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ONSOZ

Fotodinamik terapi 1980°’li yillardan bu yana Kanada, ABD, Avrupa ve Japonya’ya kadar
yayilmis, klinikte degisik kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan alternatif bir yontemdir.
FDT’de fotosensitif bir ajan viicuda verildikten belli bir siire sonra (24-72 saat) hedeflenen
bolge o ajani uyaran dalga boyundaki 1s13a maruz birakilmasi sonucu olusan singlet oksijen
kanserli hiicrelerde apoptozis ve nekroza yol agan reaksiyonlar1 baslatmaktadir. Terapinin
viicutta kalan ilaca bagl olarak gelisen, ilacin ¢esidine gore 6 hafta kadar siirebilen yan etkisi
zaten kanser nedeniyle maddi ve manevi olarak rahatsiz olan hastanin yasam kalitesini belli
diizeyde etkileyebilmektedir. Manyetolipozomlar ise fotosensitif ajanlar1 hedeflenen dokuya
tasima, MR ile goriintiileme ve terapi sonrasi viicuttan atilmasini kolaylastiracak kapasiteye
sahip yapilardir. Bu c¢alismanin amact Protoporfirin IX (PpIX) tasiyan manyetolipozomlar
tiretmek, karakterize etmek, 1s1 ve manyetik alana bagli olarak yapinin ilag serbestlemesini
incelemektir. Yapmin 1siya bagli olarak ilag serbestlemesi incelenmis ve alternatif akimla
olusturulan manyetik alandaki sicaklik artis1 arastirilmistir. Biitiin bu karakterizasyon
incelemelerinden sonra da PpIX yiiklii manyetolipozomlarin meme kanseri hiicre hatti olan

MCF?7 hiicre hattinda toksisite ve in-vitro fotodinamik etkisi incelenmistir.

Bu calisma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan TPF-13014
kodlu proje ve TUBITAK tarafindan 1125958 kodlu proje olarak desteklenmistir.
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1. GIRIS

Kanser normal hiicre ¢ogalmasinda etkin olan homeostatik mekanizmalarda genetik
degisikliklerin asamali birikimi sonucu neoplastik hiicrelerin olugmasiyla kendini gdsteren
kompleks bir hastaliktir (Hahn ve Weinberg 2002). Mevcut teshis ve prognoz siniflandirmasi
tiimorlerin biitiin klinik farkliligini yansitmamaktadir, bu nedenle tedavi yaklasimi ve test
sonuglarindaki basar1 her zaman istenilen seviyede degildir (Petricoin ve ark 2002). Mevcut
antikanser ajanlarin biiyiik cogunlugu kanserli ve saglikli hiicreleri ayirt edememektedir; bu
nedenle sistemik toksisite ve yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Buna ek olarak kanser hiicreleri
viicudun diger boliimlerine yayildiginda yani metastaz gosterdiginde tani ve tedavi i¢in
gecikilmis olunur. Klinik verilere gére hastalarin %60 indan fazlasinda meme, akciger, kolon,
prostat ve ovaryum kanserleri gizlenmis veya agik¢a goriilen metastatik koloniler seklinde
ortaya c¢iktigi bildirilmektedir (Menon ve Jacobs 2000). Bu sathada terapotik yaklagimin
etkinligi kisithdir. Bu problemlerden dolayr ABD de kanserden 6len yetiskinlerin sayist kalp
hastaliklarindan 6lenlere yetismistir (Renee Twombly 2005). Tiirkiyede kalp hastaliklarindan
6lenlerin sayis1 kanserden 6lenlerin saysisindan iki kat daha fazladir (Giiltekin 27/04/2014).

Kanser bilim insanlarinin {izerinde uzun yillardir ¢alistiklar1 fakat kesin tedavisi
bulunamamis bir hastaliktir. Ancak tedavi amagh cerrahi operasyon, radyoterapi ve
kemoterapi gibi yontemler gelistirilmektedir. Bu terapi yontemleri hasta Omriinii uzatmis
fakat her kanser tiirii icin tam bir tedavi saglayamamistir. Fotodinamik terapi (FDT) ilk kez
1993 yilinda Kanada da resmi olarak uygulanmaya baslanan ve sonrasinda sirasiyla ABD,
Avrupa, Japonya ve Avustralya da uygulamaya konulan, ozellikle kanser tedavisi igin
kullanilan bir alternatif tedavi yontemidir. Tiirkiye’de FDT heniiz kanser tedavisi i¢in saglik

bakanligindan onay almamistir (Dolmans ve ark 2003).

Kanada Saglik Bakanligi 1993 yilinda hematoporfirin tiirevi olan Photofrin® [Axcan
Pharma, Kanada] isimli ilacin FDT yontemiyle kanser tedavisinde kullanimina onay
vermistir. Takiben ABD’de Amerikan gida ve ilag dairesi (FDA) kurumu O6zafagus
kanserinde ve kiigiik hiicreli disi akciger kanserinde Photofrin® isimli ajanin FDT’de

kullanilmasini onaylamigtir. 2003 yilinda FDA Kurumu prekanserdz olarak isimlendirilen



Barret 6zafaguslu hastalarda Photofrin kullanimina izin vermistir. Sonugta, 1993 yilindan bu
yana Protoporfirin IX (PpIX) onciili olan Levulan® [ABD], Benzoporfirin tiirevi olan
Vertofrin® [Kanada], mTHPC tiirevi olan Foscan® [Almanya], Lutesyum teksafirin tiirevi
olan Lutrin® [ABD], Klorin-gs tiirevi olan NPe6® [Japonya] isimli fotosensitif ajanlar
klinikte FDT ajanlari olarak kullanilmaya baglanmistir (O’Conner 2009).

Fotosensitif ajanlar 6zafagus, akciger, mide, serviks ve mesane kanserlerinin tedavisi
icin kan dolasimina enjekte edilmektedir ve fotosensitif ajanlarin kanserli hiicrelerde birikimi
¢evresindeki normal hiicrelere gore belirgin olarak fazladir (NCI, 13/04/2014). Kanserli ve
normal hiicrelerde birikim orani fotosensitif ajanin tiirine, kanserli bolgenin damarlanmasina,
ajanin kandaki konsantrasyonuna ve kisisel farkliliklara gore degisiklik gosterebilmektedir.
FDT’de ila¢ uygulamasindan yaklasik 48 saat sonra (24-72 saat araliginda) kanserli bolge
fotosensitif ajan1 uyaracak dalga boyuna sahip goriinlir 1s18a maruz birakilir. Isigin
sogrulmasi, fotosensitif ajanin molekiillerinin enerji diizeyinin temel diizeyden singlet
uyarilmis enerji diizeyine yiikseltir. Bu durumdaki molekiil temel diizeye dénerken enerjisini
ortamdaki molekiiler oksijene vermesiyle burada yiiksek oranda aktif bir oksijen tiirii olan
singlet oksijen veya reakstif oksijen tiirleri olusur (Bilgin 1999). Oksijenin bu aktif formu
etrafindaki hiicrelerin 6liimiine neden olacak kimyasal olaylar1 baslatmaktadir. FDT nin en
bliylik yan etkisi viicutta kalan ajan miktarina bagli olarak gelisen degisik derecelerde yanma,
eritem, O0dem ve biil olusumuyla klinikte kendini gosteren 1s18a asir1  duyarlilik
reaksiyonlaridir. Hastalar giines 1s18ina veya kuvvetli beyaz 1s18a maruz kalinmasi sonucu
klinikte kendini ikinci veya fgiincii derece yaniklarla gosterebilecek bir tablo ortaya
c¢ikabilmektedir. Kullanilan fotosensitif ajanin viicuttan tam anlamiyla atilmasi zaman aldig1
icin hastalar gilines 1518mma ve evlerde kullanilan kuvvetli beyaz 1518a hassasiyet
gostermektedirler. Bu siire i¢inde kisi glindiiz disar1 ¢ikarken elleri dahil biitiin viicudunu
kapatacak elbiseler giymelidir aksi takdirde giines 15181 viicuttaki fotosensitif ajan1 aktif hale
getirerek ciddi giines yaniklarina neden olabilmektedir. Gozler, koyu gilines gozliikleri
kullanilarak korunmali, aksi takdirde gozlerde ciddi zararlar olusabilmektedir. Bununla
beraber uygulamada klinik duruma bagh olarak Oksiiriik, yutkunmada zorlanma, mide agrisi,
nefes alirken agri ve kisa araliklarla nefes alma gibi gegici yan etkilerde goriilebilmektedir
(NCI 13/04/2014, O’Conner 2009). FDT gelecek vadeden oldukga etkili bir terapi yontemi

olsa da terapi sonrasi uzun siiren yan etkileri, olugabilecek komplikasyonlar sonucu hastanede



kalma siiresine bagli olarak degisen ekonomik kayiplar ve dikkatsizce 1s18a ¢ikma sonucu

viicutta ciddi yaniklara neden olabilme gibi ¢6ziim bekleyen sorunlar1 da bulunmaktadir.

Lipozomlar en ¢ok calisilan ilag dagitim sistemlerindendir ve bugiin biyoilag
nanoteknoloji arastirmalarinda belirgin oranda géze carpmaktadirlar. Lipozomlar hem topikal
hem de sistemik ila¢ uygulamalarinda ila¢ dagitici araglar olarak yogun bir sekilde
kullanilmaktadir ve FDT’ de fotosensitif ajanlarin dagitiminda yiiksek potansiyele sahiptirler.
Lipozomlarin lipit ¢ift tabakas1 yiiksek hidrofobik fotosensitif ajanlar ile birlesebilmekte ve
saflastirilmis porfirinler ve Zn (II)-fitalosiyanin gibi monomer seklinde fotosensitif ajanlar bu
cift tabaka arasinda birikebilmektedir (Postigo ve ark 2004, Junior ve ark 2006). Fotosensitif
molekiillerin  biiylik ¢ogunlugu hidrofobiktir ve sulu ortamlarda toplanma egilimi
gostermektedirler. Bu durum fotosensitif ajanin fotofiziksel (singlet oksijen olusumunda
azalma), kimyasal (diisiik ¢oziinme) ve biyolojik 6zelliklerini etkilemektedir (Bechet ve ark
2008). Lipozomlar sistemik dagilim yoluyla uygulandiginda, lipozom igeren yapilar
fotosensitif ajanlar i¢in kararli bir formiilasyon gostermekte ve kan dolagimi sirasinda
fotosensitif ajanlar1 metabolize olmaktan korumaktadir ve plazmada aktifligini kaybetmesini
onlemektedir (Jin ve Zheng 2011). Lipozom hazirlamada kullanilacak fosfolipitlerin ve
lipozom hazirlama metodunun se¢iminde; lipozomlarin biiyiikligi, yilizey yiik yogunlugu ve
membran sarimi kisitlamalar1 gibi lipozomlarin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu hayati
onem tasir. Bu lipozomal membran oOzellikleri kan dolasimini, ilag yiikleme ve serbest
birakma kapasitesi gibi farmakokinetik o6zelliklerini etkilemekte ve bu nedenle de
lipozomlarin terapétik etkinligi etkilenmektedir (Drummond ve ark 1999, Nagayasu ve ark
1999).

Manyetolipozomlar kanserli dokularin MR goriintiileme teknigiyle goriintiilenmesi
icin gelistirilen fakat ilag dagitim o6zelligi de bulunan son yillarda {lizerinde arastirmalarin
arttig1 bir konudur. Bu ¢alismada kanserli dokularda kontrollii ilag salimi yaparak fotodinamik
terapiyi gergeklestirebilecek manyetolipozomlarin iiretimi ve karakterizasyonunun yapilmasi

amaclanmustir.
Bu ¢alismada amacimiz:

(1) fotosensitif bir ajan olan protoporfirin IX (PpIX)’u manyetik lipozomlara yiiklemek,



(2) manyetolipozomlarin zeta potansiyel, manyetik tiirbidite, lipozom boyutu ve ne kadar ilag

tasidigr gibi 6zelliklerinin karakterizasyonlarini yapmak,
(3) lipozomlarin sicakliga bagl ilag serbestleme diizeylerini belirlemek,

(4) lipozomlarin selonoid iginde 50Hz frekansinda alternatif akim ile olusturulan

elektromanyetik alan altindaki 1s1 degisimini incelemek,

(5)  hiicre kiiltirinde PpIX tasiyan ve tasimayan manyetolipozomlarin degisik

konsantrasyonlarda toksisitesini 6l¢mek,

(6) hiicrelerin PpIX tasiyan ve tasimayan manyetolipozomlarla inkiibe edilmesi ve sonrasinda

1s18a maruz birakilmasit sonucu hiicre toksisitesindeki degisimi incelemektir.

1.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji molekiiler ¢izelgede Slgiilebilen ¢ok kiiclik cihazlarin miihendisligi ve
gelistirilmesidir. Bu yeni gelismekte olan alan fizik, kimya, miihendislik, enformasyon
teknolojisi, malzeme bilimi ve biyoloji gibi farkli disiplinlerden bilim insanlarini
icermektedir. Nanoteknoloji, elektronik, manyetik, optik, enformasyon teknolojisi, malzeme
gelistirme ve biyotip gibi hayal edebildiginiz hemen her alanda uygulama alani

bulabilmektedir (National Cancer Institute 21/04/2014).

Nano skaladaki aletler insan hiicrelerinden 100-1000 defa daha kiigiiktiir (Sekil 1.1).
Enzim ve reseptdr gibi biiyiik biyomolekiillere yakin biiyiikliiktedirler. Ornegin hemoglobin 5
nm ¢apindadir. 50 nm den kii¢lik cihazlar bir¢ok hiicreye rahatlikla girebilmektedirler, 20 nm
den kiiciik olanlar ise kan dolasimi sirasinda damarlarin disina ¢ikabilmektedirler (National

Cancer Institute 21/04/2014).
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Sekil 1.1. Nanoskalanin temsili gésterimi (National Cancer Institute 21/04/2014).

Kiiciik boyutlarindan dolayr nano cihazlar biyomolekiillerle hiicre yiizeyinde veya
hiicre icinde kolaylikla etkilesime gegebilmektedir. Viicudun bir¢ok alanina girebilmelerinden
dolay1 hastaliklarin teshisinde ve daha Once hayal edilemeyen tedavi edici yollarin

gelistirilmesinde potansiyel rolleri bulunmaktadir.

1.1.1. Kanser ve Nanoteknoloji

Kanser nanoteknolojisine bagli olarak nanomateryaller genis ¢apta incelenmekte ve
gelistirilmektedir. Bunlar polimerler, dendrimerler, lipidler, organometalik ve karbon tabanh
materyallerdir (Alexis ve ark 2008, Cho ve ark 2008). Kanserde nanoteknoloji uygulamalari
icin spesifik nanomateryallerin se¢imi diigiiniildiigiinde biyouyumluluk, toksisite, boyut,
yiizey kimyasi ve biyolojik sistemler icin gerekli olan baska ozelliklerin goz Oniinde

bulundurulmasi gerekmektedir (National Cancer Institute 21/04/2014).

Nanopartikiilleri diger kanser terapotiklerinden ayiran kendilerine 6zgii dort 6zelligi
bulunmaktadir (Heat ve Davis, 2008). Bunlar; 1-) Nanopartikiillerin kendileri terapotik veya
teshis  Ozelligi nedeniyle terapotikler tasiyabilecek sekilde tasarimlanabilir.  2-)
Nanopartikiiller multivalant hedef liganda baglanabilir, bu hedef hiicre icin yiiksek afinite ve
spesifiklik iiriiniidiir. 3-) Nanopartikiiller ¢oklu ila¢ molekiillerini iizerlerinde tasiyabilir sekle
getirilebilir;, bu eszamanli olarak kombine kanser terapisi anlamma da gelmektedir. 4-)

Nanopartikiiller geleneksel ilag diren¢ mekanizmalarini bypass edebilirler. (Sekil 1.2)
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terapotiklerine ve devam eden klinik arastirmalara uyum saglayabilmektedirler (Peer ve ark
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Sekil 1.2. Kanserde nanoteknolojiden yararlanma alanlar1

Nanoteknolojinin terapdtik ve teshis amagli ajanlarin giivenli ve daha etkili bir sekilde

viicuda dagiliminin gerceklestirilmesinde kullaniminin temelleri 40 yildan daha uzun siire

once atilmistir. Son yillarda nanoterapétik ve nanoteshis alanlarinda ticarilesmeye baslamig

tirlinlerin ortaya ¢ikmasi veya klinik asamaya ge¢mesiyle bu vizyonun gerceklestirilmesi,

daha gerceki bir hal almaya baslamistir (Bertrand ve ark 2014). Ilk klinik kanit gen susturma

isleminin 2010 yilinda siRNA’larin nanopartikiil araciligiyla sistemik olarak uygulanmasi

sonrasi hedef bolgede gergeklestirilmesiyle gosterilmistir (Davis ve ark 2010). Buna paralel

olarak aktif olarak hedeflenen ilk polimerik nanopartikiillerin klinik aragtirmalari, kiigiik bir

ilag molekiilii olan dosetaksel i¢in yaymlanmistir. Su ana kadar az sayida nano boyutta ilag

tasiyicilarin, insanlar i¢in kullanimi onaylanmis olsa da, nanoteknolojinin gelecek yillarda

onkolojistlerin yaygin sekilde kullanacaklar1 terap6tik bir silah olacagi kabul edilmektedir

(Bertrand ve ark 2014).



Nanopartikiiller diisikk ¢oztnirlik 6zelligine sahip ilaglarin kapsiillenmesine olanak
saglarlar (Kipp 2004), terapotik molekiilleri korur ve onlarin kan dolagimindaki kararliligina
ve doku dagilimmna katkida bulunurlar (Bertrand ve Leroux 2012). Bu o6zellikler, genis
kapsamli toksisite ve fizikokimyasal etkilesim sergileyen, sitotoksik Ozellik gosteren
molekiillerin kapsiillenerek onkolojide kullamlmasinda ilgi cekici olmaktadir. Ornegin
doksorubisin lipozom iginde kapsiillenerek sitotoksik olan bu ilacin kardiyak toksisitesi
distiriilirken (O’Brien ve ark 2004), albuminle kararlilastirilmis paklitaksel, hastalarin ilag

dozlarini yiiksek oranda tolere edebilmesini saglamistir (Cortes ve Saura 2010).

1.1.2. Nanotoksikoloji

Nanomateryallerin insan uygulamalarima yonelik toksikolojik etkileri g6z oniinde
bulundurulmasi gerekmektedir. Materyallerin yap1, boyut, boyut dagilimi, topaklanma, sekil,
yiizey yikl, yiizey kimyasi ve yiizeyde tutunan tiirleri 6nemlidir ve bu karakteristiklerin her
birinin etkileri sadece biyo uyumluluk agisindan degil ayn1 zamanda hedef organdaki toksik
etkisi ve temizlenme paterni géz Oniinde bulundurularak degerlendirilmesi gerektigi
bildirilmektedir (Powers ve ark 2006). Nanotoksikoloji ag¢isindan nanomateryalin in vivo
uygulmalarinin immiin sistemi tetiklemesi veya baskilamasi durumlar1 da dikkate alinmasi

gerekmektedir.

1.1.3. Nanomateryallerin Kanser Bolgelerine Dagilimi

In vivo kanser nanoteknolojilerinin goriintiilleme ve terapotik uygulamalarinda basari
saglamak igin nanomateryal kanser bolgelerine dagilmalidir (Lammers ve ark 2008). Ilag
hedefli kanser terapilerinde birgok nanobiyomateryal tabanli platformlar tretilmistir (Sekil
1.3). Bu platformlarin biiyik ¢ogunlugu “pasif hedefleme” adi verilen lipozom, polimer,
misel ve nanopartikiil gibi platformlara konjuge ve/veya kapsiillenmis terapotik ilacin uzun
stireli dolagimda kalmasma baghdir (Jin ve ark 2014). Bir¢ok goriintilleme ve terapotik
uygulamalarinda kanser bolgelerini segici ve dagitici nanomateryallerin miktari, en uygun
seviyelerde olmalidir (toksik etkiden kaginmak igin). Antikanser ilaglarin kanser tedavilerinde
etkili olabilmelerinde ideal olani ilacin istenen tiimdr dokusuna en kisa siirede en az hacimsel

ve aktivite kaybi ile ulasmasidir (Bertrand ve ark 2014).
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Sekil 1.3. Sekilde antikanser terapide klinikle en ¢ok iligkili hedefleme stratejileri
goriilmektedir: Aktif ve pasif hedefleme. (Jin ve ark 2014)

[lacin hedef tiimér dokusuna etkin bir sekilde dagilmasi, nanopartikiiliin kan
dolasiminda uzaklastirilmadan yeterli siire kalmasina baghdir. Yiizeyi modifiye edilmemis
nanopartikiiller genellikle dolasim sirasinda retikiiloendotelyal sistem (karaciger ve dalak
gibi) tarafindan boyut ve ylizey karakteristigine gore yakalanmaktadir (Moghimi ve ark
2001).

Tiimor dokusuna ulastiktan sonra ilag aktif formunun kontrollii salinimiyla tiimér

hiicrelerini segici olarak oldiiriirken normal hiicreleri etkilememesi beklenmektedir. Bu iki



temel strateji ilacin intraselular konsantrasyonunu artirirken doza bagl toksisitesini diistirerek
hastanin yasam kalitesini artirmaktadir. Nanopartikiiller bu iki gereksinimi de saglayabilecek
potansiyele sahiptir (Jin ve ark 2014). Bu konuda iki genel yaklasimdan istifade edilmektedir.

Bunlar pasif ve aktif hedeflemedir.

1.1.4. Pasif Hedefleme

Nanopartikiillerde pasif hedefleme, tiimoérlerde nanopartikiillerin toplanmasi igin
timor kan damarlarinin endotelleri iginde olusan 100-600 nm boyutlarinda normal olmayan
oluklu baglantilara (abnormal gap junctionlara) baghidir (Maeda ve Matsumura 1989).
Nanopartikiillerin pasif hedeflemesinde basarili olabilmek i¢in yari Omiirlerinde uzun
sirkiilasyonlar yapabilen partikiillerin gelistirilmesi (partikiillerin hidrofilik polimer, polietilen
glikol (PEG) ile kaplanmasi gibi) en ¢ok istenen seklidir ve bu tip yapilar partikiillerin
timorlerde pasif toplanmasinda tercih edilmektedir (Cho ve ark 2008, Lammers ve ark 2008).
Tiimor dokularinin kendine 6zgii patofizyolojik karakteri makromolekiil ve nanopartikiillerin
timor dokularinda birikimini saglamaktadir. Timor dokusu belli bir bilyiikliige ulastiginda
sahip oldugu normal damar yapisi ihtiyact olan oksijeni saglayamaz. Hiicreler dlmeye
basladiginda biiylime faktorleri salinimi baglar ve bdylece ¢evredeki kapillerlerden yeni kan
damarlariin tomurcaklanmasini tetiklenir (Bates ve ark 2002). Hizli gelisen kanser hiicreleri
yeni damar olusumlarina (neovaskiilarizasyon) gereksinim duymakta ya da tiimor kiitlesinin
yakinindaki damarlar1 yeniden yonlendirerek kendisine besin ve oksijen saglamaktadir (Sekil
1.4.) (Cho ve ark 2008). Kapillerlerde olusan bu yeni pencerelerin biiyiikligii 200 ile 1200 nm
arasinda olmakta hatta 2000 nm’ye kadar degismektedir. Pencerelerdeki biiytiklik farkliligt
tiimoriin ¢esidine, ¢evresine ve lokalizasyonuna gore degisiklik gostermektedir (Hobbs ve ark
1998). Biiyiime faktorleri ve matriks metaloproteinaz gibi anjiyojenik diizenleyicilerdeki
dengesizlik tiimoér damarlarinin yiiksek oranda diizensiz olmasina ve damar endotel hiicreleri
ile lenfatik drenajlar arasinda c¢ok sayida por olusumuna neden olmaktadir. Bu ozellige
gelismis gecirgenlik ve tutma etkisi (GGT etki) adi verilmektedir; molekiiler agirligi 50
kDa’dan az olan makromolekiil ve nanopartikiiller timor dokulari arasinda segici olarak

toplanabilmektedirler (Cho ve ark 2008).

Normal dokularda ekstraselular sivi siirekli olarak lenfatik damarlara yaklasik 0,1-2

um/s hizla bosalmaktadir (Swartz ve Fleury 2007). Bu siirekli bosalma ve interstisyel sivinin



yenilenmesi sayesinde ekstravaze olmus ¢6ziinen maddeler ve kolloidler dolasima gegerek
geri doniisiim saglanmaktadir. Tiimorlerde lenfatik islev arizalidir ve bu nedenle interstisyel
stvinin geri alimi ¢ok az olmaktadir (Padera ve ark 2004). Sonug olarak kolloidlerin konvektif
(tastmimli) giiclerle dolasgima gecisi saglanmaz. Dort nm’den kiiciik molekiiller kan
dolagimina gegip tekrar emilebilirken, biiyiik hidrodinamik ¢apa sahip makromolekiiller ve
nanopartikiillerin kan dolasimma difiizyonu engellenmektedir. Bu nedenle perivaskiiler
bosluga ulasan nanopartikiiller etkili olarak temizlenemezler ve tiimor intertisyumunda
birikirler. Bu ozellik gelismis gecirgenlik ve tutma etkisinin tutma bilesenini temsil
etmektedir (Bertrand ve ark 2014).
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Sekil 1.4. Pasif Hedeflemede nanopartikiillerin kan damarlarindan kanserli bolgeye gecisi.
Polimerik nanopartikiillerin temsili ¢izimi (daire seklinde) gosterilmektedir. Pasif doku
hedefleme tiim6ér damar sisteminin artan gecirgenligi ve etkisiz lenfatik drenaji etkisiyle
nanopartikiillerin ekstravazasyonu elde edilir (GGT etki). Aktif hiicre hedefleme nanopartikiil
yiizeyinin ligandlar ile fonksiyonel hale getirilerek hiicreye 6zgii tanima ve baglanma
ozelliklerinin gelistirilmesiyle elde edilir. Nanopartikiiller (i) hedef hiicreye yakin bolgede

igeriklerini serbest birakabilir; (ii) hiicre membranina baglanarak bu bolgeye siirekli ilag salan
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depo gibi davranabilir; (iii) hiicre i¢ine gegerek ilaci hiicre i¢inde serbestleyebilirler. (Peer ve
ark 2007)

Degismis lenf drenajlar1 timorlerin karakteristiklerindendir ve nanopratikiillerin timor
icinde tutulmasinda Onemlidir. Genelde kiiciik boyutta partikiillerin  timor igine
ekstravazasyonda uygun oldugu diisiiniilmektedir (Yuan ve ark 1995, Kong ve ark 2000).
Partikiil bilesimi ve sekli partikiil alimmi belirleyen faktorlerdendir fakat bu iliski iyi
karakterize edilememistir (De Jong ve Borm 2008). Lenfatik drenajin kanserli kitle genelinde
homojen olmadigi kabul edilmektedir. Mekanik stresin daha diisiik oldugu diisiiniilen timor
siirindaki fonksiyonel lenfatik damarlarin, acik lenfatik kisimlarinin intratiimoral bolgede
bulunanlardan daha fazla oldugu bulunmustur. Bu nedenle tiimérde nanopartikiil birikiminde

tiimdrdeki lenfatik fonksiyonlarin heterojenligi de rol oynamaktadir (Padera ve ark 2004).

Kat1 bir tiimorde, molekiillerin tiimoére dagilimi en az ii¢ ayr1 fakat iligkili fenomen
tarafindan yonetilmektedir; kan damarlarindan koloitlerin extravazasyonu, ekstravaskiiler
doku yoluyla daha fazla diflizyon ve tiimdr ortami iginde hiicre i¢i ve/veya hiicre dig1 hedefler
ile etkilesimdir (Sekil 1.5). {lk ikisi difiiz ve konvektif kuvvetlerin sonucudur ve timor
biyolojisi ve difiizyon tiirlerinin &zelliklerine gore es zamanl etki gosterebilirler. Ugiincii
parametre daha karmasik ve daha az anlasilirdir. Bu koloitlerin tiimor ile etkilesiminin
adsorbsiyon, hiicre i¢ine alimi ya da bozulma ve metabolizma yoluyla olup olmadigini
gostermektedir. Bu faktorler tiimor igindeki birikim dengesini etkileyebilir; bu da malzemenin
dogasina, doku ve tiimor kompozisyonunun tiim bilesenlerindeki (ekstraselular matrisin
dogasi, hiicrelerin ¢esidi gibi.) benzerlik ve ilgisine baghdir. Bu etkilesimleri tam anlamiyla

degerlendirmek i¢in yeterli bilgimiz heniiz bulunmamaktadir (Bertrand ve ark 2014).
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Sekil 1.5. Iki farkli fenomen nedeniyle olusan gelismis gegirgenlik ve tutma etkisi: kan
damarlarindan kolloidlerin ekstravazasyonu ve difiizyon ve konveksiyon yoluyla timor

ekstraselular matrisin (ECM) daha sonraki hareketi (Bertrand ve ark 2014).

Gelismis gegirgenlik ve tutma etkisi kati tlimorlerin anatomik ve patofizyolojik
farkliliklar1 nedeniyle antikanser ilaglarin timor hedef bolgesine dagilimi ve gelistirilmesinde
biiyiik 6nem arzetmektedir. Pasif hedefleme yontemi goz oniinde bulundurularak gelistirilen
ve klinik kullanimi onaylanmis ilaglara Doxil® (Avrupada Caelyx®; lipozomal
doksorubisin), DaunoXome® (lipozomal daunorubisin), DepoCyt® (lipozomal sitarabine),
Myocet® (pegile olmamis lipozomal doksorubisin), Oncaspar® (pegile L-asparaginaz),
Abraxane® (albumin tabanli paklitaksel), Gnexol-PM (paklitaksel igeren polimerik misel,
Kore’de onayli) 6rnek olarak verilebilir (Jin ve ark 2014). Klinik arastirmalart devam eden,

pasif hedeflemede kullanilan bazi diger nanoilaglar Tablo 1.1°de gosterilmistir.
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Tablo 1.1. Kanser hedeflemede preklinik ¢alismalar ve gelistirilmesi devam eden nanomateryaller (Jin ve ark 2014).

Nanomateryal

Lipozom

Lipozom
inorganik
nanopartikiil
(altin
nanopartikiil,
demiroksit
nanoworms)

Lipozom
karbon nanotiip

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
micell

Nanoconjugates

Ilag

Doksorubisin

Doksorubisin

Paklitaksel

SiRNA

1,2 Diaminosikloheksan
platin (I1) (DACHPt)
(oksaliplatin ana kompleksi)

Splice-switching
oligonucleotides (SSOs)
(fosfordiaminat morfolino
oligomer (PMO))

Ortalama
Biiyiikliik
(nm)

108

55

164

80x320

30

13

Ligad/hedef

Cyclic Asn-Gly-Arg
(cNGR) peptit/CD13 ve
aminopeptidaz N

Ucu kesilmig, tiimor
hedefli insan protein
doku faktorii tTFRGD)
anjiyojenik o,B3
reseptorlerine baglnarak
pihtilagsmayi indiikleme,
tiimorlerde sicakliga 6zgii
pihtilagma kaskatlari
aktivasyonu

Anti-Erb2 (Her2) mAb

RGD/integrin a]33,
hiicre yiizey proteini,
tercihen anjiyojenik
endotelde tiretilmis.

Agiklamalar

cNGR bezenmis lysolipit i¢eren
sicakliga hassas lipozom

Sinyal modiilleri (PEG ile dekore
altin nanogubuklar, tiimor hedefli ucu
kesilmig doku faktor proteini) timorii
hedefler ve sonra lokal pithtilagma
kaskatlarini aktive ederek
dolasimdaki teshis ve terapotik
amagcli nanopartikiiller (demir oksit
nanoworms, Doksorubisin yiiklii
lipozom) tiimdr bolgesinde pihti
hedefli toplanir.

Nanomateryalin herbiri PEG ile
olusturulmus bir immunolipozom
icinde kapsiillenmekte ve termal
kararli, pH duyarli ve uzun siireli
paklitaksel salinimi yapan pH duyarl
fosfolipitlerden olusmaktadir.
Katyonik lipitle kaplanmig PLGA
nanopartikiilleri, 6zel yumusak
litografi partikiil kaliplama iglemi

Uzun siireli dolagimda kalan, ilag
yiiklii polimerik micell (TGF
inhibitorii ile gelistirilmis timdr
gecirgenligi)

Floresan etiketli, Albumin tabanli
nanokonjugat (kiiciik, yiiksek oranda
spesifik ve sitotoksik degil)

Uygulama Alant

Insan fibrosarkoma
(HT-1080), in vitro
baglanma g¢aligmalar1

In vivo MDA-MB-435
xenograft timor, i.v.
enjeksiyon

SK-BR-3 ve BT-20
meme kanseri hiicre
hatt1, in vitro
sitotoksisite.

In vitro prostat kanser
hiicre hatt

Gegirgenligizayif
pankreatc tiimor fare
modeli (C26 veya
BxPC3 tiimori) i.v.
enjeksiyon
A375/GFP
hiicrelerinin kiiremsi
tiimorleri, ti¢ boyutlu
hiicre kiiltlirlinde
nanokonjugatlarin
alim1 ve gegisi.

Referans

Negussie
ve ark
(2010)

Von
Maltzhan
ve ark
(2011)

Huang
ve ark
(2013)

Hasan ve
ark
(2012)

Cabral
ve ark
(2011)

Ming ve
ark
(2013)
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Tablo 1.1. devam

Nanomateryal

Altin
nanopartikiil

Altin
nanopartikiil,
Manyetik
mikropartikiil

Karbon
Nanotiip

Ortalama
flag Biiyiikliik
(nm)
Paklitaksel 2-3
Altin nanopartikiillerinin
patern tanima yontemiyle
. 5
Kemiresistor olarak
islevsellestirilmesi
PSA 6zgii ABS ve kisa DNA
dizileriyle (barkot) altin 30

nanopartikiil kullanilarak
PSA tespiti ¢aligmast

Tek duvarli karbon nanotiip
ve floresan etiketleme

Suda ¢6ziinen karbon
nanatiipler (PEG, radio
labeled ve RGD peptit ile
islevsellestirilmisg)

Ligad/hedef

Ultrakiigiik hyaluronik
asit (HA)/CD44

Prostat spesifik antijen

200-300

1-5 (¢ap)
100-300 (bay)

Agiklamalar

Paclitaxel ultrakii¢iik HA (3-5 kDa)
nanokonjugat, kanser hiicrelerinin
yiizeyinde paclitaxelin P-
glukoprotein varligindaki disa akimi
bypass ederek, CD44 reseptor
varliginda endositozla hiicre i¢ine
alinir,

Akciger kanseri olan hastalarin nefes
vermelerinin sensor dizisiyle nefes
testi.

PSA spesifik antikorlarla birlesmis
manyetik mikropartikiillerhastalarin
serumunda PSA ayirma ve bu
analitlerin tespiti icin PSA spesifik
anibodileri iceren altin naopartikiiller
ve kisa DNA zincirleri baglanmasi.

Biyodagilim ve bobreklerde
glomerular filtrasyonun tetkiki

RGD-pegylated single-wall karbon
nanotiip, radio labeled single-wall
karbon nanotiip

Uygulama Alant

MDA-MB-213Br
meme kanseri
kullanilarak, meme
kanserinin beyin
metastazi, 1.v.
enjeksiyon

Akciger kanserinin
non-invaziv teshisi, in
vitro

Ultrahassas protat
kanser ¢aligmasi, in
vitro barkot ¢aligmasi

NIR floresans
goriintiileme, dinamik
PET goriintiileme, in
vitro (transwell’deki
HK-2 hiicreleri ), in
vivo (fare), i.v.
enjeksiyon

U87 insan
glioblastoma ve HT-29
insan kolarektal kanser
hiicre hatti, US7MG ve
HT-29 timor
xenograft modelleri
(biyodagilim igin -
PET), i.v. enjeksiyon.

Referans

Mittapalli
ve ark
(2013)

Peng ve
ark
(2009)

Taxton
(2009)

Ruggiero
ve ark
(2010)

Liu ve
ark
(2007)
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Tablo 1.1. devami

Nanomateryal  flag

Nanografen yaprak

Grafen fototermal terapi amagli

Fototermal terapi i¢in
indirgenmis grafen oksit

Ortalama
Biiytikliik
(nm)

10-50

20-80

Ligad/hedef

Human/murine chimeric
1gG1 mAb (TRC105)/both
human and murine CD105

Aciklamalar

Floresan etiket ile alt1 kollu PEG-
Nanografen yaprak

RGO conjugated to the anti-CD105
antibody TRC105

Uygulama Alan

4T1 tastyan Balb/c
fareleri, KB ve
U87MG xenograft
model, fototermal
terapi, i.v. enjeksiyon
Farelerde teranostik
ajan olarak timor
damarlanmasinin
hedefleme ve
goriintiilenmesi, in
vitro (4T1 murin mem
kanseri, MCF7 insan
meme kanseri, insan
karin veni endotel
hiicreleri), in vivo
(4T1 mem kanser
modeli), i.v.
enjeksiyon.

mAb: monoklonal antikor, PEG: poletilen glikol, PLGA: poli (laktik-co-glikolik) asit, RGD, arginine, glycine ve aspartic asit (Arg, Gly, Asp)

Referans

Shi ve
ark
(2013)

Yang ve
ark
(2010)
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1.1.5. Aktif Hedefleme:

Nanopartikiillerde aktif hedefleme nanopartikiillerin tiimor hiicrelerindeki spesifik
reseptor bolgelerine baglanabilecek antikor veya peptitlerin ilag tasiyan nanopartikiiller
lizerine baglanarak uygulanmasi prensibine dayanmaktadir (Sekil 1.6) (Black ve ark 2008).
Hedeflenmis kisimlar antikorlar, peptitler, hiicre yiizey ligandlar1 ve aptamerleri
icerebilmektedir (Lammers ve ark 2008, Cho ve ark 2008). Ligand ve antikorlarla aktif
hedefleme sistemlerinde Oncelikli olarak nanopartikiiller hedef bolgede gelismis gegirgenlik
ve tutma etkisi sayesinde toplanmasi gerekmektedir. Bundan sonra aktif hedefleme
gerceklesir. Aktif hedeflenmis nanoilaglarin hedef ligandlar1 folat, galaktosamin, transferin
gibi yiizey reseptor meyilli endositoz yoluyla hiicre igine alimin1 gergeklestirir (Jin ve ark
2014). Aktif hedefleme preklinik caligmalarda avantajini géstermis olsa da sadece antikor
temelli nanoilaglar klinik kullanimda onaylanmigtir (Tablo 1.2 ve 1.3). Zevalin (Y-90)®
(CD20-hedefli Yttrium-90 ibritumomab tiuksetan), Bexxar® (CD20-hedefli iodine-131
tositumomab), Ontak® (CD25-hedefli difteri toksini-IL- 2 fusion protein), ve Mylotarg®
(CD33-hedefli gemtuzumab ozoogamisin), non-Hodgkin’s lenfoma, T-hiicre lenfoma ve akut
myeloid 16semide basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Jin ve ark 2014). Buna ek olarak
kanser ilaglarimin hiicre ic¢ine alinabilmesi icin hiicre icine isleyen peptitler, protein
trandiiksiyon domaini, oligoarjinin gibi peptitlerin kullanilmas1 gerekmektedir (Gupta ve ark
2005). Anjiyogenik endotel hiicrelerinden eksprese edilen reseptorlere aktif hedefleme
sayesinde, tiimorlere kan tedarigi disliriliir, boylece kati tiimorii oksijen ve besin

kaynagindan mahrum birakilir.

Antikanser terapotikleri gelistirmede aktif hedefleme sistemi olduk¢a ¢alisiliyor olsa
da, klinikte kullanilan Ornekleri pasif hedeflemeye goére daha azdir. Aktif hedeflemede
kullanilan nanoplatformlar kan dolasiminda fizikokimyasal olarak daha az kararli ve
formulasyonlarindaki konjuge hedef ligandlarindan kaynaklanan boyutlar1 nedeniyle timor

dokusunda birikimi zor olmaktadir (Matsumura ve Kataoka 2009).

Kansere kars1 nanopartikiiller i¢in yeni spesifik hedefleme stratejilerinin gelistirilmesi

aktif aragtirmalardaki 6nemini korumaktadir.
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Aktif Hedefleme

Sekil 1.6. Aktif ve pasif hedefleme ile nanopartikiillerin tiimér dokusuna gegisi
(Nanotechnology in Medicine 20/04/2014)
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Tablo 1.2. Klinik deneme asamasindaki nanoilaglar (Jin ve ark 2014)

Nanomateryal

Lipozom

Polimerler

flag

Doksorubusin
(Myocet®)

Vinkristin siilfat
(Margibo®)

Sitarabin

Daunorubisin (CPX-351)
Paklitaksel
(EndoTAG-1)
Lurtotekan
(OSI1-211/NX211)
Paklitaksel

(LEP-ETU)
Kamptotesin
(S-CKD-602)

Oksaliplatin
(MBP-426)
Doksorubusin
(MCC-465)

p53 gen

(SGT53-01)

RB94 plasmid DNA
(SGT-94)
Doksorubusin
(MM-302)
Melanoma antijenleri
ve IFNy
(Lipovaxin-MM)
Paklitaksel (Genexol-
PM®)

Mevcut Durumu

Faz 111

FDA onayli (Ph-
yetigkin ALL),
Faz Il (NHL), Faz
I (pediatrik ALL)
Faz I

Faz I

Faz Il (bitti)

Faz Il (bitti)

Faz I/11

Faz I/11

Faz |
(sonlandirildr)

Faz Ib
Faz |
Faz |
Faz |

Korede onayli
ABD’de Faz II/III

Dagitim
Yontemi

PH

PH

PH
PH
PH
PH

PH

AH

AH

AH
AH
AH

AH

PH

Ligand/Hedef

Transferin/transferin reseptor

F(ab’)2 fragment of human

mAb GAH veyatiimor spesifik

antijen
scFv/transferrin reseptor

scFv/transferrin reseptor

SCFV/ErbB2 (HER2)

Single domain antibody (dAb)

fragment (VH)/DC-SIGN

Ortalama
Boyut (nm)
100-230

115

100
160-180
150
150

100

180

140

90
108

75-110

<50

Agiklama

IRR yok, yiiksek oranda
yanit ve azaltilmig
kardiotoksisite
Genisletilmis FK

Genisletilmis FK, yiiksek
oranda yanit

Katyonik Lipozom
Formiilasyonu
Miyelosiipresyonda azalma
ve yiiksek oranda yanit
IRR yok ve yiiksek oranda
yanit

Pegylated liposomal
camptotechin ve
genisletilmis FK
genisletilmis FK

El-ayak sendromu veya
kardiotoksisite yok

Gelistirilmis Cevap

Gelistirilmis Cevap

Kararli ve giivenli

Polimerik micell,
yiikseltilmis paclitaxel MTD

Kanser Tipi

Kaposi sarkoma ve
metastatik meme
kanser (faz 1/11)
ALL ve non-
Hodking Lenfoma
(NHL)

Akut myeloid
Losemi (AML)
Cesitli kat1 timorler.
Yumurtalik kanseri
Metastatik meme

kanseri
Ileri kat1 timorler

[leri/metastatik kat1
timor

Metastatik mide
kanseri

Kat1 Timor

Kat1 Timor

[leri meme kanseri
Melanoma asi
Metastatik mem

kanseri ve iirotelyal
karsinom
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Tablo 1.2 devami

Nanomateryal

Polimerler

flag

Paklitaksel (NK105)

Doksorubisin
(SP1049C)

Doksorubisin

(NK911)
Paklitaksel-poliglumek
(Opaxio)

Kamptotesin
(CRLX101)

Irinotekan
(SN-38, NK012)

Sisplatin
(NC-6004,
Nanoplatin)

Doketaksel
(BIND-014)

RRM2 siRNA
(CALAA-01)

Mevcut Durumu

Faz 111

Faz | bitti
Faz Il (Asya)
Faz 111

Faz Ib/lla
Faz I/11

Faz I/11 (Asya)

Faz | bitti

Faz |

Dagitim
Yontemi

PH

PH

PH

PH

PH

PH

PH

AH

AH

Ligand/Hedef

Peptid/PSMA (kat1 veya

metastatik prostat kanserine

prostat spesifik membran

antijenleriyle baglanarak)
Transferrin/transferin reseptor

Ortalama
Boyut (nm)
85

30

40

10-150

20-50

20

30

100

70

Agiklama

Cekirdek-kabuk-tip
polimerik micell,
gelistirilmis FK, yiiksek
cevap, azaltilmig
hipersensivite

Polimerik micell, yiiksek
oranda cevap, ve el-ayak
sendromu yok

polimerik micell,
geligtirilmis FK
polimerik micell,
gelistirilmis FK

Kanser hiicrelerini asidik
ortaminda pH duyarl

polimerik nanotasiyicilardan

campthotecin salinimi,
gelistirilmis FK, yiiksek
cevap

Polimerik micell tabanl

camphtotecin tiirevi aktif
metabolitler, gelistirimlik FK

Polimerik Micell ve

gelistirilmis FK (tek basina

cisplatin ile

karsilastirildiginda bobrek

toksisitesini diisiirmek
amagli)
Gelistirilmis terapdtik
etkinlik

Cyclodextrin tabanli
nanopartikiil igerenanti

RRM2 siRNA ve DLT yok

Kanser Tipi

Metastatik/yinelenen
meme kanseri

Ozafagusta ileri
adenokarsinom ve
gastroozofagal
sistem.
Metastatik/yinelenen
kat1 timéor
Yumurtalik Kanseri

ileri kat1 timor

Kat1 tiimor

Tleri/metastatik
pankreas kanseri

Kat1 tiimor

PH: Pasif Hedefleme, IRR: inflizyon iliskili reaksiyonlar, Ph-: Filedelfiya kromozom negatif, ALL: Akut Lenfatik Losemi, FK: farmakokinetik, AH: Aktif Hedefleme, MTD: maksimum
tolere dozu, DLT: doz limitli toksisite, DC. Dendritik hiicre
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Tablo 1.3. FDA onayl antikanser ilaglar

Nanoplatform

Lipozom

Polimerler

Digerleri

ilag

Abelcet
AmBisome
Amphotec
DepoCyt
DaunoXome
Doxil/Caelyx

Myocet
Visudyne

Adagen
Copaxone

Genexol-PM

Macugen
Neulasta
Oncaspar
Renagal
Somavert
Abraxane

Estrasorb
Emend

Megace ES

Rapamune
TriCor
Feridex

Sirket

Enzon

Gilead Sciences

Three Rivers Pharmaceuticals
Skye Pharma

Gilead Sciences

Ortho Biotech, Schering-
Plough

Zeneus

QLT, Novartis

Enzon
TEVA Pharmoceuticals

Samyang

OSI Pharmmoceuticals
Amgen

Enzon

Genzyme

Nektar, Pfizer

Abraxis BioScience,
AstraZeneca

Novavax

Elan, Merck

Strativa

Pharmaceuticals, subsidiary
of Par Pharmaceutical.Inc.
Elan,Wyeth Pharmaceuticals
Elan, Abbott

Bayer Healthcare
Pharmaceuticals

Ozellikler

Lipozomal amfoterasin B

Lipozomal amfoterasin B

Kolesterol sulfat tabanli amfoterasinB
Lipozomal siterabin

Liposomal daunorubisin
Lipozom-PEG doksorubisin

Lipozomal doksorubisin
Lipozomal vertoporfin

PEG-adenozin deaminaz (ADA)
L-Glutamik asit, L-alanin,
L-lizin, and L-tirozin kopolimer
Methoksi-PEG-poli(D,
L-lactide) paklitaksel
PEG-anti-VEGF aptamer
PEG-GCSF

Pegaspargaz (PEG-L-asparaginaz)
Poli(allilamine hidrokloriir)
PEG-HGF

Albumine bagli Paklitaksel

Ostradiyol emulsiyon

Nanokristalin aprepitant
Nanokristalin megestrol asetat

Nanokristalin sirolimus
Nanokristalin fenofibrat
Femmoxides solsyonu
(superparamagnetic iron oxide)

Igerik

Fungal enfeksiyon

Fungal ve protozoal enfeksiyon

Fungal enfeksiyon

Kétii huylu lenfatik menenjit

HIV iliskili Kaposi’s sarcoma

HIV iligkili Kaposi’s sarcoma, metastatic mem kanseri,
metastatik yumurtalik kanseri

Siklofosfamid ile kombine metastatik meme kanseri
Yasla iligkili makular dejenerasyonda fotodinamik
terapi, patolojik miyopi ve okular histoplasmosis
ADA eksikligiyle iliskili ciddi immiin yetersizligi
Multipl Skleroz

Metastatik meme kanseri

Yasla iligkili makuler dejenerasyon
Notropeni iliskili kanser

Akut lenfoblastik 16semi

Son asamadaki renal hastalik
Akromegali

Metastatik mem kanseri

Menapozla iliskili vazomotor semptomlar

Antiemetik (Kusmay1 onleyici)
Anoraksia, kaseksi, veya AIDS hastalarinin
aciklanamayan kilo kaybinda

Immiinosiipresan
Antihiperlipidemik
MRI kontrast maddesi

Uygulama
Y ontemi
i.v.

i.v.

i.v.

it

i.v.

i.m.

i.v.
i.v.

i.m.
s.C.

i.v.

ir.

s.C.

i.v., i.m.
oral

s.C.

i.v.

Topikal ve
transdermal
Oral
Oral

Oral
Oral
i.v.

ADA: adenozin deaminaz; GCSF:graniilosit koloni uyarici faktér; HGF: hepatosit biiyiime faktorii; HIV: insan immiin yetmezlik viriisii; i.m.: intramuskiiler; i.r.: intravitr6z;
i.t.: intrathekal; i.v.: intraven6z; PEG: polietilenglikol; s.c.: subkutan6z; VEGF: vaskiiler endotelyal bityiime faktorti.
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1.2. Lipozomlar

1.2.1. Lipozomlara Tarihsel Bakis

Lipozomlarin kesfi 1961 yilinda kan ve kan pihtilagmasi iizerine arastirma yapan
A.D.Bangham’in ozellikle lesitin ve diger fosfolipitlerin kolloid davranist {izerindeki
arastirmalarma atfedilir. Bangham ve Horne (1964) seyreltilmis sulu ¢ozeltiler iginde
fosfolipitlerin kiire seklini aldigin1 bulmustur ve lipozomlar1 toksik olmayan dogal fosfolipit
ve kolesterolden iiretilebilen kiire seklindeki en kiicik yapay vezikiiller seklinde
tanimlamaktadir (Segota ve Tezak 2006). Lipit vezikiiller 1960’larin baslarinda Bangham
tarafindan kesfedilse de, lesitin ve diger fosfolipitlerin kolloid davranisiyla ilgili daha erken
donemde yazilmis makaleler bulunmaktadir. 1811 yilinda Vauquelin sicak etanol kullanilarak
beyinden izole edilen malzeme icinde, yag asitleri iizerinde fosfor baglarini tarif etmistir
(Lasic 2000). Amfifilik ozellikler ve lipit ¢ift tabakanin yapisi ve biyomembranin 6zellikleri
lipit dispersiyonlarinin koloit davraniglarinin incelenmesi sirasinda 1920’lerde bulunmustur
(Gorter ve Grendel 1925). 1970’lerde lipozomlarin paketleme potansiyeli ve ilag dagiliminda
ilaglarin kapsiil icine yerlestirilerek gonderilmesinin 6nemi anlagilmaya baglanmistir.
1980’lerde arastirmalar lipozomlarin kan dolasimi icine enjeksiyonu ve spesifik bolgelere
iletilmesini gerektiren uygulamalar iizerine odaklanmistir (Cohen 1986, Grant ve ark 1989).
Lipozomlar sistemik olarak verildigi zaman dolagim sisteminde dagilir ve karaciger tarafindan
hizl1 bir sekilde ortamdan uzaklagtirilir. Sonraki on yilda ise lipozom teknolojisinin gen teshis
ve terapisi uygulamalarindaki karakterizasyonu iizerine caligmalar artmistir (Hangstrom ve
ark 1996, Tseng ve ark 1999, Lasic 1998). Bugiin lipozomlar; matematik ve teorik fizigi (li¢
boyutlu siireklilik i¢inde yiizen iki boyutlu yiizeyler topolojisi), biyofizik (hiicre kanallar1 ve
zarlarin Ozellikleri), biyoloji (biyomembran ve hiicrelerin i¢ kisimlarindan atilim, hiicre
fonksiyonu, iletim ve sinyal, gen aktarimi ve fonksiyonu), biyokimya (membran protein
fonksiyonu), kimya (kataliz, enerji doniisiimii, fotosentez) ve koloit kimya (kararlilik ve
termodinamik) gibi alanlar1 igeren ¢ok kullanishh modeller, belirtecler ve cesitli bilimsel

alanlardaki araglardir (Segota ve Tezak 2006).
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1.2.2. Lipozomun Yapisal Ozellikleri

Lipozomlar fosfolipit ¢ift tabakanin yapay olarak kapsiil seklinde olusturulmasiyla
meydana gelen ve ilag¢ tasima amagli olusturulmus yapilardir (Sekil 1.7) (Wilczewska ve ark
2012, Akbarzadeh ve ark 2013). Siklikla kozmetik ve farmasdtikal formiilasyonlarda
kullanilirlar. Birbirleriyle birlesmesi engellenerek kararli bir yap1 haline getirilebilirse olduk¢a
kullanishi olabilmektedirler. Oncelikli olarak lipozomlar biyolojik olarak son derece
islevseldir; antikorlar, protein reseptorleri ve biyosensor molekiiller lipozomlara tutunabilirler
(Vamvakaki ve ark 2005, Oja ve ark 2000). Ikinci olarak cesitli ilaglar, enzim, protein ve
DNA gibi cesitli kargolar1 tasimada kullanilabilecek boliimlerden olusabilmektedirler (Dos
Santos ve ark 2005, Pantos ve ark 2005). Lipozomlarin kiigiik ve kontrol edilebilen boyutlari,
on ile bin nanometre arasinda degisebilen ¢aplari, bu nano tasiyicilarin zeptolitre (10'21 L) ile
femtolitre (10" L) araligindaki hacimlerde madde tasiyabilmelerini saglamaktadir.
Biyomolekiiller veya diger kimyasal reaktantlar bu biyo-uyumlu tasiyicilara yiiklenebilecegi
gibi protein ekspresyonu, mRNA transkripsiyonu ve enzimatik kataliz reaksiyonlarin1 da
iceren hiicresel islemler ve kimyasal reaksiyonlar da lipozom icinde gergeklesebilir
(Yoshimoto ve ark 2004, Rhoades ve ark 2003). Bu genellikle hidrofobik bilesiklerde
¢Oziinme kabiliyetlerine ve formiilasyondaki reolojik kontroliine baglidir (Lasic 1998).
Hidrofobik molekiiller lipit ¢ift tabakanin i¢inde kalirken hidrofilik molekiiller vezikiillerde
en dista ve membran tabakasinin ortasinda kalmaktadir ve bu nedenle oldukca esnek bir
yapiya sahiptir. Buna ek olarak hiicre membranini taklit eden bir yiizeye sahip olmalari,
sitotoksik etki gostermeden membran transportunu kolaylastirir ve hiicre membrani {izerine

deneysel ve teorik ¢alismalarda model olarak kullanilabilirler (Michel ve Gradzielski 2012).

Lipozomlarin 6zellikleri onlar1 olusturan lipit ¢esitlerine, yiizey ylikiine, boyutuna ve
hazirlama metoduna gore degisiklik gosterebilmektedir. Lipit ¢ift tabakayr olusturan
bilesenler lipozomun sertligini veya akigskanligini ve c¢ift tabakanin yiikiini
belirleyebilmektedir. Mesala dogal kaynaklardan elde edilen (yumurta veya soya fasulyesi
fosfotilkolin) doymamuis fosfotilkolin tiirleri, lipozomu daha gecirgen ve daha az kararli
yaparken biiylik a¢il zincirli doymus fosfolipitler (dipalmitolfosfotidilkolin gibi) kararli fakat
daha az gecirgen bir lipit ¢ift tabaka olusmasini saglar (Akbarzadeh ve ark 2013).

Saf fosfolipit ¢ift tabaka membranlar, keskin ana faz gecisleri sergilemektedirler, bu

durum lipide 6zgii ve hidrokarbon zincirin erimesiyle iliskilidir (Mabrey ve Sturtevant 1976).

22



Zincir erime sicakliginin (Tp) altinda, fosfolipit molekiiller bir yerde kenetlenirler,
hidrokarbon =zincirleri arasinda olusan van der Waals kuvvetlerince birbirine sikica
baglanirlar, bu nedenle cift tabaka kati halde (jel fazinda) vezikiiller halinde karakteristik
acisal seklini gosterir. Bunun tersine Ty, sicakliginin tizerindeki lipitler lateral ve tabakalar
aras1 hareketlilik gosterebilmektedir (flip-flop) ve membran akiskanligini etkilerler. Faz
gecisleri sirasinda cift tabaka vezikiil membranlarin gecici gecirgenligi molekiillerin vezikiil
icinden serbestlenmesini saglar. Bu 6zellik lipozomlarin nano-tasiyicilar olarak akilli ilag
dagitim teknolojisinde tercih edilmesini saglamaktadir, c¢linkii faz gegis sicakliginin
astlmasiyla kapsiil icine yerlestirilen molekiillerin istege bagli serbestlemesi saglanabilir

(Michel ve Gradzielski 2012).

Lipitler sulu ortamlarda amfipatiktirler (hem hidrofobik hem de hidrofilik) ve
termodinamik faz ozellikleri ve hidrofobik bdoliimlerinin bir araya gelerek kendi kendine
karakteristik kiiresel ¢ift tabaka olusturabilirler. Bu tabakalara lameller denir (Akbarzadeh ve
ark 2013). Biiyiikliigline ve c¢ift tabakanin sayisina gore lipozomlar iki kategoride
smiflandirilmaktadir: (1) Cok tabakali vezikiil (MLV) ve (2) Tek tabakali vezikiil (Sekil 1.7).
Tek tabakali vezikiilde iki kategoride siiflandirilir: (a) Biiylik tek tabakali vezikiil (LUV) ve
(b) Kiigiik tek tabakali vezikiil (SUV). Tek tabakali lipozomlarda vezikiil bir tek fosfolipit ¢ift
tabakaya sahiptir. MLV, fosfolipitlerin su iginde kendiliginden dagilarak ¢oklu lipit cift
tabakalarin birbiri iizerini kaplamasiyla olusan oldukg¢a biiyiik vezikiil yapilardir ve sekil
olarak i¢ ige sogan halkalarmi andirmaktadir. Bir veya birkag farkli teknigin beraber
kullanilmasiyla MLV siispansiyonundan spesifik bilesim, boyut ve dagilima sahip kii¢tik tek
tabakali vezikiiller elde etmek miimkiindiir. Bu teknikler sonikasyon, lipit filmin
rehidrasyonu, filtre ile kaliptan gegirme gibi tekniklerdir (Gradzielski 2003, Akbarzadeh ve
ark 2013). Bu hazirlama prosediirleri gereklidir ¢iinkii fosfolipitlerin normal denge durumlari
tabakalar seklindedir ve yiiksek kinetik kararliligi ile (termodinamik kararliligi degil)
vezikiiller yar1 kararli yapilardir, ¢linkii vezikiil yapisinin olusabilmesi i¢in enerji girdisine
ithtiya¢ vardir (Laughlin 1997, Segota ve Tezak 2006). Baz siirfaktan sistemlerinde (6zellikle
katyonik siirfaktanlar ve siirfaktan karisimlart gibi) kendiliginden vezikiil olugsmasi ve
termodinamik kararlilik olsa da, fosfolipit vezikiillerin kararsizligi vezikiil uygulamalarinda

sinirlayict bir faktordiir (Michel ve Gradzielski 2012).
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LUV

Lipozom

SUvV

Sekil 1.7. Lipozom, Cok tabakali vezikiil (MLV), Biiyiik tek tabakali vezikiil (LUV), Kiigiik
tek tabakali vezikiil (SUV) ve lipit ¢ift tabakanin ¢izim sekli gosterilmistir.

1.2.3. Yapi Bilesenleri;

a) Fosfolipitler:

Lipozom formiilasyonunda genel olarak gliserol iceren fosfolipitler kullanilmaktadir
ve biyolojik membranlarin lipit agirhiginin  %50°sinden fazlasim1  olusturmaktadirlar.
Fosfotidik asit kullanilarak elde edilirler. Molekiiliin omurga kismin1 gliserol olusturmaktadir.
Cs ‘deki OH grubu fosforik asitle esterlesir. C; ve C, ‘deki OH uzun zincirle esterlesir. Yag
asitleride lipidik 6zellik kazanmasma neden olur. Fosforik asitin kalan OH grubu yiiksek
Olciide gliserol, kolin, ethanolamine, serin ve inositol iceren organik alkollerle esterlesebilir.
Bu tiir fosfolipitlere 6rnek olarak; fosfotidil kolin (lesitin) (PC), fosfotidil ethanolamin
(sefalin) (PE), fosfotidil serin (PS), fosfotidil inositol (PI), fosfotidil gliserol (PG)
verilebilinir. Kararli lipozomlar yapmak i¢in doymus yag asitleri kullanilir. Doymamis yag

asitleri genelde lipozom olusturmada kullanilmamaktadir (Mansoori ve ark 2012).

b) Sfingolipitler:

Sfingolipitler gliserol yerine bir uzun zincirli amino alkol olan sfingozin igeren bilesik

lipitlerdir. Bitki ve hayvan hiicreleri i¢in 6nemli bir bilesendir. Bag grubu kolin gibi basit

24



alkolden ¢ok daha kompleks karbonhidratlara kadar degisik biyiikliikte yapilardan olusabilir.
Sfingolipitlere 6rnek olarak sfingomiyelin, serebrositler ve gangliositler verilebilir.
Gangliositler, gri madde de bulunmaktadir ve lipozom {iretiminin mindr bileseni olarak

kullanilmaktadir (Mansoori ve ark 2012).

c)Steroller:

Kolesterol ve onun tiirevleri lipozom {iretiminde siklikla kullanilmaktadir. Lipit ¢ift
tabakanin akigskanligin1 azaltmaktadir. Suda ¢6ziinen molekiillerin membrandan gegisini
azaltmaktadir. Plazma gibi biyolojik sivilarin bulundugu ortamda membran kararliligini

saglar. Bu etki lipozomun intravendz uygulamalarinda kullanilir (Mansoori ve ark 2012).

d) Sentetik fosfolipitler

Burada doymus fosfolipitlere ornek olarak; Dipalmitol fosfotidil kolin (DPPC),
Disterol fosfotidil kolin (DSPC), Dipalmitol fosfotidil ethanolamine (DPPE), Dipalmitol
fosfotidil serin (DPPS), Dipalmitol fosfotidik asit (DPPA), Dipalmitol fosfotidil gliserol
(DPPQG) verilebilir. Doymamis fosfolipitlere 6rnek olarak; Dioleoyl fosfotidil kolin (DOPC)
ve Dioleoyl fosfotidil gliserol (DOPG) verilebilir (Mansoori ve ark 2012).

1.2.4. Molekiiler Paketleme Parametreleri

Amfifillerin soliisyon i¢inde organize olmasi molekiiler yapilarina bagli olmak iizere
termodinamik olarak siirdiiriilmekte ve kendiliginden olugsmaktadir. Bu durum Israelachvili ve
ark tarafindan amfifillerin denge durumuyla iliskili olarak sekil, boyut gibi geometrik
durumlart goz Onilinde bulundurularak molekiiler paketleme parametreleri adiyla

tanimlanmustir (Israclachvili ve ark 1976).

Stirfaktan molekiiller kolloidlerle iliskili olarak kiimelenerek misel, siv1 kristal, ¢ift
tabaka lamel, vezikiil, lipozom seklini alabilmektedir (Nagarajan 2002). Hava/su ara yiiziinde
siirfaktan tek tabaka formunu almaktadir. Siirfaktanin sulu soliisyonlar1 koloit formu alarak
molekiillerin fiziksel olarak etkilesmesini saglar, burada kimyasal etkilesim olmaz. Amfifilik
molekiillerin yiiriitiicii kuvveti hidrofobik bdliimlerin su ile etkilesimini en aza indirme

egilimindedir ve buna hidrofobik etki denir. Misellerin yiizeyindeki her bir siirfaktan
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molekiiliin yilizey alan1 birka¢ faktore baglidir; bazilar1 bag grup alanini artirirken bazilar1 da
azaltic1 etki gosterme egilimindedir. ki zit kuvvet bas gruplardan meydana gelen optimal
alan1 belirler. Bu kuvvetler hidrokarbon-su ara yiiziindeki hidrokarbon zincir birimlerinin
hidrofobik ¢ekici etkisinden kaynaklanan ¢ekici kuvvet ile hidrofilik, sterik ve iyonik iticilige

bagl komsu bas gruplar aras itici kuvvetlerdir (Segota ve Tezak 2006).

Molekiiler paketlemenin nasil gergeklestigi lipit yapisina baghdir ve “p” degeri ile
ifade edilmektedir.
p=v/al ;
Burada “v”- hidrofobik zincir hacmini, “a”- lipidin bas grup kisminin alanini ve “1”’- ise

hidrokarbon kuyrugun etkin uzunlugunu gostermektedir.

Fosfolipitler, hidrofilik bas (fosfat) ve iki hidrokarbon zincirden olusan amfifilik
molekiillerdir dolayisiyla paketleme parametre degeri olarak (p) 0,5 ve 1 arasinda yer alir
buda ucu kesilmis koni seklinde bir yap1 kazanmasini saglar. Bu nedenle fosfolipitler c¢ift
tabaka olusturma egilimindedirler, dahas1 vezikiiller gibi kapali ¢ift tabaka olusturma
egilimindedirler (Michel ve Gradzielski 2012, Segota ve Tezak 2006). Paketleme parametresi
lipitlerin bir araya geldiginde olusturacag: sekli belirler. Buna gore p<1/3 ise kiiresel bir yapi,
1/3<p<1/2 ise gubuk gibi bir partikiil ve 1/2 >p ise ¢ift tabaka yapisinin olugsmasi beklenir ve
vezikiil olusabilir (Sekil 1.8) (Gradzielski 2003). Buna ek olarak sicaklik, iyonik kuvvetler,
hidrokarbon zincir uzunlugu ve pH da yapinin seklini belirlemede etkindirler (Segota ve

Tezak 2006).

26



Kritik paketleme  Kritik paketleme
parametreleri sekli Yapi formu

<1/3 Koni Kiiresel misel

<

&

1 /3_1 /2 Kesikli Koni Silindirik misel
()

1/2-1 Kesikli Koni ta
T
DO 11171

<

”%
g
3
(3]

TPt LIV

Sekil 1.8. Paketleme parametreleri ve bununla iliskili sekil degisiklikleri (Hiemenz 1997)
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d)

f)

Isim

Lipozomal
amfoterasin B

1.2.5. Lipozomlarin Avantajlari

Lipozomlar ilaglarin yararliligini ve terapotik etkinligini artirirlar.

Lipozomlar ¢ogunlukla toksik degildir, esnektir ve hem hidrofilik hem de hidrofobik
bilesikleri tasiyabilecek 6zellige sahiptir.

Lipozomlar biyolojik olarak uyumlu ve biyobozunabilir olmasi nedeniyle sistemik
veya sistemik olmayan uygulamalarda immiinojenik degildir.

Lipozomlar kapsiillenen ajanin toksisitesini diistirtir.

Lipozomlar ¢esitli sekillerde uygulanabilir. (intrvendz, topikal vs.)

Lipozomlar spesifik ligandlarla etkilesime gegebilecek sekilde dizayn edilerek aktif
hedefleme yapilabilir. (Mansoori ve ark 2012, Akbarzadeh ve ark 2013)

1.2.6. Lipozomlarin Dezavantajlari

Coziniirliikleri distiktiir.

Yar1 omiirleri kisadir.

Fosfolipitler bazen oksidasyon ve hidroliz reaksiyonlar gegirebilirler.

Kapsiillenen ilag veya molekiil sizabilir veya lipozomlarla kaynasabilir. (Mansoori ve
ark 2012, Akbarzadeh ve ark 2013)

Klinikte Onaylanmus Lipozomal flaclar (Mansoori ve ark 2012)

Ticari isim Sirket Endikasyon

Abelcet® Enzon Fungal enfeksiyonlar

Llpozoma_l Ambisome® Gilead Sciences Fungal_ ve protozoal
amfoterasin B enfeksiyonlar

. . . . Kétii huylu lenfomato6z
Lipozomal sitarabin  Depocyt® Pacira menenjit
Llpozoma_ll_ DaunoXome® Gilead Sciences HIV-iliskili Kaposi’s
daunorubisin sarkoma

. Metastatik meme
Lipozomal

Doksorubisin

Myocet® Zeneus kanserinde siklofosfamit ile
kombine terapi
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HIV-iliskili Kaposi’s

Lipozom-PEG : Ortho Biotech, sarkoma, metastatik meme
.. Doxil®/Caelyx® ] . .

doksorubisin Scherring-Plough kanseri, metastatik
yumurtalik kanseri

Lipozomal Asi Epaxal® Berna Biotech Hepatitis A

Lipozomal As1 Inflexal V® Berna Biotech Influenza

Lipozomal morfin DepoDur® SkyePharma, Endo  Cerrahi sonrasi agri

Linozomal Yasa bagli makular

P Visudyne® QLT, Novartis dejenerasyon, patolojik,

Vertoporfion okular histoplazmoz

Miseller Ostrodiyol ~ Estrasorb® Novavax Menopozal Terapi

1.2.7. Lipozom ve Nanopartikiil Karisim Sistemlerinin incelenmesi

Asagida membran/nanopartikiil sistemleri ile olusturulan ve yapinin bigim ve

dengesinden sorumlu kuvvetlerin farkli yapilardaki etkisinden bahsedilmektedir.

1.2.7.1. Desteklenmis Lipit Cift Tabaka

Desteklenmis Lipit Cift Tabaka (DLCT) akiskan lipit membranin kati1 bir yiizeye
tutunmast ve bu kati ylizeyle arasinda ince su tabakasinin (1-3 nm) bulunmasiyla olusur.
DLCT’nin olusmasi i¢in siv1 fazda ¢ift tabaka (membranin yeterince diisiik elastiklige sahip
olmasi) ve hidrofilik alt tabakaya (destekleyici su tabakasina baglanmak i¢in) ihtiyac vardir.
DLCT yapist yenilikgi katalitik yilizeyler veya hareketsiz protein dizileri iiretmek i¢in once
diizlemsel yiizeylerde (cam, silika, mika) ¢alisilmistir (Anderson ve ark 2009, Goksu ve ark
2009). Simdilerde bu alandaki g¢alismalar nanovektdr olusturmak icin nanopartikiillerin
ylizeyine tutunan lipit ¢ift tabakanin biyo-uyumlu olarak iiretilmesi amaciyla nanopartikiiller
tizerine kaydirilmistir (Moura ve Carmona-Ribeiro 2005, Savarala ve ark 2010). Bu
calismalarda etkilesimleri kontrol etmek ve bdylece dagilim sistemini tasarimlamak igin iyi

tanimlanmis membranlar 6nemlidir.

Lipozomlarin soliisyon i¢inde kat1 yiizeylerde yapismasi, kaynasmasi ve dagilmasi iizerine

diizlemsel yilizeylerde ve nanopartikiillerde calisildigindan, DLCT yapist soliisyonlarda
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vezikiiller olusturulmasiyla basarili olunabilir (Richter ve ark 2003, 2006, Savarala ve ark
2010). Vezikiillerin ylizeye tutunmasi hakkinda bir¢ok ¢alisma olmasma ragmen, kati
yiizeylerdeki lipozomlarin yapisma, kaynasma ve bozunmasindan sorumlu kuvvetler tam
anlamiyla aciga c¢ikarilamamistir. Bununla birlikte DLCT yapisinin 3 cesit etkilesim ile

kontrol edildigi disiiniilmektedir(Richter ve ark 2003, Seantier ve Kasemo 2009):

- Vezikiil ylizey etkilesimi
- Vezikiil-vezikiil etkilesimi, komsu vezikiillerle lateral etkilesim

- Vezikiiliin kendi baglayici kuvveti (vezikiil kararliligr)

Deneysel olarak, bu 3 farkli etkilesimin kuvvetliligi incelendiginde her birinin birgok
parametrede (iyonik gii¢, spesifik iyonlarin eklenmesi, pH, alt tabakanin yiizey ozellikleri,

kullanilan fosfolipitlerin dogasi) rol oynadigini1 gorilmektedir (Michel ve Gradzielski 2012).

Iyonik kuvvetlerin degisimi ve/veya pH, alt katmanda elektrostatik 6zellikleri
degistiren bir yol oldugu gibi fosfolipitlerin net yikiinii degistirir. Bu da alt tabakanin
dogasina ve kullanilan lipit ¢esidine bagli olarak farkli tutunma oOzelliklerinin olusmasina
neden olur (Cho ve ark 2011, Savarala ve ark 2010). Negatif yiiklii veya zwitteriyonik
lipitlerin negatif yiikli alt tabaka ile olusturulan etkilesiminde spesifik iyonlarin kullaniminin
(6zellikle divalent katyonlar) DLCT yapisinda kuvvetli etki gosterdigi bulunmustur (Seantiar
ve Kasemo 2009, Reviakine ve Brisson 2000). Zwitteriyonik fosfolipitlerin ilging durumu ise,
katyonlarin bas grubu dipolden tek kutuplu pozitife donebilmektedir, bu nedenle negatif yiiklii
alt tabaka ile kuvvetli olarak etkilesime girer (Sekil 1.9).( Savarala ve ark 2010, Seantiar ve
Kasemo 2009).

Bununla birlikte iiretim mekanizmasinin vezikiil membraniyla alt tabaka ylizeyi
arasinda elektrostatik kuvvetlerin etkisinde olustuguna inanilsa da diger kuvvetler de goz ardi
edilemezler. Ornegin, DLCT yapis1 veya vezikiil tutunma sisteminde elektrostatik etkilesimin
acikca uzaklastiric1 etki gosterdigi veya deneysel ortamin minimize edilmesiyle (pH, alt
tabaka yiizey Ozellikleri) basarildigi bildirilmistir. Bu da van der Waals ¢ekici kuvvetlerin
Oonemini gosterdigi gibi olusum mekanizmasindaki hidrasyon ve yapisal kuvvetlerin de 6nemli
oldugunu gostermektedir (Anderson ve ark 2009, Ahmed ve ark 2011, Michel ve Gradzielski
2012).
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Onceki calismalarda sert nanopartikiiller iizerinde DLCT yapist iki grupta

incelenmistir;

1. Lipozomlarin nanopartikiiller {izerine tutunarak partikiil yiizeyinin lipit ¢ift
tabakayla kaplamasi partikiil yiizeyinde stirekli DLCT yapisinin olugsmasina neden olmaktadir
(Sekil 1.9). Bu durum partikiil yar1 ¢capimnin (Rnp) vezikiil yaricapindan (Ryes) daha biiyiik
oldugu veya biitiin partikiillerin ylizey alanlarinin DLCT yapisinin muhtemel ylizey alanina
(YA) esit yada daha biiyiik oldugu durumlarda gerceklesir (YAnp > YAves). Bununla birlikte
YAnNr>> YAyes oldugu durumlarda nanopartikiillerin kismi olarak lipit ¢ift tabaka ile

kaplanabilecegi de goz onilinde bulundurulmalidir (Savarala ve ark 2011).

2. DLCT ile kaplanmis partikiillerin lipozom ile sarmalanarak kaplanmasi bu
mekanizmanin ara basamagini olusturmaktadir (Le Bihan ve ark 2009). Bu durum (Ryses)’in
(Rnp)’den oldukea biiyiik oldugunda gegerli olmaktadir (Sekil 1.9). Nanopartikiiller 6ncelikli
olarak membran ve nanopartikiiller arasinda cekici etkilesimle harekete baslar fakat bu siirecte
vezikiil i¢inden su salinmasiyla termodinamik siiriicii kuvvet agiga ¢ikarken bununla beraber

entropi kazanilir (Michel ve Gradzielski 2012).
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Durum 1: Desteklenmis Lipit Cift Tabaka Formu

RNPZRves
ve/veya Lipozom
YARp2YA s Yiizeyde Tutunma- Deformasyon- Bozulma Desteklenmis Lipit Cift Tabaka
Durum 2: Partikiil ice Alimi
R, »<<R
Ve ™ Nanopartikiil . ]
YA B<YA o Yiizeyde Tutunma- Yutma Ice Alinmig Nanopartikiil
@ Q
-DL T
-
‘ : Nanopartikiil (hidrofilik) ‘ : Lipozom

Sekil 1.9. Hidrofilik partikiiller ve akiskan lipozom fazinda Lipozom/nanopartikiil karisik
sistemlerinde olusan muhtemel mekanizmanin ¢izimi. Membran ve nanopartikiiller arasinda

yeterli derecede ¢ekici kuvvetlerin oldugu kabul edilmektedir (Michel ve Gradzielski 2012).

Sekil 1.9°daki birinci olayda bahsedilen DLCT yap1 mekanizmas: diiz ylizeylerdeki
olaylara benzer sekilde(Anderson ve ark 2009, Richter ve ark 2003) lipozomun nanopartikiil
yiizeyinde yiizeye tutunma, deformasyon ve bozunmasi ile devam etmektedir (Mornet ve ark
2005). Lipozomun tutunmasiyla adezyon kuvvetlerine bagh olarak vezikiillerde bigimlenme
iist sinira ulasir, yani bozunma meydana gelene kadar lipit ylizeyle alt tabaka arasindaki temas
alan1 artar ve sonugcta partikiil ylizeyinde yama olusmasiyla sonuglanir (Michel ve Gradzielski
2012). Fakat bu yama olusumu lipidin jel veya daha sivi fazda olmasinin da etkisiyle
bolgeden bolgeye farklilik gostermektedir (Wang ve ark 2008). Yiizeye tutunan vezikiillerin
etrafinda lipit yamalarin olmasina bagli ya da bagimsiz olarak bu islem meydana
gelebilmektedir. Aslinda ¢ift tabaka yamanin kenari, tutunan vezikiiliin biiyiik ihtimalle
bozunumunu aktive eder (Richter ve ark 2003). Bu nedenle DLCT yapisi biitiin partikiilleri
kaplayabilmekte siklikla komsu lipozom yamalarinin aktif kenarlarinin etkisiyle
kaynasmaktadir (Seantier ve ark 2009). Nanopartikiiller ¢ift tabakaya baglandigi durumlarda
cift tabakanin dalgalanmasini baskilayarak membranin konfigilirasyonal entropisini

kaybetmesine yol agacaktir. Bununla birlikte DLCT yapist yiliksek oranda membranin
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partikiil etrafinda kiiresel bir sekil olugsmasina ve bu sekle adapte olmasina baghdir (Roiter ve
ark 2008, 2009). Lipit cift tabakanin kavisliligi literatiirde, membran ve alt tabaka arasinda
adezyon enerjisi ve ¢ift tabakanin partikiil etrafinda biikiilmesi i¢in gerekli elastik enerji (veya
egrilme enerjisi) etkilesimleri sonucunda olustugu bildirilmistir (Seantier ve Kasemo 2009,
Roiter ve ark 2008, 2009). ilgili teorik calismalar, tamamen kaplanmis, kismi sarilmis veya
daginik kolloid bdlgelerin sinirlarini belirleyerek yapisal faz diyagramini aciga c¢ikarmistir
(Deserno ve Gelbart 2002, Fleck ve Netz 2004). Sarilmis ve serbest partikiiller arasinda gecis
basamaklarinin kesfedilmesi partikiiliin kritik ¢apinin (Rc) belirlenmesini saglamistir, yani
DLCT yapist enerjik olarak kritik degerin iizerindeki yaricapa sahip partikiilleri tercih
etmektedir. Gerimi olmayan membranlarda, Rc degeri, adezyon enerjisi ve biikiilme enerjisi
tarafindan kompanse edildiginde, ortaya c¢ikan enerjetik dengenin ifadesiyle elde edilir

(Dobereiner ve Lipowsky 1998, Deserno ve Bickel 2003)

Rc = +/2x/|W|

Burada “R¢” , adezyon enerjisinin birim alandaki (W) kuvvetine ve ¢ift tabakanin
ortalama biikiilme modiiliine (k) baglidir, bu nedenle hem partikiilin hem de lipit ¢ift
tabakanin dogasina baglidir. Sonugta lipitlerin dogasi, alt tabakalarin 6zellikleri (Savarala ve
ark 2011), pH gibi ortam ozellikleri (Moura ve Carmona-Ribeiro 2005), iyonik 6zellikler
(Savarala ve ark 2010) gibi deneysel ortamdaki degisimler bu kritik degeri degistirebilir.
Mesela biikiilme modiilii (k) ¢ift tabakanin kalinliginin ti¢lincii kuvvetiyle orantilidir (Michel
ve Gradzielski 2012). Bu nedenle Rc degeri deneysel olarak sistemin dogasiyla degisiklik
gostermektedir. Silika partikiillerin zwitteriyonik lipit ¢ift tabakayla etkilesimi olayinda,
yapistirict  giictin (W) birkag mJ/m? oldugu durumlarda kritik yaricap 10 nm olarak
belirlenmistir (Le Bihan ve ark 2009, Roiter ve ark 2008, 2009).
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SiO, Nanopartikiil AU Tabka5| ~10-20A

Vezikiil ‘457'—'1"‘> Desteklenmis
Membran

Kismi Kenetlenmis Tamamen Kenetlenmis Kenetlenmemis

Sekil 1.10. Kii¢iik nanopartikiil ile desteklenen fosfolipit ¢ift tabakanin dis ve i¢ yapraklari

arasinda kenetlenmenin sematik ¢izimi (Ahmed ve ark 2009).

Kiigiik partikiiller iizerine tutunmus desteklenmis lipit ¢ift tabaka (Rc <100 nm)
karsilastiklar1  yiiksek egrilik nedeniyle morfolojik degisimler ortaya koymaktadir.
Diferansiyal taramali kalorimetre ile yapilan incelemede T, degerinde kayma, bunun yani sira
genisleme ve/veya gecis tepe degerinin ikiye ayrilmas: (Ahmed ve ark 2009), SUV’larda da
gozlemlenen ¢ift tabakanin i¢ ve dis yapragi arasinda baglantisinin kesilmesine bagli olarak
olusan egriligi diisiindiirmektedir (Brocca ve ark 2006). Asiri-u¢ olaylarda (R¢ <10 nm)
yiiksek egrilik lipit ¢ift tabakanin acil zincirleri arasinda genis serbest hacimler olusmasina
neden olmaktadir (Ahmed ve ark 2009, 2011 ) (Sekil 1.10). Bu durumda hidrofobik
zincirlerin sulu ortamla maruziyetten kacinmasi nedeniyle, hidrofobik etkilesimleri en uygun
hale getirmek i¢in, agil zincirleri arasinda kenetlenme meydana gelmektedir (Michel ve
Gradzielski 2012)(Sekil 1.10).
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Daha 6nce bahsedilen ikinci olayda, kiigiik partikiillerin yiizeyindeki DLCT yapisi,
nanopartikiiliin vezikiil i¢ine yerlesmesiyle olusur. Buna 6rnek olarak silika nanopartikiillerin
DOPC vezikiilleriyle etkilesimi verilebilir (Sekil 1.11). Le Bihan ve ark (2009) partikiillerin
lipozomlarin dig ylizeyine tutulmasiyla ilgili olarak, membranin partikiil etrafina yayilmasiyla
devam eden ve nanopartikiiliin igeri ¢ekilerek tamamen vezikiil i¢ine yerlesmesiyle son bulan
invajinasyon mekanizmasini Onermislerdir. Bu nanopartikiil gog¢ii hiicredeki endositoza
benzemektedir (Michel ve Gradzielski 2012). Benzer sistemlerin simiilasyonunun yukarida
aciklanan invajinasyon mekanizmasiyla tutarli oldugu bildirilmistir (Vacha ve ark 2011).
Invajinasyon mekanizmas1t DLCT yapis1 boliimiinde tartisildig1 gibi ayn1 enerji dengesi ile
kontrol edilmektedir (Daillant ve ark 2005, Fleck 2004). Sonugta partikiiliin lipozomun dis
yiizeyinde tutunmasindaki ayni ifade (Rc) partikiiliin kritik ¢ap degerinin hesaplanmasi igin
de kullanilabilinir. Bu durumda toplam adezyon enerjisi, membran biikiilmesiyle ilgili enerji
ihtiyacin1  karsilamaz, bu nedenle daha fazla devam edebilmek igin invajinasyon
mekanizmasinin 6nlenmesi gerekmektedir. Buna ragmen deneysel bulgularin (Le Bihan ve
ark 2009), teorik calismalarda belirtilen biiylik lipozomlarla (Ryes > 300 nm) calisma
gerekliligi gibi baz1 gereksinimleri desteklemedigi goriilmektedir (Deserno ve Gelbart 2002).

Sekil 1.11. DOPC lipidiyle olusturulan LUV’larda yerlesen silika nanopartikiillerin Kriyo-
TEM goriintiileri. Siyah oklar DLCT ig¢indeki nanopartikiilleri, yildiz isareti ise serbest

nanopartikiilii gostermektedir. Bar 50 nm uzunlugunu temsil etmektedir (Le Bihan ve ark
2009).
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1.2.7.2. Dekorasyon ve Topaklanma Olusumu

Vezikiill dekorasyonu, lipozom membran yiizeyine hidrofilik nanopartikiillerin
tutunmasiyla nanopartikiil yarigapmnin kritik degerden (R¢) diisiik oldugu (bu degerin
solisyonun pH veya iyonik kuvvet gibi diger parametrelerin ayarlanmasiyla kontrol
edilebilecegi goz onilinde bulundurulmalidir) sistemlerde olusur (Savarala ve ark 2011,Yu ve
ark 2007). Bu durumda, yapisma ve biikiilme enerjisi arasindaki denge invajinasyon siirecinde
olumsuz olan aralikta kayar. Boylece membran, partikiiliin i¢ce alinmasinda yetersiz olur ve
kendi dis yiizeyi iizerinde birakir (Sekil 1.12A). Membran ve nanopartikiiller arasi g¢ekici
etkilesime bagli olarak membran yiizeyinde nanopartikiiller ice dogru girintiler yapabilir.
Sadece yilizeyde girinti yapacak seklilde kalmasi, kismi sarma i¢in gerekli olan ¢ekici
etkilesim ve biikiilme enerjisi arasinda dengeye baglidir. Bu durum yalnizca membranda
deformasyona yol agmakla kalmaz ayni zamanda bolgesel sertligini de etkiler ve dahasi
yiizeye tutunmus farkli nanopartikiiller arasinda ek bir etkilesim giicline neden olacaktir. Buna
ek olarak partikiil yarigapinin kritik degere yakin oldugu bu gibi durumlarda invajinasyon
siirecinin  kinetigi yavaslamaktadir ve sadece ara yapilarda dekore vezikill yapilar
gozlemlenebilmektedir (Michel ve Gradzielski 2012). Yikli nanopartikiiller diger
partikiillerle (zwitterionic lipitler/yliklii nanopartikiiller) lipozom dekorasyonunda, lipozom
yiizeyinin elektriksel yliklenmesini saglayarak mutlak zeta () potansiyel deger dagilimini
degistirir (Savarala ve ark 2011). Vezikiil yiizeyinde elektriksel yiiklerin goriilmesi, dekore
vezikiil yapilar1 arasinda elektrostatik itme kuvvetini agiga ¢ikarir ve bdylece vezikiil yayilimi
dengelenir (Zhang ve Granick 2006, Savarala ve ark 2011 ). Bu itme kuvveti {-potansiyel
Olctimii ile olgiilebilir ve beraberinde kararlilik artar, nanopartikiil boyutu arttikca potansiyel
degisim daha da biiyiir (Savarala ve ark 2011). Bu sonug bir¢ok lipozomun yar1 kararli dogasi
g0z oniine alindiginda biiyiik bir ilgi cekmektedir (Laughlin 1997) ve genellikle hizli bir faz
ayrilmasina neden olur, bu da potansiyel uygulamalari i¢in Onemli bir dezavantaj
olusturabilir. Buna gore elektriksel yiiklii silika nanopartikiillerin eklenmesi lipozomlarin

kararliligini diizenlemek i¢in bir yontemdir.
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Sekil 1.12. Vezikiil dekorasyonunun sematik ¢izimi ve partikiil adsorpsiyonu nedeniyle lokal
membran biikiilmesi (A). Yiikli nanopartikiillerin elektrostatik itme etkisi (siyah oklar)

nedeniyle lipozom dagiliminda koloidal kararlilik (B) (Michel ve Gradzielski 2012).

Bununla birlikte bu sistemlerde koloidal kararlilik sadece en az nanopartikiiliin yiizeye
tutunmastyla gerceklesebilir, bu da dekore edilen vezikiil yapilarinin birbirini itmesini
saglamak i¢in lipozomlarin yiizeyini yeterince kaplanmasiyla elde edilmektedir (Sekil 1.12B)(
Zhang ve Granick 2006). Michel ve Gradzielski (2012) galismalarinda partikiil boyutunun
degisiminin zamana bagli fonksiyon olarak belirtildigi benzer sonuglar1 bildirmislerdir (Sekil

1.13).
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Sekil 1.13. Hidrodinamik yaricapt (Rn = 40 nm) olan DPPC (dipalmitol fosfotidilkolin)
vezikiiliiniin su i¢inde farkli miktarlarda silika nanopartikiiller (R, = 8 nm) ile etkilesiminin

dekore edilen vezikiillerin ortalama yarigapindaki degisim (Michel ve Gradzielski 2012).
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Dinamik 1s1k sagilimi vasitasiyla faz gegis sicakliginin altinda tek tabakali DPPC
vezikiillerinin (R~50nm) kararlilig1 tizerine yapilan ¢alismada kiiciik miktarlarda kiigiik silika
nanopartikiillerinin (Rh=8 nm) eklenmesinin vezikiil dagiliminda hizli bir kararsizliga yol
actig1 gosterilmistir. Lipozom yiizeyinde yeterince yiiksek miktarda silika partikiiller
tutundugunda -yaklasik olarak vezikiil bagina 14 nanopartikiil- komsu lipozomlarla
birlesmesini engelleyerek koloidal kararliligini birka¢ ay korumasmi saglamaktadir. Bu
durum modifiye edilmemis vezikiillerin durumuyla karsilastirildiginda muazzam bir
gelismedir ve boyle uzun siireli kararliligi lipozom dagiliminin saklanmasi ve kontrollii

salmim 6zellikleri i¢in ¢ok 6nemlidir (Michel ve Gradzielski 2012).

Bunun aksine nanopartikiil-mikrokiire sistemlerinde gézlemlendigi gibi (Tohver ve ark
2011) eger nanopartikiil konsantrasyonu ¢ok diisiikse nanopartikiil komsu lipozomlarla k&prii
kurabilir, dolayisiyla etkilesimleri baglatmis olur ve boylece birlesmelerini hizlandirir (Zhang
ve Granick 2006). Bu etkinin biiyiikliigiinii sinirlandirmak igin partikiil yiikiiniin isareti ve
biyiikligii degismelidir. PC (fosfotidilkolin) lipozomlarinda bulundugu gibi katyonik
partikiillerin kullanim1 anyoniklere gore alt yiizey kaplamasinda koloidal kararlilifa neden
olur (Yu ve ark 2007). Aslinda katyonik partikiillerin lesitin bas grubundaki P~ -N* dipoliin
geometrisine bagli olarak membran ylizeyinde yapigmasi zayiftir (Sekil 1.14) ve sonugta
komsu lipozomlar arasinda koprii kurulmasina daha az egilimli olmaktadir. Bu sonuglar

analog sistemlerin bilgisayar simiilasyonunda yapilan tahminleri dogrulamaktadir (Michel ve
Gradzielski 2012).

Sekil 1.14. DLPC (dilaurolyfosfotidilkolin) lipozom siispansiyonunun nanopartikiillerle
kararli hale getirilmesinin sematik gosterimi. Cergeve i¢inde zwitteriyonik lipidin dipolar bas

gurubu sematik diyagrami gosterilmektedir (Yu ve ark 2007).
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Nanopartikiillerle desteklenmis lipozomlar iizerine yapilan spesifik ¢alismalar da bu
yapilarm ilging dzelliklere sahip olduklar1 bulunmustur. Ornegin DLCT ile olusturulan dekore
vezikiillerde, nanopartikiillerin PEG ile kaplanmas: (Bartucci ve ark 2002), nanopartikiillerin
ylizeyde tutunmasini, lipozom sabit ligandi (biotin) ve serbest reseptor proteinleri
(streptavidin) arasindaki bagi ne engeller ne de disiiriir. Ayrica dekore lipozomlarin dig
yiizeyi nanopartikiil varligina ragmen daha ulasilabilir ve biyofonksiyoneldir (Zhang ve ark
2007). Dekore lipozomlarin partikiil dekorasyonu lipozomlarin gegirgenligini (igindeki
molekiiliin serbestlemesini) engelliyor gibi gériinmektedir; fakat bunun aksine lipozomlarin
sulu i¢ yapisina yliklenmis molekiillerin (protein) salinimi lipozomun dis yiizeyinde hidrofilik
nanopartikiil tabakanin uygun bir sekilde diizenlenmesiyle daha iyi bir sekilde kontrol
edilebilmektedir (Mohanraj ve ark 2010). Bu potansiyel uygulamalar igin 6nemlidir ¢iinkii
lipozomun diger biyolojik fonksiyonlarin1 korurken aymi zamanda kararli olmasimni
saglamaktadir. Buna ek olarak dekore vezikiiller diiz yiizeylerde kolaylikla hareketsiz
kalabilmektedir. Bu diiz yiizey ile lipozom ylizeyinde tutunan nanopartikiillerin ¢ekici
elektrostatik etkilesimin ayarlanmasiyla saglanmaktadir (Zhang ve ark 2006). Boyle sabit
lipozomlarin biyomolekiil calismalarinda nano-tasiyict1 olarak kullanilma potansiyeli
bulunmaktadir ¢iinkii iglerine yiiklenen molekiillerin uzun siireli gozlemlenmesinde daha az

yiizey karisikligina neden olmaktadir (Michel ve Gradzielski 2012).

1.2.7.3. Nanopartikiil Membran Etkilesimi

Fosfolipit ¢ift tabakadaki hidrofobik i¢ yapimin iginde sinirlanmis halde bulunan agil
zincirlerine yliksek ilgisi olan hidrofobik nanopartikiiller kullanildiginda ¢ift tabakadan olusan
membran ic¢inde nanopartikiillerde birlesme meydana gelir. Bu tiir vezikiil-nanopartikiil
hibritleri olusturmak i¢in en yaygin hazirlama yolu kloroform igindeki fosfolipit MLV ve
hidrofobik partikiil karisimini kurutarak nanopartikiil-lipit film elde etmek, sonra sulandirarak
daha ileri islemler yapmak veya sonikasyon ile nihai vezikiil-nanopartikiil hibrit dagilimi elde

etmektir (Jang ve ark 2003).

Vezikiillerde altin (Rasch ve ark 2010, Park ve ark 2006, Paasonen ve ark 2010),
gimiis (Bothun ve ark 2009, Park ve ark 2005), silikon (Jang ve ark 2003), Fe3O,4 (Krack ve
ark 2008, Amstad ve ark 2011) ve kuantum nokta (CdSe, ZnS) (Bothun ve ark 2009, Al-Jamal
ve ark 2008, Gopalakrishnan ve ark 2006) gibi farkli hidrofobik nanopartikiiller kullanilarak
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birgok c¢alisma yapilmistir. Lipozomlarda demir-oksit nanopartikiil gémiilmesinin lipozom
boyutunu azalttigi belirtilmis ve bunun nedeni olarak lipozom iiretimi sirasinda lipitlerin
filtreden gecirilmesi asamasinda nanopartikiillerin porlar1 tikamasi oldugu ileri siirtilmistiir
(Amstad ve ark 2011). Fakat bir¢ok ¢alismada, nanopartikiillerin birlesmesinin vezikiil boyutu
ve kararlilig1 tizerine 6nemli bir etkisi goriilmemistir (Jang ve ark 2003, Park ve ark 2006).
Bununla birlikte, internalize nanopartikiiller lipit ¢ift tabaka yapisinda lokal bozulmaya sebep
olurken, lipit diizenlenmeyi azalttigi ve bdylece membran i¢in daha yiiksek bir akiskanlik
olusurken (Park ve ark 2006,2005, Bothun 2008) ayn1 zamanda lipit ¢ift tabakanin faz gegis
termodinamigini degistirmektedir. Burada ana faz gecisi ile gecis dncesi- diizenli jelden (Lg)
diizensiz jele (Pg) gecisi- birbirine yaklastirir ve erime bolgesi genisletilerek Tm degerini
degistirdigi bildirilmektedir (Bothun ve ark 2009, Bothun 2008, Chen ve ark 2010).

Teorik caligmalar, partikiil gdbmme mekanizmasini hidrofobik kiireciklerin saf sudan
hidrofobik membran icine hareket etmesi nedeniyle olusan serbest enerji degisiminin
baskinligi sonucuna dayanarak agiklamaktadir (Ginzburg ve ark 2007, Wi ve ark 2008). Bu
baglamda arayiiz enerjisindeki kazan¢ (AA-A) 4 nm ¢apindaki nanopartikiillerde (20 mN/m
ara yiizey gerilimini degistirmek igin ) yaklasik 1000 kT dir (Michel ve Gradzielski 2012).
Bununla birlikte, eger pargacik boyutu kullanilan lipit tiiriine bagh olarak kritik boyutun
altinda ve membran kalinligina yakin ise membran icindeki etkilesimin sadece enerjetik
olarak uyumlu oldugu belirtilebilir (Rasch ve ark 2010, Wi ve ark 2008). Daha biiyiik
partikiiller yliksek elastik enerji kaybina ve membranla ¢evrili olmanin gerektirdigi geometrik
zorluklara bagli olarak lipit ¢ift tabaka i¢inde yer alamamaktadir ve bdylece membran
dalgalanmalar1 baskilanmaktadir. Biiylik ve ¢ok hidrofobik partikiiller ile lipozomlarin ya da
fosfolipit molekiilleri arasindaki etkilesim sonucunda hidrofobik yiizeylerde fosfolipit tek
tabaka olusumuna yol agtig1 bildirilmistir (Chibowski ve ark 2011, Park JW 2011, Fang ve
ark 2010). Sonug¢ olarak ortaya ¢ikan yapi ilag dagilimi igin biyolojik olarak uyumlu
partikiillerden olusmaktadir (Lukacova ve ark 2007, Wean ve ark 2011, Zhang ve ark 2008)
ve yiiksek basingl sivi kromotografisi i¢in kolon materyalleri ya da hareketsiz durumlardaki
membran benzeri yapilarin arastirilmasinda da kullanilabilmektedir (Chibowski ve ark 2011,
Park JW 2011). Bununla birlikte, fosfolipit ¢ift tabakanin hidrofobik i¢ boélgesine kiigiik
nanopartikiillerin yerlesmesi durumunda, fosfolipit membran her iki tabakanin agil zincirlerini
birbirinden ayrilmasiyla fermuar gibi agilmaktadir (Sekil 1.15C) (Rasch ve ark 2010).

Fermuar gibi agilma birlesik nanopartikiiller etrafinda bosluklar ortaya c¢ikarmaktadir. Bu
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bosluk hacmini ve deformasyon serbest enerjisini en diisiik seviyede tutarak birlesik
nanopartikiiller ¢ift tabaka iginde tespit edilebilmektedir (Sekil 1.15C). Sonug¢ta membran
icinde nanopartikiil igermeyen vezikiillerin “normal” SUV dagilimi i¢inde tamamen yiiklii
birkag lipozom (merkezdeki vezikiiliin koyu kenarlari) (Sekil 1.15A) gozlenmektedir. Baska
bir 6zel durum ise Janus tip vezikiil yapisidir; burada i¢e alinan nanopartikiiller vezikiillerin
bir tarafinda odaklanmaktadir (Sekil 1.15B) (Rasch ve ark 2010). Bu fenomen hakkindaki son
caligmalarda partikiil agregasyonu siirecinde ¢ift tabakanin faz davranisinin 6nemi {izerinde
durulmustur. Nanopartikiil kiimelenmesi lipit erimesi sirasinda gozlenmistir ve bunun sivi
fazda gomiilii partikiillerin lipit aracili kuvvetler esliginde lateral kilcallikla ilerleyerek daha
biliyiik hidrofobik uyumsuzluk olusturmasiyla gerceklestigine inanilmaktadir (Michel ve
Gradzielski 2012). Bununla beraber, lipozom dagilimi iginde baz1 vezikiillerde partikiillerin
gomiilme tercihi veya vezikiiliin bir tarafinda toplanmasi (Janus vezikiillerindeki gibi) diger
benzer c¢aligmalarda bildirilmemistir (Bothun ve ark 2009, Amstad ve ark 2011,
Gopalakrishnan ve ark 2006) ve bu nedenle hala tartismaya agik bir konudur.

AG|| | = AGgef = AGgoy < 0

AGm n<o

Sekil 1.15. Membran Internalizasyonu. (A)-Kiiciik tek tabaka vezikiilerle cevrelenmis
vezikiil-nanopartikiil hibrit yapisinin Kriyo-TEM goriintiisii. (B)-Janus vezikiillerin Kriyo-
TEM goriintiisti. (C )-Membranda hidrofobik nanopartikiillerin internalize olusunun sematik

gosterimi (Rasch ve ark 2010).
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Boyle nanopartikiil-vezikiil hibritleri nanobiyoteknolojide umut verici araglardir.
Ornegin kuantum dot vezikiillerin kullanimi hiicre yiizeyleriyle vezikiillerin birlesmesinin
kontroliine izin verirken, ayni zamanda hiicre membrani iizerinde olusabilecek yamalarin
floresans yardimiyla goriintiilenmesini de saglamaktadir (Gopalakrishnan ve ark 2006).
GOmiilii paramanyetik nanopartikiiller elektromanyetik alan kullanilarak isitildiginda ¢ift
tabaka faz gecisini uyararak lipozom membran gec¢irgenliginin kontrol edilmesinde yararli
olmaktadir (Amstad ve ark 2011, Chen ve ark 2010, Bothun ve Preiss 2011). Bu teknigin
onemli bir zorlugu da ortam sicakligini degistirmeden lokal faz gecisi saglanabilirken, in vivo
olarak nanopartikiil yiikli lipozomlar, ¢evresindeki biyolojik yapilara zarar verebilmektedir.
Bu nedenle her biri stabilize edilmis demir oksit partikiillerin kullanimimin kendi g¢evresi
etrafinda 6nemli bir etkisi olmadan membranin lokal olarak isitilmasina olanak sagladigi
bildirilmistir (Amstad ve ark 2011, Chen ve ark 2010). Bu sekiilde vezikiil sistemlerindeki
aktif ajanlarin kontrollii dagilimi ve yonlendirilmesine olanak saglanmaktadir. Buna ek olarak
potansiyel tibbi uygulamalar gz oniline alindiginda bu yaklasimin istenildigi gibi ¢ok daha

diisiik ve kontrollii bir enerji girisi sagladig goriilmektedir.

1.3. Manyetolipozomlar

Manyetolipozomlar, lipozom ve manyetik nanopartikiil iceren, biyoteknoloji ve
biyotip alanlarinda ilag dagilimi {izerine yapilan g¢alismalar i¢in gelistirilmis umut verici
yapilardir (Qiu ve ark 2012). Lipozom/nanopartikiil hibrit yapisi manyetolipozomlara ¢ok
fonksiyonluluk kazandirdigindan ilag dagilimmin yani sira manyetik rezonans (MR)
goriintiileme (Soenen ve ark 2011, Frascione ve ark 2012), manyetik hedefleme ve 1sitma ile
kontrollii ilag serbestleme (Pradhan ve ark 2010, Kulshrestha ve ark 2012) gibi alanlarda da
kullanilabilme 6zelligi kazandirmaktadir. Manyetolipozom tasariminda genel strateji, biiyiik
siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin yiizeyine lipidlerin tutunmasi veya kiiglik
siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin birgogunun sulu ortamlarda lipozomlar i¢ine
yerlesmesi seklinde olmaktadir (Chen ve ark 2010). Eger manyetolipozomlar hedef noktaya
ulagabilirse, radyo frekansiyla (RF) olusturulan elektromanyetik alan ile lokal hipertermi
saglanabilir. RF enerjisinin avantaji1 dokuya kolaylikla niifuz etmesi ve Hf degerinin 4,85x10°
kA/m.s altinda olmast durumunda 1 saat boyunca non-invaziv olmasidir (H= akim x birim

uzunluktaki sargi sayisi, f: frekans) (Brezovich 1988, Chen ve ark 2010).
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MR ile goriintiilemede manyetolipozomlarda yerlesen demir oksit nanopartikiiller rol
almaktadir (Soenen ve ark 2011, Soenen ve De Cuyper 2009, Skouras ve ark 2011). Demir
oksit nanopartikiiller MR goriintiillemede T2/T2* kontrast ajan olarak kullanilmaktadir
(Soenen ve ark 2011). Siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller (SPIO: ¢aplar1-70 ile
150nm arasinda) T2 kontrast ajanlar olarak kullanilirken, ultra kiiciik siiperparamanyetik
demir oksit nanopartikiiller (USPIO: ¢aplar1 50 nm’den kii¢iik) uygun konsantrasyonlarda
uygulandiginda T1 kontrast 6zellik gosterebilmektedirler (Frascione ve ark 2012). Demiroksit
nanopartikiillerin ¢oziinebilirligini ve fiziksel kararliligini artirmak i¢in nanopartikiiller sitrat,
dekstran veya oleik asit ile kaplanmaktadir (Geraldes ve Laurent 2009, Soenen ve De cuyper
2009, Frascione ve ark 2012). Ornegin, FDA onayli Endorem® (ABD’de Feridex®),
Resovist® veya Sinerem® degisik biiyiiklilklerde ve dekstran kapli partikiillerden
olusmaktadir (Soenen ve ark 2011, Soenen ve De cuyper 2009, Geraldes ve Laurent 2009).
USPIO’lar yakinindaki suyun protonlarinin relaksivitesini, nanomolar konsantrasyonlarda T1
ve T2 relaksasyon zamanini diisiirerek etkiler. Bu da T1 agirlikli dizi uygulamasinda sinyal
yogunlugunu artirirken (hiperintense T1 etki) ve T2 agirlikli dizi uygulamasinda sinyal
yogunlugunu distiriir (hipointense T2 etki) (Frascione ve ark 2012). Bununla birlikte
USPIO’lar sulu soliisyonlarda toplanma ve ¢okelme egilimindedirler, bu da kararli olmayan
bir soliisyon olusturur. Manyetik cekirdegin yeterince etkili kaplanamamasi magnetitlerin
(FesO4) ve maghemitelerin (Fe,O3) yiizeyinde oksitlenmeye neden olarak partikiillerin
fizikokimyasal ve manyetik 6zelliklerini olduk¢a degistirebilmektedir (Plaza ve ark 2002,
Frascione ve ark 2012). USPIO’larin lipozomlar igine gémiilmesiyle bu gibi problemler
yiiksek oranda ortadan kalkacak ve olusan manyetolipozom yapisinda Yyeterli miktarda
manyetik nanopartikiillerin bulunmasiyla manyetik dipol moment artacak ve tek manyetik
¢ekirdege oranla ¢ok daha kuvvetli MR goriintii sinyali elde edilebilecektir (Frascione ve ark
2012).

Nanopartikiillerin  pozitif yiiklii molekiillerle kaplanmasi hiicre fizyolojisini
degistirebilmektedir. Ornegin katyonik manyetolipozomlarda demir oksit cekirdek belli
oranda katyonik lipit iceren fosfolipit ¢ift tabaka ile kaplanir ve bu katyonik amfifil plazma
membranina transfer olarak transmembran porlarin yapisini indiikleyebilmektedir. Boylece
membran potansiyeli veya hiicre sinyal iletimini, protein kinaz C’yi inhibe ederek veya Ca®*
alimina neden olarak degistirebilmekte ve bdylece hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Soenen

ve De Cuyper 2009, Soenen ve ark 2007). Manyetolipozomlarda nanopartikiil
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konsantrasyonunun artigina bagli olarak 3T3 (fibroblast) hiicrelerinde yapilan sitotoksisite
testlerinde laktat dehidrogenaz (LDH) ve mitokondriyal metabolizma (MTT) tahlilleri 100 ve
3500 pg Fe/ml igeren hiicrelerde 24 saat inkiibasyon sonrasinda denenmistir. Diisiik
konsantrasyon nanopartikiil igeren hiicrelerde canlilik yiizdesi, LDH ve MTT tahlillerinde
birbirine ve kontrol grubuna yakin sonuclar verirken, yiiksek konsantrasyonda nanopartikiil
iceren hiicrelerde canlilik yiizdesi LDH denemesi sonucu kiigiik bir diisme gostermis fakat
MTT denemesi sonucu canlilikta artis goriilmiistiir. MTT analizlerinde formazan kristalleri
rol oynamaktadir ve bu artis nedeni olarak da reaktif oksijen tiirlerinin hiicrenin redoks denge
durumunu degistirmesi ve daha sonrasinda mitokondrial enzim aktivitesini artirarak formazan
kristallerini indiikledigi bildirilmistir. Bununla birlikte toksisite nanopartikiil boyutuna,
lipozom potansiyeline ve farkli hiicre tiirlerine gore degisiklik géstermektedir (Soenen ve De
Cuyper 2009). Bu nedenle nanopartikiil konsantrasyonunun uygun miktarlara diisiiriilmesi ve
hiicresel hedefleme 6nem arz etmektedir fakat goriintiillemede yeterli kontrastin saglanmasi,
hipertermi ve manyetik yonlendirme i¢in yiiksek nanopartikiil konsantrasyonuna ihtiyag

vardir (Samadikhah ve ark 2011).

Manyetolipozomlara ila¢ yiikkleme ve manyetik alan altinda ila¢ serbestleme iizerine
caligmalar giderek artan bir arastirma konusudur. Nappini ve ark (2010) karboksiflorasein
yiiklii manyetolipozomlarda diisiik frekansh alternatif manyetik alan uygulayarak frekans
artisina bagl olarak ilag serbestlemesinde artig gordiiklerini ayn1 zamanda uygulama siiresinin
15 dakikanin iizerine c¢ikarilmasiyla da %060 civarinda ilag serbestlemesinde basari
sagladiklarint bildirmislerdir. Ding ve ark (2012) DSPE-PEG 2000 lipidini ve Fe304
nanopartikiilleriyle olusturdugu manyetolipozomlarin i¢ine karboksiflorasein ve doksorubisin
yiikleyerek manyetolipozomlar 42 °C’de ilag serbestleme yiizdelerini arastirmistir. Sonugta
42 °C’de 1 saat inkiibasyon sonrasinda karboksifloraseinin %68 ve doksorubisinin %90
serbestlendigini bildirmistir. Yoshida ve ark (2012) farelerde mide kanseri modeli olusturarak
kemohipertermi ¢alismasinda Dosetaksel yiiklii manyetolipozomlar kullanmistir. Dosetaksel
yiiklii manyetolipozomlar disaridan elektromanyetik alan altinda termal etki ile 7 giin sonunda
tiimor hacminde istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir.

Zhang ve ark (2005) negatif yiizey yikine sahip paklitaksel igeren
manyetolipozomlar1 ve piyasada bulunan paklitakselin baska formuyla karsilastirmali olarak
meme kanseri olusturulmus BALB/C farelerinde intravendz uygulamayla denemisler ve 24

saat sonunda tiimorde paklitaksel birikiminin manyetolipozom grubunda digerlerine oranla 4
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kat daha fazla oldugunu gostermislerdir. 24 saat sonunda plazma, kalp ve karacigerdeki ilag
miktar1 biitiin gruplar ¢ok diisilk bulunmustur. Disaridan manyetik alan etkisinde ise kisa
stirede ila¢ miktarinin tiimorde tepe degerine ulastigini, manyetik alan uygulanan 2 saat
boyunca ilag miktarinin bu tepe degerinde kaldigini ve manyetik alan uzaklastirildiginda ise
ilacin zamanla ortamda azaldigin1 bildirmislerdir.

Manyetik hedeflemenin organ spesifikligi icermemesi ve manyetolipozomlarin
manyetik hedefleme ve ilag dagitict platform olarak kullanishh olmasi nedeniyle
manyetolipozom c¢aligmalarinin yakin bir zamanda faz denemelerinin baslayabilecegi

sonucunu distindiirmektedir.

1.4. Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi (FDT) akciger, 6zafagus, mide, serviks, mesane gibi ¢esitli kanser
tiplerinin ve ateroskleroz, psoriasis, aktinik keratoz, yaslanmaya bagli makular dejenerasyon
gibi kot huylu olmayan hastaliklarin tedavisinde fotosensitif ajanlar ve goriiniir 15181n
beraber kullanilmasina dayanan alternatif bir tedavi yontemidir (Bilgin ve ark 2005).
Fotodinamik terapinin etki mekanizmasi fotosensitif bir maddenin 151k etkisi ile aktive olmasi
ve enerjisini ortamdaki molekiiler oksijene vermesiyle agiga ¢ikan oksijen radikallerinin hiicre
yikimi olusturmasina dayanmaktadir. Tedavinin etkinligi uygulanan fotosensitif ajana, 151k
kaynagina ve tedavi sekline bagh olarak degisiklik gostermektedir (Shackley ve ark 1999, Li
ve ark 2006, Lilge ve ark 1997). Hedeflenen dokuda FDT’ye cevap olarak dokuya etki eden
parametreler lokal optik 151k dozu, oksijen bulunabilirlii ve fotosensitif ajan
konsantrasyonudur. Fotosensitif ajanin dokuda tutulmasi, doku tiiriine, fotosensitif ajanin
kimyasal bilesimine, ilac1 dagitic1 araca (uygulanabilirse), uygulama sekline (rotasinin tayini)
ve uygulamadan sonra gegen siireye baglidir (Lilge ve ark 1997). Timorli hayvanlar ile
sistematik caligmalar ilk defa 1972 yilinda Diamond ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanmistir.
Arastirmact deneysel olarak hematoporfirinin (HPD) 151k aktivasyon etkisini sican glioma
hiicrelerinde in vivo ve in vitro olarak ¢alismis ve her iki durumda da anlamli sonuglar elde
etmistir. Tedavinin in vitro olarak %100 hiicre 6liimiine ve in vivo olarak ise tiimor nekrozuna
yol agtigi ve tiimorde biiylimeyi Onlendigi gosterilmistir (Soumya 2004, Ackroyd ve ark
2001). Kanser tedavisinde fotosensitif ajan ¢ogunlukla kan dolasimina enjekte edilmektedir
ve ajan viicuttaki biitiin hiicreler tarafindan alinmaktadir fakat kanser hiicrelerinde birikimi ve

kalma stiresi normal hiicrelere gore daha uzundur. Enjeksiyondan yaklasik 24-72 saat sonra
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normal hiicrelerde kalan ajan miktar1 kanserli hiicrelerdekine gore daha azalmaktadir. Bu
kanserli hiicreler 1518a maruz birakildiginda fotosensitif ajan oksijenin aktif formu olan singlet
oksijenin agiga ¢ikmasina neden olmakta ve kanserli hiicrelerde nekroza kadar giden olaylar
baslatmaktadir (NCI 13/04/2014). FDT nin gerektiginde tekrarlanabilir ve cerrahi, radyasyon
ve Kkemoterapi gibi terapilerle beraber kullanilabilir olmasi klinikte biiyiik avantaj
saglamaktadir (Wilson ve ark 2002). Bu terapinin en biiyiik yan etkisi fotosensitif ajana bagl
olarak terapiden yaklasik 6 hafta sonraya kadar deri ve gozlerde 1s18a karsi hassasiyetin
devam etmesi bildirilmektedir. Bu nedenle hastalar direk giines 1s18ina ve kapali alanlarda
kullanilan siddetli beyaz 1s18a maruz kalmaktan bu siire zarfinda korunmalidirlar. FDT
sonucunda saglikli dokularin harabiyeti minimum diizeyde olsa bile FDT, yakindaki saglikli
dokularda yanma, eritem, 6dem hatta ¢cok nadiren nekroz olusumuna neden olabilmektedir.
Bununla beraber uygulamada klinik duruma bagli olarak Oksiiriik, yutkunmada zorlanma,
mide agrisi, nefes alirken agri, kisa araliklarla nefes alma gibi gegici yan etkilerde
goriilebilmektedir. Bu nedenle ajanlarin hedef dokuya taginmasi {izerine arastirmalar devam

etmektedir (NCI 13/04/2014).

1.4.1. Fotosensitif Ajanlar ve Etki Mekanizmalar:

Fotosensitif ajanlar 1s18a duyarli kimyasal maddelerdir. Fotodinamik terapide bu
ajanlar uygun dalga boyundaki 1sikla uyarildiginda yiiksek reaktif hidroksil radikal tiirlerini
(Tip-1) veya singlet oksijen tretirler (Tip-2). Bu reaktif tiirlerin her ikisi de kaskatlar halinde
seyreden biyokimyasal olaylar1 baglatarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Juarranz ve ark
2008). Genel olarak temel durumdaki fotosensitif bir ajan uygun dalga boyundaki 15181

sogurdugunda elektronu birinci uyarilmis singlet enerji diizeyine geger (Sekil 1.16).
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Sekil 1.16. Jablonski Diyagrami: Elektronik olarak temel durumdan enerji sogurarak

uyarilmis duruma gegen molekiillerde enerji gecisini gostermektedir (Grossweiner ve ark

2005).

Uyarilmig diizeyde atom Kkararsizdir ve uzun siire kalamaz ve floresans ve/veya
fosforesans 1simasi yaparak veya etrafa 1s1 vererek tekrar temel diizeye donmektedir. Bununla
birlikte uyarilmis singlet diizeyden sistemler arasi gecisle singlet diizeye oranla daha kararli
triplet seviyesine gecebilir. Triplet diizeyinde fotosensitif ajan iki farkli reaksiyon

olusturabilir (Sekil 1.17):

(1) oksijen veya biyomolekiiller ile (lipitler, proteinler, niikleik asitler vb.) elektron veya
hidrojen atomu transferi yaparak serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerini agiga cikarirlar
(stiperoksit anyon (Oz-), hidroksil radikal (OH*), hidrojen peroksit (H»O2)); (2) enerjisini
temel diizeyde triplet oksijene (302) aktararak radikal olmayan fakat yiiksek oranda reaktif
uyarilmis diizeyde singlet oksijen (102) olusumunu saglar. Birinci reaksiyon islemlerine Tip-1
fotosensitizasyon reaksiyonu ve ikincisine de Tip-2 fotosensitizasyon reaksiyonu adi verilir.
Bu nedenle fotodinamik terapinin etkinligi ortamdaki oksijen varligina baglidir ve hipoksik
durumlarda bu etkinligin azaldig1 bildirilmektedir (Muehlmann ve ark 2011, Juarranz ve ark

2008, Mroz ve ark 2011). Singlet oksijenin hiicreler arasindaki 6mrii yaklagik 3 ps olarak
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bildirilmistir (O’conner ve ark 2009). FDT etki mekanizmasi hiicre genotipine (Almeida ve
ark 2004), FDT dozuna (Vantieghem ve ark 1998), intraselliiler adenosin trifosfat (ATP)
seviyesine (Plaetzer ve ark 2002) ve fotosensitif ajanin yerlesimi gibi ¢esitli faktorlere
baghdir. Fotosensitif ajanlarin mitokondrial yerlesimi apoptozisi indiiklerken plazma

membraninda yerlesimi genelde nekroza neden olmaktadir(Dougherty ve ark 1998).

Excited singlet

State (S,) e Type
© -

Triplet state H
(T
A ¥ h ;
>'< s el Repair/survival
Cellular damage
Cell death

y (So)

) ~

, G

7/
e - ’
Necrosis Apoptosis

e v---

red light (So)

Sekil 1.17 FDT’de reaksiyonlar. FDT ii¢ elementi gerektirir: Bunlar fotosensitif ajan (PS),
151k ve oksijen. PS spesifik dalga boyundaki 1s18a maruz kaldiginda temel singlet diizeyden
(So) uyarilmig singlet diizeye gegerek (S;) aktive olur. Daha sonra sistemler arasi gecisle
uyarilmis triplet diizeyine geger (T1). Ty diizeyindeki enerjisini biyolojik ortama ve molekiiler
oksijene aktarir ve Tip1 ve Tip2 fotosensitizasyon reaksiyonlariyla reaktif oksijen tiirleri (*O»,
H.0,, O,-, OH*) ag1ga ¢ikarir. Buda ya hiicreyi tamir eder ya da nekroz veya apoptoz yoluyla

hiicrelerin 6liimiine yol agar (Juarranz ve ark 2008).

Bugiin kanserde terapi amacl bir¢ok fotosensitif ajan kullanilmaktadir. Kanada Saglik
Bakanlig1 1993 yilinda hematoporfirin tiirevi olan Photofrin® [Axcan Pharma, Kanada] isimli
ilacin FDT yontemiyle kanser tedavisinde kullanimma onay vermistir. Takiben Amerika
Birlesik Devletlerinde FDA Kurumu Photofrin® isimli ajanin 6zafagus kanseri ve kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanserinde FDT ajani olarak kullanilmasini onaylamistir. 2003 yilinda
FDA Kurumu prekanser6z olarak isimlendirilen Barret 6zafaguslu hastalarda Photofrin®
kullanimina izin vermistir. Sonugta, 1993 yilindan bu yana Protoporfirin IX (PpIX) onciilii

olan Levulan® [ABD], Benzoporfirin tiirevi olan Vertofrin® [Kanada], mTHPC tiirevi olan
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Foscan® [Almanya], Lutesyum teksafirin tlirevi olan Lutrin® [ABD], Klorin-gg tiirevi olan
NPe6® [Japonya] isimli fotosensitif ajanlar klinikte FDT ajanlar1 olarak kullaniimaya
baglanmistir (NCI 13/04/2014, Wilson 2002).

Fotosensitif ajanlar genelde porfirin ve porfirin olmayanlar seklinde siniflandirilirlar.
Porfirin tiirevi fotosensitif ajanlar birinci, ikinci ve tiglincli kusak fotosensitif ajanlar seklinde
smiflandirilirlar.  Birinci kusak fotosensitif ajanlar hematoporfirin (HpD) tiirevi olan
Photofrin®’dir (O’conner ve ark 2009). Deride uzun siireli 151k hassasiyeti, yetersiz doku
penetrasyonu gibi bazi problemleri ¢6zmek icin ikinci kusak fotosensitif ajanlar
gelistirilmistir (Nayak ve ark 2005). Bu ikinci nesil ajanlar kimyasal olarak birinci nesile gore
daha saf, daha uzun dalga boylarinda 15181 sogurmakta ve tedavi sonrasi deride daha az 151k
hassasiyeti olusturmaktadir. Bununla birlikte bu ikinci nesil ajanlar FDT’de altin standart olan
Photofrin’in tumordeki etkinligi kadar etkili olmas: gerekmektedir (Schuitmaker ve ark 1996,
O’Conner ve ark 2009). ikinci nesil fotosensitif ajanlarin antikorlar veya lipozomlar gibi
tasiyicilara baglanmasiyla tiimor dokusundaki segici birikimi {igiincii nesil fotosensitif ajanlar
olarak isimlendirilmektedir ve son yillarda bu ajanlar iizerine c¢alismalar yogunlagmistir
(Juzeniene vd. 2007). Arastirmalarda kullanilan fotosensitif ajanlarin  Sekil 1.18’de
gosterildigi gibi biiylik cogunlugu porfirin tiirevi ajanlar olmasina ragmen cesitli porfirin

olmayan fotosensitif ajanlarda mevcuttur (O’Conner ve ark 2009).
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Sekil 1.18 Fotosensitif ajanlarin siiflandirilmasi; A) porfirin tabanli olanlar, B) porfirin

tabanli olmayanlar (O’Conner ve ark 2009).

Porfirinler biitiin yasayan organizmalarin biyolojik aktivitelerinde gerekli olan bir
maddedir. Bu molekiiller yiiksek oranda bilesik yapiya sahip, heterosiklik molekiillerdir ve
merkezinde genelde metalik atom bulundururlar. Cesitli porfirin tiirevleri bulunmaktadir ve
bunlar yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinin kontroliinde gorev alirlar.
Hematoporfirin tiirevi ajanlar onkolojide FDT ilaci olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir
(O’Conner ve ark 2009).
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1.4.2. Protoporfirin

Protoporfirin IX (PplX) hemoglobin, sitokrom ¢ ve diger biyolojik olarak iliskili
molekiillerde dogal olarak olusan porfirin bilesenidir (Sekil 1.19).

!

r }
= “on OH

Sekil 1.19. Protoporfirin IX molekiil yapis1 (Wikipedia 27/04/2004).

Fotodinamik terapide ilag olarak kullanilmakta fakat fizyolojik ortamlardaki diisiik
¢Ozliniirligii ve topaklanmasi nedeniyle dogrudan uygulamasi ¢ok kisitli olmaktadir (Rossi ve
ark 2008). Bunun nedeni PplIX, pH 0-3 araliginda monomer, pH 3-7 araliginda yiiksek oranda
topaklanma ve pH 8’den biiyiik oldugu kosullarda dimer olarak bulunmasidir (Scolaro ve ark
2002). Bununla birlikte dolayli yoldan PpIX uygulamasi hidroklorik asit soliisyonu ig¢inde
aminolevulinik asit (ALA.HCL) iizerinden miimkiindiir. ALA biitiin in-vivo porfirinlerin
onciil maddesidir ve dokuda PpIX olusumunu uyarmaktadir (Rossi ve ark 2008). Viicutta
veya hedef dokuda PpIX konsantrasyonunun gegici siire yiikselmesi viicuda disaridan ALA
uygulamasiyla elde edilebilir. ALA uygulamasi1 Hem biyosentetik yolaginda metabolik onciil
olmasi nedeniyle ALA sentezinin enzimatik basamagindaki Hem ile uyarilan negatif geri
bildirim kontrol mekanizmasini atlayarak viicutta PpIX konsantrasyonunun artmasini

saglamaktadir (Sekil 1.20) (Uehlinger ve ark 2000) .
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Sekil 1.20. Disaridan ALA uygulanmasiyla dokuda PpIX olusumunun indiiklenmesinin

sematik gdsterimi.

1.4.2.1. Levulan

Levulan® (protoporfirin IX, 5- aminolevulinik asit) ikinci nesil fotosensitif ajandir ve
tiimorde sitotoksik etki gosterir. FDA 1999 yilinda Levulan®’1n aktinik kerotoz hastaliginda
yiiz ve kafa derisinde kullanimina onay vermistir (Braathen ve ark 2007). Levulan®-FDT
biyosentetik heme yolaginda porfirin onciilii olan dogal olarak meydana gelen hidrofobik 5-
aminolevulinic asit kullanimini saglamaktadir. ALA mitokondride metabolize edilerek
fotoaktif protoporfirin IX olusmaktadir ve ALA’dan PpIX olusumu PpIX’den heme
olusumundan fazla oldugunda bu bolgede PplX birikimi meydana gelmektedir. Levulan®
topikal olarak uygulandiginda PpIX sadece malin dokularda degil ayn1 zamanda neoplastik
lezyonlarda normal dokulara gore 2-10 kat daha fazla toplandigi bildirilmistir (Kormeili ve
ark 2004). Hem sentez enzim seviyelerindeki degisimler, kanser hiicrelerindeki demir
konsantrasyonunun azalmasi sonucu heme doniisen PpIX oranindaki azalma, normal olmayan
dokularda hasarlanmis stratum corneum varligi, timor dokusunun vaskiiler 6zelligi gibi

faktorler bu segici toplanmada etkili olmaktadir (Kormeili ve ark 2004, Schuitmaker ve ark
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1996, Abels ve ark 1994 ). 5-ALA ile olusturulan 151k duyarlilig1 porfirin tiirevlerine benzer
dalga boyunda 410 nm’de maksimum sogurulma degeri verirken, 510, 540, 580 ve 635nm
dalga boylarinda da kiigiik sogrulma tepeleri bulundugu bildirilmistir (Morton ve ark 2000).
635 nm dalga boyunda PpIX uyarilma sabiti <5x10°> M cm™ olarak bildirilmistir (Sharman
ve ark 1999). Lezyonda Levulan® uygulamasma bagli olarak maksimal PpIX birikimi
uygulama sekline bagli olarak 1-8 saat siirmektedir ve i¢ kaynakl iiretilen PpIX viicuttan 24-

48 saat i¢inde uzaklastirilmaktadir (O’Conner ve ark 2009).

Levulan® -FDT’sinin aktinik keratoz tedavisindeki basarisi kanitlanmistir fakat
hastalarda tedavi sirasinda agri olmaktadir. Bu tedavideki en 6nemli dezavantaj ise timor

nekrozundaki etkinligin Imm derinlige kadar olmasidir (O’Conner ve ark 2009).

1.4.2.2. Metvix

Metvix® (metil aminoleviilinik asit) Levulan®’nin metil ester onciiliidiir. Yiiksek
oranda lipofilik olmasi derideki stratum corneum’dan penetrasyonuna izin vermektedir.
Fotofiziksel, fotokimyasal, farmakolojik ve fotobiyolojik 6zellikleri Levulan® ile benzerlik
gostermektedir. Metvix® hiicre igine girdiginde intraselliiler esteraz islemi sirasinda iki metil
grubu baglanarak ALA molekiiliine doniisiir ve ALA 1ile ilgili olan standart biyokimyasal
islemler baglar (O’conner ve ark 2009). Bazal hiicre kanser lezyonlarinda 3 saatlik ilag
maruziyeti sonrasinda Metvix® floresaninin etki derinligi 2 mm olmaktadir (Peng ve ark
2001). Metvix® Avrupa’da bazal hiicre karsinomu ve aktinik keratoz tedavileri igin
onaylanmistir ve son zamanlarda kafa derisindeki aktinik keratozlar i¢in Levulan® ile
karsilastirmali ¢alismalar yapilmaktadir (Moloney ve Collins 2007). Metvix® ve Levulan®
ile yapilan FDT aktinik keratozun 6nemli derecede azalmasina neden olmustur fakat bu iki
ilag arasinda anlamli bir fark elde edilememistir. Bununla birlikte Levulan®1n kullanimi ve
sonrasinda hastalarin agr1 siddeti Metvix® kullananlara oranla olduk¢a yiiksek oldugu
bildiirlmigtir (O’Conner, 2009).
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1.5. Fotodinamik Teshis

Ultrasonagrafi, bilgisayarli tomograti (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme (MRG)
gibi gorintiileme tekniklerinde ciddi gelismeler olsada bu teknikler, yiliksek ¢oziiniirliik
gerektiren kiiciik tiimdrlerin gorlintiilenmesinde yetersiz kalabilmektedirler. Floresans
ozelligine bagli olarak gorsel olarak belirlenebilen klinikteki tiimor isaretleyicilerinin de
hassaslik ve spesifiklik olarak eksiklikleri bulunmaktadir. Erken donem lezyonlar1 ve
mikrometastaz gibi kii¢iik lezyonlarin dogru bir sekilde belirlenebilmesi koti huylu

tiimorlerin cerrahiyle alinmasi i¢in uygun planlamanin yapilmasinda gereklilik arzetmektedir.

Fotodinamik teshis fotoaktif bir ilacin kétii huylu dokuda secici olarak toplanmasini ve
ilagtan floresans saliniminmi gerektirmektedir. Bu yontem normal doku ile tiimdr dokunun
siirlarinin  belirlenmesinde kullanilabilir. Fotodinamik Teshiste floresans tani, iiroloji,
dermatoloji ve norosirurjide kullanim amagh gelistirilmektedir (Inoue ve ark 2014). Floresans
endoskopi veya baska optik filtreler ve cihazlar kullanilarak dokudan salinan floresans

yogunluguna gore doku sinirlar1 belirlenebilmektedir (Santos Cortes ve ark 2011).

Kutan6z skuamoz hiicre kanserli hastalarin Mohs mikrografik cerrahi sonucu
cerrahinin etkinligini degerlendirmek icin metil aminolevulinic asit denenmistir. Sonugcta
fotodinamik teshis primer kutandz skuamoéz hiicre kanserinin cerrahi etkinligini artirmigtir. Bu
nedenle cerrahi 6ncesi hastalarin (3 ile 6 saat once) metil-ALA veya ALA kullanmasi tavsiye
edilmektedir. Bununla birlikte cerrahi derinligin belirlenmesinde fotodinamik teshis etkinligi

heniiz yeterli seviyede degildir (Jeaon ve ark 2013).

Asai ve ark (2013) skuamoz hiicre kanser fare modelinde metastatik lenf diigimlerinin
belirlenmesinde ALA ile indiiklenen PpIX’in floresans 0Ozelliginin kullanilabileceginin

bildirmislerdir.
Mesanede diiz yiizeydeki lezyonlarin beyaz 1sikla fark edilmesi zor olmaktadir.

Mesane kanserli hastalarda 5-ALA kullanilarak kiigiik papillar ve diiz liroteryal lezyonlarin

goriilmesi anlamli derecede artmistir (Denzinger ve ark 2007).
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1.6. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokusundaki hiicrelerden gelisen kanserlerdir. Meme dokusunun
herhangi bir yerinden kaynaklanabilir. En sik goriilen tipi; meme kanallarindan kaynaklanan
“duktal” kanserlerdir. Siit lireten bezlerden koken alan “lobiiler” kanserler de sik goriiliir.
Ayrica diger dokulardan kaynaklanan mediiller, tiibiiler, miisindz gibi kanserler daha nadir
gorilmektedir. Meme kanseri olusumunda genetik degisiklikler cok Onemlidir. Genetik
yapida ¢esitli faktorlerin ve normal yaslanmanin etkisiyle ortaya ¢ikan bozukluklar kansere
neden olmaktadir. Ancak meme kanserlerinin sadece %7-9’luk bir kismi ailesel gegisli oldugu
bildirilmektedir. Burada 6zellikle anne tarafinda gen¢ yasta meme kanseri ve erkek meme

kanseri goriilmesi ailesel bir gecise isaret etmektedir (Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Kanser

Daire Bagkanligi 27/04/2014).

Meme kanserlerinin ortaya ¢ikmasi ve gelismesinde basta Ostrojen (E;) olmak iizere
bazi hormonlarin rol oynadigi ve hormonlarin etkisi olmadan meme kanseri olmayacagi
bildirilmektedir. Bundan dolay1 kadinlarda meme kanseri erkeklere oranla 100 kat daha sik

goriilmektedir (Koyunoglu ve ark 2013).

Amerika Birlesik Devletlerinde 2014 yilinda yeni meme kanseri vaka sayisi kadinlarda
232670, erkeklerde 2360 olarak bildirilmistir. Oliimlii vaka sayisi ise kadinlarda 40000,
erkeklerde 430 olarak agiklanmistir (National Cancer Institute 22/04/2014). Tirkiyede
kanserden 6liim oran1 %20.7 olarak bildirilmistir (Giiltekin, 27/04/2014).

[lk meme kanseri hiicre hattit BT-20 1958 yilinda elde edilmistir (Lasfargues ve
Ozzello 1958). Sonraki 20 yil iginde MD Anderson (MDA) ve diinyada en ¢ok yayilmis olan
MCEF7 hiicre hatt1 1973 yilinda Dr Herbert Soule tarafindan Michigan Kanser Vakfi, Detroitte
gelistirilmistir. MCF7 hiicre hattinin popiilaritesinin yiiksek olmasinin nedeni yliksek hormon
hassasiyetidir. Ostrojen reseptdr ekspresyonu MCF7’yi hormon galismalari igin uygun model

haline getirmistir (Levenson ve Jordon 1997).

Bu erken basariya ragmen, son zamanlarda goreceli olarak az sayida meme kanseri
hiicre hatt1 gelistirilebilmistir. Bunun nedeni olarak stromal kontaminasyon nedeniyle

homojen kiiltiir elde etmedeki zorluk ve insan dokularinda ¢alisma yapabilmek i¢in gerekli
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olan siki etik kurallart sdylenebilir (Holiday ve Speirs 2011). Bununla birlikte primer meme
tiimori, plevral dokiintii veya hastalarin ¢esitli metastatik bolgelerinden SUM serisinden 10
hiicre hatt1 gelistirilmistir (Either ve ark 1993). Bu hiicreler ticari olarak hiicre bankalarinda

mevcuttur.

Meme kanseri kompleks ve heterojen bir hastaliktir. Gen ekpresyon profili molekiiler
diizeyde bu heterojeniteyi anlamamizda 6nemli katkida bulunmustur. Histolojik tip, timor
derecesi, lenf nodlarinin durumu gibi basit O6l¢iimlerle kanser siniflandirmasi yapilirken,
Ostrojen reseptorii (ER), progestoron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyliime faktorii
reseptorii 2 (HER2) gibi akilli belirtegler kullanilarak luminal A, luminal B, Her2-pozitif,
bazal ve normal alt gruplarinida igeren daha karmasik siniflandirmalar yapilabilmektedir
(Holiday ve Speirs 2011). Alt gruplarin molekiiler karakterisitkleri Tablo 1.4. ‘de

gosterilmistir.

Tablo 1.4. Meme Korsinomlarinin Molekiiler Siniflandirmasi (Holiday ve Speirs 2011)

Smiflandirma  immiin Profili Diger Karakterleri Hiicre Hatt1 Ornekleri
Luminal A ER', PR"", HER2' fio7 distl endolerin cevap, sicikla MCF-7, T47D, SUM185
kemoterapiye cevap
Ki67 yiiksek, genellikle endokrin cevap,
Luminal B ER', PR, HER2"  kemoterapiye kars1 ¢esitlilik. HER2" ‘ye BT474, ZR-75
trustuzumab cevap
EGFR" ve/veyasitokeratin 5/6", Ki67
Bazal ER’, PR, HER2" yiiksek, endokrine cevap yok, siklikla MDA-MB-468, SUM190
kemoterapiye cevap
Ki67, E-cadherin, claudin-3, claudinin-4

. .- ) BT549, MDA-MB-231,
Claudin-low ER’, PR, HER2 ve claudinin-7 diisiik. Kemoterapiye

Hs578T, SUM1315
ortalama cevap.

. Ki67 yiiksek, trustuzumab cevap,
HER2 ER’, PR, HER2 ) SKBR3, MDA-MB-453
kemoterapiye cevap

EGFE: Epidermal biiyiime faktori reseptorii; ER: Ostrojen reseptor; HER2: insan epidermal bityiime faktorii reseptorii 2; PR:

Progestoron reseptor.

Bu alt gruplarin her birinde farkli prognoz ve tedavi sekilleri bulunmaktadir. Luminal
A ve luminal B alt gruplarinda hormon tedavisi i¢in ER uygun bir terapotik hedeftir. Buna
benzer olarak HER2 trustuzumab terapi i¢in uygun bir adaydir. Bilinen terapotik tedaviler
icin bazal tiimorler tedavisi giic olan bir tiirdiir. Biyolojik olarak agresif olmakla beraber
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prognozu zayiftir. Cilinkii bazal fenotip, ERa, PR ve HERZ2 ekspresyon eksikligiyle
karakterizidir. Bu durum iglii-negatif olarak da adlandirilmaktadir. Claudin-low, alt grubu
siklikla insan ve kemirgen veri setleri sorgulamalarinda tanimlanmistir. Baglangigta ERa, PR
ve HER2 ekspresyon eksikligi ve =zayif prognoz nedeniyle bazal alt grubu ile
iligskilendirilmistir. Fakat claudin-3 ve claudinin-4, proliferasyon belirteci Ki67 nin diisiik
ekspresyonu, epitelyal-mezenkimal gegis ile iliskili belirteglerdeki artis ve meme kanseri kok
hiicreleri ile ilskili dzelliklerin ekspresyonu (Srnegin CD44*CD24"“5% fenotip) gibi kendine
Ozgii Ozellikler bu tiiriin ayr1 smiflandirlmasimi saglamistir (Herschkowitz ve ark 2007,
Holiday ve Speirs 2011).

1.7. Zeta Potansiyel

Madde temel olarak kati, sivi ve gaz olmak iizere ii¢ halde bulunabilir. Bu durumlardan
birindeki madde diger durumdaki bir madde i¢inde diizgiin dagilim gostermisse buna koloidal
sistem denir. Kat1 bir yiizey sulu bir soliisyon ile etkilestiginde yiizeyler aras1 yiik diizeni,
sollisyondaki lokal serbest iyonlarin tekrar diizenlenmesiyle arayiiz yakinlarinda ince bir
bolgede sifir olmayan net bir yiik dagiliminin olugsmasiyla (Sekil 1.21) sonuglanmaktadir (Sze
ve ark 2003).

€ Elektriksel Gift Tabaka

Kayma Duzlemi
(Slipping Plane)

Negatif Ylkli Partikdl

SternTabaka | E Difiiz Tabaka
'

L : L
-100
i é Yiizey F
mV \5 i SternP
i E Zeta Potansiyeli
o L1t

[T T 1
Partikl Yiizeyinden Uzakhk

Sekil 1.21. Zeta Potansiyelin sematik gosterimi.
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Partikiil ylizeyindeki net yiik partikiilii cevreleyen kati-sivi arayiiziindeki yiik
dagilimini etkileyerek yiizeye yakin bolgede zit iyon konsantrasyonunun yani partikiil yiikiine
zit yukli iyonlarin artmasini neden olmaktadir. Bu nedenle her partikiilde elektriksel ¢ift
tabaka olusur. Partikiilii ¢cevreleyen sivi tabaka iki bolimden olusur; iyonlarin kuvvetlice
baglandig1 i¢ bolge Stern tabaka olarak adlandirilirken, iyonlarin daha az kararli baglandig:
dis bolge difiiz tabaka olarak adlandirilir. Difiiz tabakada iyonlarin ve partikiillerin varliklarini
kararli1 olarak siirdiirdiikleri goreceli bir simir bulunmaktadir. Partikiil hareket ettiginde
(mesela yer ¢ekimi etkisiyle) sinirlar i¢indeki iyonlarda onunla hareket ederler fakat bu sinir
icinde olmayan diger iyonlar partikiillerle birlikte hareket etmez. Bu siira kayma diizlemi
(Slipping Plane) denir. Kayma diizlemindeki potansiyele Zeta Potansiyel adi verilmektedir
(Malvern, 25/04/2014).

Zeta potansiyel degeri koloit sistemin potansiyel kararliligini gosterir. Eger
siispansiyondaki biitiin partikiiller biiyiik negatif veya pozitif zeta potansiyel degerine sahipse
birbirlerini itecek ve topaklanma egiliminde olmayacaklardir. Eger partikiillerin zeta

potansiyeli diisiikse partikiillerde bir araya gelme ve topaklanma egilimi goriiliir (Malvern,

25/04/2014).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢

Fosfolipitler (DPPC) (Sekil 2.1A), (DSPE-PEG2000) (Sekil 2.1B) ve mini extruder set
200nm PC membrane ile birlikte Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, USA) firmasinin
tirlintin kullanildi. Ortalama 10 nm biiyiikligiinde olan, su i¢indeki Fe3O4 nanopartikiilleri ve
diger kimyasallar Sigma-Aldrich (Missouri, ABD)’den satin alindi. Kimyasallar analitik

derecede saf oldugundan daha fazla saflastirmaya gerek kalmadan kullanilmistir.

JK(OCHQCHQ)“,OCH:,

o

Sekil 2.1. Calismada kullanilan fosfolipitlerin molekiil yapilarinin gosterimi. (A) DPPC, (B)
DSPE-PEG2000 lipitlerini gostermektedir.
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2.2. Yontem

2.2.1. PpIX stok soliisyonunun hazirlansi

1g PpIX, 5 ml kloroform-metanol (2:1 hacim:hacim) i¢inde falkon tiipte ¢ozdiiriildi.
Vorteksle iyice karigtirildiktan sonra sizdirmaya karsi tiip kapaginin etrafi parafilmle

kaplanarak +4 °C’de saklandi. Stok soliisyon 5 giin i¢inde kullanildi.

2.2.2. PpIX yiiklii manyetolipozomlarin hazirlanisi

PpIX yiiklii manyetolipozomlarin hazirlanisinda iki farkli metot denenmistir.

1. Metot: DPPC ve DSPE-PEG2000 %99:%1 (agirlik:agirlik) oraninda alinarak oval tabanl
tiipe konuldu. Uzerine kloroform-metanol (2:1 hacim:hacim) karisimi eklenerek lipitler
¢ozdirildi. PpIX stok soliisyonundan farkli konsantrasyonlarda (20; 40 ve 60 uM) PplX
¢ozdiiriilen lipitlerin iizerine eklendi. Bu soliisyondaki kloroform-metanol 50 °C’de déner
buharlastiricida (Heidolph, Almanya), iyice buharlastirilarak tiip yiizeyinde ince film tabaka
elde edildi. ince film 60 °C’ye 1s1tilmis olan 1 ml PBS ile sulandirilarak déner buharlastiricida
atmosfer basincinda 60 °C’de 10 dk 120 rpm maruz birakildi. Sonra karisim 55-60 °C’de su
banyosunda 10 dk sonikatérde (37 kHz, Elmasonic E 100H, Almanya) tutuldu. Elde edilen
karistm 200 nm polikarbonat membran filtreden 15 defa gecirilerek PpIX yiiklii lipozomlar
elde edilmis oldu. Farkli miktarlarda FezO4 nanopartikiilleri (0,175; 0,35 ve 0,5 mg) 60 °C’de
1 ml PBS ile ependorf tiipte karistirild1 ve PpIX yiiklii lipozomlarin tlizerine eklendi. Karigim
55-60 °C’de su banyosunda 15 dk sonikatdrde tutularak nanopartikiillerin lipozom igine
girmesi saglandi ve PpIX yiikli manyetolipozomlar elde edilmis oldu. PpIX yiikli
manyetolipozomlar 20K Slide-A-Lyzer diyaliz kasetlerine (Thermo Scientific, IL, USA)
aktarildi ve bir gece boyunca 2 L steril saf su icinde diyaliz edildi. Bdylece
manyetolipozomlar i¢ine yerlesmemis PpIX ve nanopartikiillerin ortamdan uzaklasmalari

saglandi.

2. Metot: PpIX ve nanopartikiiller kloroform-metanol iginde 1. Metotta anlatildig1r gibi
hazirlanan lipit-polimer soliisyonunun igine eklendi ve ultrasonik su banyosunda 5 dk
bekletildikten sonra déner buharlastiricida 50 °C’de kloroform-metanol buharlastirilarak

falkon tiipiin yiizeyinde ince film tabaka elde edildi. Ince film tabakasi 60 °C’ye 1sitilmis olan
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1 ml PBS ile sulandirilarak déner buharlastiricida atmosfer basincinda 60 °C’de 10 dk 120
rpm maruz birakildi. Sonra karisim 55-60 °C’de su banyosunda 10 dk sonikatérde tutuldu.

Elde edilen karistm 200 nm polikarbonat membran filtreden gegirilmek istendi, fakat basarili
olmadi. Nanopartikiil yiizeyinin ince bir lipid tabakayla kapli olmasi ve kloroform-metanol
icinde bu tabakanin kalkmasi sonucunda PpIX-nanopartikiil arasinda fiziksel bir etkilesim
meydana geldi. Sonugta PpIX ve nanopartikiillerin bir araya gelerek topaklandigi gozlendi.
Ayni zamanda nanopartikiillerin 10 nm biiyiikliigiinde olmasina ragmen biiyiik ¢ogunlugunun
filtreyi destekleyen ylizeyde takilarak 200 nm filtreden gecemedikleri goriildii. Bu nedenle
deneye 1. Metotla devam edildi.

2.2.3. Manyetolipozom Hazirlanisi

DPPC ve DSPE-PEG2000 %99:%1 (agirlik:agirlik) oraninda alinarak oval tabanli tiipe
konuldu. Uzerine kloroform-metanol (2:1 hacim:hacim) karisimi eklenerek lipitler
¢ozdiiriildii. Bu soliisyondaki kloroform-metanol50 °C’de doner buharlastiricida, iyice
buharlastirilarak tiipiin yiizeyinde ince film tabaka elde edildi. Bu ince film tabakasi 60 °C’ye
1s1tilmis olan 1 ml PBS ile sulandirilarak doner buharlastiricida atmosfer basincinda 60 °C’de
10 dk 120 rpm maruz birakildi. Sonra karisim 55-60 °C’de su banyosunda 10 dk sonikatdrde
tutuldu. Elde edilen karisim 200 nm polikarbonat membran filtreden 15 defa gecirildi ve
lipozomlar elde edilmis oldu. 0,5 mg Fe3O, nanopartikiilleri 60 °C’de 1 ml PBS ile ependorf
tiipte karistirildi ve lipozomlarin iizerine eklendi. Burada 0,5 mg nanopartikiil PpIX yiikli
manyetolipozomlarin analizleri sonucu uygun olan miktar olarak belirlenmistir. Karisim 55-
60 °C’de su banyosunda 15 dk sonikatdrde tutuldu ve manyetolipozomlar elde edilmis oldu.

Manyetolipozomlar 20K Slide-A-Lyzer diyaliz kasetlerine aktarild1 ve bir gece boyunca 2 L

steril saf su i¢inde diyaliz edildi.

2.2.4. Lipozom Hazirlama

DPPC ve DSPE-PEG2000 %99:%1 (agirlik:agirlik) oraninda alinarak oval tabanli tiipe
konuldu. Uzerine kloroform-metanol (2:1) karisimi eklenerek lipitler ¢ozdiiriildii. Doner
buharlastiricida, 50 °C’de kloroform-metanol iyice buharlastirilarak tiipiin yiizeyinde ince

film tabaka elde edildi. Ince film tabakasi 60 °C’ye 1sitilmis olan 1 ml PBS ile sulandirilarak
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doner buharlastiricida atmosfer basincinda 60 °C’de 10 dk 120 rpm maruz birakildi. Sonra
karisim 55-60 °C’de su banyosunda 10 dk sonikatdrde tutuldu. Elde edilen karisim 200 nm
polikarbonat membran filtreden 15 defa gegirildi ve lipozomlar elde edilmis oldu. 60 °C’de 1
ml PBS lipozomlarin iizerine eklendi ve karistm 55-60 °C’de su banyosunda 15 dk
sonikatorde tutuldu. Lipozomlar 20K Slide-A-Lyzer diyaliz kasetlerine aktarildi ve bir gece

boyunca 2 L steril saf su i¢inde diyaliz edildi.

2.2.5. Boyut ve Zeta Potansiyel Ol¢iimii
Elde edilen drneklerin ortalama boyutu ve zeta potansiyelleri 25 °C’de Zetasizer Nano ZS

(Malvern, Ingiltere) ile 6lciildii. Ornekler iiger defa hazirlanarak dlgiim almmistir.

2.2.6. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

Manyetolipozomlarin ve PPIX yiiklii manyetolipozomlarin goriintiilemesi transmisyon
elektron mikroskobu (FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin (USA)) ile gergeklestirildi. Ornekler
TEM ile incelenmeden 6nce karbon film kapli 200 gozlii bakir 1zgaralarin iizerine damlatildi

ve acik havada kurumaya birakildi. Daha sonra TEM ile goriintiilendi.

2.2.7. Manyetolipozomlarin PpIX Bulundurma Miktar ve

Manyetolipozomlardan Sicakhiga Bagh PpIX Serbestlenmesinin Belirlenmesi

PpIX bulundurma miktari, diyaliz edilen ve diyaliz edilmeyen PpIX yiikli
manyetolipozomlarin floresans salinimina gore belirlendi. Baslangigda eklenen PpIX miktari
yerine diyaliz edilen ve edilmeyen PpIX yiikli manyetolipozomlarin se¢ilmesinin nedeni
baslangicta eklenen PpIX kloroform-metanol karisimi i¢cinde ¢ozlinmiistii fakat PpIX yiiklii
manyetolipozomlarin su i¢inde olmasi sebebiyle bu iki durumun karsilastirilmasinda giivenilir

sonug vermeyebilecegi diisiiniildii.

Floresans dl¢timii i¢in 300 pl PpIX yiiklii manyetolipozom ependorfa alindi ve tizerine
900 ul PBS (fosfat tampon soliisyonu) eklenerek 3 saniye vorteks ile karistirildi. Hazirlanan
karisgtmdan 150 pl alindi ve floresans yogunlugu florometre (Varioskan Flash, Thermo
Scientific, ABD) ile 6lciildii. Ornekler iiger defa hazirlanarak &lgiimler yapildi. Uyarilma

dalga boyu 409 nm ve floresans salinim dalga boyu 633 nm olarak filtrelenerek floresans
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Olgtimii yapildi. Elde edilen floresans oOl¢limii PpIX yiikli manyetolipozomlarin oda
sicakliginda baslangi¢ floresans salinimi (Fp) olarak adlandirildi. %100 floresans salinimi igin
300 ul PpIX yiiklii manyetolipozom alind1 iizerine 900 pl %1 Triton X-100 (PBS i¢inde)
eklendi ve vorteks ile 1 dakika karistirild1 ve 60 °C’de 30 dk bekletildi. Sonra karisimdan 150
pl alinarak floresans yogunlugu o6l¢iildii ve Olglilen deger Fioo olarak adlandirildi.
Manyetolipozomlarin PpIX bulundurma kapasitesi asagidaki formiille hesaplandi:

Diyaliz edilen PpIX yiiklii ML i¢in F
%PpIX bulundurma = 100x 14 pry ¢tn M0

Diyaliz edilmeyen PplX yiiklii ML i¢in F;qq

Yukaridaki formiill % PpIX bulundurma kapasitesini floresans yogunluguna bagl
olarak vermektedir. Bu formiille elde edilen sonug ilk basta eklenen PpIX konsantrasyonu ile
carpilarak manyetolipozomlarin PpIX bulundurma miktar1 molar konsantrasyon cinsinden

elde edildi. Burada hesaplama yapilirken son hacim miktar1 da goz oniinde bulunduruldu.

Farkl1 sicakliklar ve zamanda PpIX serbestleme miktarini belirlemek i¢in 300 pl PpIX
yiiklii manyetolipozom ependorf tiipe alind1 ve iizerine 900 pl PBS eklenerek vorteks ile 3
saniye karistirildi. Sonra karisim 37 °C’ye konularak inkiibe edildi ve her 15 dk’da 150 pl
ornek almip floresans &lgiimii yapildi. Ornekler iicer defa hazirlanarak olgiimler yapildi.
Ornek alimi 1 saat siiresince gerceklestirildi ve olgiilen floresans yogunlugu F; olarak
adlandirildi. Aym islemler 42 °C sicaklik igin de gerceklestirildi. Ornekler iicer defa
hazirlanarak Olglimler gergeklestirildi. Her tlipten sadece bir defa o6rnek alindi
Manyetolipozomlarin sicakliga bagl PpIX serbestleme %’si ve % floresans salinimi asagidaki

formiiller ile hesaplanarak karsilastirildi:

(Fe — Fo)

0 — ~t "YUs
Yoserbestleme = 100x Fros = Fy)

F,
%floresans yogunlugu = 100xF;O
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2.2.8. Elektromanyetik Alanda PpIX yiikli Manyetolipozomlarin Sicakhk

Degisimi:

PpIX yiiklii manyetolipozomlarin elektromanyetik alan etkisindeki sicaklik degisimi,
solenoid i¢inde 50 Hz frekansinda alternatif akimla (AC) olusturulan 8,947+ %2 uT
elektromanyetik alan i¢inde gerceklestirildi. Elektromanyetik alan siddeti EMDEX II (CA,
ABD) cihaziyla, sicaklik degisimi ise Fluke 568 kizilotesi termometrenin (WA, ABD) kablo
probuyla 6l¢iildii. Termometre -40 °C ile 800 °C sicaklik araliginda 0,1°C hassasiyetle 6l¢iim
yapabilmektedir. PpIX yiiklii manyetolipozomlar ependorf tiipe alinarak solenoid igine
yerlestirildi. Ayni miktarda saf su ependorf tiip i¢inde solenid igine konularak, AC manyetik
alanin  solenoidde  olusturdugu  sicaklik  etkisi  degerlendirildi. PpIX  yiikli
manyetolipozomlarin ve suyun sicaklik degisimi 30 ve 60 dk’larda ol¢iildi. PpIX yiiklii
manyetolipozomlarin gercek sicaklik degisimini bulmak igin suyun sicaklik degisimi PpIX

yiiklii manyetolipozomlarin sicaklik degisiminden ¢ikarildi.

2.2.9. Tiirbidite Olciimii

Tiirbidite, bulanikliin 6l¢iimii esasina dayanan yontemdir. Tiirbidite testinde ¢ozeltiye
gelen 151k siddetinde ¢ozeltideki partikiillerin neden oldugu sacilmadan dolay1 ortaya cikan
151k kaybi Olgiiliir. Burada tiirbidite 6l¢iimii ile PpIX yiikli Manyetolipozomlarin ve FezOa
nanopartikiillerin sedimentasyon kararliligi ve manyetik cevaplart optik kiivet iginde
spektrofotometrede ol¢iildii (Vlaskou ve ark 2010). Nanopartikiillerin tiirbidite 6lglimii i¢in
0,5 mg Fe3Os nanopartikiilii 2 ml saf su ile seyreltildi ve cam kiivete konularak
spektrofotometre de 6l¢glim alindi. Kinetik 6l¢iimler 650 nm dalga boyunda 5 saniyede bir
ol¢lim almarak 45 dk siiresince gerceklestirildi ve buradan elde edilen degerler (A°so) olarak
adlandirildi. Olgiimler iki defa tekrarlandi. Sonra NE1816 miknatislar1 (IBSmagnet, Berlin,
Almanya) kiivetin sag ve sol tarafinda simetrik olarak yerlestirildi ve kinetik 6lgiim
tekrarland1. Buradan elde edilen sonug¢ (Agsg) olarak adlandirildi. Her bir taraf igin 4 adet
olmak tiizere toplam 8 miknatis kullanildi. Miknatislarin ortalama manyetik alan 6zelligi 4
T/m’dir (Vlaskou ve ark 2010). Aym spektrofotometrik olglimler PpIX yiiklii
manyetolipozomlar i¢in tekrarlandi ve zamana bagh Ags0/A%s0 grafigi c¢izilerek

sedimentasyon kararlilif1 ve manyetik cevaplar analiz edildi. Olgiimler iki defa tekrarlandh.
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2.2.10. ICP-MS (indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi)
Analizi

Diyaliz sonras1 PpIX yiiklii manyetolipozomlarda tutunan FesO4 miktarini belirlemek
icin ICP-MS ile Fe miktar1 6l¢iildii. Bunun i¢in 6rneklere 6nce 6ml HNOj3 + 2ml H,0, eklendi
ve karisim mikrodalgada (CEM, MARSS) 15 dk’da 175 °C’ye cikarildi ve 15 dk aym
sicaklikta tutularak bozunduruldu. Sonra 6rnekler seyreltilereck ICP-MS (Agilent 7500ce) ile
Fe miktar 6l¢iimi gerceklestirildi. Her 6rnekten bir adet hazirlanarak analiz yapilmistir.

Diyaliz edilmeyen Orneklerde ICP-MS ile 6l¢iilen demir miktarlart ile ilk basta

eklenen demir misktar1 hesaplanarak karsilastirildi.

Hesaplanan Fe miktar1 = [Fe]p,,o, x eklenen hacim

2.2.11. Toksisite Calismasi

Lipozom, manyetolipozom ve PpIX yiiklii manyetolipozomlarin toksisite testi in-Vvitro
olarak MCF7 hiicre hattinda gerceklestirildi. Hiicreler %10 fetal bovin serum ve 1 mM
sodyum piruvat ekli DMEM besi yeri ile 37 °C’de %5 CO; igeren inkiibatdrde biiyiitiildii.
Hiicreler 96 kuyulu plate’lerde kuyu basina 10000 hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saat sonra
besi yeri ile karigtirtlmis 25-350nM araliginda farkli konsantrasyonlarda PpIX yiiklii
manyetolipozom kuyulara eklendi. Kuyulara eklenen PpIX yiiklii manyetolipozomlar ile esit
hacimde lipozom ve manyetolipozomlar da farkli kuyulara eklendi. Sonra hiicreler farkl
stirelerde (24 ve 48 saat) inkiibe edildi ve hiicre canliligt MTT kit (Roche, Almanya) ile
degerlendirildi. MTT testi uygulanmadan 6nce hiicrelerdeki besi yeri uzaklastirildi, PBS ile
yikandi ve %10 MTT igeren besi yeri kuyucuklara eklendi. Formazan kristallerinin olugmasi
i¢in hiicreler 4 saat 37 °C inkiibatorde bekletildi ve kristalleri ¢dzmek icin kit ile gelen ¢oziicii
soliisyon eklenerek bir gece beklendi. Sonrasinda 570 nm dalga boyunda sogrulma degerleri

alinarak analiz edildi. Her konsantrasyon degeri 4 kuyuda denenmistir.

2.2.12. In-Vitro FDT Deneyi

MCF7 hiicre kiiltiirii ve uygulanan lipozom, manyetolipozom ve PpIX yiiklii

manyetolipozm konsantrasyonlar1 yukarida Toksisite ¢alismasi baslikli boliimde anlatildigi
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sekliyle hazirlanarak uygulandi. Hiicrelere lipozom, manyetolipozom ve PpIX yiikli
manyetolipozom 6rnekleri eklendikten sonra hiicreler 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
hiicreler 1, 3 ve 5 dk beyaz diyot 1s18a maruz birakildi. LED downlight (Epistar, Tayvan) 1s1k
kaynagi (20W), 1650 liimen, 3000K beyaz 151k ve 17 cm uygulama c¢apina sahiptir. Bu 151k
kaynaginin secilmesinin nedeni beyaz 1s18in 400-700 nm dalga boylarinda biitiin goriiniir 151k
spektrumunu igermesi ve PplX’un spektrumunda en biiyilkk sogrma bandmin 409
nm’degodzlenmesi ile birlikte goriiniir 151k araliginda daha uzun dalga boylarinda sogurma
tepelerinin de bulunmasidir (Scolaro, 2002). Ayni zamanda LED downlight biiytikligii
nedeniyle 96 kuyulu plate’in tamamina 151k verebilmekte ve LED olmasi nedeniyle ¢alismasi
sirasinda c¢ok az 1s1 agiga ¢ikarmaktadir. Boylece 1s1k kaynakli 1s1 problemi olugsmamaktadir.
Isik uygulamasindan sonra hiicreler tekrar 21 saat inkiibe edildi ve hiicre canliligit MTT kiti ile

degerlendirildi. Her konsantrasyon degeri 4 kuyuda denenmistir.
2.2.13. X-Ism Kirmimi (XRD) Analizi

XRD analizi i¢in nanopartikiillerin i¢cinde bulundugu su liyofilizatdrde uzaklastirilarak
nanopartikiiller kurutuldu. Toz nanopartikiilleri radyasyon dalga boyu 1,54A° CuKa (Philips
X’pert Pro, Hollanda) ile 25-80° araliginda 20 XRD ol¢iimii yapildi. Ortalama kristalit
biiyiikliigii XRD grafiginin 311 tepesinin Scherrer formiilii ile hesaplanmasiyla elde edildi.

09xA

Scherrer Formiilii = m

Burada A= x-151n dalga boyu, f=FWHM degeri, 6= x-15181n grafigindeki ac1 degeri.

2.2.14. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 5 (San Diego, CA, USA) programi kullanilarak
yapildi. Gruplara tek yon varyans analizi (ANOVA) Tukey testi uygulanarak orneklerin
birbirleri arasindaki iliski arastirldi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.

[statistiksel olarak p<0,05 ise gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu kabul edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. PpIX Yiiklii Manyetolipozomlarin Karakterizasyonu ve Optimizasyonu

PpIX yiiklii manyetolipozomlar kahverengi bir renkte olugsmaktadir. Bu renk hem
PpIX’den hem de Fe3O4 nanopartikiillerden kaynaklanmaktadir ve PpIX veya nanopartikiil
konsantrasyonu ne kadar artarsa renkteki koyulukta o kadar artmaktadir. Biitiin deneylerde
lipid konsantrasyonu ve miktar1 sabit tutulmustur. Bununla birlikte nanopartikiillerin etkisini
incelemek i¢in Oncelikle PpIX konsatrasyonu 20 uM olarak sabit tutuldu ve degisik
miktarlarda (0,175; 0,35 ve 0,5 mg) Fe3O4 nanopartikiilleri eklenerek PpIX yiiklii
manyetolipozomlar hazirland1 ve hidrodinamik c¢ap, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta

potansiyeli 6l¢iildii. Sonuglar Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Sabit PpIX miktar1 (20 uM) ve degisik miktarlarda (0,175; 0,35 ve 0,5 mg) Fe3O4
nanopartikiilleri eklenerek elde edilen PpIX yiiklii ML’larin hidrodinamik c¢ap ve zeta

potansiyelleri. Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir. (n=3)

Ornek Adi Biiyiikliik (nm) PDI Zeta Potansiyel (mV)
ML-PpIX (20)- (0,175 mg 160.1 = 1.7 0,164 +0,008 | 55,1
F8304)

ML-PpIX20-(0,175 mg 1784+ 1.6 0,178 £0,008 | ¢ 1,056
Fe304)-Diyaliz

ML-PpIX20) -(0,35 mg 1745 +4.8 0,188 +0,017 -10,4+£0.8
Fes0q)

ML-PpIX20)-(0,35 mg 207.8 4 3.2 0,323£0,047 | 953104
Fes;0,)- Diyaliz

ML-PpIX20)-(0,5 mg FesO,) | 166,0+2,2 0,155+0,019 |-11,1+0,2
ML'PpIX(ZO)'(O,S mg F63O4)- 21 1’0 + 9’9 0,380 + 0,023 '10,8 + 1,2
Diyaliz

Yiiksek zeta potansiyel (pozitif veya negatif) manyetolipozomlarin agregasyonunu
onlemektedir. Bununla birlikte yiiksek demir icerigi manyetolipozomlarin manyetik cevabini
artirmaktadir dolayisiyla da manyetik hedefleme i¢in de daha iyi olmaktadir. Bu nedenle 0,5
mg Fe30, nanopartikiil miktar1 ileriki caligsmalar icin tercih edilmistir. PpIX miktarinin
etkisini incelemek i¢in 0,5 mg Fe3Os nanopartikiil miktar1 sabit tutularak degisik

konsantrasyonlarda PpIX (20; 40 ve 60 uM) kullanilarak PpIX yiikli manyetolipozomlar
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tiretildi. Hidrodinamik cap, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyelindeki degisimler
Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Sabit Fe304 nanopartikiil miktar1 (0,5 mg) ve degisik konsantrasyonlarda PpIX (20;
40 ve 60 uM) kullanilarak iiretilen PpIX yiiklii ML’larin hidrodinamik ¢ap ve zeta

potansiyelleri. Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir. (n=3)

Ornek Adi Biiyiikliik (nm) PDI Zeta Potansiyel (mV)
ML- PplIX 20 166,0 +2,2 0,155+0,019 |-11,1=0,2
ML- PplX0)-Diyaliz 211,0+9,9 0,380 £ 0,023 |-10,8+1,2
ML- PplX o) 166,1 + 4,9 0,130£0,025 |-11,9+1,3
ML- PplX0)-Diyaliz 221,8 +£0.8 0,331 +0,040 |-10,8+0,9
ML- PplX o) 1642 + 1,4 0,200+ 0,011 |-9,28+0,5
ML- PplXe0)-Diyaliz 230,6 + 16,7 0,394+ 0,019 |-7,78+0,3

3.2. PpIX Yiiklii Manyetolipozomlarin Fe i¢erigi

Lipid konsantrasyonu, miktar1 ve PpIX() miktar1 sabit tutulup degisik miktarlarda
(0,175; 0,35 ve 0,5 mg) Fe3O4 nanopartikiilleri eklenerek hazirlanan PpIX yiikli
manyetolipozomlarin diyaliz edilen ve edilmeyen 6rnekler arasinda, hesaplanan ve ICP-MS
Olcimiil ile elde edilen demir igerigi Tablo 3.3’de gosterilmistir. Her Ornekten bir adet

hazirlanarak analiz yapilmistir.

Tablo 3.3. Degisik miktarlarda (0,175; 0,35 ve 0,5 mg) Fe3O4 nanopartikiilleri eklenerek elde
edilen PpIX yiiklii ML’larin diyaliz edilen ve edilmeyen 6rneklerdeki demir igerik miktarlari.

) Hesaplanan Fe miktar | Olgillen Fe  miktar
omelAd (ng/ml) (ng/ml)

ML-PpIX (0~ (0,175 mg Fe;0y) 42,2 25,20
ML-Pp1X0-(0,175 mg Fe;0,)-Diyaliz | - 21,16

ML-PpIX 0 -(0,35 mg Fes0,) 84,4 44,23

ML-PpIX0)-(0,35 mg Fe;0,)- Diyaliz - 40,55

ML-PpIX20)-(0,5 mg Fe;04) 120,6 69,12

ML-PpIX20-(0,5 mg Fe;0,)- Diyaliz - 55,89
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Hesaplanan ve 6l¢iilen demir miktarlar1 arasinda yaklasik 1,7 kat fark bulunmaktadir
ve her ikisinde de nanopartikiil igerigi ile dogru orantili bir artis goriilmektedir. Diyaliz
sonrast PpIX yiiklii manyetolipozomlarda tutunan % Fe3O4 nanopartikiil miktari, ICP-MS ile
Olgiilen demir miktarlar1 kullanilarak diyaliz edilen ve edilmeyen PpIX yiikli
manyetolipozomlarin % Fe igerigi hesaplanmis ve Tablo 3.4’de gosterilmistir. % Fe

kapsiillenme orani ayn1 zamanda % nanopartikiil bulundurma orani1 anlamina da gelmektedir.

Tablo 3.4. PpIX yiiklii ML’larin % Fe kapsiillenme orani.

. Olgiilen Fe miktari
Ornek Adi % Fe;0, Bulundurma
(ng/ml)
ML-PPIX (20- (0,175 mg Fe3Oy) 25,20 % 83.96
ML-PpIX0)-(0,175 mg Fe30O,)-Diyaliz | 21,16
ML-PpIX o) -(0,35 mg Fe;04) 44,23 % 91 67
ML-Pp1X20)-(0,35 mg FesO4)- Diyaliz 40,55
ML-PpIX0-(0,5 mg Fe;O 69,12
PIX20)~( g Fes0q) % 80.85

ML-Pp1X20-(0,5 mg Fe30,)- Diyaliz 55,89

3.3. PpIX Bulundurma Etkinligi

PpIX yiikli manyetolipozomlarda PpIX bulundurma miktar1 diyaliz edilen ve
edilmeyen Orneklerin floresans 1simasi degerleri kullanilarak hesaplandi. Boylece diyaliz
edilen orneklerde PpIX bulundurma yiizdeleri elde edildi (Sekil 3.1). Ortalama yilizde
floresans yogunluklar1 PpIX0) ve PplX(g) icin birbirine ¢ok yakin degerler elde edilirken
(srastyla %65,55+2,09 ve %67,65+1,93), PplXeo) icin floresans yogunlugu %81,65+1,05
olarak elde edildi. Yiizde floresans yogunluklari ilk basta eklenen PpIX konsantrasyonu ile
carpildiginda kapsiillenen PplX konsantrasyonu elde edildi (Sekil 3.1B). Bu hesaplamada son
hacim miktar1 da géz 6niinde bulundurulmustur. Ortalama floresans yogunluklarinin PplX o)
ve PplXuo) i¢in birbirine ¢ok yakin degerlerde olmasi nedeniyle istatistiksel olarak anlaml
fark goriilmese de (p>0,05), PplXuo) iki kat daha fazla PpIX igermektedir ve konsantrasyon
degerleri istatistiksel olarak karsilastirldiginda anlamli fark bulunmustur (p<0,001). PplXo)
orneklerinin digerlerinden ¢ok daha fazla yiizde floresans 1s1ma yaptig1 gozlendi ve bunun
nedeninin ML’larda daha fazla PpIX kapsiillenmesinden degil diyaliz membranindan

gecemeyecek kadar biiyiik miktarda topaklanmig PplX molekiillerinden kaynaklanabilecegi
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diisiiniildii. Boyut, zeta potansiyeli, floresans emisyonu gibi biitiin bu sonuglar ve hiicre
kiiltiirtine  uygulanacak PpIX yiiklii ~manyetolipozomlarin hacmi goz Oniinde

bulunduruldugunda ileriki ¢alismalar igin PplXg) segildi.

(A) 0/0 Pplx Ta$|ma Kapasitesi (B) Kapsﬁllenen PpIX Konsantrasyonu
1001 20-

804

-
n
1

60+

404

n
1

% floresans yogunlugu
Konsantrasyon (pM)
=

Sekil 3.1. (A) Floresans yogunluguna bagli olarak hesaplanan PpIX yiikli
manyetolipozomlarin % PpIX tasima kapasitesi. PplX(q) ile PplX(g) arasinda anlamli fark
bulunmamaktadir (p>0,05). PpIXeo) ile digerleri arasinda anlamli fark bulunmaktadir (*
p<0,05). (B) PpIX yiiklii manyetolipozomlarda kapsiillenen PplX miktarinin konsantrasyon
olarak ifadesi. PplX() ile PplX(o) arasinda anlamli fark bulunmaktadir (** p<0,001). (n=3,
ortalama+standart hata)

Farkli sicakliklarda (37 °C ve 42 °C) 1 saat siiresince PpIX serbestlemesi
incelendiginde ilging sonuglar elde edildi. Floresans yogunluguna bagli olarak 42 °C’de yiizde
PplX serbestlemesi degeri 37 °C’deki PpIX serbestlemesinden daha diisiik olarak hesaplandi.
Bu nedenle elde edilen % serbestleme grafigi 60 dk sonunda bile 37 °C’de daha yiiksek
bulundu (Sekil 3.2A). Bunun nedeni PpIX’un manyetolipozomlardan 42 °C’de daha az
serbestlenmesi degil, 42 °C’de yiiksek oranda serbestlenerek topaklanma olmasidir. Ciinkii 42
°C, calismada kullamlan lipidlerin erime sicakhigindan daha yiiksek bir sicakliktir ve bu
sicaklikda biitiin PpIX molekiillerinin serbestlenmesi beklenir. Fakat floresans yogunluklari
iizerinden hesaplanan % PpIX serbestleme miktar1 37 °C’de 42 °C’den daha yiiksek bulundu
(Sekil 3.2A). Floresans yogunlugunun % degerlendirmesiyle elde edilen sonuclar Sekil 3.2 B,
C, D, E’de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. 37 ve 42 °C sicakliklarda degisik miktarlarda PpIX yiiklii manyetolipozomlardan
sicakliga bagli PpIX serbestleme oranlari. (A) Pradhan ve ark (2010) yayinladigi
%serbestleme formiiliiyle elde edilen PpIX serbestleme yiizdesi. (B) 15 dk sonunda %
floresans yogunluguna bagli PpIX serbestlenmesi. (C) 30 dk sonunda % floresans
yogunluguna bagli PpIX serbestlenmesi. (D) 45 dk sonunda % floresans yogunluguna bagl
PpIX serbestlenmesi. (E) 60 dk sonunda % floresans yogunluguna bagh PpIX serbestlenmesi.
(n=3, ortalama+standart hata)

3.4. Elektromanyetik Alanda PpIX yiiklii Manyetolipozomlarin Sicakhik Degisimi

Sicaklik degisimi manyetik alan icine yerlestirilen suyun sicakliinin PpIX yikli
manyetolipozomlarin sicaklik degisiminden ¢ikarilmasiyla elde edildi. Boylece PpIX yiiklii
manyetolipozomlarda 30dk iginde 0,9+0,01 °C sicaklik artis1 goriiliirken 60 dk iginde
1,5+0,03 °C sicaklik artis1 goriildii. Deneyler 3 defa tekrarlanmistir.

3.5. Tiirbidite Ol¢iimii

PpIX yiikli manyetolipozmlarin ve Fe3O4 nanopartikiillerin her ikisinde de 45 dk
stiresince sedimentasyon goriilmedi. Kiivet etrafina miknatis yerlestirlidiginde az miktarda
nanopartikiiliin kiivet duvarinda miknatislarin yerlestirildigi yerde toplandigi goriildii. PpIX
yiiklii manyetolipozomlarin kiivet duvarinda toplanmasi ise ¢ok daha fazla oldu. Bu nedenle
sogurulma Agsg degerleri diistii ve sonugta Agsg /A%s0 orant zamanla distiigii gortldii (Sekil

3.3).
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Sekil 3.3. PpIX yiiklii ML’larin (PpIX-ML) ve Nanopartikiillerin (NP) sabit manyetik alan

(MA) etkisindeki manyetik cevaplarinin zamanla degisiminin spektrofotometrik goriintiisii.
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3.6. TEM Goriintilemesi

Tem goriintiilemeleri ornekler boyanmadan gergeklestirildi. Manyetolipozomlarin
boyutlar:1 200 nm’den daha kiiciik (Sekil 3.4B) bulunurken PpIX yiiklii manyetolipozomlarin
166 ile 720 nm arali@inda biiylikliikklerde oldugu goriildii (Sekil 3.4C). PpIX yiiklii
manyetolipozomlar daha koyu renkte oldugu goézlendi, ayrica biiylikliikleri 200 nm ve daha
kiigiik oldugunda renklerinin daha koyu ve sekillerinin ¢ok iyi derecede kiiresel oldugu
gorildii (Sekil 3.4D).

p————— 50 nm

T

Sekil 3.4. Fe3O,4 nanopartikiilleri, Manyetolipozmlar ve PpIX yiiklii manyetolipozomlarin
TEM goriintiileri. (A) Kullanilan nanopartikiillerin elde edilen goriintiilerinde 10 nm olduklari
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gorinmektedir. (B) Manyetolipozomlar 200 nm’den daha kiigiik olarak goriinmektedir.
Manyetolipozomlarin i¢inde bulunan siyah noktalar nanopartikiillerdir. (C) Farkli
buyiikliiklerde PpIX yiiklii Manyetolipozomlar goriinmektedir. (D) Yaklasitk 200 nm
blytikliglinde kiiresel sekilde PpIX yiiklii manyetolipozom goériinmektedir.

3.7. XRD Analizi

Kristalit boyutu i¢in Fe3O4 nanopartikiillerin en belirgin ve belirleyici olan (311)
dizilimindeki kristalin (Sekil 3.5) XRD grafiginde gosterdigi tepe analiz edildi. Kristalit

boyutu scherrer formuliiyle 0,346 nm olarak hesaplandi.
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Sekil 3.5. FesO4 nanopartikiiliiniin XRD grafigi.

3.8. Toksisite Calismasi

Farkli konsantrasyonlarda PpIX yiikli ML iceren MCF7 hiicre hatlarinda 24 ve 48 saat
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliligt MTT ile degerlendirildiginde 24 saat sonunda
(Sekil 3.6) 25 nM konsantrasyonda PpIX yiiklii ML eklenmis hiicrelerde hiicre canliligi %100
olarak bulunurken, 50 nM konsantrasyonda biitiin guruplar i¢in %100’e yakin hiicre canlilig
gozlendi. Artan konsantrasyonlarin hiicre canlilifi iizerindeki etkisi incelendi ve hiicre
Oliimiiniin en yiiksek konsantrasyonda fazla oldugu goriildii. En yiiksek konsantrasyonda

hiicre canliligr PpIX yiikli ML gurubunda ortalama % 66 olarak bulundu. PpIX yiikli ML
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gruplartyla esit hacimde lipozom ve ML eklenmesinin 24 saat sonraki hiicre canliligina etkisi
incelendiginde uygulanan hacim arttikga (konsantrasyonda artmaktadir) toksisitenin arttigi
goriilmiistiir. En yiiksek konsantrasyonda hiicre canliligi sirasiyla lipozom gurubunda
ortalama % 63 ve manyetolipozom gurubunda ortalama % 71 olarak bulundu. Gruplarin 48
saat sonraki hiicre canliliklar1 incelendiginde (Sekil 3.7) 25 nM konsantrasyonda hiicre
canliligr PpIX yiikli ML igin oratalama %95 olarak bulundu. En yiiksek hiicre 6liimii yine en
yiiksek konsantrasyondaki uygulamalarda goriildii. 350 nM PpIX yiikli ML iceren grubun
hiicre canlilig1 %55 olarak hesaplandi. PpIX yiiklii ML gruplariyla esit hacimde lipozom ve
ML eklenmesinin 48 saat sonraki hiicre canliligina etkisi incelendiginde en diisiik hacimde

hiicre canlilig1 lipozom i¢in ortalama %97 ve manyetolipozom i¢in ortalama %89 olarak
bulundu. En yiiksek konsantrasyondaki uygulamalarda hiicre canliligi sirasiyla lipozom
grubunda ortalama %55, PpIX yiikli ML grubunda ortalama % 55 ve ML grubunda
ortalama % 63 olarak elde edildi. Sonugta 24 saat sonunda hiicre canlilig1 biitiin guruplar igin

%63’1in Uizerinde ve 48 saat sonunda %355 in tizerinde bulundu.
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Sekil 3.6. MCF-7 hiicre hattina 25 ile 350 nM araliginda degisik konsantrasyonlarda PpIX
yiiklii manyetolipozom eklenmesinin 24 saat sonraki hiicre canlilig1 sonuglar1 gosterilmistir.

Degerler ortalama+standart hata olarak verilmistir (n=4).
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Sekil 3.7. MCF-7 hiicre hattina 25 ile 350 nM araliginda degisik konsantrasyonlarda PpIX
yiiklii manyetolipozom eklenmesinin 48 saat sonraki hiicre canlilig1 sonuglar1 gosterilmistir.

Degerler ortalama+standart hata olarak verilmistir (n=4).
3.9. In-Vitro Fotodinamik Terapi Deneyi

Lipozom ve ML eklenmis MCF7 hiicrelerinde 1, 3 ve 5 dk 151k uygulamasi sonucu
elde edilen hiicre canliligi, 151k uygulanmamis gruplarin 24 saat inkiibasyon sonrasi sonuglari
ile benzer sonuglar vermistir. PpIX yiikli ML grubunda ise 151k uygulama siiresi arttik¢a
hiicre canliliginda azalma goriilmiistiir. 1, 3 ve 5 dk 151k uygulamasi sonucunda 25 nM PpIX
eklenen gurupta hiicre canliligi % 96’nin {izerinde bulunurken ilerleyen konsantrasyonlarda
151k siddetiyle orantili olarak canlilik azalmistir. 5 dk 151k uygulamasi sonunda 250 nM ve
tizeri konsantrasyonlarda hiicre canliligt % 0 olarak bulunurken, 3 dk 1sik uygulamasi
sonucunda sadece 350 nM konsantrasyonda hiicre canliligt % 0 olarak bulunmustur. Isik
uygulamasi 10 dk ve iizerine ¢iktiginda ise 150 nM ve {izeri konsantrasyonlarda PpIX yiiklii
ML igeren hiicrelerin tamaminin 81diigii gézlenmistir (veri gdsterilmedi). Istatistiksel olarak
her konsantrasyon grubu kendi i¢inde degerlendirilmistir. 25 nM PpIX yiiklii ML grubu harig
biitlin gruplarda 151k uygulananlar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur (p<0,001). 150, 200 ve 250 nM PpIX yiikli ML iceren gruplara 1sik
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uygulanmasi ile 3 ve 5 dk 1s1ik uygulanan gruplar arasinda da anlamli fark bulunmustur
(p<0,001).

Isik Uygulamasi

Kontrol (PpIX-ML)
1 dk Isik (PpIX-ML)
§ B3 3 dk Isik (PpIX-ML)
| A B @7 B B5dkisk(PpIX-ML)
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Sekil 3.8. Degisik konsantrasyonlarda PpIX yiikli ML (PpIX-ML) igeren MCF-7 hiicrelerine
1, 3 ve 5 dk siiresince 151k uygulanmasi sonucundaki 24 saat sonraki hiicre canlilig
gosterilmistir. Kontrol grubuna hi¢ 151k uygulanmamistir. Degerler ortalama+standart hata
olarak verilmistir (n=4). Her konsantrasyon grubu kendi i¢inde degerlendirilerek kontrol ve

151k uygulanan gruplar arasinda 50nM ve lizeri konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmustur (*, T, §, §, **, T+, 11 i¢in p<0,001).
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4. TARTISMA

Kemoterapi ilaglarmin sistemik uygulanmasi ilacin hem normal hem de tiimorli
dokularda birikimini saglamakta bu da ciddi yan etkilerin agiga ¢ikmasina neden olmaktadir.
Sistemik uygulamadaki aciga cikan yan etkileri azaltmak amaciyla ilaglarin lipozom,
nanopartikiil, manyetolipozom vb. gibi nanomateryaller kullanilarak hedef dokuya taginmasi
tizerine ¢alismalar artarak devam etmektedir. Bu ¢alismada FDT’de dogrudan kullanilamayan
PpIX’un manyetolipozomlara yiliklenmesi gerceklestirilmis ve biyofiziksel ozellikleri

aragtirtlmistir. Boylece PpIX ‘un fizyolojik ortamda dogrudan kullanilabilmesi amaglanmustir.

Viicuttaki en kiigiik kapillerler 5-6 um genisligindedir ve bu nedenle ilag hedeflemesi
icin kullanilan ve kan dolasimina verilen lipozom veya partikiiller 5 pm’den kii¢iik olmalidir,
aksi takdirde kapiller ¢ap1 ile ayn1 veya daha biiyiik lipozom/parcaciklar embolizme neden
olabilir (Ricci-Junior ve Marcletti 2006). Zetasizer ile elde edilen 6l¢timlerde diyaliz edilmis
olan ML- PplXo) orneklerinin 221,8 + 0,8 nm biiyiikliigiinde ve 0,331 PDI degeri ile iyi
kalitede boyut dagilimina sahip oldugunu, bu nedenle intravendz uygulamalar icin yeterince
kiiciik oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte TEM goriintiileri ile PpIX yiikli ML’larin
biiyiikliikklerinin 166 ile 720 nm araliginda oldugu tespit edilmistir ve bunun muhtemel
nedeninin PpIX yiiklii ML’larin hazirlandiktan sonra bir kisminin topaklanma egilimi
gostermis olabilecegi diigiiniilmektedir. TEM goriintiilerinde ML’larmn biiyiikligiiniin 200
nm’den kii¢iik olmas1 PpIX yiiklii ML’larda topaklanmanin nedeninin PpIX olabilecegini
diisiindiirmektedir. Biiyiik boyutlu PpIX yiikli ML’larin gézlenmesinin bir bagka nedeni de
PpIX yiikli ML’larin TEM analizi i¢in hazirlanirken gridlerde kurutulma basamaginda
birleserek biiyiik boyutlara ulagmasi da olabilir.

PpIX hidrofobik bir molekiil olmas1 nedeniyle biiyiik ihtimalle lipit ¢ift tabakanin
arasinda yer alirken ve Fe3O4 nanopartikiilleri de su i¢inde kararli dagilim gosterecek yapida
olup hidrofilik &zelliktedir ve vezikiiliin merkezinde yer almaktadir. PpIX yiikli ML’larin
biiyiikliigii 200 nm ve daha kii¢iik oldugunda diizgiin kiire seklini almaktadir, bu nedenle kiire
sekilli PpIX yikli ML elde etmek icin 200 nm’nin kritik cap degeri olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu g¢alisma sonucu olarak PplX ve nanopartikiillerin lipit ¢ift tabakada
yerlesimi ve PpIX yiiklii ML’larin boyut ve seklinin nasil etkilendigini anlamak i¢in kriyo-

TEM analizinin en uygun goriintiileme araci olacagi 6nerilmektedir.
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Sicakliga bagh yiizde PpIX serbestlenmesi Pradhan ve ark (2010)’nin yaptigi
calismada kullandig1 formiille hesaplanamamaktadir, ¢iinkii serbestlenen PpIX molekiilleri bir
araya gelerek topaklanma olmakta ve topaklanma olan molekiillerin sadece dis yiizeyindekiler
uyarilarak floresans salimi yapabilmektedir. Bu da 42 °C’de 1 saat iginde herhangi bir
zamandaki floresans yogunlugunun t=0’daki floresans yogunlugundan daha az bulunmasina
neden olmaktadir. Bu durum Fi-Fg degerinin negatif veya cok az pozitif ¢ikmasina neden
olmaktadir ve sonu¢ olarak oda sicakligindaki PpIX serbestlenmesinin 42 °C’de PpIX
serbestlenmesinden daha yliksek veya cok az bir fark oldugu gibi bir sonu¢ ortaya
cikmaktadir ve bdyle bir sonucun olusmasi beklenmemektedir. Ciinkii 42 °C calismada
kullanilan lipitlerin gecis sicakliginin {izerindedir ve bu sicaklikta manyetolipozomlar igine
yiiklenmis molekiillerin hemen hepsinin serbestlenmesi beklenir. Diyaliz edilen PpIX yiiklii
manyetolipozomlardaki floresans yogunluk yiizdesi hesaplandiginda PpIX(0> PpIXao>
PplXo) olarak bulunmustur, bu da floresans yogunlugunun kapsiillenen PpIX miktariyla
orantili olmadigin1 gdstermistir ve bu durum ¢eliski yaratmaktadir. Biitliin bu sonuglar PpIX
molekiiliiniin  yliksek oranda serbestlendiginde topaklanmanin meydana geldigini
gostermektedir. Yapilan c¢alismadaki bu sonuglar viicut sicakliginda PpIX molekiillerinin

yavas salinmasinin daha uygun olacagini gostermektedir.

PpIX yiiklii ML’larn diisiik frekansta AC manyetik alan altinda sicaklik artig1 30 dk
icinde 0,9 °C olarak elde edilmistir. Kulsrestha ve ark (2012) paklitaksel yiiklii ML’larin 10
kA akim ve 423 kHz frekans ile olusturulan elektromanyetik alanda 30 dk i¢inde sicakligin 25
°C’den 43 °C’ye yiikseldigini bildirmistir. Pradhan ve ark (2010) yaptig1 ¢alismada ise folat
hedefleme yapilmigs ML’larin 12 kA akim ve 290 kHz frekans ile olusturulan elektromanyetik
alanda 15 dk iginde sicakhigin 42,5 °C’ye yiikseldigini bildirmistir. Bu ¢alismalar 1518inda,
MUL’larda kisa stirede yiiksek sicaklik degisimi i¢in yiiksek akim ve frekansa ihtiyag oldugu
gorilmektedir. Bununla birlikte yiiksek akim yiliksek elektromanyetik alan olusumuna neden
olmaktadir ve Fe30Os nanopartikiillerin siiperparamanyetik olmasi1 nedeniyle bdyle bir
durumdan yiiksek oranda etkilenmesi beklenebilir. Bu nedenle frekans veya elektromanyetik
alan siddetinin ML’lar tizerindeki etkisi birbirinden bagimsiz olarak incelenmesi bu
faktorlerin sicaklik degisiminde tek basina ne derece etkin oldugunun acgiklanmasi i¢in yararh

olacaktir.
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Tiirbidite deneyindeki ML’larin manyetik alana cevabi ML’larin ila¢ dagiliminda
manyetik hedeflemede kullanilabilirliginin incelemek amaciyla yapilmaktadir. ML’larin
manyetik cevabi kapsiillenen manyetik nanopartikiil miktarina ve nanopartikiillerin manyetik
Ozelliklerine gore degisiklik gostermektedir. PpIX yiiklii ML’lar bu deneyde manyetik alana
45 dk i¢inde %60 oraninda cevap vermis olsa da bu manyetik alan hedefleme i¢in yeterince
iyi degildir, ¢iinkii Vlaskou ve ark (2010) manyetik hedefleme i¢in manyetik cevabin % 90 ve
izeri olmasinin uygun olacagini belirtmistir. Nanopartikiiller ise sadece %10 manyetik cevap
gostermis ve hem nanopartikiiller hem de PpIX yiiklii ML’lar 45 dk i¢inde sedimentasyon
gostermemislerdir burada partikiillerin hidrofilik 6zellik gdstermesi ve zeta potansiyelinin
dagilimdaki etkinliginin sedimentasyonu engelledigi diisliniilmektedir. Yiiklii nanopartikiiller
diger partikiillerle (zwitterionic lipitler/yliklii nanopartikiiller) lipozom dekorasyonunda,
lipozom yiizeyinin elektriksel yiliklenmesini saglayarak mutlak zeta potansiyel deger
dagilimmi degistirir (Savarala ve ark 2011). Vezikil yiizeyinde elektriksel yiiklerin
goriilmesi, vezikiil yapilari arasinda elektrostatik itme kuvvetini aciga c¢ikarir ve bdylece

vezikiil yayilim1 dengelenir (Zhang ve Granick 2006, Savarala ve ark 2011 ).

ML’larin diyaliz sonrasi Fe icerme etkinligine bakildiginda en yiiksek Fe icerigi 0,35
mg Fe30,4 eklenerek elde edilen ML’larda %91,67 olarak bulunmustur. Bununla birlikte 0,5
mg Fe304 eklenen ML’larda % 80,85 Fe igerme etkinligi elde edilse de eklenen nanopartikiil
miktarinin fazla olmasi nedeniyle ML’larda kapsiillenen demir kiitle miktarinin daha fazla
olmasma neden olmaktadir. Frascione ve ark (2012) manyetik goriintiileme i¢in irettikleri
ML’larda 0,5 mg/ml Fe eklenerek elde edilen ML’larin %92 ile en yiiksek Fe icerme
etkinligine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Soenen (2009) katyonik lipit kullanarak drettigi ML’larda 3T3 hiicrelerinde lipit
konsantrasyonundaki artisin hiicre canliligini goreceli olarak diigiirdiiglinii bildirmistir. Bizim
caligmamizda da buna benzer olarak 24 saat inkiibasyon sonrasi en yiiksek konsantrasyonda
dahi ML uygulanan hiicrelerde hiicre canlilig1 lipozom uygulananlara gore biraz daha yiiksek
olarak bulunmustur. 48 saat inkiibasyon sonundaki hiicre canlilig1 analizinde ise lipozom
toksisitesinin biraz daha yiiksek oldugu acikca goriilmektedir. Bunun nedeni nanopartikiillerin

ML yapisinin daha kararli olmasini saglamasidir (Soenen ve ark 2009).
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Yoon ve ark (2012) PpIX onciilii olan heksenil ester ALA (ALA-hx)’nin fotodinamik
terapideki sitotoksik etkisini MCF7 ve adriyamisine direngli MCF7 (MCF7/ADR) hiicre
hatlarinda denemis ve ALA-hx FDT ile MCF7/ADR hiicre hattindaki 6liim oraninin
MCF7’den daha fazla oldugunu bildirmistir. ALA-hx FDT etkisiyle intraselular reaktif
oksijen tiirlerinin miktarinin MCF7/ADR hiicre hattinda MCF7 hiicre hattina oranla anlaml
sekilde yiiksek oldugunu bildirmislerdir. 20uM ALA-hx ve 5 J/cm?® kirmuizi LED uygulamasi
24 saat inkiibasyon sonrasinda MCF7/ADR hiicrelerindeki canliligi yaklasik %0’a

diisiiriirken, MCF7 hiicre hattindaki canliligin %80 civarinda oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢aligmanin in-vitro fotodinamik terapi basamaginda 1sik uygulama siiresi arttik¢a
hiicre canliliginda anlamli azalmalar goriilmektedir. Isik uygulamast 10 dk ve {izerine
ciktiginda ise 150 nM ve lizeri konsantrasyonlarda PpIX yiikli ML iceren hiicrelerin
tamaminin 0lmesi, irettigimiz PpIX yiikli ML’lar kullanilarak, FDT i¢in pahali ve zararl
olabilecek enerjiye sahip lazerlerin kullanimi yerine daha ucuz ve zarar1 olmayan beyaz 151k
kullanilmasimna olanak saglamaktadir. Bununla birlikte nanomolar seviyede diisiik
konsantrasyonda PplIX kullanimi en azindan MCF7 hiicre hatti igin FDT’de yeterli
olmaktadir. Boylece yiiksek konsantrasyonda ALA veya diger fotosensitif ilag kullanimina

gerek olmamaktadir.
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5. SONUC

FDT kanserli hastalarin tedavisinde kemoterapi gibi viicudun her tarafinda agir etkileri
olan bir tedavi yontemi degildir. Aksine sadece 151k uygulanan bdlgedeki hiicrelerin 6liimiine
neden olmakta bu da hasta konforunu olduk¢a artirmaktadir. Bununla birlikte fotodinamik
terapide en ¢ok bilinen fakat viicut pH degerinde topaklanma olmasi nedeniyle kullanimi ¢ok
zorlasan PpIX, manyetolipozomlar i¢inde kararli bir yap1 olusturmakta ve viicut sicakliginda
ML ’lardan yavase¢a serbestlenmektedir. PpIX’in ML i¢inde meme kanserinin hizli ¢ogalan bir
formu olan MCF7 hiicre hattinda, beyaz LED 1sikla nanomolar diizeyinde diisiik
konsantrasyonlarda bile uyarilabilmesi, ilag¢ olarak kullanilabilmesi i¢in umut vaat etmektedir.
PpIX yiiklii ML’lar in-vitro olarak kararli bir yap1 olsalar da fizyolojik ortamdaki durumlari,
davraniglar1 ve etkilesimleri aragtiritlmalidir. Buna ek olarak yapinin daha detayli analizi i¢in

kriyoTEM incelemelerinin yapilmasi gerekmektedir.

PpIX yiiklii ML olusturmada nanopartikiil ve PpIX kloroform-metanol i¢inde fiziksel
etkilesime girmektedir. Nanopartikiil yiizeyinin ince bir lipid tabakayla kapli olmasi ve
kloroform-metanol i¢inde bu tabakanin kalkmasi sonucunda PpIX-nanopartikiil arasinda bu
fiziksel etkilesim meydana gelmektedir. Sonugta PpIX ve nanopartikiil topaklanmaktadir.
Ayn1 zamanda nanopartikiillerin 10 nm biiytikliiglinde olmasina ragmen biiyiik ¢ogunlugunun
filtreyi destekleyen yiizeyde takilarak 200 nm filtreden gecemediklerinin goriilmesi nedeniyle
PpIX yiiklii ML olusturmada PpIX ve nanopartikiilerin farkli sivilar i¢cinde ayr1 ayr1 eklendigi

metodun daha uygun oldugu gozlenmistir.

Bu c¢alismada PpIX yiiklii ML’larin in vitro fotodinamik terapi uygulamalarinda
nanomolar konsantrasyonda hiicre canliligini oldukga etkiledigi gosterilmistir. Yapir demir
oksit nanopartikiil igermesi nedeniyle pasif hedeflemeye bagl olarak kanserli dokularin hem
MR ile goriintiilenmesinde hem de FDT de kullanimini saglayacak potansiyele de sahiptir.
ML uygulamasi ile hastalarin PET ile goriintiilenmesinde oldugu gibi niikleer maddeye maruz
kalmadan kanserli dokularin goériintiillenmesinin 6nii agilmis olacaktir. PpIX ‘in manyetik
lipozomlara yiiklenmesi, boyut, zeta potansiyelleri ve manyetik etkisinin karakterizasyonu

literatiirde bulunmamaktadir ve bu ¢alisma bu alanda yapilan ilk ¢aligmadir. Bu ¢alismada
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elde edilen verilerin 1s18inda PpIX yiikli ML’in hayvan deneyleri yapilarak fizyolojik
sonuglari arastirilmalidir. Fizyolojik arastirma sonuglarinin olumlu cevap vermesi durumunda
FDT’de kullanilabilecek, terapi sonrasi viicudun diger bdlgelerine dagilmis ilag tasiyan
manyetolipozomlarin viicuttan hizla uzaklastirabilecek, hasta konforunu artiran bir yontem
gelistirilmis olunacaktir. Sonug olarak PpIX yiiklii manyetolipozomlarin disaridan uygulanan
manyetik alan altinda kanserli dokuda etkin dozda birikmesi de saglanabilecektir.
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OZET

BASOGLU H. Protoporfirin Yiiklii Manyetolipozomlarin Biyofiziksel Karakterizasyonu

Manyetolipozomlar, lipozom ve manyetik nanopartikiil igeren, insan ve hayvanlarin
terapotik uygulamalarinda ¢esitli biyoaktif molekiillerin dagitilmasinda yiiksek potansiyeli
olan yapilardir. Fotodinamik terapi ¢esitli kanser tiplerinin tedavisinde fotosensitizar ve
gorliniir 151k kullanimina dayanan bir metottur. Protoporfirin IX (PpIX) metal icermeyen
porfirin yapida bir fotosensitif ajandir ve notral sulu ortamlarda agrage olmasi nedeniyle insan
ve hayvan fizyolojisi ¢alismalarinda uygun olmamaktadir. Bu ¢alismada amag¢ PpIX tasiyan
manyetolipozomlar tiretmek, karakterize etmek, 1s1 ve manyetik alana bagli olarak yapinin

ilag serbestlemesini, MCF7 hiicre hattinda toksisite ve fotodinamik etkinligini incelemektir.

PpIX’in fotodinamik terapide kullanilabilmesi igin PpIX yiiklii manyetolipozomlar
uretilmistir ve {retilen bu yapmin biyofiziksel karakterizasyonu arastirilmistir.
Manyetolipozom iiretmek i¢in DPPC ve DSPE-PEG2000 lipidleri ve Fe3O4 nanopartikiilleri
kullanilmigtir. PpIX yiikli manyetolipozomlarin farkli konsantrasyonlarda toksisite ve in-

vitro fotodinamik etkisi MCF7 hiicre hattinda aragtirilmistir.

PpIX vyiikli manyetolipozomlarin hidrodinamik ¢aplar1 yaklasik 220 nm olarak
Ol¢iilmiistiir, fakat TEM Olctimleri PpIX yiiklii manyetolipozomlarin biiyiikliiklerinin 166-720
nm arasinda degistigini  gdstermektedir. Her 1iki durumda da PpIX yikli
manyetolipozomlarin intravendz uygulamalar icin yeterince kiigiik oldugu belirlenmistir.
Manyetolipozomadaki demir igerigi hiicre canliligin1 demir igermeyen lipozomlardan daha az
etkilemektedir. PplX yiiklii manyetolipozomlarn konsantrasyonu 350 nM oldugunda hiicre
canlilig1 %66’ya kadar diismektedir, fakat 5 dakika beyaz 151k uygulandiginda 250 nM ve
tizeri konsantrasyonda PpIX igeren hiicrelerin tamaminin 6ldiigii gézlenmistir. Bu ¢alisma
PpIX yiiklii manyetolipozomlarin in vitro fotodinamik terapi uygulamalarinda oldukga etkili

oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Protoporfirin 1X, Manyetolipozom, Fe3O4 nanopartikiil, Fotodinamik
Terapi
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SUMMARY

BASOGLU H. Biophysical Characterization of Protopophyrin  Loaded

Magnetoliposomes

Magnetoliposomes are composed of liposomes and magnetic nanoparticles which have
high potentials as a delivery vehicle of various bioactive molecules that could be used for
therapeutic applications in both humans and animals. Photodynamic therapy is a treatment
method based on the use of photosensitizer and visible light for various types of cancer.
Protoporphyrin IX (PplX) is a metal free porphyrin which is a photosensitive agent and
aggregation behavior of PplX in neutral water makes it inappropriate for using in
physiological studies of both human and animal. Purpose of this study is production and
characterization of Protoporphyrin IX loaded magnetoliposomes, determination of the drug
release rate from magnetoliposomes under the influence of external heat and magnetic field,
and to investigate toxicity and photodynamic efficiency of PpIX loaded magnetoliposomes on

MCF7 human breast cancer cell lines.

PpIX loaded magnetoliposomes were produced to make the PplX useful for
photodynamic therapy and investigated the biophysical properties of the structure. DPPC,
DSPE-PEG2000 lipids and Fe3O4 nanoparticles were used to prepare magnetoliposomes.
Toxicity and in-vitro photodynamic effects of PplX loaded ML in various concentrations

were performed on MCF7 cell lines.

Hydrodynamic diameter of PplX loaded magnetoliposomes were measured as
approximately 220 nm, however TEM measurement indicated that diameter of PplX loaded
magnetoliposomes change between 166 to 720 nm. PplX loaded magnetoliposomes observed
small enough for intravenous application in both cases. Iron content of magnetoliposomes
affected the cell viability less than iron free liposomes. When the concentration of PplX
loaded magnetoliposomes were 350 nM, cell viability reduced to 66% but when white lights
applied for 5 minutes, all cells died within 24 hours in 250 nM and higher concentrations. In-
vitro results of this study show that PplX loaded magnetoliposomes highly effective for

photodynamic therapy application.

Key Words: Protoporphyrin 1X, Magnetoliposomes, Fe;O, nanoparticles, Photodynamic
therapy
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