saat 1icin 25 mg doksorubisinle ve
daha scnra 25 mg irinotekanla vyilklenmis kiireciklerdir ve Ornek
5 Ornek 2’de aciklandidi giki 25 mg dokscrubisin ve 25 mg
irinotekana ait karisimla (n=1) yiklenen kiireciklerdir;

Sekil 5 Ornek 3’de aciklandigi gibi 24 saat icin (n=1) déner
bir miksere oda sicakligdinda 200 ml PBS icgerisine doksorubisin
ve irinctekanla vyilklenen mikrokiirelerin salim profillerini
g&stermektedir;

Sekil 6 Ornek 47 de aciklandigdl gibi rapamisin Ve
doksorubisinin kilireciklere vylklenmesiyle 1ilgili 1ki ydntemi
gosteren bir akis diyvagramidir;

Sekil 7 Ornek 4’'de aciklandidi gibi yiklenmemis ve ilacg

viklenmis kilreciklerin boyut dagdilimini géstermektedir;

Sekiller 8A-D 25°C'de 200 mL PBS'ye viklenen kiireciklerden
doksorubisin wve rapamisin ayrismasini gdstermektedir. (A)
Kireciklerden 1ilag elisyonu Yontem 1 ile yapilmaktadir. (B)
(&) 1le 1ilgili eliisycen verileri vyizde olarak sunulmaktadir.
(C) FKiireciklerden 1ilag¢ elilsyonu Yéntem 2 1le yapilmaktadir.
(D) (C) ile ilgili ellisyon verileri yiizde olarak
sunulmaktadir. (A) ve (C)'de ayristirilan ilac miktari Ornek

4"de aciklandidil gibi ilagsiz olarak kirecik vyofdunludu basina
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dizeltilmektedir;

Sekil 9 Ornek 5’de agiklandid:r gibi ibuprofen-irinctekan
kilrecigdini hazirlama ydntemini g&stermektedir;

Sekil 10 Ornek 5'de acgiklandigdi gibi ibuprofen- ve ibuprofen-
irincotekan yikli kilreciklerin boyut dagilimini géstermektedir;
Sekil 11 ibuprofen ve 1rinotekan kombinasyonuyla irinotekanin
kireciklerden ayristirilmasini gdstermektedir. ElUsyon kosgulu:
Ornek 5’de aciklandigi gibi 0.24 ml kirecik (yiklu), 200 mL
PBS, 25°C;

Sekil 12 ibuprofen ve irinotekan kombinasyonuyla ibuprofenin
kiireciklerden ayristirilmasini gdstermektedir. Ellsyon kosulu:
Ornek 5’de aciklandigi gibi 0.24 ml kilrecik (yiikli), 200 mL
PBS, 25°C;

Sekil 13 Ornek 6'da aciklandigda gibi kiireciklerden
doksorubisinin ayrismasina karsa eliisyon sliresini
géstermektedir (Hata c¢ubuklari: 13D, n=6);

Sekil 14 Ornek 6’da aciklandidi gibi LDH deneyinden (Hata
cubuklarzi: 18D, n==6) elde edilen kilrecik sayisiyla vwve
maruziyet sliresiyle 1ilgili olarak i1slem gdrmemis hiicrelerle
karsilastirildidinda vasavabilen HepGZ hicrelerinin ylzdesini
gbstermektedir;

Sekil 15 Ornek 7'de aciklandidl gibi LDH deneyine ait sonuglar
olan rapamisin, doksorubisin vwve kombinasyon icin (Hata
gubuklari: 18D, n=5) yasayabilen HepG2 hiicrelerinin ylizdesini
gbstermektedir;

Sekil 16 Ornek 7’de aciklandig: gibi LDH deneyine ait sonuglar
olan rapamisin, dokscorubisin wve kombinasyon - 0O6lgekli acgilim
icin (Hata cubuklari: 1SD, n=b) vasavabilen HepG2 hlcrelerinin
yizdesini gb&stermektedir;

Sekil 17 Ornek 7'de aciklandidi gibi MTS deneyine ait sonuclar
olan rapamisin, doksorubisin wve  kombinasyon ig¢in (Hata
cubuklari: 1S5EM, n=32) yasayabilen HepG2 hiicrelerinin ylizdesini
gbstermektedir;

Sekil 18 Ornek 7'de aciklandidi gibi MTS deneyine ait scnuglar
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olan rapamisin, dokscrubisin wve kombinasyon - Olgekli acgilim
ig¢in (Hata cubuklarai: 1SEM, n=3) yagsayabilen HepG2
hiicrelerinin ylizdesini g&stermektedir;

Sekil 19 Ornek 8’de aciklandidi gibi ilag¢ viklil mikrokiire
kombinasyonlarina (MTS deneyi, n=6, x5D) maruz kaldiktan 72
saat sonra HepGZ hiicrelerinin hiicre vasavabilme %’sini (log
Hlgedl) gdstermektedir;

Sekiller 20-22 Ornek 9'da acgiklandidi gibi tekli veya 1ikili
yilklenmis ilag ayristirma kiireciklerine (sirasiyla) 24, 48 ve
72 saat maruz kaldiktan sonra (n=7 +/- 8D) vyasayabilen PSN1
hicrelerinin yiizdesini g&stermektedir;

Sekiller 23-25 Ornek 9'da aciklandidi gibi tekli veya 4ikili
yiklenmis ilag¢ ayristirma kiireciklerine (sirasiyla) 24, 48 ve
72 saat maruz kaldiktan sonra (n=4 +/- SD) vyasayabilen HepGZ2
hiicrelerinin ylizdesini gdstermektedir;

Sekiller 26-28 Ornek 10’da aciklandidi gibi tekli vevya ikili
yilklenmig ilag¢ ayristirma kiireciklerine (sirasiyla) 24, 48 wve
72 saat maruz kaldiktan scnra (n=4 +/- SD) vasavyabilen HepGZ

hiicrelerinin yiizdesini godstermektedir.

Ornek 1: Ilac Ayrastirma Kiireciklerinin Hazirlanmasi

Mikrokiireler distik AMPS ve yiksek AMPS formiilasyonlarini
Uretmek igin WO 2006027567’ deki Referans Ornedinde agiklandig:

gibi sentezlenmektedir.

Ornek 2: irinotekan Ve Doksorubisin Kombinasyonlarinin

Yiikklenmesi Ve Ayristirilmasi

Ornek 17deki 500-700 pm Yiiksek AMPS kiirecikleriyle ilgili bes
drnek asagidaki farkli vyaklasimlari izleyerek doksorubisin ve
irinotekanla yiiklenmektedir:

Ornek 1: 3.5 mL irinotekan solisyonu {(Kampto, Pfizer, 20 mg.mL-

L= 70 mg) tum sllfonat gruplarini doyurmak ig¢in 48 saat
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stireyle 1 mL kiireciklere vyiklenmektedir. Daha sonra, tiikenen
solilsyon ¢ikarilmaktadir wve yiliklenen kiirecikler badlanmayan
ilac1 ¢ikarmak ig¢in bilinen yocgunluktaki iyonu giderilmis
suyla vyikanmaktadir. Kilreciklere vyilklenen irinotekan miktari
azaltilan solisyondaki 1lk wve son miktarlar arasaindaki fark
olarak azaltilarak hesaplanmaktadir wve tim vyikamalar 369 nm
dalga uzunludunda UV ile &lcgilmektedir. Bir mL doksorubisin
(Dabur onkoloji-25 mg.ml-t) daha sonra ayni kiireciklere
eklenmektedir ve yikleme profili belirlenmektedir.

Ornek 2: Ornek 1’e benzer olarak, ancak 2.8 mL doksorubisin
(25 mg.ml-! = 70 mg) sclilsyconu tim silfonat gruplarini doyurmak
i¢in birinci adimda irinotekan solilsyonunun yerine kilreciklere
eklenmektedir. Tim sollisyonlar 483 nm dalga uzunlugunda UV ile
dlciilmektedir ve kiireciklere yiiklenen ilag¢ miktari azaltilarak
belirlenmektedir. Kirecikler vilklendikten wve ikinci adimda
iyonu giderilmis suyla yikandiktan sonra, 1.25 ml irinotekan
solilsyonu (20 mg.mL!) = 25 mg) ayni klreciklere eklenmektedir
ve yiikleme prcefili belirlenmektedir.

Ornek 3: 1.25 mL irinotekan solusyonu (20 mg.ml-! = 25 mg) 1 ml
kilrecige yiklenmektedir ve 1 saat sonra 1 ml doksorubisin (25
mg.ml 1) ayni kireciklere eklenmektedir. Bunda ve asadidaki
drneklerde hic ara vikama gerceklestirilmemektedir.

Ornek 4: 1 ml doksorubisin (25 mg.ml-1) 1 ml kiirecige
eklenmektedir ve 1 saat sonra 1.25 mL irinotekan sclisycnu (20
mg.ml-t = 25 mg) ayni kiireciklere eklenmektedir.

Ornek 5: 1.25 ml irinotekan soliisycnu (20 mg.ml! = 25 mg) 1 ml
deoksorubisinle (25 mg.ml-l) karistirilmaktadir ve daha scnra 1

ml kiirecide eklenmektedir.

Tum Orneklerdeki vyikleme profillerini belirlemek ic¢in, 50 pl
21v1l bélintidl her ilacin eklenmesinden 5, 15, 30, 45 dakika
sonra her siseden ¢ikarilmaktadir, gerektidi gibi
seyreltilmektedir ve 483 wve 3¢9 nm’de UV ile okunmaktadir. Her

zaman noktasina vyiklenen miktar karsilik gelen standart

40



10

15

20

25

30

35

egriler kullanilarak azaltilarak belirlenmektedir.

Her i1iki ilacin da yilklenmesinden sonra, tiim &rnekler Colorview
I1I kaydedici kamera kullanilarak kendi vikleme
soliusyonlarinda boyutlandirilmaktadir ve resimler
cekilmektedir. Bunun icgin en az 100 kirecik d&lcilmektedir. Bu
veriler nermallestirilebilmektedir ve karsilik gelen

histogramlar clusturulmaktadir.

Boyutlandairildiktan sconra tum Ornekler ayristirilmaktadar.
Burada kalan yikleme solisyonlara bir Pasteur pipeti
kullanilarak c¢ikarilmaktadir ve yuklenen kilrecikler 200 ml PBS
igeren kahverengi siselere aktarilmaktadir (Inverclyde
Biclogicals}. 5, 15, 30, 45, 60, 90. dakikalarda, 2. saatte,
4. saatte ve 24. saatte, ayristirma aracina ait sivi bolintd
(4 ml) cikarilmaktadir ve yodunludu korumak ig¢in 4 ml taze PBS
ile deéisgtirilmektedir. Tum Ornekler her =zaman noktasinda
ayristirilan miktari hesaplamak i¢in karsilik gelen standart

edriler kullanilarak 483 ve 368 nm’de UV ile okunmaktadir.

Hesaplamalar:

Ayni kiireciklerden her iki ilacan da yliklemesini ve
ayrismasinl hesaplamak i¢in asadidaki tahminler vapilmaktadir:

483 nm’de emilim = 483 nm’de doksorubisin emilimi

Irinotekan sclisyonunun UV taramasinda bu ilacin bu dalga
uzunludunda emilmedidi gdzlemlenmektedir.
369 nm'de emilim = 369 nm’de dokscorubisin emilim + 369 nm'de

irinotekan emilim

Doksorubisin taramasi 362 nm dalga uzunludunda bir miktar
emilim sergilemektedir wve Dburada ayni zamanda &lclildidinde
irinotekan ile doksorubisin emilimi arasinda etkilesim

olmadigr dislintlmektedir. Karigsimla 1ilgili tarama her iki
41



10

15

20

25

30

ilacin emilim spektrumlari arasinda kayda deder herhangi bir

etkilesgsim sergilememektedir,

Bu 1iki tahmin tim hesaplamalar icin vapilmaktadar. Tim
drnekler hem 483 nm hem de 369 nm dalga uzunludunda
okunmaktadir. 483 nm’de doksorubisinin emilim ve standart
egrisi kullanilarak, her ©&rnekteki doksorubisin yodunlugu
hesaplanmaktadir ve bu yodunluklar ve 369 nm’de doksorubinin
standart edrisi kullanilarak bu dalga uzunludundaki doksorubin
emilimi hesaplanmaktadir. Daha sonra bu deferin 36% nm’deki
toplam emilimden ¢glkarilmasivyla, 369 nm’ de emilim ve

delayisiyla irinotekan yodunludu hesaplanmaktadir.

Irinotekan Ve Doksorubinin Ayni Kiireciklere Yiiklenmesi

Bu deneylerin amaci kilreciklerin etkilesim mekanizmalarini
belirlemek ve ilacglar arasindaki claszi etkilesimleri
degerlendirmek amaciyla farkli dokscrubisin wve irinoctekan
kombinasyonlarinin yuklems ve ayristirma davraniglarini
degerlendirmek wve kargilastirmaktir, Her  iki ilacin da
basarili sekilde ayni kilreciklerle birlestirilmesi durumunda,
gerektiginde es zamanli olarak her i1ki timdr onlevyici ilacin

lokal salimina ulasmak kolay olmaktadir.

Doksorubisin ve irinotekan yukarida detaylandirilan farkla
vaklagsimlar izlenerek vylUklenmektedir wve sonug¢lar asadidaki
gibi sunulmaktadir:

Sekil 1'de g&riildigli gibi irinotekan &nce maksimum badlanma
kapasitesinde vyiiklenirse ve daha sonra dokscorubisin sisteme
eklenirse (Ornek 1y, bir miktar irinotekan (~ 517)
dedistirilmektedir; ancak 1ilacin biyik bir kismi kiirecikler
tarafindan tutulmaktadir. Doksorubisin &nce maksimum badlanma
kapasitesinde vyilklenirse wve daha sonra dokscrubisin sisteme

eklenirse {Ornek 2Y, daha az yiuzde miktarina sahip
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doksorubisin (< %8) irinotekanla deistirilmektedir. Bu
veriler, doksorubinle ilgili Ky dederlerinin irinotekan ig¢in
hesaplanan dederlerden biraz daha yiksek oldugu (Gonzalez wve
arkadaslari 2006) ve dokscorubisinin ayni solisyon yoJunludunda
irinotekandan daha az wve daha vavas salindidili gercgedivle
uyumludur. Her iki durumda da, bununla birlikte dedistirilen
ilac miktari azdir wve her iki etkilesimin de ikinci ilacan
eklenmesinden sonra sabit oldudunu belirtmektedir. Bu yilikleme
isleminde kolaylikla doyurulan az yoJunlukta sollisyonun
kullanilmasinin ve Na‘* veya K* gibi kiigtik iyonlar tarafindan
deneyimlenmeyen bir fenomen o©olan ikinci ila¢ vaklasiminin
baglanma alanlarini yapisal olarak engelleyen Grncelikle
baglanan hacimli ilacg molekiiliinin bir sonucu clarak
agilklanabilmektedir. Bu iki faktdér eklenen ikinci ilacgla

defigstirilen ilacin zz ylzde miktarina katkida bulunmaktadir.

Sekil 27deki Ornek 3 ve 4, kiireciklerin éncelikle 25 gr bir

ilacla viklenmesi wve daha sonra 25 mg dider ilacin eklenmesi

durumunda oldukca az miktarda bagli ilag¢ (<%5) siradan badimsiz
olarak ikineci ilacin eklenmesiyle defistirildigini
gostermektedir. Kireciklerin  maksimum yikleme kapasitesi
sirasiyla doksorukisin ve irinotekan i¢in ~ 40 mg ve 52 mg
oldugu wve ikinci 4dlag¢ eklendidinde (6ncelikle 25 mg ilac
kiireciklere eklenmektedir wve ardindan 25 mg dier ilag
eklenmektedir) kilreciklerin baglanma alanlari doyurulmadigdzi

igin bu sonug¢lar beklenmektedir.

Sekil 27deki Ornek 5, her iki ilacin da ayni zaman yiiklenmesi
durumunda viklemnme hizinin ve viklenen toplam miktarin
doksorubisin 1¢in irinotekandan Dbiraz daha vilksek oldugunu
{eklenen toplam %94 oraninda doksorubisin (25 mng)
yiklenmektedir, buna karsin eklenen toplam %91 oraninda
irinotekan (25 mg) 2 saat sonra eklenmektedir) gbdstermektedir.

Bu kiicik fark kendi Ky deferlerinin bir sonucu olarak
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ac¢iklanabilmektedir; burada doksorubisin Kb degeri (5.58*10%-
1.02*%10%) irinotekandan biraz daha yiksektir (8.73*107-
3.62*108) .

Ayni Kireciklere Yiklenen Irinotekan Ve Doksorubisinin

Bovyutlandirilmasi

Farkli vaklasimlarla her iki ilacin yiklendidi kirecikler
arasinda kayda deder herhangi bir fark saptanmamaktadir (Sekil

3).

Ayni Kiireciklere Yiiklenen Irinotekanin Ve Doksorubisinin

Ayristirilmasi

Sekil 4 Lim Orneklerin benzer ayristirma vontemlerini

izledigini ve doksorukbisinin 200 ml PBS igerisinde

Q

ayristirildigdinda irinotekanla {<4 saatte > %99 mey)

karsilastirildidinda oldukca vavas (24 saatte < %25H) sgekilde

salinmaktadir.

Ornekler 1 ve 2'de dider ilacin eklenmesinden &nce bir ilacain
doyma seviyesine kadar viklendidi verde, viklenecek olan
ikineci ilac &rnek 32 wve 4’dekinden daha hizli salinmaktadir;
burada her iki 1lag¢ da ayni =zamanda doyma seviyesinin
altindaki kiireciklere vyiklenmektedir. Bu doymus olan tim
siilfonat gruplarinin neden oldudu vyiiklenecek olan ikinci
ilacin kismen badli vapisiyla agiklanabilmektedir (ornek 1 wve
2} . Az miktarda ylklenen ikinci ilag¢ dncelikle wve ¢odunlukla
bagli ilacin dedistirilmesiyle klUreciklere baglanmaktadir.
Yiklenen ilacin lkiyik bir kismi kilreciklerin igerisinde
serbest (badsiz) olabilmektedir wve badli ilag¢tan daha hizla

ayrismaktadir.

Sonucta dcksorubisin wve idrinotekan kireciklere ayni =zamanda
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veya ardisik clarak yuklendiginde, diger ilacain salim
davranisinda herhangl bir dedisiklik gdzlemlenmemektedir. Ek
ilaclarin wvarligr vyilklemeye mildahale etmemektedir wve diJer
ilacin salim davranisini dedistirmemektedir. Her ilac tek
basina her 1lag¢ 1ig¢in olusturulan bireysel 1lag¢ ayristirma

profillerinden beklendidi gibi ayrismaktadir.

Ayristirilan solisyonlarin uv profilleri
gerceklestirilmektedir ve viklenmemis doksorubisin ve
irinotekan karigimiyla kargilastairilmaktadar. Kireciklerin

ig¢inde ilaglardan herhangi Dbiriyle ilgili belirgin Dbir
etkilesim wveya defisim meydana gelmedidini onaylayarak ug

noktalarin sekli ve maksimum dederler defismemektedir.

Bu denevyler her 1ki ilacin ayni kireciklerden ayni zamanda
yiklenmesinin ve ayristirilmasinin mimkin oldudgunu
gbstermektedir. ki ilacin  slirekli salimi  bu  {irlinden
beklenmektedir. Bu iki timdr ©onleyici 1la¢ kombinasyonunun
yiuksek dozlu tek ilac¢la tedaviden daha fazla terapétik
etkisine ulasmasi ve her iki ilacin yan etkilerini azaltmasi
beklenmektedir. Bu potansiyel arin canli organizmada
etkilerini sinerjistik, ek veya antagonistik olarak belirlemek
izere deferlendirilmektedir. Bu etki Dbireysel kemoterapi
maddelerinin molekiller oranlarina ve uygulama programlarina
baglidir (Aschele wve arkadaslari, 1998} . Canli organizma
calismalari en iyi orani belirmek amaciyla farkli dozlardaki
iki maddeyvi deferlendirmek i¢in gerceklegstirilmektedir. Bu
deneyler her 1ki ilacin basarili sekilde vyluklenebildigini ve
bireysel olarak ilaclarin salim profillerini dedistirmeden ve
kiireciklere birden fazla katyonik ilacin yliklenme olasiligini
dneren ayni kiireciklerin icerisinde ayristirilabildigini

ortaya cgikarmaktadir.

Ornek 3: Ayni Kiireciklerde 1Iburopfen Ve Doksorubisinin

Kombinasyonu
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Thuprofen ve doksorubisin soliisyonlari es zamanli olarak disiik
AMPS kiireciklerilklerine yliklenmektedir. Buna ulagmak
amaciyla, 1 ml 500-700 pm kireciklerine ait Dbir &drnegde
ibuprofen vyiklenmektedir (WO 2004073688'deki Orneklere gbre).
Fazla paketleme solilsyonu Pasteur pipeti kullanilarak

cikarilmaktadir we 2 ml doksorubisin sclilsycnu (5 mg.ml-1)

eklenmektedir. 24 Saat sonra, 50 pl sivi bolintid tiketilen
sollsyondan gikarilmaktadir ve 263 nm ve 483 nm"de UV yoluyla
dlcilmektedir. Klireciklere vyiiklenen doksorubisinin miktar:
azzaltilarak zzaltilan solisyondaki ilk wve son miktarlar
arasindaki fark olarak hesaplanmaktadir (hesaplamalar asagida

ac¢iklanmaktadair) .

Her iki ilag¢la vyiiklendikten sonra, tiiketilen vylkleme soliisyonu
cikarilmaktadir ve vyiklenen kirecikler 200 mL PBS igeren
kahverengi siselere aktarilmaktadir. &, 45, 90. dakikalarda,
3, 5 ve 24. saatlerde, 2 ml elisyon araci g¢ikarilmaktadir wve
yogdunlugu korumak 1i¢in 2 ml taze PBS ile dedistirilmektedir.
Tum &rnekler 263 ve 483 nm'de UV yoluyla okunmaktadir ve her
zaman noktasinda ayristirilan her ila¢ miktari karsilik gelen

standart efriler kullanilarak hesaplanmaktadir.

Hesaplamalar:

Ayni kilreciklerden her iki ilacin yiklemesini ve
ayristirilmasini hesaplamak igin, asadidaki tahminler
vapllmaktadir:

483 nm'de emilm = 483 nm’de dokscrubisin emilimi.

Thuprofen ve doksorubisinle ilgili UV taramalari, sadece
doksorubisinin bu dalga uzunludunda emildigini g&stermektedir.
263 nm'de emilim = 263 nm’de doksorubisin emilimi + 263 nm'de

ibuprofen emilimi.
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Doksorubisin UV taramasi 263 nm dalga uzunluunda bir miktar
emilim gbdstermektedir. Ayni zamanda olc¢ildiginde doksorubisin
ile ibuprofen emilimi arasinda herhangi bir etkilesim

olmamasiyla ilgili tahminde bulunulmaktadir.

Bu 1iki tahmin tim hesaplamalar i¢in vapilmaktadir. Tum
Oornekler her 1iki dalga uzunludunda (263 nm wve 483 nm)
okunmaktadir. 483 nm'de emilim kullanilarak, her &rnekteki
doksorubisin yogunlugu hesaplanmaktadir; daha sonra 263 nm'de
bu yodunluklari ve standart doksorubisin edrisi kullanilarak
263 nm’de doksorubisin emilimi hesaplanmaktadir. Bu dederin
263 nm’de toplam emilimden ¢ikarilmasiyla, ibuprofen yodunludu

ibuprofen standart edrisi kullanilarak hesaplanmaktadir.

Kireciklerde Doksorubisin Ve 1Ibuprofen Kombinasyonlarinin

Yiklenmesi Ve Salimai

Birinci deney dizisinde, doksorubisin ve ibuprofen ayni
kiireciklerle birlestirilmektedir ve salim davranislaray

deferlendirilmektedir.

Oncelikle, WO  20040736887de agiklandiga gibi liyofilize
kiirecikler ¢cézucu buharlastirilmasiyla ibuprofen/etancl
sollUsyonuyla viklenmektedir wve daha sonra 121°C’de 15 dakika
sireyle suyu tekrar kazandirilmaktadir ve basingli kapta
kilrlenmektedir. Suyu veniden kazandirilan ibuprofen vyiikli

kiirecikler daha sonra 24 saat slUreyle doksorubisin solisyonuna

(5 mg.ml-t) daldirilarak doksorubisinle yiklenmektedir. Bu
deneyde, maksimum miktardaki 8.3 mg doksorubisin vikleme
solilsyonunun yodunludunun azaltilmasiyla hesaplanan

kilreciklere yliklenmektedir. Disiik AMPS kiirecikleri tek basina
bu ilac¢ vyiklendiginde -14 mg.ml! doksorubisin icin maksimum

kapasiteye sahiptir. Bu maksimum miktar kilreciklerde bulunan
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baglanma alani sayisiyla sinirlandirilmaktadir. Ornede daha
fazla miktarda 1ilag¢ eklenirse, kireciklerdeki tim stulfonat

gruplari: doyuruldudu ic¢in bu yliklenmemektedir.

Ayni kiireciklerden her iki ilacin salinmasi ayni zamanda UV
spektroforometriyle izlenmektedir, salinan her iki ilag¢ igin
eliisyon profili Sekil b5'de gbsterilmektedir. Her i1iki ilag
sadece 1lag¢lardan biriyle vyilklenen klireciklerde g&zlemlenen
aynli salim profillerine sahiptir wve i1iki ilag¢ arasinda hic
etkilesim gdzlemlenmemektedir. Bu deney es zamanli olarak iki
ilacin sltrekli salimi i¢in bkir platform o&nererek, her 1Kki
ilacin ayni kiirecide vyilklenebildigini ve salinabildidini
gbstermektedir. BRir ilacin uygulanmasiyla her 1iki ilacin
terapdtik etkisi eklenerek bu bir ilag¢ salim cihazi olarak
faydali olzgbilmektedir. Bu tedavi prosediirlerin izlenmesiyle
analjezik i1la¢ gereksinimlerini azaltabilmektedir ve her 1iki
ila¢ kombinasyonuyla sinerjistik timdér Onleyici  sonug¢lar

gésterildidinde daha toksik ilacin dozunu azaltabilmektedir.

Ornek 4: Ayni Kiireciklerdeki Doksorubisin Ve Rapamisin
Kombinasyonu
Yikleme ySntemleri: Tki ylukleme yvontemi Sekil 6'da

gdsterildidi gibki test edilmektedir.

Yéntem 1

1 ml yiiklenmemis yiksek AMPS kilrecik solilsyonuna gece boyunca
doksorubisin solusyonu (5 ml 10.07 mg/ml, hedef vylkleme 50
mg/ml  kiirecik)ylklenmektedir. Doksorubisgin yikld kiirecikler
ekstra suyu c¢ikarmak i¢in 1 ml DMSO ile bes kez yikanmaktadir
ve 1 ml 60 mg/mL rapamisin DMSO solisyonu yaklasik oclarak 30
dakika silireyle doksorubisin kiireciklerivyle karistirilmaktadir.
Ardindan ekstra rapamisin [MSO solisyonunun c¢ikarilmasini

takiben, kirecikler hic¢ beyaz ilag¢ parcacidi gdzlemlenmeyene
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kadar 5 ml tuzlu suyla yikanmaktadir.

Yéntem 2

1 ml kiilrecik solisyonu bes kez 1 mL DMSO ile yikanmaktadir ve
30 dakika sireyle 1 ml 60 mg/ml rapamisin DMSO solilsyonuyla
karistirilmaktadir. Yliklenen kiirecikler daha sonra hic basgka
beyaz ila¢ parcacidi godzlemlenmeyene kadar 5 ml tuzlu suyla
yikanmaktadir. 0.5 ml rapamisin vyiiklii klirecik bulamaci gece
boyunca Z2.5 ml 10.07 mg/ml doksorubisin solusyonuyla
déndiirilerek karistirilmaktadir; hedef dokscrublisin yikleme 50
mg/ml’dir.

Doksorubisin yikleme testi: Doksorubisin yiiklemesi suda wvevya

DMSO solisyonunda tliketme vyontemiyle &lgilmektedir. Yikleme
solilsyonu zlinmaktadair ve 10 kez seyreltilmektedir ve
sollisyondaki doksorubisin kalintisinin yodunludunu belirlemek
i¢in 483 nm’de UV yoluyla &lciilmektedir.

Rapamisin vyilkleme testi: Tek basina rapamisinli kiirecikler

ig¢in, 0.5 ml rapamisin yiklil kiirecikler (l.adimdan, Yd&ntem 1)
1 ml DMSO ile 5 kez ekstrakte edilmektedir wve sclisycon 10 ml
volimetrik sgisede toplanmaktadir. Rapamisin vyodunludu 279

nm’de UV yoluyla belirlenmektedir.

Doksorubisin ve rapamisin kombinasyonlu kirecikler ic¢in, 0.26
ml ilag¢ yiklid kiirecikler (2.adimdan, Yéntem 2) 1 ml DMSQO ile 4
kez ekstrakte edilmektedir wve &zt 5 ml wvolimetrik sisede
toplanmaktadir ve DMSO igaretin oldudu solisyonun idstiine kadar
eklenmektedir. Rapamisinin yodunlugu 279 nm’de doksorubisin
emiliminin 279 nm’ de teoplam emilimden ¢ikarilmasiyla
belirlenmektedir; burada 279 nm'de doksorubisin emilimi
yodunludu bilinen solisyonlarin taramasina g&re 483 nm'de
hesaplanmaktadir.

Doksorubisin kaybinin belirlenmesi: Diger rapamisin

eklemesinden ©6nce (Yontem 2) vyiklenen Kkilreciklerin DMSO ile

yilkanmasi islemi slresince olusan doksorubisin kaybi 483 nm’de
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volimetrik sisede biriken DMSO ylkama selusyonunun
Slclilmesiyle belirlenmektedir.

Tlac yik1li kiireciklerin ayrigstirilmasi: Tlag yik1i

kilreciklerin ayristirilmasi 200 ml PRS ile kiireciklerin
karistirilmasiyla gergeklegtirilmektedir (Inverclyde,
bellshill, UK) ve déner bir mikserde dondirilerek
karistirilmaktadir. Belirli bir zaman noktasinda, soliisyon (10
ml veya 150 ml} UV yeoluyla yvogunluk saptamasi igin
alinmaktadir wve ayni vyodJunluktaki taze PBS batma durumunu
korumak igin eklenmektedir. Rapamisin vogunlugunun
belirlenmesini islemini Rapamisin Yiukleme Testinin bir
b&limindeki ayni prensip izlemektedir.

Goérintil analizi wve boyutlandirma: Yiklenen kilrecikler Olympus

mikroskopuna yerlestirilmektedir, vaklasik 200 kiirecik
vazilimla (AnalySIS 5.0 Soft Image System GmbH) boyut dagilimi
calismasi acisindan sayvilmaktadir ve morfoloji g¢alismasi igin
farklz 1sik/kontrast arka plani altinda fotograflar
cekilmektedir.

Rapamisin ve doksorubisin standart edrisi: Maksimum rapamisin

emilimi 279 nm dalga uzunlugundadair, bu doksorubisin
emilimivle ortigmektedir. Dokscrubisinin maksimum emilim dalga

uzunlugu olan 483 nm’de rapamisin hi¢ emilime sahip degildir.

Bu sebeple, biyo-bilesen sistemindeki (doksorubisin ve
rapamisin) rapamisin  yodunludu her 1ki dalga uzunludunda
standart decksorubisin goliisyonlarinin ilk Slglimiyle
belirlenebilmektedir; daha sonra karigim emiliminden

doksorubisin emilimi c¢ikarilmaktadir. Standart edriler suda ve
DMSO’da 279 wve 483 nm’'de doksorubinden yaratilmaktadair.

Doksorubisin emiliminin cikarilmasindan sonra rapamisin
yvodunludu 279 nm altinda varilen bagintiyla

belirlenebilmektedir:

Emilim 56.18 x Yodunluk (mg/ml) [DMSO’ da]

Emilim = 44.64 x Yodunluk (mg/ml) [suda]
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Iki yiikkleme prosediiriindeki ilag yiikleme karsilastirmasi

Yéntem 17 deki 1. adimda, rapamisin 28.48 mg/ml’ de
yiuklenmektedir; vyukleme etkinligdi vyaklasik oclarak %47.5'dir
(Tablo 1). Yontem 2'deki 2. adimdaki rapamisin yilklemesivle
karsilastirildiginda, 37.22 mg/ml rapamisin yiiklenmektedir;
yikleme etkinligi 562.07d1ir. Bu belirgin &lcliide  yliksek
etkinlik, doksorubisin vyiklti kiireciklerin daha fazla sistidi
ve razpamisin yilikleme solisyonunun c¢odunun kilreciklere emilmesi
gbzlemiyle tutarlidir. Mekanizma bakils agisindan, doksorubisin
yiklll kilrecikler daha kigiik boyuta sahiptir wve doksorubisin
yilkleme sclisycnunda veya tuzlu suda g&zlemlenen azaltilmisg
tuz etkisi nedeniyle su ve DMSO gibi polar c¢ozicilerde daha

fazla gisme edilimi gdstermektedir.

Rapamisin yiiklenen kilrecikler ig¢in (28.48 mg/ml), doksorubisin
yikleme &zellidinin rapamisin 1ig¢ermeyen kiireciklere benzer
sekilde 46.02 mg/ml oldudu bulunmaktadir. Doksorubisin yikleme
iglemi sidresince, hi¢ rapamisin sizintisi gdzlemlenmemektedir,
Bu deney, ©&n rapamisin yiklemesinin sonraki doksorubisin
vilklemesini etkilemedidini oner sirmektedir; bu iki ilacain
kireciklerin ig¢inde farkli alanlar isgal ettidi anlamina
gelmektedir. Doksorubisin mclekilleri iyeonik etkilesgsimle
siilfonat gruplarinin alanina baglanma egilimi gdstermektedir;
bununla birlikte rapamisin suyun digari atilmasiyla wve kiclk
ilac kristallerinin olugturulmasiyla hidrojen icindeki dokular

arasi alanda kalmaktadir.

Tablo 1. Tki ydntemle rapamisin ve doksorubisin yiklemesi=

Ornek listesi Doksorublisin Rapamisin
yiklemesi yiklemesi
(mg/m1k) (g /mle)}

1.adim, Yontem | - 28.48
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17deki rapamisin

vidklemesi

1.adim, Yontem | 45.88 -
2'deki

doksorubisin

yiklemesi

2.adim, Yontem | 46.02 28.48¢<
1'deki

doksorubisin

yiklemesi

2.adim, Yéntem | 39.174 37.22
2"deki rapamisin

yiklemesi

aTabloda g&sterilen veriler 1iki kopyanin ortalama
dederleridir.

ETim  ilacg ylikleme verileri ilacg yikleme olmadan
kilreciklerin yedunludunu normallestirmektedir.
cDoksorubisin vyiklemesi siresince hic¢ rapamisin kaybi
gbzlemlenmemektedir, bu sebeple 1.adamdakiyle ayni
veriler kullanilmaktadir.

dRapamizinin on yiklemesinde DMSO yilkama islemi
siiresince dcksorubisin kayb1 6.71 mg/ml’dir. Rapamisin
viklemesi slresince diger doksorubisin kaybi

onemsenmemektedir.

Yontem 2'de bu yéntemin daha fazla rapamisin yliklemesine sahip
olmasina radmen, rapamisin viklemesinden &nce doksorubisin
yiiklid kiireciklerin DMSC ile vyikanmasi vyaklasik olarak 6.71
mg/ml doksorubisin kaybina neden olmaktadir. Son doksorubisin-
rapamisin orani Yé&ntem 1'deki kiirecikler idi¢in 1.627dir vwve

Yéntem 27deki kiirecikler ic¢in 1.05'dir.

Islevsel bakis acisindan, Yontem 1 nispeten temiz bir

prosedirdilr ve sadece rapamisin atik soliisyonu iretmektedir.
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Yéntem 2 hem doksorubisin-DMSO hem de rapamisin atik
solilsyonunu Uretmektedir. Yontem 1’deki doksorubisin yiklemesi
neredeyse  tamamlanmaktadir ve Y&ntem 1 ayrica nispeten
iglenmesi kolay bir prosediirdir. Ydntem 27 deki yliksek

rapamisin yuklemesine radmen, Ydntem 1 Snerilmektedir.

ilac yiiklii kiireciklerin gériintii analizi ve boyut dadilimi

Yéntem 17deki rapamisin ve rapamisin-doksorubisin
yvilklemesinden sonra fotodraflar gekilmektedir. Bu kireciklerin
yiklemeden sonra kendi diizgin yizeylerini ve kGresel
sekillerini 1iyi korududu gdrilmektedir. Bazi kilgllk rapamisin
parcaciklara gdzlemlenmektedir, bunlar 1.adimdan
kalintilardir. Doksorubisin  yiiklid  kiirecikler az miktarda
kiresel sekil kaybini deneyimlemektedir. Rapamisinle ek
yiklemeden sonra, sekil oldukcga iyilegtirilmektedir ve
ylizeyleri dilzglindiir. Yéntem 17" deki son kilreciklerle
karsilastirildidinda, Yontem 27deki kiirecikler hafif kirmizi
renge sahiptir, bu DMSO ile yikama islemi sonrasinda
doksorubisin kaybi nedeniyle veya daha sonra yliklenen

rapamisin kaplamasi nedeniyle olabilmektedir.

DC kiirecik wve 1ila¢ vyuklil klUreciklerin beoyut &zellikleri Tablo
2'de listelenmektedir ve boyut dagilima Sekil 7" de
gbsterilmektedir. Tablo 27den, Y&dntem 17deki rapamisin yukld
kiirecikler viklenmeyen kireciklerle karsilastirildiginda az
artan biyiklige sahiptir. Doksorubisinle bir kez
yvilklendiginde, ortalama biyiklik vaklasik olarak 100 um
azaltilmaktadir. Yontem 2’de, doksorubisin yukli klurecikler en
kiglk ortalama buyikliga sergilemektedir. Rapamisinle
viklendikten sonra boyut, Yéntem 1"deki son kilrecik
buyiklidine vakin colan vyaklagik 479 um artmaktadir. Bu sirada
Tablo 2’deki standart sapma, boyut dadilimi aralaidinin ilacg

yikleme iglemi siliresince neredeyse hig¢ dedisme gdstermedigini
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belirtmektedir.

aralidina sahip son kiirecikler verilmektedir

Tablo 2.

Bu sebeple,

iki

vontem neredeyse ayni

boyut

(Sekil 7).

Yiiksiiz ve ilac vyilkld kilreciklerin boyut &dzellikleri

Ornek

listesi

Maksimum

boyut

(nm)

Minimum
boyut

(um)

Ortalama

boyut

(pm}

Standart

sapma

{pm)

Yiiksiiz

kiirecikler

645

451

546

46

1.adim,
Yontem 1'de
rapamisin

viklendikten

sonra

662

471

560

48

l.adim,
Yontem 27de
dokscorubisin
yiklendikten

sonra

518

365

444

39

Z2.adim,
Yontem 1'de
dokscrubisin
yiklendikten

sonra

532

360

466

36

2.adim,
Yontem 27de
rapamisin

yiklendikten

Ionra

562

402

479

490

Yiklenen kiureciklerden ilag¢ ayristirilmasi

Sekil 8

rapamisinle

PBS’ ye

yiklenen

54
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Bu deneyde ayristirma araci batma kogsullarini taklit etmek
igin belirli bir slire sonra tazelenmektedir. Sekil 8 (B) ve
(D) fden, farkl: yontemlerle yapillan kiireciklerin ilag
ayristirma profilleri oldukca benzerdir: rapamisin 30 saatlik
ayristirma isleminden sonra vyaklasik olarak %33 salinmaktadar

ve doksorubisin yaklasik olarak %41-46 salinmaktadar.

Sekil 8 (A) ile (C) karsilastirildidinda, Ydntem 1"de vyapilan
kilreciklerdeki dokscorubisin Yontem 27 de vapilan
kiireciklerdekinden az miktarda daha hizladir. Rapamisin
ayristirma i1¢in, ters fenomen gdzlemlenmektedir. Bu birinci
ilacin yolunu kaplayan veya Dbloke eden daha sonra vyiliklenen
ilac nedeniyle olabilmektedir, bu ayrica birinci ilacg

ayristirma islemi ig¢in kullanilmaktadir.

Ornek 5: Ayni Kiirecikteki Irinotekan Ve Ibuprofen Kombinasyonu

Tlac yikleme: Tlac yikleme prosediiri Sekil 9'da

gbsterilmektedir, burada yiksiiz yiiksek  AMPS kiirecikleri
hidrojelde hapsedilen suyu cikarmak igin DMSO ile
yilkanmaktadir. DM30’da ¢dzillen ibuprofen wve kristalizasyon
inhibitéri olarak hint vadina ait karisim ardindan kiirecik
bulamaciyla karistirilmaktadir wve vyaklasik olarak 10 dakika
tutulmaktadir. Yiukleme solUsyonunun ¢ikarilmasini takiben, hicg
ilacg pargacigl kalmayana veya biayiik vag damlacigl
g&zlemlenmeyene kadar vyilklil kireleri vyikamak ic¢cin tuzlu su
kullanilmaktadir. Irinotekan vyikleme islemine gece boyunca
déner-mikserde ibuprcfen yikld kiireciklerin irinotekan
sclisyonuyla (10 mg /mL) basit sekilde karistirilmasivyla
ulasilmaktadir. Son  yiklenen  kirecikler {rin olarak su

solisyonunda tutulmaktadir.

Ibuprofen-irinotekan kiireciklerine ait &rnek matris Table 3'de

listelenmektedir.
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Table 3. Ibuprefen-irinotekan yiklemeyle ilgili &rnek matris

Iburofen vikleme soliisyonu | Irinotekan
Ornek bilesimi yitkleme
solilsyonu (10.07
mg/mL)
ibuprofen | DMSO Hint Irinotekan
(gr) (ml) yvagl soliisyonu
(gr) yodunludu (ml)
0.8 5 5 4
Ornek 5-1
0.4 5 5 4
Ornek 5-2
0.2 5 5 4
Ornek 5-3
0.8 2.5 7.5 4
Ornek 5-4

Kiireciklerdeki ilac¢ igeriginin belirlenmesi:

1) Ibuprofen. Yuklenen ibuprofen igerigi HPLC yontemiyle
belirlenmektedir. Bilinen yogunluga sahip ilac yukll
kilreciklere ait bulamac bes-alti kez DMSO (1 ml) ile ekstrakte
edilmektedir. Toplanan DMSO solisyonu 10 ml volimetrik sisede
igsarete c¢ikarilmaktadir wve ibuprofen vodunludu HPLC voluyla
Slclilmektedir.

2YIrinotekan. Yuklenen kiireciklerdeki irinotekan igerigi
tiketme yéntemiyle &lglilmektedir. 1-1.1 ml ibupreofen yikli
kilrecikler 40 mg/ml kiireciklerdeki yiikii hedeflemek ig¢in 4 mL
10 mg/ml irinotekan soliisyonuyla gece boyunca déndiirtilerek
karigtirilmaktadir. Yikleme solUsyonu suyla seyreltilmektedir
ve 369 nm’ de uv ile Slclulmektedir. Standart egriyle
karsilastirildidinda, vyikleme sclisyconunda kalan irinotekan

yodunlugu hesaplanabilmektedir.
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Ilag yiiklii kiireciklerin ayristirilmasi:

Thuprofen-irinotekan yiiklii kiireciklerin ayristirilmasi islemi
200 ml PBS ile (Inverclyde, Bellshill, Ingiltere) 0.24 ml
kiireciklerin karistirilmasiyla gergeklestirilmektedir ve doner
bir mikserle ddndiirilerek karistirilmaktadir. Belirli Dbir
zaman noktasinda, soliisyon (5 ml) Uv  yoluyla yogunlugu
belirlemek 1¢in gerceklestirilmektedir wve ayni yodunluktaki

taze PBS batma kosulunu korumak lUzere eklenmektedir.

Goriuntil analizi ve boyutlandirma:

Yiklenen kiirecikler bir Olympus mikroskopuna
verlestirilmektedir, vaklasik 200 kiirecik vazilimla (AnalySIS
5.0 Soft Image System GmbH) 1le Dboyut dagilimi acgisindan
sayllmaktadir ve morfoloji calismasi ig¢in farkli 1sik/kontrast

arka plani altinda fotograflar cekilmektedir.

Ibuprofen ve irinotekan kombinasyonunun yogunlugunun

belirlenmesi:

Birlesik ilacg scolisyonundaki her bilegenin yodunludunu
belirlemek i¢in, su igerisinde 263, 272 wve 362 nm’de O&nceden
belirlenen ibuprofen ve irinctekan vyodunluklarinin emilimiyle
ilgili standart edriler Olciilmektedir. Prensip, once
ibuprofenin hig emilime sahip olmadid:i 369 nm’de emilimden
irinotekan vyodunlugunu belirlemektir. Daha sconra ibuprofen
yogunlugu 272 nm’de irinotekan emiliminin ila¢ karisimina ait
spektrumdan c¢ikarilmasiyla hesaplanabilmektedir. Yaygin olarak
kullanilan 263 nm yerine 272 nm kullanilmasi: ilag yliklemede
DMSO kalintisinin o©lasi karismasi durumunun azaltilmasini
saglamaktadair. Bununla birlikte, ibuprofen emiliminin
ibuprofenin disiik suda ¢dzinlrlidldl nedeniyle irinotekanla
karsilastirildidinda c¢ok daha azdir wve ibuprofenin ug¢ noktasi

tamamen irinotekanla kaplanmaktadir. Bu sebeple ibuprofen-
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irinotekan karisimindaki ibuprofen yodunludunu belirlemek icin
UV'nin kullanim sekli dodru dedildir. Bu ¢alismada, irinotekan
yogunlugu UV ile dlgiilmektedir ve ibuprofen yodunlugu HPLC ile

dlcilmektedir.

Ibuprofen ve irinotekanin kiireciklere yiiklenmesi

Birinci adimda ibuprofenle yiklil tiim Oornekler kendi kiiresel
seklinde kalmaktadir ve herhangi bir ibuprofen kristalinin
olustugu gdrilmemektedir. irinctekan yiiklemesinden sonra,
Yiiksek ibuprofen yiiklemesine sahip Ornek 5-1 kiirecik yiizeyinde
gdrillen fazla miktarda ibuprofen kristallerine sahiptir.
Karsilastirmali olarak, ayni miktarda ibuprofene sahip Ornek
5-4 g&zlemlenen herhangi bir kristale sahip dedildir; Dbu
kiireciklerde bulunan yiuksek hint vagl kristalizasvyon
inhibitéri iceridinin etkisi nedeniyle olmaktadir. Bu sebeple,
hint vagil kristal olusumunun Snlenmesiyle ibuprofen
kristallerinin olusumunu engellemek icin bir eksipivan olarak

islev gbrmektedir.

Tablo 4 her ornekteki ilag¢ ylklemesini listelemektedir. Tium
drneklerdeki irinotekan vyiiklemesi $100’e vakindir, yilklenmemig
kireciklerle ilgili maksimum irinotekan vyilikleme kapasitesi 50-
60 mg/ml’vye vakindir ve bunun altindaki vyikleme etkinligi

%987 1n lizerindedir.

Takblo 4. Yiiksiiz Kireciklerde Ilac Yiiklemesi

Ornek Hedef Gercek Hedef Gercek
ibuprofen ibuprofen irinotekan | irinotekan
yliklemesi* | yilklemesi yliklemesi yiiklemesi
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) {mg/ml)

Ornek 5-1 |40 14.34** 40.28 40.28

Ornek 5-2 | 20 10.41 40.28 40.28

Ornek 5-3 |10 5.79 40.28 40.28
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Ornek 5-4 | 40 11.68 40.28 40.28

*Veriler yaklasik 10 ml olarak islem gdéren hint yadinin
ve DMSO’nun toplam yodunluduna godre tahmin edilmektedir.

**Klrecik yuzeyindeki ibuprofen kristalini icermektedir.

Ibuprofen yiiklemesi nispeten diisiiktiir ve tahmin edilen yiikleme
etkinligi %29 ile %58 arasindadir. Ibuprofen viiklemesinin
diigsiik hedefi nispeten vyilksek vyilikleme etkinli§i vermektedir.
Nispeten digik ibuprofen yuklemesinin nedeni, kirecikler hint
vagl ag¢isindan zengin solisyonla temas ettiginde meydana gelen
kiirecik boyutunda c¢ekmeye dayanmaktadir. Dolayisiyla ilag

yiklemesi daha az klirecik yodunluduyla azalmaktadir.

Ilac yiiklii kiireciklerin boyut dagilimi

Ilac yiiklid kiireciklerin boyut dagilimi Sekil 10"da
gosterilmektedir. Karsilik gelen parametreler Tablc 57de
listelenmektedir. Ibuprcfen yukli kirecikler ilag¢ vyilkleme
olmadan 500 ila 700 um arasinda DC Klurecidiyle ayni buyiakligu
neredeyse korumaktadir. Bununla birlikte boyut ilac¢ ylklad
kiireciklerin artan hidrofobisitesi nedeniyle irinotekan

yiklemesiyle belirgin olarak azalmaktadir, ortalama boyut

azalmasi yaklasik 140-150 pm’dir. Ibuprofen yilklemesine bagli
degisiklige sahip kilreciklerin neredeyse ayni ortalama

buyiuklidge ve boyut dadilimina sahip cldudu belirtilmektedir.

Table 5. Ilag yiklii kilrecikler igin boyut dadilimi

karsilastirmasi
Ornek Yiklenen | Boyvutnaks | Boyutnin Bovutortalama | SD
ilag (um) (um) (um) (um)
849BR/20~- | IRU* 690 476 589 53.5
1
849BR/20~- | IRU~- 549 340 448 41.7
1 IRI**
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849BRB/20- | IBU 688 470 592 47 .4
2

849BRR/20~- | TRU-IRT | 510 354 432 33.6
2

849BB/20~- | IBU 670 474 585 56.0
3

849BB/20- | IBU-IRI | 532 371 444 43.7
3

849BB/20- | IBU-IRI | 527 362 446 36.1
4

*IBU: ibuprofen

**IRI: irinotekan

flac yiiklii kiireciklerin morfolojisi

Ornek 5.17deki ibuprofen yukli kiireciklere ait mikrograf,
yilklenen kiirecik yapisinin ibuprofen ve hint vyvadi iceren biylk
bir cg¢ekirdek alanindan ve 1la¢ wve vad icermeyen kilrecik
ylzeyine ait bir katmandan olustudunu gbstermektedir.
Kliireciklerin ic¢ine hapsedilen hint vadi ibuprcfeni tutmak ve
ibuprofen kristallerinin olusmasini engellemek igin hidrofobik
fazi sadlamaktadir. Riringci yikleme adiminda ibuprofenli dider
Ornekler 5*2, 5.3 wve 5.4 Dburada gdsterilen ayni vyapiya
sahiptir. Buna ek clarak, kiireciklerin arasinda bazi kiicik vag
damlaciklari gdzlemlenmektedir; bunlar sclisyondaki hint

yagina ve ibuprofene ait karisimin kalintilaridir.

Irinotekan gece boyunca donerek karistirma yoluyla
yviiklendi§inde, Ornek 5.1"deki kiireciklerin vyiizeyinde ibuprofen
kristalleri gdzlemlenmektedir wve Kristal olusmasi sonucunda
kiirecik toplanmasi meydana gelmektedir. Kristallesme diger
drneklerde bulunmamaktadir. Fenomen  kiireciklerdeki  yiiksek
ibuprofen igeridinden kaynaklanmaktadir ve irinotekan

yilklendiginde kristal olusumunu engellemek ic¢in yeterli hint
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vagl bulunmamaktadir. Irinotekanin kiireciklerdeki AMPS
grubuyvla etkilesimde olmasina radmen, hali hazirda
hidrofobiktir ve hint yaginda k1ismen ¢oziinme edilimi
g&sterebilmektedir; bu ibuprotfenin cOzUinir1iagini
azaltabilmektedir. Ornek 5.47deki uriunde, irinotekan
yiklemesinden sonra vyuksek hint vadi seviyesiyle ve yilksek
ibuprofen yliklemesiyle hig ibuprofen kristali

gdzlemlenmemektedir.

Tlag yiiklii kilreciklerin ayragtirilmasa

Sekiller 11 wve 12 25 °C’de PBS igerisindeki kiireciklerden
irinotekanin ve ibuprcfenin ayrisma profilini gdstermektedir.
Sekil 11'de, farkli hint vyadi igeridi ve ibuprofen yiklemesi
altinda irinotekan ayrisma ocrani neredeyse aynidir.
Irinotekanin ayrisma hizi ayrica tek basina irinotekanan
ayrisma hiziyla karsilastirilabilmektedir; burada ilacin
neredeyse %100’ 5 saat sonra ayristirilmaktadir. Bu, hint
yagi wve 1ibuprofen vyilklemesinin irinotekan sclisyonu lzerinde
hi¢ etkisi olmadigini ve ibuprofen ile irinotekan arasinda hig¢
etkilesim olmadigini belirtmektedir. Sekil 12'de ibuprofen
ayrismasi PBS icerisinde 1-2 saat sonra tamamlanmaktadir. Tek
ilac yikli kiilreciklerden ibuprofen ayrismasiyla
karsilastirildidinda, ayrisma tekrar hi¢ 1ilag etkilegiminin

olusmadiginin belirtildidi durumla aynidir.

Ornek 6: Insan HCC Hiicreleri (Referans) Kullanilarak

Doksorubisin Yiklia Kireciklerin Laboratuvar Ortaminda

Sitotoksisite Dedgerlendirmesi

Doksorubisin kirecikleri (500-700 pm) WO 04071495"deki Ornek
2'de anahatlari ¢izilen y&ntemlere gdre hazirlanmaktadir.
Insan hepatoseliiler karacider karsinom (HepG2) hiicre c¢izgisine

sahip hilcre kiltir aracindaki doksorubkisin yiiklld kiireciklerin

b1



10

15

20

25

30

ayrismasi lzlenmektedir. 24, 48 ve 7Z2. saat zaman noktalarinda
HepG2 hiicre cizgisi {izerindeki sitotoksisite etkilerini
dederlendirmek ig¢in Promega laktat dehidrogenaz (LDH) deneyi
kullanilmaktadir.

Deney hazirlama

Aseptik kosullar kullanilarak, g steril diz tabanli 96

cukurlu plakalar (Cellstar® 655180) 200 pl araca 20,000 HepG2

hilcreleri ekilmektedir ve 20 saat slirevyle inkiibatorde

birakilmaktadir (37°C, %5 CO2). Inkibasyon isleminden sonra,

ara¢ cukurlarin hepsinden dikkatli bigimde emilmektedir ve 200
ul PRF araci g¢ukurlara eklenmektedir. Bir, U¢ wve on adet
dnceden ylklenmis doksorubisin kiirecikleri (kiirecik ml kasina
37.5 mg) 96 gukurlu bir plakada 200 pl fenol kirmizisi hiicre

aracinda aseptik kosullar altinda sayilmaktadir.

Doksorubisin ayristirma deneyi

Plaka 37°C’de %5 CQ: ile inkibe edilmektedir., 24, 48, wve 72,

saat zaman noktalarinda, 100 pl her cukur 430 nm’ de
taranmaktadir (Bictek, ELX800) . Ayrisma standart bir
kalibrasyon edgrisiyle 1ilgili sodurumun karsgilastirilmasivla

hesaplanmaktadir.

Daha wuzun sirelerde ve daha fazla kirecik sayisinda, daha
fazla dokscrubisin hlcre killtilr aracina salinmaktadir (Sekil
13) . Ayristirma profili farkla kilrecik sayilari igin
farklidir; daha sonraki bir zaman diliminde 10 kiirecik igin
platolar  hiicre kiltir aracinin doksorubisinle doyurulmasa

nedenivle olusabilmektedir.

Hiicre canliligi deneyi
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Bu deney ©lU hicre debisi suyla ¢ikarildiktan sonra kalan
canli hicrelerden salinan LDH miktarini 8&l¢mektedir. Canli
hiicre zarlarinin hiicrelerin dondurulmasiyla uyusmasindan sonra

ILDH salinmaktadir.

Her zaman noktasinda, arag ve kirecikler orijinal plakadan
dikkatli big¢imde emilmektedir ve 200 nl steril PBS
eklenmektedir wve herhangi bir artik doksorubisin hiicresini
yikamak di¢in 1Ug¢ kez ¢ikarilmaktadir ve debrisin {lzerinde
birakilmaktadir. 200 pl PRF araci plaka bir saat siireyle -

80°C"ye maruz Dbirakilmadan &nce eklenmektedir; bu kasitla
olarak  hicre zarlarinin timind kapsamaktadir, tim laktat
dehidrogenaz enzimini kalan canli  hiicrelerden salmaktadir.
Dondurucudan ¢ikarilarak, plaka otuz dakika silireyle standart
kosullar altinda (37°C, %5 COz) Dbir inkibatdre hizli seckilde

verlestirilmektedir. 50 pnl sidzintil tim cukurlardan ilgili taze

cukurlara c¢ikarilmaktadir, ardindan 50 pl LDH deney substrat
karigimiyla (Promega) izlenmektedir. Hicreleri ic¢eren orijinal
plaka ayrica analiz ic¢in tutulmaktadir. Taze plaka karanlikta
oda sicakliginda birakilmaktadir. 30 Dakika sonra, 50 pl
durdurma soliusyonu (asetik asit (1M)) reaksiyonu sonlandirmak
i¢in eklenmektedir. Plaka daha sonra 490 nm'de bir plaka
okuyucu kullanilarak okunmaktadir; okuma dederi cok ylksekse
(>3), solisyon 75 ul sizintid ve 75 pl PRF aracinin alinmasiyla

seyreltilmektedir. Uyusan hilcrelerin ylzdesi hesaplanmaktadir.
Canli hicre savisi azalmaktadair, cinkll dnceden viklenen
doksorubisin DC kiireciklerine maruziyet durumu ve sayisi

artmaktadir (Sekil 14},

Ornek 7: Laboratuvar ortaminda doksorubisin kiireciklerine ve

rapamisin kireciklerine ait kombinasyonun sitotoksisitesi

Farkli rapamisin/doksorubisin kiirecik kombinasyonlariyla 24,
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48 wve 72. saat zaman noktalarinda HepGzZ  hicre ¢izgisi
izerindeki sitotoksisite etkilerini dederlendirmek ic¢cin LDH
deneyi kullanilmaktadir.

Rapamisin kilrecikleri (500-700 pm} yilklenmektedir ve
PCT/EP2007/50690’da agiklanan sekilde analiz edilmektedir.
Olusan vyukleme 21.4 mg/ml‘dir.

Doksorubisin kiireciklerine {500-700 Jm ) WO 04071495 de

agiklandidi gibi kiirecik ml basina 37.5 mg yiklenmektedir.

Deney hazirlaigi

Aseptik kosullar kullanilarak, g steril diiz tabanli 96
cukurlu plaka (Cellstar®, 655180} 200 pl aracta 20,000 HepG:z

hiicrelerine ekilmektedir ve 20 saat slreyle inkidbatdrde (37°C,

%5 CO2) birakilmaktadir.

Inkiilbasyon isleminden sonra, arac tim cukurlardan dikkatli

big¢imde emilmektedir  ve cukurlara 200 nl PRF araci

eklenmektedir.

Onceden vyiiklenen doksorubisin kiirecikleri ve onceden vyiiklenen
rapamisin kirecikleri 96 c¢ukurlu bir plakada 200 pl fencol
kirmizisi kialtar aracinda aseptik kosullar altinda
sayilmaktadir. Her c¢ukura verlestirilen her kilirecik =sayis:
Tablo 5'de gorilebilmektedir (n=6). Her ilag¢ tipinin kontroli
deney boyunca gerceklestirilmektedir (sadece bir ilag¢ tipine

ait 1-5 kiirecik).

Tablo 6: Kirecik oranlarini gdsteren matris

Cukur basina kiirecik sayisa

Rapamisin kilrecikleri 1 1 1 1 2 3 4

Doksorubisin 1 2 3 4 1 1 1
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kiirecikleri

Hicrelere 72 saat maruz kaldiktan sonra, Ornek 6/da
aciklandigi gibi LDH deneyi Tablo 6&'daki kontreoller we

drneklerde gercgeklestirilmektedir.

MTS deneyi ayrica c¢ukurlarda ydnetilmektedir. 72. Saatte, tim

cukurlardan arac¢ dikkatli bigimde c¢ikarilmaktadir ve her cukur
200 pl steril PBS ile ¢ kez iyice yikanmaktadir. Her gukura
100 pl PRF aracinin eklenmesinden sonra, 20 pl hazirlanan MTS
solilsyonu (Promega) ayrica eklenmektedir. Iki saatlik
inkibasyon igsleminden sonra (37°C, %5 CO2) plaka, plaka okuyucu
kullanilarak wve LDH deneyi gibi 490 nm’de okunmaktadir; okuma
deeri c¢ok vlksekse, &rnekler seyreltilmektedir (75 ul PRFE

araci: 75 pl &Grnekler).

Rapamisin ve doksorubisin sinerjisi

Farkli oranlardaki rapamisin kiirecikleri wve  doksorubisin
kiirecikleriyle vyapilan hilicre canlilidi deneyi her tiur ilag
Ssinerjisinin vyapilandirilmasini sadlamaktadir. Bir g¢ukurda
birlikte bulunan tek rapamisin kirecidi wve tek doksorubisin
kilrecidi tek ilacg tipindeki iki kilreciken daha az canli hiicre
birakmaktadir. Bu egilim test edilen kiirecik
kombinasyonlarinda gérilmektedir (Sekil 15 & 16). Benzer bir

egilim MTS denevinde bildirilmektedir (Sekiller 17 & 18).

Calcusyn vZ2.1 (Biosoft) kullanilarak, kombinasyon indeks

deferi LDH denevyinden verileri kullanarak her kombinasyon igin

vapllandirilabilmektedir {Taklo 7). Kombinasyon indeksinin
deeri bir o6lgekle ilgilidir (Takblo 7). Bu aciklamalar
kullanilarak, bu kosullar altinda gug¢li bir ginerji
bildirilmektedir.
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Tablo 6: Kombinasyon Indeks (Cl) Dederleri ve aciklamasi (Fa =

Dozdan etkilenen fraksiyon, 1=%100 &liim, 0=0liim yok)

Rapamisin Doksorubisin Fa Ccl

(kiirecikler) (kiirecikler)

1 1 0.984 0.007

1 2 0.991 0.002

1 3 0.998 1.06e-5

1 4 0.994 0.001

2 1 0.997 1.52e-
0.005

3 1 0.988 0.002

Tablo 7: Kombinasyon Indeks DeJerleri ve acgiklamasi

Cl Araliga Aciklama

<0.1 +++++ Cok gliglll sinerji
0.1-0.3 ++++ Gl¢lu sinerji

0.3-0.7 +++ Sinerji

0.7-0.85 ++ Orta derecede sinerji
0.85-0.90 + Az derecede sinerji
0.90-1.10 + Yaklasik katk:

1.10-1.20 - Az derecede antagonizm
1.20-1.45 - - Orta derecede antagonizm

Tim doksorukbisin-rapamisin kombinasyonlarindan g&riilebildigi
giki iki ilag¢ arasinda cldukca gicli bir sinerji belirtilen C1
verilmektedir. Her iki deney de iki ilag¢ arasindaki sinerjivi
gbstermektedir. Veriler Tercih edilen bir orani
gbstermemektedir, ancak gsinerji tim kombinasyonlar igin

gbsterilmektedir.

Ornek 8: Laboratuvar Ortamainda Bireysel Qlarak Veva

Kombinasyon Halinde Rapamisin Ve Dokscorubisin Yiiklii

Kiireciklerin Sitotoksisitesi
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Ornek 7 arttirilmis sayida kiirecie sahip ilaclardan biriyle
esasen aciklandidr gibi tekrar edilmektedir. MTS deneyinin
sonug¢lari, baska bir deyisle 6 6rnedin ortalamasi olarak 72
saat maruz kaldiktan sonra HepG2 hiicrelerinin hilicre canliligi

yizdesini gdsteren sonuglar S5Sekil 19'da gdsterilmektedir.

Sonuglar

Bireysel c©larak ayristirildiaginda, doksorubisin  hicrelere
karsi rapamisinden daha sitotoksiktir (Sekil 1). Bununla
birlikte birlikte kullanildidinda, hiicre canlilidinda ayrica
azalma gdzlemlenmektedir. Tim kilrecik kombinasyonlari digin
kombinasyon indeksleri <0.17dir; bu ayraistairailan iki ilag

arasinda ki gligli pozitif sinerjiyi belirtmektedir.

Ornek 9: Laboratuvar Ortaminda Insan Pankreas Karsinomu (PSN1)

ve Insan Hepatoseliiler Karsinom (HepG2) Hiicre Cizgileri

Uzerinde Rapamisin Ve Doksorubisin Sinerjisi

MTS deneyi HepGZ2 we PSN1 hiicreleri {izerine yiklenen 1ikili
kilreciklerin sinerjistik sitotoksik etkilerini dederlendirmek
icin kullanilmaktadir. Rapamisin yukli kirecikler ve
doksorubisin yukli kiirecikler Ornek 77 de aciklananlarla
aynidir. Ikili olarak yiklenen doksorubisin ve rapamisin yukli
kiirecikler yiklenmektedir ve 1 ml 60 mg/ml rapamigin soliisyonu
ve 1 ml 37.5 mg/ml doksorubisin soliisyonu kullanilarak Ornek 4
Yéntem 2'de aciklandidi gibi analiz edilmektedir. Yiklenen
ikili kiireciklerde olusan yikleme 21.4 mg/ml rapamisin ve 35.5

mg/ml doksorubisindir.

Deney hazirlama

Deney analiz icin HepGZ hilcreleri wve PSN1 hilicrelerine ait ek
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plakalar kullanilarak Ornek 1 de aciklandigda gibi

hazirlanmaktadir.

Hicre canliliga

Onceden vyiiklenen doksorubisin kiirecikleri, &nceden vyiklenmis
rapamisin kilirecikleri ve o&nceden yiliklenmis ikili rapamisin wve
doksorubisin kiirecikleri sayilmaktadir (1, 2 wveya 3) ve hiicre
kiiltiiri aracinda hazirlanan 20,000 P3SNl veya HepG2 hiicrelerine
eklenmektedir wve bir inkilbatére vyerlestirilmektedir (37°C, %5

COz} .

Maruz kalma durumundan 24, 48 ve 72 saat sonra MTS deneyi

yonetilmektedir (Ornek 7'de acgiklanmaktadair).

Yiklenen 1kili kiirecik kombinasycnu PSN1 hiucreleri (5ekil Z20-
22) ve HepG2 hiicreleri (Sekil 23-25) igin tim zaman
noktalarinda tek vyiklil kirecikten daha fazla hiicre &1lUmh

sergilemektedir.

Ornek 10: Iki tek-yiiklii kiireciklerle kargilagtirildiginda ¢ift

yiikli kilrecik

MTS deneyi, iki tek-yiklid klrecikle karsilastirildiginda (biri
doksorubisin yikld ve birli rapamisin yiukli) bir doksorubisin
ile ¢ift vyiklt rapamisin kiirecidinin sitotoksik etkileri

arasinda bir fark bulunmamaktadir.

Kullanilan ilag¢ yukli kirecikler Ornek 9'da aciklananlarla

ayni gruplardir.

Deney HepG2 hiicreleri kullanilarak Ornek 7/de agiklandidi: gibi
dizenlenmektedir. Bir-dort c¢ift yiklid kirecik 200 pl aracta

hazirlanan 20,000 HepGZ hilicrelerine eklenmektedir wve tek-yikla

68



10

15

20

25

30

kiirecikler kullanilarak esdeder doz ayni yogunluktaki arac¢taki

baska bir c¢ukura eklenmektedir. Plakalar Dbir inkiibatédre

yverlestirilmektedir (37°C, %5 CC2).

MTS deneyi (Ornek 7’de aciklanan) maruz kalma durumunda 24, 48

ve 7Z saat sonra yénetilmektedir.

Ilac ayristirma kiireciklerinin sitotoksik etkisi bir kiirecige
veya 1iki ayri kilrecide vyiklenen ilac¢lari dikkate almaksizin
benzerdir (Sekil 26-28), hilcre kiiltiir aracinda hazirlanan

20,000 PSN1 wveva HepGZ hicrelerine eklenmektedir wve Dbir

inkibatdre yerlestirilmektedir (37°C, %5 CO2).

MTS deneyi (Ornek 77de aciklanan) maruz kalma durumunda 24, 48

ve 72 saat sonra yonetilmektedir.
Cift yiklidl kiirecik kombinasyonu PSN1 hiicreleri (Sekil 20-22)
ve HepG2 hilcreleri (Sekil 23-25) ic¢in tim zaman noktalarinda

tek-yiklil kilrecikten daha fazla hiicre &limil sergilemektedir.

Ornek 10: Iki tek-yiiklii kiireciklerle karsilastirildiginda ¢ift

yiiklil kiirecik

MTS deneyi, iki tek-yiiklll kiirecikle karsilastirildidinda (biri
doksorubisin yiukld ve birli rapamisin yukli) bir doksorubisin
ile g¢ift yuklt rapamisin kliirecidginin sitotoksik etkileri

arasinda bir fark bulunmamaktadir.

Kullanilan ila¢ viklll kiirecikler Ornek 9’da aciklananlarla

aynli gruplardir.

Deney HepG2 hicreleri kullanilarak Ornek 7'de ag¢iklandidi: gibi
dizenlenmektedir. Bir-ddrt c¢ift ylukld kirecik 200 pl aragta

hazirlanan 20,000 HepGZ hilicrelerine eklenmektedir ve tek-yiikli
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kiirecikler kullanilarak esdeder doz ayni yogunluktaki arac¢taki

baska bir c¢ukura eklenmektedir. Plakalar hir inkiilbatore

yverlestirilmektedir (37°C, %5 CC2).

MTS deneyi (Ornek 77/de aciklanan) maruz kalma durumunda 24, 48

ve 7Z saat sonra yénetilmektedir.
Ilac ayristirma kiireciklerinin sitotoksik etkisi bir kiirecige

veya 1iki ayri kilrecie vyilklenen ilaclari dikkate almaksizin

benzerdir (Sekil 26-28).
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Yontem 1
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Kurecik bulamact 1 ml

Yantem 2

Skez1ml
DRSO ile yvikama

r

Yaklagik 30 dakika rapamisin
CMSO solisyonuyla kanshrma
Caha sonra sollsyan
cikanimakiadir

r

Kureciklertemiz clana kadar
5 mltuzlu suyla yikama

y
Gece bovunca
doksorubisin
solusyonla kangtirilan
klurecik bulamacl.

Adim 1

Adim 2

A

Gece boyun<a
doksorubisin solusyonla
kanstinlan kurecik bulamact,

Doksorubisin vuklu
kurecikler & ez 1 ml
DMSO ile aranmaktadir

Yaklagik 30 darika
rapamisin GMSO
solusyonuyla kanstirma
Daha sonra salusyon
cikanimaktadir

h 4

Kurecikier temiz olana kadar
5 mltuzlu suyla vikama

4

San ilag vuklu kdrecikler

Sekil 6
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Aynstinlan ilag (mg/mL)

Ayngtinlan ilag (mgfmL)
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1 ml CC kurecik bulamac

v
5 kez 1-2 mIODMSO ile vikama

Yaklasik 10 dakika 1 mL ibuprafen
salisyonuyla (ibuprofen 0.2-0.8 g.

hint yagl 5-7 5 gve DMS0 5-2.5 mL;

kangtirma. Daha sonra solusyon cikanimariadir

L4

Kurecikler temiz olana kadar S mL tuzlu
suvla yikama

!

Gece boyunca innotekan solusyonuyla
{10 mg/mL; kanghnlan kurecik bulamac

h 4

Sonilag vuklu kurecikler

Sekil 9
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% canli HepG2 hucreleri
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hiicre canlihin %
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hiicre canhihign %
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PSN1 hiicre canlilig (% kontrol}

PSN1 hiicre canhihign (% kontrol)
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% canh HepG2 hiicreleri
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% canli HepG2 hiicreleri

% canh HepG2 hiicreleri
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>

Kurecik sayisi
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O Bireysel kureckier
O Gift yukid kirecik

‘.

1 ¢ift yuklu veya 1
rapamisin & 1 doks

-

R ]

1 ¢ift yikld veya 1
rapamisin & 1 doks

2 cift yukliveya 2 3Jcift yikliveya 3 4 cift ylkli veya 4
rapamisin & 2 doks rapamisin & 3 doks rapamisin & 4 doks
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O Bireysel kurecikier
O Ciftwikio kurecik

R [ S -

2¢ift yiklaveya 2 3 cift yaklaveya 3 4 cift yuklo veya 4
rapamisin & 2 doks rapamisin & 3 doks rabanﬂsm & 4 doks
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% canh hicreler
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[0 Bireysel kiracikier
O Cift yuklu kurecik

L—%;—%_] E:L3=#== S A I s s

1 cift yiklo veya 1
rapamisin & 1 doks

2 cift

yoklGveya 2 Jcift yukluveya 3 4 cift yoklo veya 4

rapamisin & 2 doks rapamisin & 3 doks rapamisin & 4 doks
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