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OZET

HUCRE MEMBRANINDAN GECEMEYEN AJANLARIN ANTiPROLIFERATIF
ETKILERININ NANOENKAPSULASYON iLE MODIiFIKASYONU

Kara B. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler
Biyoteknoloji Programu, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Amag: Bu calismada amag hiicre membranindan gegemeyen ajanlarin diisiik dozlarda
nanoenkapsiilasyonla hiicreye girmesini saglamaktir.

Gere¢ ve Yontem: Bunun i¢in aragtirma materyali olarak hidrojen soy fosfatidilkolin ve
kolesterol lipitleri toz halinde satin alinmistir. Bu tozlar 3:1 kloroform/metanol i¢inde
¢oziindiiriildiikten sonra vakum altinda kloroform/metanol uzaklastirilmistir. Elde edilen
lipit tabakasi sitrat tamponu iginde lipozom enkapsiile edilecek toksik kimyasallar ile
homojen hale getirilip filtreden gecirilerek lipozom elde edilmistir. Son asamada bu karisim
kolondan gegirilerek lipozom enkapsiile olmayan kimyasallardan arindirilmis ve lipozomlar
saf halde elde edilmistir.

Bulgular: Elde edilen lipozomlarin boyutlar1 yaklasik 200-300 nanometre boyutundadir.
DTPA ve TPEN ile yiiklenen lipozomlarin enkapsiilasyon verimi hesaplanmistir. DTPA’nin
paketlenme verimi %43,8, TPEN’in paketlenme verimi %1,45 bulunmustur. DTPA’nin
PC3 hiicreleri lizerinde IC50 degeri 48 saatte 50 uM olarak bulunmustur. TPEN’in PC3
hiicreleri lizerinde IC50 degeri 24 saatte 4-6 uM arasinda oldugu saptanmuistir.

Sonug¢: Lipozomal DTPA’nin PC3 hiicreleri iizerinde IC50 degeri 72 saatte 50-60 uM
olarak degerlendirilmektedir. Lipozomal TPEN’de ise bu degerin 72 saatte 6-8 uM arasinda
oldugu sonucuna varimistir. Yalin DTPA ya da TPEN’in toksik etkisinin lipozomal

formiilasyonlarindan daha fazla oldugu sonucu elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Antikanser ajan, Nanoenkapsiilasyon, Sitotoksisite.



ABSTRACT

MODIFIiCATIiON OF ANTiPROLIFERATIVE EFFECTS OF CELL MEMBRANE-
IMPERMEABLE AGENTS BY NANOENCAPSULATION

Kara B. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Molecular
Biotechnology Program, Master’s Thesis, Aydin, 2021.

Objective: The aim of this study is to ensure that agents that cannot pass through the cell
membrane enter the cell with low doses of nanoencapsulation.

Material and Methods: For this, hydrogen soy phosphatidylcholine and cholesterol lipids
in powder form were purchased as research material. After dissolving these powders in 3: 1
chloroform / methanol, chloroform / methanol was removed under vacuum. Liposome was
obtained by homogenizing the toxic chemicals to be encapsulated in the liposome in the
obtained lipid layer citrate buffer and passing through the filter. In the last step, this mixture
was passed through the column and the liposome was purified from non-encapsulated
chemicals and obtained in pure form.

Results: The sizes of the resulting liposomes are approximately 200-300 nanometers. The
encapsulation efficiency of liposomes loaded with DTPA and TPEN was calculated. The
packaging efficiency of DTPA was found to be 43.8%, and the packaging efficiency of
TPEN was 1.45%. The 1C50 value of DTPA on PC3 cells was 50 uM in 48 hours. The IC50
value of TPEN on PC3 cells was found to be between 4-6 uM in 24 hours.

Conclusion: The IC50 value of liposomal DTPA on PC3 cells is evaluated as 50-60 uM in
72 hours. In liposomal TPEN, it was concluded that this value was between 6-8 uM in 72
hours. It was concluded that the toxic effect of free DTPA or TPEN ise more than that of the

liposomal formulations.

Keywords: Anticancer agent, Nanoencapsulation, Cytotoxicity.



1. GIRIS

Kanser, 6liim nedenlerine bakildiginda, dolagim sistemi hastaliklarmdan sonra ikinci
sirada gelen bulasici olmayan hastaliklar grubunda yer almaktadir. Kiiresel olarak her 6
olimden biri, iilkemizde ise her 5 Oliimden biri kanser nedenlidir (T.C. Halk Saglig:
Kurumu, 2018). Tablo 1’e bakildiginda Tiirkiye’de iyi ve koti huylu tiimérlerden kaynakl

oliimler bazi alt 6lim nedenleri ile birlikte gosterilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Tiirkiye’de iyi ve kotii huylu timérlerden kaynakli ilk 3 6liim nedenlerinin yillara
gore % dagilimi (TUIK, 2019).

Tiirkiye’de alt 6liim
nedenleri (%) 2018 2019
Girtlak/soluk %30,2 %30,2
borusu/akcigerin
Lenfoid ve hemotopoetik %7,8 %7,9
Mide %8,0 %8,1

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasi, bdliinmesi olarak
tanimlanmaktadir. Tek bir organa etkisi oldugu gibi bircok organa da yayilarak etki
gostermektedir (Baykara, 2016). Kan damarlar1 ve lenfatik akimlar yoluyla insan
viicudunun etrafina yayilir ve ikincil bir tiimdr olusturarak metastaza neden olabilmektedir

(Olusanya, 2018).

Kanser, genlerle iliskilendirilmektedir. Biitiin kanser c¢esitleri DNA dizisindeki
anormallikler sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bunlarin %10-15’1 kalitsal, %85-90’1 da canl
hiicrelerin yasam boyunca maruz kaldigi mutasyonlar, replikasyon hatalar1 gibi durumlardan
kaynaklandig1 bilinmektedir (Yokus ve Cakir, 2012). Bu hasarin diizelmesi i¢in bazt DNA
tamir sistemleri islev goriir ama bu her zaman miimkiin olmamaktadir. Bunun sonucunda
eksik veya hatali iiretilen genlerin iiriinii olan proteinler, hiicresel islevin bozulmasma yol

a¢cmaktadir (Baykara, 2016).

Cesitli mekanizmalara sahip olan kanser aslinda bir patolojidir ve son 10 yilda bu
hastaliklarin tedavisinde bircok farkli yontem gelistirilmistir. Bir tedavi sekli olan
kemoterapi de, bircok etkili kemoterapdtik ajanin varligina ragmen, antikanser ilaglarin

1



ideal olmayan farmasotik ve farmakolojik Ozellikleri mevcuttur. Bu ilaglarin suda
¢coziinlirligliniin diistik olmasi, stabilite eksikligi, hizli metabolize edilmeleri, olumsuz
farmakokinetik ozellikleri ve segici olmayan ila¢g dagilimi gibi birgok olumsuz yanlari
bulunmaktadir (Tila ve digerleri, 2015).

Kanserin bu denli 6nemli sorunlara yol agmasi beraberinde tani1 ve tedavisinde cesitli
yontemleri de getirmistir. Kanser tadavisinde kullanilan geleneksel yontemlere bakildiginda
cerrahi girisimler, radyoterapi, kemoterapi ve immunoterapi 6nemli rol oynamaktadir.
Cerrahi girigsimler, tek basmna kullanilmasinin yani sira kemoterapi ile birlikte de kullanilan
bilinen en eski tedavi yontemlerinden biridir. Bu tedavi yontemi sayesinde timérlii bdlgenin
1yi ya da kotii huylu olup olmadiginin tanis1 konulmakta ve kotii huylu olan dokunun diger
organlara sicramadan uzaklastirilmasi islemi gergeklestirilmektedir. Tiimorli dokuya bu
islemle tamamen miidahale edilip ¢ikartilamadig1 durumlarda kemoterapi ve radyoterapiye
ihtiya¢ duyulmaktadir (Baykara, 2016). Radyoterapi, X 1simnlari, gama 1simlari, elektron veya
protonlar gibi yiiksek enerjili parcaciklar kullanilarak tek bir bolgeye uygulanmanin yaninda
tiim viiduda da uygulanabilmektedir (Tuncer, 2014). Immunoterapi; bagisiklik sisteminin
cesitli uyaranlara kars1 yaptig1 savunma mekanizmasina baglhdir ve bu yontemde sitokinler,
antikorlar, hiicreler kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Baykara, 2016). Kemoterapi,
kimyasal ajanlar varhiginda kanserli hiicrelerin ¢ogalmasmi engellemek amaciyla
kullanilmaktadir. Sadece kanserli hiicrelere degil ayn1 zamanda saglikli hiicrelere de zarar

verebilmektedir (Albayati, 2018).



2. GENEL BILGILE

2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, diinya ¢apinda erkeklerde 6nemli bir saglik sorunu olusturmaktadir.
Ayn1 zamanda %13,5 orani ile ikinci en yaygin kanser tiiri ve besinci 6liim nedeni olarak
kabul edilmektedir (Song ve digerleri, 2020). Sekil 1’de goriildiigii tizere erkeklerde goriilen

en sik 10 kanserin tiim yas gruplarinda goriilme oranlar1 mevcuttur (Sekil 1).

Irakea,brongAkciger I 210
Prostat I 1: 9
Kolorektal S 0 =
Mesane NN =1
Mide I - =
Non-Hodgkin lenfoma [ 2.8
Bobrek NN 2.8
Tiroid . 7.7
Larinks M >.7
Pankreas W 2.3

0.0 2.0 10.0 15.0 20,0 25.0

Sekil 1. Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinin tiim yas gruplarinda goriilme sikligi
(T.C. Halk Saghgi Kurumu, 2018).

Prostat kanseri saglikli hiicrelere nazaran daha diisiik ¢inko konsantrasyonuna sahip
olmasi ile bilinmektedir. Cinko konsantrasyonunun bu diisiik seviyesi siki bir sekilde
kontrol edilmektedir ve hiicre i¢i Zn®* konsantrasyonunun artirilmasina veya daha da
azaltilmasina yol agan uygulamalar kanser hiicrelerinin apoptoz yolu ile dliimiine sebebiyet

vermektedirler (Stuart ve digerleri, 2016).

Bazi ¢alismalar ¢inkonun prostat kanser hiicrelerinde biiyiimeyi baskiladigini, tiimor
hiicre istilasinin inhibisyonunu sagladigmi bildirmistir (Ishii ve digerleri., 2001). Ayrica
yiksek oranda prostat i¢i ¢inko seviyesi prostat karsinojenesine karsi koruyabilir. Bazi
calismalar da bunun tam tersini sOylemektedir. Yiiksek oranda prostat i¢i ¢inko

konsantrasyonu prostat kanser riskine ters etki yapmaktadir (Leitzmann ve digerleri., 2003).
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Ornegin ¢inko telomeraz aktivitesini gelistiren ve tiimér hiicrelerinin smirsiz gogalmasindan
sorumlu olan bu enzimin prostat kanseri riskini artirdigi bilinmektedir (Nemoto ve

digerleri., 2000).
2.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kanserle Iliskisi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve onlarm uyarlanabilir antidotlarmin arasindaki denge
tiimor hiicrelerinin apoptozu, proliferasyonu ve metabolik proseslerinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir (D’Autréaux ve Toledano, 2007). ROS, tek oksijen, peroksit,
stiperoksit ve hidroksil radikali iceren yiiksek kimyasal reaktiviteye sahip ve serbest
radikaller iceren oksijen elementi olarak tanimlanmaktadir (Flannagan, Cosio, ve Grinstein,
2009). Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stresi ortadan kaldirmaya yarayan
savunma sistemleri antioksidanlardir. Insan viicudu igin zararli olan reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu engellemek ve onlarin toksik etkilerini ortadan kaldirmaya yardimci
olmaktadirlar (Karabulut ve Giilay, 2016). Antioksidanlar, bir substratin oxidasyonunu
Onlemeye yardimci olur ya da geciktirebilir. Oksidatif stresle iliskili olup, temel

biyomolekiilleri oksidatif hasara kars1 korur (Godi¢ ve digerleri, 2014).

Normal fizyolojik kosullar altinda, ROS’un hiicre i¢i seviyesi hiicrelerin zarar
gormesini Onlemek amaciyla siirekli olarak korunmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyonu, glutatyon, flavonoid, A, C, E vitaminleri gibi enzimatik olmayan
molekiiller veya bunlar1 temizleyen bazi antioksidan enzimler aracilifiyla gerceklesmektedir

(Liou ve Storz, 2010).

Stiperoksit dismutazlar, 0karyot ve prokaryotlarda bulunan siiperoksit anyonunun
oksijen ve hidrojen peroksite ayrismasini katalizleyen ve kofaktdr olarak Cu?: Zn?" Fe?*
gibi metal iyonlar1 kullanan metaloenzimler olarak bilinmektedir (Liou ve Storz, 2010).
Farkli SOD enzimleri, hiicrenin farkli boliimlerinde yer alarak biyolojik proseslerin
diizenlenmesinde rol oynar (Copin ve digerleri, 2000). Glutatyonun, sitoplazmik
proteinlerin sisteinlere olan disiilfit baglarini azaltarak hiicreleri oksidatif stresten korudugu

bilinmektedir (Liou ve Storz, 2010).

Hiicre icindeki diizensiz ROS artisi, kanser hiicre dongiisiiniin durmasi, yaslanma ve
apoptoza neden olabilmektedir. Bu durum da, bagisiklik hiicreleri tarafindan ROS iiretilmesi
ile saglanabilmektedir (Cadenas, 2004). Apoptoz ise, kaspaz aktivasyonuna yol agan, ve
mitokondriyal oksidatif stres artisiyla baglantili hiicre oliimii olarak tanimlanmaktadir
(Simon, 2000).



2.3. Normal Prostat Hiicrelerinde Cinkonun Rolii

Insan prostat bezesi, farkli embriyolojik orjin, hiicresel iletisim, fonksiyon ve farkli
hastaliklara sahiptir. %70’1 periferal bolge, %25’1 merkezi bolge ve %51 de gegis bolgesi
olarak tanimlanmaktadir. Periferal zon prostat sivisinin iiretimi ve salgisindan sorumludur.
Prostatik sivi yiiksek konsantrasyonda sitrat igerir. Cinko seviyesi bu sitrat sayesinde
periferal zonda birikir (Franklin, 2013). Tablo 2’de normal ve prostat kanserli hiicrelerde

sitrat ve ¢inko birikiminin degerleri nmol cinsinden verilmektedir (Tablo 2).

Tablo 2. Normal ve prostat kanserli hiicrelerde sitrat ¢inko karsilastiriimas: (Franklin,
2013).

Sitrat Cinko
nanomolar nanomolar
Normal ¢evresel bolge 12,000-14,000 3,000-4,500
Malign ¢evresel bolge 200-2000 400-800
Diger dokular 250-450 200-400
Normal prostat sivisi 40,000-150,000 8,000-10,000
Prostat s1vis1 500-3000 800-2000
Kan Plazmas: 100-200 15

Yiiksek oranda ¢inko seviyesi ayni oranda sitrat iiretimi ve salgisini da saglar. Bunun
sonucunda ¢inko mitokondrial akonitaz aktivitesini inhibe eder bu da Krebs dongiisii
aracilifiyla sitrat oksidasyonunu onler. Boylelikle normal periferal zonda 6zel olarak ¢inko

birikir ve sitrat tretilir (Franklin, 2013).

Prostat kanseri dokusunda Zn?** konsantrasyonlar1 malignite ilerledik¢e daha da
azalmaktadir (Costello ve Franklin, 2006). Buna ek olarak, prostat kanser hiicrelerine Zn?*

muamelesi apoptozu indiikklemektedir (Stuart ve digerleri., 2016).
2.4. Cinko Selatlayic1 Ajanlar
DTPA

Aminokarboksilat selasyon ajanlari metallerle olan etkilesimleri, hareketleri ve

cevredeki dayanikliliklar1 sayesinde Onemli sayilmaktadir. Etilendiamintetraasetikasit

(EDTA), dietilentriaminpentaasetik asit (DTPA) ve etilendiamin-N,N'-disiiksinik asit



(EDDS) gibi aminokarboksilatlarn Fe(III) ve Bakir(I) ile kompleksleri ¢ok hizli
fotodegradasyona ugrarlar (Nowack, 2002). Sekil 2’de nitrilotriasetik asit (NTA), EDTA ve
DTPA yapilar1 goriilmektedir.

N
0. WH 0 0. o o 0 Lro Lfo
0 o_ )

0

NTA EDTA DTPA
(a) (b) (c)

Sekil 2. Aminopolikarboksilik selasyon ajanlarmin molekiiler yapilar1 (soldan saga
sirasiyla) (a) NTA (b) EDTA (c) DTPA (Eivazihollagh, Edlund, Norgren, ve Béckstrom,
2018)

DTPA ve EDTA giiglii metal kompleks olusturma yetene§ine sahip olmalariyla
bilinmektedir (Metsdrinne, Rantanen, Aksela, ve Tuhkanen, 2004). Her biri bagimsiz olarak
var olabilen iki ya da daha fazla tiiriin birlesmesiyle olusan yapiya kompleks yapi, bu
tirlerden birinin metal iyonu olmasi durumunda metal kompleksi adini1 almaktadir
(Eivazihollagh ve digerleri., 2018). Burada merkezi metal atomu, ligandlarin koordine edici
atomlarina baglidir ve bazi ligandlar birden fazla atomla koordine olup heterosiklik bir
halka olusturmaktadir. Ligand burada selatlama maddesi olarak bilinmektedir (Dwyer ve
Mellor, 1964).

DTPA, bes karboksimetil grubu ile dietilentriamin omurga yapisini igeren organik bir
maddedir ve hiicre membranindan gegemeyen bir yapiya sahiptir (Mashayekhi ve digerleri.,
2013). Bakir, ¢inko, demir gibi metal katyonlarla yiikksek afinite saglayarak kompleksler
olusturmaktadir. DTPA iyi bilinen bir selasyon ve bircok radyoaktif ve zehirler icin
dekontaminasyon ajanidir (Kamboj ve digerleri., 2011). DTPA’nin en biiyiikk dezavantaj,
hiicreler tarafindan DTPA alimini artirmak i¢in hiicresel alimin azaltilmasidir (Haririan ve
digerleri.,, 2010). Bunun i¢in farkli tiirevler sentezlenir ve kompleksler hiicre alimini

artirmak i¢in kullanilmaktadir (Ardestani ve digerleri.,, 2011). DTPA miktarinin



belirlenmesinde HPLC ve diger kromatografik yontemler vardir fakat bunlar uzun zaman

alan ve maliyetli ¢aligmalardir.
TPEN

Bir diger cinko selatorii olan hiicre membranindan gegebilen TPEN (Sekil 3),
apoptotik yollarla hiicre canliligini azaltmaktadir (Makhov ve digerleri.,, 2008). Daha
onceden yapilan bir calismada farkli ajanlar tarafindan apoptozu indiikledigi belirtilmistir
(Hashemi ve digerleri, 2007a). TPEN, in vitro kanser hiicreleri igin sitotoksik olmasina
ragmen, farelerde sistemik olarak uygulandiginda bazen 6liimciil olan norotoksisiteye de

neden olabilmektedir (Stuart ve digerleri., 2016).

Reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunun diizensizligi TPEN i¢in olast bir
mekanizmadir (Stuart ve digerleri, 2016). Ayni zamanda mitokondrial membran
potansiyelini azaltir ve meme kanseri, l0semi gibi hiicre hatlarinda siiperoksit

konsantrasyonlarini artirmaktadir (Mendivil-Perez ve digerleri, 2012).
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Sekil 3. TPEN'in molekiiler yapis1 (Huang ve digerleri., 2017)
2.5. Ila¢ Tasima Sisteminde/Kanser Calismalarinda Nanoenkapsiilasyon

Nanoenkapsiilasyon, kati, sivi, gaz nanopartikiillerinin paketlenme teknolojisi olarak
tanimlanmaktadir. Cekirdek, ikincil bir materyal (matriks veya kabuk) icerigiyle bir
nanokapsiil olusturmasiyla bilinir. Cekirdek kismu ilag, biyositler, vitaminler gibi aktif
bilesenleri igerir, kabuk kismi1 dis ¢evreyi izole eder ve korur. Bu koruma kalic1 veya gegici

olabilir (Cano-sarabia ve Maspoch, 2015).

Cok ¢esitli nanosistemler, biyoaktif bilesenlerin fonksiyonlarmi gelistirir ve yeni
yapilar meydana getirir. Bunlar, nanolipozomlar, nanoemiilsiyon, nanofiber ve farkl

kaynaklarin nanokapsiilleri olarak Orneklendirilebilir. Sadece gida alaninda degil



mithendislik materyalleri de gida {iriinlerinde kullanilir. Tasarlanmig nanomateryaller
gimils, demir, titanyum dioksit, kalsiyum, magnezyum, selenyum ve silikat olarak
orneklendirilebilir ve gida paketlenmesinde onemli rol oynamaktadirlar (Sharma ve
digerleri, 2017). Nanogiimiis, antimikrobiyal aktiviteye sahip olup gida paketlemesinde
kullanilmaktadir (Bhupinder, 2010). Amorf nanosilika, gidalarin yiizeyle temaslarinda ve
gida paketlemesinde etkilidir. Nanoselenyum ise yesil caylarda katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Bhupinder, 2010). Enkapsiilasyon 6zellikle eczacilik ve gida alaninda
sabit bir artis kazanmaktadir (Magdalena ve digerleri, 2018).

Nanokapsiiller 1 ila 1000 nm araliginda olabilirler. Hazirlandiklar1 materyal ve
metodlara bagli olarak farkl sekillerde olabilmektedirler (Cano-sarabia ve Maspoch, 2015).
Nanoenkapsiilasyonda polimerler kullanilmaktadir. Toksik olmamalar1 ve biyouyumlu
olmalarindan dolay1 enkapsiilasyonda tercih edilmektedir (Ghosh, 2000). Kitosan, jelatin,
sodyum aljinat ve albiimin enkapsiilasyonda kullanilan dogal polimerlerdir. Polilaktidler
(PLA), Poliglikolit (PGA) ve polilaktid ko-glikolit (PLGA), polianhidritler, poli glutamik
asit ve poliortoesterler, enkapsiilasyonda kullanilan baz1 sentetik polimerlerdir (Nagavarma
ve digerleri, 2012).

Polimerik nanopartikiillerin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Farkli yontemlerle kolay
ve ucuza imal edilen ugucu farmasotik maddenin stabilitesini artrma, hedefli bolgeye
yiiksek konsantrasyonda madde saglama ve polimerik nanopartikiillerin ilag salmmimini
degistirme yetenegi sayesinde kanser, as1 gibi alanlarda 6nemli bir hale gelmistir (Kayser ve

digerleri, 2016).

Nanoenkapsiilasyon da aktif farmasotik ilaglar degradasyondan korunur. Ayni
zamanda Yiizey kaplama ya da konjligasyonla hedefli ila¢ dagitimina yardime1 olmaktadir.
Yiizey ylkiindeki degisiklik sayesinde hiicre girisi saglanabilmektedir. Uzun sirkiilasyon
stiresi i¢in PEGilasyon gergeklestirir (Suganya ve Anuradha, 2017).

Bir¢ok farkli materyal enkapsiile edilebilir. Bunlar; proteinler (lesitin, albiimin),
polisakkaritler (nisasta, dekstrin), yaglar, lipozomlar ve biyopolimerler olarak
orneklendirilebilir. Gida, eczacilik, tarim, tekstil gibi bir¢ok alanda nanoenkapsiilasyon

uygulamalar1 mevcuttur (Cano-sarabia ve Maspoch, 2015).

Proteinler, niikleik asitler, antikarsinojenik ve diger ilaglar gibi terapdtik ajanlar diisiik
biyoyararlanim, yiiksek toksisite gibi olumsuz 6zelliklere sahiptir (Li ve digerleri., 2015).

Terapotik ajanlarin  nanoenkapsiilasyonlari, bu ajanlarin etkilerini, 6zgiilliklerini ve



hedefleme yeteneklerini arttirir. Nanotasiyicilar tagima kapasitelerini biyolojik ¢evredeki
erken degradasyondan korurlar. Bir¢ok farkli metodla bu nanotasiyicilar elde edilmektedir.
Sentetik metodlarin secilmesi, terapotik ajanin kimyasal yapisi, uygulamanin tiirii ve viicutta
kalma stiresine baglidir. Nanotastyicilarin boyutlar1 hiicreye alim ve biyolojik bariyere karsi
nifuz etmesinin karari agisindan 6nemlidir. In vivo g¢aligmalarin belirlenmesinde Yyiizey

kimyas1 ve boyutu 6ne ¢ikan dzelliklerdendir (Kumari, ve digerleri., 2014).

Konvensiyonel nanotastyicilar, mononiikleer fagositik sistem tarafindan viicuttan
temizlenirler. Bu sistem nanotasiyicilari yabanci pargacik olarak tanir ve sistemik
dolasimdan hizla uzaklastirirlar (Kumari ve digerleri., 2014). Gelencksel ilag tagima
sistemleri diisiik verimlilik gostermelerinden dolayr daha gelismis ilac tasiyici sistemler
iizerinde caligmalar yapilmistir. Terap6tik ajanlarin viicuttaki spesifik hastalik bolgelerinde
birikmesine yardimci olmak i¢in lipozomal ila¢ verme sistemleri gibi lipit bazli yapilar
arastirilmistir (Tila ve digerleri., 2015). Lipozomlar dahil olmak iizere nanopartikiil bazli
ilag dagitim sistemleri, antikanser ilaglarm tiimorlere hedeflenmesine yardimei olmaktadir.
Antikanser ilaglarin lipozomlarda kapsiillenmesi, antitiimor etkinligini artirarak ve yan
etkilerini azaltarak terapotik yaklasimi iyilestirmektedir (Hamano ve digerleri., 2013).
Farmasotik, biyofarmasotik ve asilar gibi bir ¢cok ilacin terapotik sonuglarmi gelistirmeye
yarayan lipozomlar, ayn1 zamanda dogal hiicrelere benzer c¢ift katmanl kiiresel yapilari
sayesinde ilaglar1 hem sulu ¢ekirdek kisma hem de lipidik ¢ift tabakalarina dahil edebilirler

(Dimov, ve digerleri., 2017).

2.6. Hiicre Membram ve Ozellikleri

Hiicre zari, hiicreleri koruyan ve onlar1 diizenleyen bir yap1 olarak tanimlanmaktadir.
Tim hiicrelerde, hiicreye sadece herhangi bir maddenin girisinden degil ayn1 zamanda
maddenin ne kadarinmn hiicre i¢ine girdigini de diizenleyen bir dig plazma membrani
bulunmaktadir. Prokaryotik hiicrelerin aksine Okaryotik hiicrelerde organelleri ¢evreleyen

bir i¢ zar mevcuttur (Augustyn ve digerleri,2019).

Hiicre zarlari, gliserofosfolipit, gliserol, bir fosfat grubu ve iki yag asidi zincirlerinden
olusan molekiillerden meydana gelmektedir. Hiicresel zarin ana bilesenleri olan fosfolipitler
amfifilik yapiya sahiptir (Li ve digerleri., 2015). Sulu ortama girdiklerinde, fosfolipitlerin
kendiliginden birlesmesiyle farkli siiper molekiiller meydana getirmektedir (Li ve digerleri.,
2015). Suda ¢oziinmeyen yapiya sahip gliserofosfolipitler hiicre zarinda en fazla bulunan

lipidlerdir. Hidrofilik fosfat basliklar1 ve hidrofobik hidrokarbon kuyruklarina sahip ¢ift



tarafli yapidadirlar. Sekil 4’te lipozom (a) ve hiicre membranmin yapisi (b) arasindaki
benzerlik gosterilmektedir. Lipozomlar fosfolipit tabakalarindan olusmakta, hiicre zarinda

ise glikolipit, kolesterol, glikoprotein bulunmaktadir (Sekil 4).

Hiicre zarinda gliserofosfolipitlerden daha az bulunan kolesterol molekiilleri, zarin
sertligini diizenleme de rol oynarlar (Briuglia ve digerleri, 2015). Lipitlerle birlikte hiicre
zarinda bol miktarda protein de bulunmaktadir. Hiicre zarinm yapisinin yarist lipitler, yarisi

da proteinlerden olusmaktadir (Augustyn ve digerleri., 2019).

Cholesterol

Glikolipit

WNN“FK

a) Lipozom b) Hiicre Zan

Glycoprotein

Sekil 4. Lipozom (a) ve hiicre zarinin (b) yapilarinin benzerligi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9898/)

2.7. Lipozom

Lipozomlar kolesterol ve fosfolipitlerden meydana gelen kiigiik kiiresel vezikiillerdir.
(Akbarzadeh ve digerleri, 2013). Hidrofobik ve hidrofilik yapilar1 sayesinde ilag tasima
sisteminde 6nemli rol oynamaktadirlar (Akbarzadeh ve digerleri., 2013). Lipitler, bas kismi
polar kuyruk kismi yag asitleri iceren apolar yapiya sahiptir (Silverstein ve Williamson,
2019). Fosfolipitler, biyolojik zarlar1 olusturmalarinin yani sira lipozomlarin ana yapi taslari
olarak da bilinmektedirler. Suda ¢oziinen hidroksi gruplari ve ¢dziinmeyen omurgadan
olusan amfifilik molekiillerdir. Cift yiiklii ya da yiiksiiz olabilmektedir. (Olusanya, 2018).
Lipit molekiilleri, su molekiillerini ¢eken hidrofilik bas kismina, su molekiillerini iten
hidrofobik yapida hidrakarbon kuyruk kismma sahiptir (Caldeira ve digerleri, 2013).
Lipozomal formiilasyonlarda kullanilan en bilinen lipitler fosfatidilkolin (¢ift yiiklii),
fosfatidilgliserol (negatif yiikli), fosfatidik asit, fosfatidiletanolamin (zwitteriyonik) ve
fosfatidilserindir (negatif yiiklii) (Olusanya, 2018). Fosfolipitler disinda lipozomlar
kolesterol ve polietilen glikol (PEG) de icermektedir (Olusanya, 2018). Sekil 5°de
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gorildiigl lizere lipozomlar kiire seklinde olup birgok lipit tabakasi ve sivi bilesenlerden

meydana gelmektedir (Sekil 5).

_— EXTERNAL MEDIUM

INTERNAL AQUEOUS
COMPARTMENT

—> MEMBRANE

[—> Hydrophilic region

}—-’ Hydrophobic region

}—+ Hydrophilic region

PHOSPHOLIPID

—> Hydrocarbon chains

—> Polar head group

Sekil 5. Lipozomun basit yapist ve kompozisyonlari (Caldeira ve digerleri., 2013).

Kolesterol, lipozomlarin diger bir 6nemli bilesenidir. Kolesterol, lipit zincirleri
arasindaki etkilesimi inhibe ederek stabilite saglar (Lee ve digerleri, 2005). Ticari satilan
Doxil®, Marqibo®, DaunoXome®, AmBisome® gibi lipozomal anti-kanserojenik ilaglar
da bulunmaktadir (Kapoor ve digerleri, 2017). PEG molekiilleri, su benzeri yapilar1 taklit
ederek lipozomlara gizli bir etki saglar ve boylece hizli lipozom temizlenmesine yardimci
olan mononiikleer fagositik sistem tarafindan taninmay1 onler (Kapoor ve digerleri., 2017).
Uygun biiyiikliikkte lipozom partikiillerine PEG kaplamasma bagli uzun sirkiilasyon, kati
timor bolgelerinde ilag birikimi olasiligini arttirir (Maeda, 2012).

Lipozomlarin 6zellikleri, lipit bilesenleri, yiizey yiikleri, boyutlar1 ve hazirlanma
metotlarma gore farkhlik gostermektedir. Ornegin, dogal kaynaklardan elde edilen
doymamis fosfatidilkolin tiirleri ¢ok daha kalici ve daha az dayanikli iken, uzun agil
zincirlerine sahip doymus fosfolipitler sert bir tabaka olusturur (Akbarzadeh ve digerleri.,
2013).

Nanotastyicilarin  ylizeyleri, ilacin hedeflenen bolgeye verilmesi ve hedefleme
yeteneginin arttirilmast i¢in degistirilir. Bu modifikasyon ligandin etiketlenmesi ya da
hidrofilik polimerler ile ger¢eklestirilir (Kumari ve digerleri., 2014).
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Yiizey yiikii hiicresel cevabin verilmesi i¢in nanotasiyicilar agisindan bir diger dnemli
ozelliktir. Katyonik yiike sahip nanotasiyicilar, negatif yiikleri etkili bir sekilde alirlar
(Kumari ve digerleri., 2014).

Lipozomlarin hiicreye alimi endositoz yolla gergeklesmektedir. Ligand reseptorler ya
da hiicrenin ekstraselliiler matriksi sayesinde lipozomun yiizeyine tutunmaktadir (Kumari

ve digerleri., 2014).

Lipozomlarin bir¢ok avantaji mevcuttur. Bunlar ilaclarin terapdtik etkisini artirma,
enkapsiilasyon araciligiyla dayaniklilik saglama, biyouyumlu olma, toksik 6zellikte olmama
ve toksik ilaglara karsi hassas dokularin zararinin azaltilmasi olarak 6rneklendirilmektedir

(Akbarzadeh ve digerleri., 2013).

Lipozomlarin diisiik ¢oziiniirliik, kisa yarilanma omrii, fosfolipitlerin oksidasyona

ugramasi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Akbarzadeh ve digerleri., 2013).
2.8. Lipozomlarin Siiflandirilmasi

Lipozomlarin boyutlari, 0,025-2,5 um araliginda olabilmektedir (Akbarzadeh ve
digerleri., 2013). Birkag¢ katmadan da olusabilen lipozomlarin yar1 dmriiniin belirlenmesinde
vezikiill boyutu Onemlidir. Tabakanin sayis1 ve boyutu lipozomlardaki ilag
enkapsiilasyonunun miktarini etkiler (Akbarzadeh ve digerleri., 2013). Boyutlarina ve
morfolojilerine gore lipozomlar 3 gruba ayrilmaktadir. Bunlar ¢ok lamelli (katmanli)
vezikiiller (MLV), biiylik tek lamelli lipozomlar (LUV) ve kiigiik tek lamelli vezikiiller
(SUV) olarak smiflandirilabilir (Rudokas ve digerleri, 2016) (Sekil 6).

Cok katmanli lipozomlar, genellikle 0,1-20 um boyutlar1 arasindadir (Rudokas ve
digerleri., 2016). Kolesterol igeren ya da i¢cermeyen fosfolipid bilensenlerinin, kloroform
metanol i¢cinde ¢oziilmesi ve ardindan doner buharlastirict yardimiyla organik c¢oziiciilerin
uzaklasmasi islemine dayali ince film hidrasyon metoduyla yapilmaktadir (Rudokas ve
digerleri., 2016).

Biiyiikk tek katmanli lipozomlar, 100 nm’den daha biiyiik boyutlarda elde edilen
lipozomlar iken kiiciik tek katmanli lipozomlar 20 ila 100 nm boyutlar1 araliginda

olabilmektedir (Laouini ve digerleri., 2012).
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2.8.1. Lipozomlarin Stabilitesi

Lipozomlarm boyut dagilimi, hapsetme verimliligi ve lipozomal aparat (arag) larin
minimum degradasyonu agisindan fiziksel ve kimyasal stabilitesi bu sistemi kullanarak ila¢
iletimi i¢in 6nemli bir kisimdir (Olusanya, 2018). Lipozomlarin kimyasal bozunmasi, yag
asitleri-gliserol arasindaki ester bagin hidrolizi ve herhangi bir doymamis agil zincirinin
peroksidasyonu sonucu meydana gelmektedir. Bunlar kisa zincirli lipitlerin gelismesine,
membranda lipozomal sistemin kalitesini ve stabilitesini Onemli Olgiide azaltacak
¢ozlinebilir tirevlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Yadav ve digerleri, 2011).

Fiziksel degradasyon ise, lipozomlarin kiiresel boyutu degisebilmekte ve kapsiillenen
aktif farmasotik ilacin kaybina neden olabilmektedir. Lipozomlarin raf dmriinii etkileyen
agregasyon/flokiilasyon ve flizyona ugrayabilmektedir (Briuglia ve digerleri.,, 2015).
Agregasyon, ayr1 ayrt olan lipozomlardan daha biiyilk lipozom olusumu olarak
tanimlanmaktadir (Yadav ve digerleri., 2011).

Lipozomlarin biyolojik stabilitesi ise denege uygulandiginda lipozomlar ile etkilesime
giren proteinler gibi ajanlarmn varligina baglidir. In vivo lipozom aracili ilag dagitim ve kan
dolagim siiresini artirma biyolojik lipozom stabilitesini artirmak i¢in onemlidir (Simdes ve
digerleri, 2004).

Sulu lipozom dispersiyonlarinda, kapsiillenmis ilag fosfolipit ¢ift tabakalarmdan
sizabilmektedir. Bu yiizden bazi ¢alismalarda lipozomal formiilasyonlar1 stabilize etmek
icin liyofilizasyon, piiskiirtmeyle kurutma ve siiper kritik akiskan gibi yontemler kullanildig1
bilinmektedir (Karn ve digerleri, 2013; Patil-Gadheve digerleri, 2014; Lball ve digerleri,
2017).

Lipozomal sistem stabilitesini etkileyen bir cok faktdr mevcuttur. Ornegin yiiksek faz
gecis sicakligma sahip fosfolipid-lipid bilesimleri, yag asidi yan zincirleri, polar bas kisim,

zincir uzunlugu, doymanmishk derecesi bunlara 6rnek verilebilir (Ceh ve Lasic, 1997).
2.8.2. Lipozom Karakterizasyonu
Boyut Analizi

Lipozomlarin ortalama boyutu ve dagilimi terap6tik kullanimindaki yeri i¢in 6nemli
bir parametredir.
Elektron mikroskobunda negatif boyama, gegirimli elektron mikroskobu (TEM), cryo

elektron mikroskobu (EM) gibi ¢esitli yontemlerle lipozom morfolojisinin verimi ve farkli
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boyutlarda olusumlartyla ilgili bilgiler saglanmaktadir. Bu tekniklerde bazi yapi olarak
uygun olmayan lipozomlar, biiziismeler ve zamandan kayip oldugu icin son yillarda
mikroskobik teknik olarak bilinen atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) gelistirilmistir
(Laouini ve digerleri., 2012).

Size
A MW > 1000 nm
MLV > 500 nm
Q
GUV>1000nm ", % %

SUV 20-100 nm

= Lamellarity

Sekil 6. Boyut ve katmana gore lipozomlarin smiflandirilmas: (SUV: 20-100 nm boyutlu ve
tek katmanli, LUV: 100 nm’den biiyiik ve tek katmanlari, GUV: 1000 nm’den biiyiik ve tek
katmanli, OLV: 100-500 nm boyutlar1 ve birden fazla katmanli, MLV: 500 nm’den biiyiik
ve ¢ok katmanli, MW: 1000 nm’den biiyiik lipozomlar1 ifade etmektedir (Laouini ve
digerleri., 2012).

AFM, yaklasik 0,1 nm’de boyut ¢ozlniirliigilinii taramali olarak 6lgmektedir. Sonucta
3 boyutlu yiiksek c¢oziiniirliikte goriintiiler elde edilmektedir. Burada lipozomun dogal
formunda bir degisiklik olmamaktadwr. Yiizeyinin hareketsiz olmasi O6rnegi olumsuz
etkilememektedir. Probun kuvveti vezikiillere bir zarar vermemektedir (Laouini ve
digerleri., 2012).

Zeta Potansiyeli

Kati, siv1 ve gazlardan herhangi birinin digerinin i¢inde dagilmasiyla kolloid sistemler
meydana gelmektedir. Ve bunlar sulu ortamda dagildiklarinda elektrik yiikii tagirlar. Birgok
onemli mekanizma vardir. Bunlar; ylizey gruplarmin iyonizasyonu, yiikli tiirlerin

adsorpsiyonu olarak simiflandirilabilir (Laouini ve digerleri., 2012).
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Zeta potansiyeli, hareketli pargaciklarin elektrik ¢ift tabakasi ile kayma diizleminde
bunlarin etrafindaki dagitici tabakasi arasindaki potansiyel farki ifade etmektedir (Ahmed ve
digerleri, 2019). Zeta potansiyeli parcaciklardaki yiizey yiikiinii gostermektedir
(Grumezescu, 2016).

Partikiil yiizey sarj degeri nanosiispansiyon stabilitesini yansitmaktadir (Agrawal ve
Patel, 2011). Zeta potansiyelini 6lgmek igin bir elektrik alan1 uygulanir ve pargaciklarin
elektroforetik hareketliligi gelen lazerin sagilmasina bagl olarak olgiilmektedir (Ahmed ve
digerleri., 2019). Bir¢ok faktor zeta potansiyel degerini etkilemektedir. Bunlar; pH, iyonik
kuvvet, parcacik konsantrasyonu olarak 6rneklendirilebilir (Bhattacharjee, 2016). Bunun
yaninda lipozomlarin fosfolipit bilesimi (pozitif ve negatif yiikli fosfolipitler), lipozomun

toplam yiizey yiikiinii etkileyen ana faktorlerden biridir (Li ve digerleri., 2015).

Partikiiliin zeta potansiyeli tiim yiikle iliskilendirilen fiziksel bir 6zelliktir. Zeta
potansiyel Ol¢limii kolloidal sistemin dayamikliliginin tahmininde kullanilir. Eger
siispansiyondaki tiim partikiiller genis negatif ve pozitif zeta potansiyel iceriyorsa
birbirinden ayrilmaya egilimlidirler ve agregasyon olusumu goézlenmez (Laouini ve

digerleri., 2012).

Zeta potansiyeli 6l¢iiliirken, 151k kaynagi olarak lazer kullanilir. Lazer 1smlar1 6rnegin
merkezinden gecer ve 13 derece agiyla sagilir. Hiicreye elektrik alan uygulandiginda sagilan
151k dalgalanir ve partikiill hiziyla dogru orantili olarak hacim Olgtliir. Partikiil
sispansiyonunun zeta potansiyeli >+30mV ya da <-30mV araliklarinda normal olarak

degerlendirilmektedir (Laouini ve digerleri., 2012).

Dinamik Isik Sac¢ilimi (DLS), foton korelasyon spektroskopisi (Digman ve Gratton,
2011) veya kuasielastik 1s1k sagilimi1 (Dzakpasu ve Axelrod, 2004) olarak da bilinmektedir.
Bu teknik asili partikiil ve solvent molekiilleri arasindaki Brownian hareketine maruz
kalarak partikiiller tarafindan sacilan 1513 yogunlugu ile zamanin bir fonksiyonu olarak
nitelendirilebilmektedir. Tekrarlanabilir, dogru ve giivenilir boyut analizi, yliksek
konsantrasyon ve bulanik numunelerin dogrudan 6lciilebilmesine yardimci olmaktadir. Ayni
zamanda diisitk numune hacmi ile ¢ok kiigiik boyutlu 6lgiimler yapabilmektedir (Kaszuba ve
digerleri, 2008).

Polidispersite Indeksi (PI)
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Bir numunenin boyuta bagli olarak heterojenliginin belirlenmesi olarak
tanimlanmaktadir. Ornegin aglomerasyonu nedeniyle olusabilen polidispersite dinamik 151k
sagilimi kullanan cihazlar ile 6l¢iilmektedir. Uluslararas1 Standart Orgiitii’ne gore, PI degeri
< 0,05 monodispers orneklerin daha yaygin oldugunu belirtirken >0,7 degerinin daha genis

boyutlu partikiil dagilimmnin oldugunu belirtmislerdir (Mudalige ve digerleri., 2018).

Terapotik bilesiklerin etkinligi ve gilivenligi hedef dokuya yetersiz ilag iletimi veya
saglikli doku ve organlarda 6nemli toksisiteler gibi istenmeyen yan etkilerle sinirhidir. Bu
durumda lipidik nano tastyicilar i¢ine kapsiillenen ilaglarin minimum yan etki maksimum

biyoyararlanim saglayacagi diisiiniilmektedir (Danaei ve digerleri., 2018).
Enkapsiilasyon Verimliligi

Lipozom hazirhig1 kapsiillenen ve kapsiillenmeyen ilaglardan olugmaktadir.
Enkapsiilasyon verimliliginin belirlenmesi icin kapsiillenmis ila¢ ve serbest ila¢ arasindaki
fark 6nemli bir noktadir. Bunun belirlenmesinde mini kolon santrifiijii kullanilmaktadir. Bu,
ilag yiikli lipozomlarin serbest ilag ile arasindaki boyut farkina dayali olan bir ayirma

yontemidir (Laouini ve digerleri., 2012).

Serbest ilacin kapsiillenen ilagtan ayrilmasi diyaliz membranmn kullanilmasiyla da
gergeklesebilir. Bu yontemde, lipozom 2 saat siireyle tampon ¢ozeltisine karsi diyaliz edilir
(Berger ve digerleri, 2001). Ultrasantrifligasyon teknigi ile de ilag yiikli lipozomlar 4°C'de
50 dakika 50000 rpm’de santifiijlenerek ayrima islemi gergeklestirilmektedir (Laouini ve
digerleri, 2011).

Ilag yiiklii lipozomlar ortamlarmdan (medyumlarindan) ayrildiktan sonra lipid cift
katman, metanol ya da Triton X-100 ile bozulmakta ve daha sonra salinan materyal
Olglilmektedir (Laouini ve digerleri.,, 2012). Kapsiilleme verimliliginin belirlenmesinde
spektrofotometri, floresans spektroskopisi, enzim bazli yontemler, HPLC gibi yontemler

kullanilmaktadir (Laouini ve digerleri., 2012).
2.9. Lipozomlarin Terapdétik Uygulamalar

Lipozomlar stirekli ve kontrollii ilag salimimi yaparak ve ilag ¢Oziiniirligiini
gelistirerek ilag ve protein tasimmiminda bir ara¢ olarak goérev almaktadir. Antifungal,
antimikrobiyal ve antiviral terapide kullanilmaktadir. Tiimor terapisinde kiiglik sitotoksik

molekiilleri tasima da rol oynamaktadirlar. Enzimi baglama, biyoreaktdr teknolojisinde
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kullanilmaktadirlar. Radyofarmasotik ve radyodiagnostik tasiyici olarak gorevleri de

bulunmaktadir (Mansoori ve digerleri, 2012).
2.10. Lipozomlara Tla¢ Yiikleme

Ilag yiikleme pasif ve aktif yiikleme olmak iizere 2’ye ayrilmaktadir. Pasif yiikleme,
farkli prensipler iizerinde c¢alisan mekanik ayrilma, solvent aymrma ve deterjan
¢oziindiiriilmesini icermektedir (Yadav ve digerleri, 2011). ilaci kapsiillemek igin
kullanilan bu yontemde, hidrofilik ilaglar, ince lipit film ile karistirilip lipozomun
cekirdegine yiiklenmektedir. Lipofilik ilaglar ise, lipit film hazirlanirken diger lipozom
bilesenleriyle karistirilarak lipozoma yiiklenmektedir (Pandey ve digerleri, 2016).
Lipozomla enkapsiile edilemeyen ilag molekiilleri diyaliz veya jel filtrasyon yontemiyle

uzaklastirilmaktadir (Tyagi ve digerleri, 2013).

Aktif yiikleme de ise pH gradiyentini ve lipozomal membranlar arasindaki potansiyel
farki kullanarak ila¢ molekiillerini 6nceden olusturulmus vezikiillere yiiklenir (Yadav ve
digerleri., 2011). Aktif yiikleme, baz1 zayif asidik veya alkali ilaglarin yiiklenmesi lipit ¢ift
katman boyunca tampon kullanilarak olusturulan iyon gradyanlar1 tarafindan
elektrokimyasal potansiyele bagli olarak yapilmaktadir (Bozzuto ve Molinari, 2015).
Lipozomlarin pH degeri farkli bir pH degerine sahip tampon kullanilarak degistirilebilecegi
gibi diyalizle iyon konsantrasyonu veya boyut kromatografisi ile degistirilmektedir.
Olusturulan bu pH gradyaninin ardindan, ila¢ lipitlerin faz gec¢is sicakligmin tizerindeki bir
sicaklikta lipozomlarla karistirilir ve ilag molekiilleri lipozom iyonlariyla etkilesime girerek
yiiklenme gerceklesir. Yiiklenen ilag molekiilleri lipozom i¢ine hapsolmus bir sekilde kalir

(Pandey ve digerleri., 2016).
2.11. Lipozom Sentezleme Metodlar:

Lipozom yapiminda kullanilan 5 farkli metod vardir. Bunlar mekanik, ¢6zgen ayirma

ve flizyon ya da boyut transformasyon olarak siralanabilir.

Mekanik Metodlar

Ince film hidrasyon metodunda lipit organik ¢6zgen olarak kloroform ya da kloroform
metanol karisimi i¢inde ¢Oziindiiriilerek hazirlanir. Organik ¢dzgen film kalmtisindan
vakum altinda uzaklastirilir. Daha sonra lipit {izerine sivi tampon eklenir ve lipitler aniden

siser ve lipozomlar1 olusturur (Ahmed ve digerleri., 2019).
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Solvent Ayirma Metodlar1

Eter enjeksiyon metodu, lipitlerin dietil eter ya da metanol eter karigiminda
¢oziindiiriilmesi teknigidir. Bu karisim diislik basing altinda ya da 55-65 °C siv1 forma yavas
bir sekilde enjekte edilir. Burada 6nemli olan homojen vezikiiller olugmasidir (Ahmed ve

digerleri, 2019).

Etanol enjeksiyon metodu, fosfolipit ve kolesteroliin ¢dziinmesinde etanol
kullanilmasi teknigidir. Siringa yardimiyla belli bir hacimdeki sivi soliisyona karisim altinda
enjekte edilir ve lipozomlar sivi fazla temas ettiginde aniden lipozom olusumlar1 goriiliir
(Ahmed ve digerleri, 2019). Oda sicakliginda 15 dakika boyunca bu islem gergeklestirilir.
Hizli, basit ve {retilebilirliginden dolay1 avantajlar1 fazla bir tekniktir. Oksidasyona ve
degradasyona neden olmamaktadir. Ekstriizyon ve sonikasyon kullanmadan kiiclik tek

katmanli vezikiillerin olusmasini saglar (Charcosset ve digerleri, 2015).
Fiizyon ve Boyut Transformasyonu Metodu

Dondur-¢6z ekstriizyon metodu, lipozomal yapinin tutma kapasitesinin artmasina
olanak saglar. Enkapsiilasyon verimliliginin artmasiyla iligkilendirilir. Dondurma islemi
sirasinda buz kristallerinin olusumuyla fiziksel pargalanmay1 ortaya ¢ikarir (Supaporn,
2011). Lipozomlar, film metodu ile hazirlanir ve olusan vezikiiller 1lik suda ve
vortekslenerek dondurulur. Daha sonra iki dondur-¢6z ve vorteks donglisiinden sonra iig
kere ekstriizyon uygulanir. 6 dondur-¢6z ve 8 ekstriizyon seklinde islem devam ettirilir

(Ahmed ve digerleri, 2019).

Dehidrasyonve ve Rehidrasyon Metodu

Makrolid ve aminoglikosit antibiyotik lipozomlarmin diisiik enkapsiilasyon
verimliligine sahip olmasindan dolayr bu yontemle kapsiilleme verimliligi, stabilitesi
artirilabilmektedir (Mugabe ve digerleri, 2006). Kiiglik tek katmanli vezikiiller iceren
tamponun bosaltilmast ve sulu ¢ozelti iceren bilesigin rehidrasyonundan sonra tekrar
kurutulmasi iglemi gergeklestirilmektedir Bu da kiiciik formlarda kati lipit yayilimina neden
olur. Sonucunda oligokatmanli vezikiiller meydana gelmektedir (Gregoriadis ve digerleri,
1990).

Stiperkritik Anti-C6zgen metodu
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Fosfolipit materyallerinin homojen dagilim iiretimi i¢in kullanilan bir yontemdir.
Kolesterol ve diger lipit maddeleri organik ¢oziiciilerde ¢oziinmektedir. Kapiler tiipten CO>
gazi gecirilir ve yiiksek basingta ¢okelme meydana gelir. Ani sicaklik ve basing degisimiyle
CO» gazi stiperkritik faza dontisiir. Organik ¢6ziicli buharlasir ve lipitler stiperkritik fazdan
ekstrakte edilir (Ahmed ve digerleri, 2019).

Stiperkritik fazda lipitler doygunluga ulasir ve lipitler ¢okelir. Organik ¢dziicli uygun
lipitler elde edilene kadar CO; ilavesiyle ugurulmaya devam eder. Sonunda da sulu ¢ozelti

lipozom olusumu i¢in eklenir (Ahmed ve digerleri, 2019).
2.12. Antikanser Terapide Lipozomlar

Kanserin birinci basamak tedavisi kati tiimorlerin cerrahi olarak ¢ikarilmasi,
radyasyon tedavisi ve kemoterapidir. Timor bolgesine smirlt ilag konsantrasyonu ulastigi
icin, serbest ilacin sistemik uygulamasi, kanser tedavisinde kemoterapinin temel sorunu
olarak kabul edilir. Ek olarak kemoterapide kullanilan aktif farmasotik bilesenlerin gogu,

hem kanser hem de normal hiicreler igin oldukga sitotoksiktir (Olusanya, 2018).
2.13. Lipozomal Antikanser Ila¢ Formiilasyonlar:

Lipozomal formiilasyonlar, geleneksel sitostatik ilaglarin etkinligini engellemeden
toksik yan etkilerini azaltmayir amaclamaktadir. Bu durum kapsiillenmis ilacin sagliklh
dokuya ulasmasinin engellenmesi veya hedefli olarak neoplastik dokuya ilacin verilmesi

seklinde ger¢eklesmektedir (Hofheinz ve digerleri, 2005).

Lipozomal ilag iirtinleri iki ana bilesenden olugsmaktadir. Bunlar; ila¢ molekiilii ve ilag
molekiiliinii kapsiilleyen, tasiyici gorev goren lipozomdur. Ticari lipozomal {iriinler iki ya da
daha fazla fosfolipitten meydana gelir. Fosfolipitler disinda lipozomlar kolesterol ve
polietilen glikol (PEG) de icermektedir. Kolesterol, lipit zincirleri arasindaki etkilesimi
inhibe ederek stabilite saglar. Ticari satilan Doxil®, Marqibo®, DaunoXome®,
AmBisome® gibi lipozomal anti-kanserojenik ilaglar da bulunmaktadir (Tablo 4). PEG
molekiilleri, su benzeri yapilar1 taklit ederek lipozomlara gizli bir etki saglar ve bdylece
hizli lipozom temizlenmesine yardimci olan mononiikleer fagositik sistem tarafindan
taninmay1 Onler. Uygun biiyiikliikte lipozom partikiillerine sahip PEG kaplamasina bagli

uzun sirkiilasyon, kat1 timor bolgelerinde ilag birikimi olasiligini arttirir (Olusanya, 2018).
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PEGillenmis bir lipozomal formiilasyon olan Doxil, AIDS hastalarinda Kaposi
sarkoma tedavisinde kullanilan ve FDA tarafindan onaylanan ilk lipozomal {iriin olarak
bilinmektedir (Tablo 3) (Barenholz, 2012). Doxil ya da Caelyx bir antikanser ilag olan
doksorubisini kapsiilleyen, Johnsonve ve Johnson tarafindan ticarilestirilen PEGillenmis

lipozomal formiilasyondur (Tablo 4) (Pandey ve digerleri., 2016).

Daunorubisin, antikanser aktiviteye sahip antrasiklin bir antibiyotiktir ve lipozomal
formiilasyonu Daunoxome, AIDS ile iliskili Kaposi sarkoma tedavisi i¢in FDA tarafindan

1996 yilinda onaylanmustir (Tablo 3) (Petre ve Dittmer, 2007; Cooley ve digerleri, 2007).

Myocet, doksorubisinin PEGile olmayan lipozomal formiilasyonudur (Pandey ve
digerleri., 2016). Siklofosfamid ile kombinasyonu Avrupa’da metastatik meme kanseri

tedavisinde onaylanmistir (Tablo 4) (Batist ve digerleri., 2001).

Mitoksantron, genellikle lenfomalar, meme, prostat gibi ¢esitli kanser tiirlerinin
tedavisinde kullanilirken lenfoma ve gogiis kanseri tedavisine yonelik MXT lipozomlar:

ileri evre kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Tablo 6).

Vinkristinin lipozomal formiilasyonu olan Marqibo, akut lenfoblastik 16semi tedavisi

icin FDA tarafindan onaylanan bir ilagtir (Tablo 6) (Rodriguez ve digerleri., 2009).

Taxol (paklitaksel), asir1 agresif HER2 pozitif metastatik meme kanseri tedavisinde
kullanilmistir (Tablo 3) (Baselga ve digerleri., 2014). Paklitaksel direngli over, meme ve
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, mide kanseri ve prostat kanseri gibi birgok kansere

kars1 antikanser aktiviteye sahiptir (Tablo 6) (Xu ve digerleri., 2013).

Lipoplatin, cisplatinin lipozomal formiilasyonudur ve kii¢iik hiicreli akciger kanseri

olan hastalar i¢in kullanilmaktadir (Tablo 6) (Caldeira ve digerleri., 2013).
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Tretinoin, all-trans retinoik asit (ATRA) olarak da bilinen ¢esitli kanser hiicrelerine
kars1 anti-tiimor ajandir (Cristiano ve digerleri., 2017). Sistemik uygulamadan sonra cildin
yanmasl, halsizlik gibi yan etkileri ve degisken bir biyoyararlanima sahip olmasi nedeniyle
alternatif bir farmasotik formiilasyona ihtiya¢ duyulmus ve negatif yiikle yiiklenen ATRA

lipozomlar1 insan tiroid karsinom hiicre hatt1 tizerinde arastirilmistir (Olusanya, 2018).

Tablo 3. Kanser tedavisinde kullanilan lipozomal formiilasyonlar1 gelistirilen ilaglar
(Olusanya, 2018).

AKktif Tlac Kanser Tiirii
Doksorubisin Kolorektal (in vit‘ro), ?rQStat (in vivo, in vitro),
metastatik (klinik denemeler)
Daunorubisin Kaposi sarkoma
Paklitaksel Akciger kanseri
Irinotekan Pankreas duktal adenokarsinomu

Tablo 4. Onaylanmis lipozomal antikanser ajanlar (Hofheinz ve digerleri., 2005).

Enkapsiile edilen ilag Etkisi Durum
PLD (Doxil, Caelyx) Over, meme kanseri Onaylanmis
NPLD ( Myocet) Meme kanseri Onaylanmis
DNX (DaunoXome) Kaposi sarkoma Onaylanmis

Tablo 5. Yaygin kullanilan antikanser ajanlarin igerigi, hazirlanmasi ve uygulama alanlari

(Ahmed ve digerleri, 2019)

Antikanser Lipit Hazirlanma Uveulamalari
Ajan bilesimi Metodu ye
Ters faz oo
PC,CH, PEG2000- . Lenfoblastik hiicre hatt1 K562
Metotreksat evaporasyonu, ince " L
PE uremesinin azalmasi

film hidrasyonu

Uzun siire depolama ve yar1

Etanol enjeksiyon Omriiniin uzun olmas1 (PoP

Doksorubisin DSPC, DSPE-PEG

metodu I
ipozom)
EPC, DOPE, PEG, Rotary EVanorasvon- Insan servikal karsinoma da
Doksorubisin - Rodamin folik asit, y Evaporasy timor blylimesininin
. Freeze- dry .
transferin engellenmesi
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Tablo 6. Yaygin kullanilan lipozomal antikanser ajanlar ve etkileri (Hofheinz ve digerleri.,
2005).

Enkapsiile edilen ilag Etkisi
Cisplatin (Lipoplatin) Akciger kanseri
Paklitaksel Gogis, akciger, prostat kanseri
Mitoksantron Ileri evre kanserler
Pegile lipozomal cisplatin Ileri evre kanserler
Irinotekan Kolorektal, akciger kanseri
Topotekan Ileri evre kanserler
Vinkristin (Marqibo) Akut lenfoblastik 16semi

2.14. Lipozomlarin Hiicresel Cevabi

Lipozomlarin hiicreye alimi1 endositoz yolla ger¢eklesmektedir. Ligand reseptorler ya
da hiicrenin ekstraselliiler matriksi sayesinde lipozomun yiizeyine tutunur (Kumari ve
digerleri., 2014). 2008'de yapilan bir ¢alisma da basit bir adhezyonla, PEGillenmis ve
konkanavalin membrana lipozomlarla asilanmistir. Sade lipozom, lipit membrana spesifik
olmayan bir yapisma durumu sergilemistir. Bu lipozom lektinle birlikte asilandiginda

membran etkisi arttirilmistir (Bakowsky ve digerleri., 2008).
2007 de yapilan bir ¢alismada, N-asetilglikozamin-lipozom konjugati kalp kas
hiicrelerindeki etkilesimi arttrmigtir (Kumari ve digerleri., 2014).

2.15. Literatiir Taramasi

Cinko modiilasyonunun apoptoza etkisi ve ¢inko selatlayan DTPA {izerine yapilan

calismalara bakacak olursak:

Kamboj ve digerlerive digerleri, (2011) yaptig1 bir c¢alismada, DTPA’nin
spektrofotometrik olarak topikal jel formiilasyonunda inceleme yapmiglardir. 1 mg/mi
DTPA stok ¢ozeltisi 1 M NaOH i¢inde hazirlanmistir. Bu stok ¢ozelti 10 ml flask i¢inde 1
ml FeCls (500 pg/ml) olacak sekilde 5-50 pug/ml konsantrasyonlar igeren tiipler halinde elde

22



edilmigstir. Tiip igerigindeki hacmin tamamlanmasi i¢in 0,1 N HCI kullanilmistir. Bu
sonuglara goére, DTPA’nin demir(IIl) kloriirle selasyonunu gerceklestirmis ve grafik
tizerinde belirli doz araliklarini belirlemislerdir. DTPA’nin Amax degerini 272 nm’de
bulmuslardir. Lineer araligin ise 5-50 pg/ml’de R? degeri 0,9998 olarak belirtilmistir. Ayn1
zamanda caligmada deteksiyon limitinin (LOD) 0,8701 pg/ml, miktar belirleme/nicelik
siirmin (LOQ) 2,6366 pg/ml oldugu calisma sonucunda elde edilmistir.

2004 yilinda yapilan bir ¢aligmada, HT29/219 ve SW742 kolon kanseri hiicreleri %10
fetal dana serumu, penisilin ve streptomisin igeren RPMI 1640 besiyeri icinde 37 °C’de %5
CO2 bulunduran kiiltiir ortaminda inkiibe edilmistir. Notrofillerin sitozoliinde bol miktarda
bulunan bir protein kompleksi olan ve apoptozu indiikleyen S1I00A8/A9 ve DTPA’nin bu
hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi icin MTT testi uygulanmustir.
Mililitrede 1.5%10* hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir plakalarma ekim yapilip 24
saat inkiibe edilmistir. Belli dozlarda belli zaman araliklarinda muamele yapilmistir. Sonug
olarak S100A8/A9 veya DTPA ile tedavi de Onemli Olglide Oliime yol agtig
gozlemlenmistir. Her iki hiicre hatt1 da zaman ve dozlarda her iki maddeye kars1 da farklilik
gostermistir. Aynt zamanda HT29/219 hiicrelerinin SIO0A8/A9 ile muamelesi, 12 saat
icinde 120 pg/ml’den daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliligmi onemli 6lglide
diistiriirken, 30 saatte 120 pg/ml’den yiliksek konsantrasyonlarda %50 canlilik degeri
belirlenmistir. DTPA muamelesinde ise HT29/219 hiicrelerinde 12 ve 24 saatte bir
degisiklik gbézlenmezken 36 saatte 40 uM’dan yiiksek konsantrasyonlarda %50 canlilik
degeri belirlenmistir (Ghavami ve digerleri., 2004).

SW742 hiicreleri tizerinde ise SI00A8/A9 ile muamele de tiim zaman araliklarinda
onemli 6lcilide hiicre canliliginda azalma gozlemlenmistir. 12 saatte 120 ug/ml’den yiiksek
konsantrasyonlarda %50 canlilik degeri belirlenmistir. DTPA muamelesinde ise 36 saatte 60
puM’dan yiliksek konsantrasyonlarda onemli 6lgiide hiicre 6liimii olmus fakat 20-100 pm
zaman araliginda DTPA i¢in %50 canlilik degeri belirlenememistir (Ghavami ve digerleri.,
2004).

2007 yilinda yapilan ¢alismada, MCF-7 ve MDA-468 insan meme kanseri hiicre hatlarinda
hiicre i¢i ve hiicre dis1 ¢inko modiilasyonunun apoptozu indiikledigi bulunmustur
(Hashemi, Ghavami, Eshraghi, Booy, ve Los, 2007b). 0-100 uM arahiginda her iki hiicre
hattina da uygulanan DTPA konsantrasyonunun zamana bagli olarak hiicre apoptozu
artirdig1 gdzlemlenmistir. Iki hiicre hattinda da hem zamana hem de doza bagl hiicre

Oliimiiniin oldugu gézlemlenmistir. (Hashemi ve digerleri., 2007Db).
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2014 yilinda Mosayebnia ve arkadaslar1 viicuttaki fazla demirin toksik Ozellikte
olmasiyla ilgili DTPA araciligiyla bu etkiyi azaltacak yonde c¢aligma yapmuslardir
(Mosayebnia, Ardestani, Pasalar, Mashayekhi, ve  Amanlou, 2014). HEPG2 (Human
Hepatocellular Carcinoma) hiicre hattinda ¢alisma yapilmistir. Hiicre kiiltiiri ¢aligmasinda
fazla demir yiiklenmesi i¢in 1 mM demir siilfat eklenmistir. Sonug olarak, igerdeki serbest

demir igerigi azalmstir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Lipozom Yapim

Arastirma materyali olan hidrojene soya fosfatidilkolin (Avanti Lipids, ABD),
kolesterol (C8667-500MG, Sigma) lipitleri toz halde satin alinmistir. Lipozom yapimi
Stuart ve digerlerive digerleri.’nin (2016) tarif ettigi sekilde gerceklestirilmistir. Kisaca, toz
haldeki bu lipitler 3:1 kloroform/metanol ig¢inde ¢ozdirilmiistiir. Hidrojene soya
fosfatidilkolin ve kolesterol 2:1 molar oranlarinda karistirilmis ve vakum altinda
kloroform/metanol uzaklastirilmistir (MAXI DRY PLUS, Heto, Almanya). Olusan lipit
tabakasmin okside olmasinin 6nlenmesi i¢in azot gaz akisi altinda 15 dakika kurutulmustur.
Lipit film 55 °C’* de %5 dekstroz ve 1 mg/ml DTPA ve 10 mM TPEN igeren 1,5 ml 50 mM
pH 5,5 sitrat tamponu ile yeniden ¢ozdiiriilmiis ve lipozomlar elde edilmistir. Bu karisim 37
°‘C’ de 5 dakika sonikasyona birakilmistir. Karigimda seffaflasma gozlenene kadar
sonikasyon yapilmistir. Sonikasyonun ardindan lipit filmin siispansiyona homojen
karistmmin saglanmasit ve partikiillerin birbirinden ayrilmasi i¢in vorteks islemi
uygulanmistir. Karigim hem sterilite hem de birbirine yakin boyutlarin elde edilmesi igin 0,2
um gozenekli siringa filtre kullanilarak en az 20 kez ekstriizyona tabi tutulmustur. Elde
edilen lipozomlar 500 pl 6rnek icerecek sekilde 100 kDa Amicon santrifiij filtresi
kullanilarak 2000 xg’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Kolonda kalan érnek 1000 xg’de 2
dakika santrifiij yapilarak toplama tiipiinde lipozomlar elde edilmistir. Tim Ornekler
kolondan gegcirildikten sonra gegen filtrat %5 dekstroz i¢eren pH 5,5 50 mM sitrat tamponu
ile yeniden 500 pl’ye tamamlanip ¢ozdiiriilerek ikinci filtrasyon gergeklestirilmistir. Elde

edilen filtrat ve lipozom hacimleri kullanilarak verim hesaplanmuistir.
3.2. Lipozom Karakterizasyonu ve Optimizasyonu

Elde edilen lipozomlarmn zeta sizer 6lgtimii (Litesizer 500, Antoon Paar, Avusturya)
ile boyut analizleri yapilmistir (Sekil 13, 18). Tek katmanli, 200-300 nm boyutlar1 arasinda
lipozomlar elde edilmistir. Gegirimli Elektron mikroskobunda (TEM) lipozomlarin

morfolojisinin goriintiileri Izmir Biyotip ve Genom Merkezi’nde almmustr.
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3.3. TPEN Referans Grafiginin Cikarilmasi

Lipozomlarda paketlenecek TPEN’in (AB 142247, ABCR) stok konsantrasyonu 10
mM olarak belirlendi. Seri seyreltmeler yapilarak 1000 pM, 100 uM, 10 uM ve 1 uM
olacak sekilde tiip kompozisyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan bu siispansiyonlar 96 kuyucuklu
plakaya 200 ul olacak sekilde yiiklendi ve ardindan 260 nm’ de Ol¢iim alindi. Alinan
sonuclara géore TPEN’in referans grafigi elde edildi (Sekil 7). Konsantrasyonu belirlenen

lipozomal TPEN’in toplam 6rnege orani ile enkapsiilasyon verimi yiizde olarak hesaplandi.
3.4. DTPA Selasyonu

Ana stok konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde DTPA (32319-100G-F, Sigma) ana
¢dzelti konsantrasyonu hazirlandi. Oncelikle 50 ml hacimli flaska 40 ul 1 M NaOH ¢ozeltisi
koyuldu. Toz formunda olan DTPA’dan 50 mg tartilarak flaska eklendi. Homojen bir
karigim haline gelmesi i¢in manyetik karistirict yardimiyla tiim DTPA partikiilleri ¢6ziinene
kadar islem devam ettirildi. Bu karisim tizerine 40-45 ml saf su ilave edildi. Tekrar
karigtrma islemi yapildi ve slispansiyon hazirlandi. Kamboj ve arkadaslarmin yaptig:
2011°deki ¢alisma referans alinarak lipozomlardaki DTPA miktar1 bulundu. Buna bagh
olarak DTPA selasyonu yapilip referans grafigi elde edildi (Sekil 8). Asagidaki Tablo 7°de

DTPA selasyonu i¢in hazirlanan tiip i¢erikleri yer almaktadir.

Tablo 7. DTPA selasyonu i¢in hazirlanan tiip i¢erikleri

Konsantrasyon (ug/ml) DTPA (ul) FeCls (ul) 0,1 N HCI (nl)

0 0 100 900
1,5 15 100 898,5
3 3 100 897
5 5 100 895
6 6 100 894
12 12 100 888
25 25 100 875
50 50 100 850
60 60 100 840
70 70 100 830
80 80 100 820
90 90 100 810
100 100 100 800
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Not: Kullanilan DTPA Konsantrasyonu (1000 pg/ml), Kullanilan FeCls Konsantrasyonu
(0,5 mg/ml).

3.5. DTPA yiiklii lipozomlarin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Asagida DTPA selasyonunda tiip kompozisyonlarinin hazirlanigi verilmistir.

1. Tip: 1 plLps Ctrl +9 ul MeOH>>5 dk sonike+65 ul FeCls+575 ul 0,1 N HCI
2. Tip: 1 ulLps DTPA+ 9 ul MeOH>>5 dk sonike+65 ul FeCls+575 ul 0,1 N HCI

(Lps Ctrl: Bos lipozom, Lps DTPA: DTPA yiiklii lipozom)

Yukaridaki sekilde hazirlanan tiipler oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra 272
nm’de spektrofotometre de Olgiildii. Ardindan referans egrisinde elde edilen denklemde
gerekli hesaplamalar yapilarak lipozomlardaki DTPA miktar1 bulundu. Bulunan bu miktara
gore lipozomdaki DTPA miktarinin toplam 6rnege orani ile DTPA’nin lipozomda ne kadar

paketlendigi yiizde olarak hesaplandu.
3.6. Hiicre Kiiltiirii
Hiicre Hatt1 ve Rutin Pasaj

PC3 hiicre hatt1 Prof. Dr. William H. Gmeiner (Wake Forest Universitesi Tip
Fakiiltesi, Kuzey Karolayna, ABD) tarafindan saglanmistir. Hiicreler %10 fotal sigir serumu
(FBS) (Biowest, S181H, Fransa) ile zenginlestirilmis RPMI-1640 besiyeri (tam besiyeri)
icinde 37°C’de %5 CO; iceren inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Rutin pasaj islemi i¢in hiicre
kiiltiirii flaskinda %85-90 yogunluga ulasan hiicrelerin {izerindeki kullanilmis besiyeri
uzaklastiriip 2 ml tripsin (Sigma-Aldrich, T4049, Almanya) flask tabanina tutunan
hiicreleri kaldirmak i¢in flaska eklenmis ve 5 dk boyunca 37°C’de inkiibatorde birakilmistir.
Hiicrelerin zeminden ayrildiklar1 mikroskop altinda incelendikten sonra tripsini notralize
etmek i¢in 2 ml tam besiyeri hiicreler iizerine eklenmistir. Pipetaj yapildiktan sonra hiicre
sayimi i¢in bir miktar ayrilmigtir. Hiicre sayimi igin 50 pl %0,4’lik tripan mavisi ve 50 pl
hiicre siispansiyonu ependorf tiipiinde karistirildi ve Thoma lamina hiicre saymmi i¢in
ylikleme yapildi. Hiicreler mikroskopta sayilarak hiicre konsantrasyonu hesaplandi. Sayim
icin ayrilan hacimden geri kalan hiicre siipansiyonu 5 dk 4°C’de 110 xg ile santrifiij
(Hettich, UNIVERSAL 320R, Almanya) yapilarak tripsin igeren siipernatant
uzaklastirilmistir. Geri kalan hiicre pelleti tam besiyeri i¢inde siispanse edilerek istenilen

miktarda hiicre yeni bir flaska aktariimistir.
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MTT Hazirlama

MTT, 5 mg/ml olacak sekilde steril PBS iginde hazirlanmistir ve son MTT
konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde RPMI tam besiyeri iginde seyreltilmistir.
Hazirlanan kontrol ve lipozomal formiilasyonlarin muamele siiresi sonunda hiicreler
tizerindeki eski besiyeri dokiilerek her bir kuyucuga 120 pl hazirlanan MTT c¢ozeltisi
eklenmistir. Minimum 2 saat inkiibasyon sonunda hiicreler icinde mor renkli formazan
kristallerinin olustugu mikroskop altinda gozlendikten sonra MTT ¢ozeltisi uzaklastirilarak
her kuyucuga 100 ul DMSO eklenmistir. Formazan kristallerinin tam olarak ¢dziilmesi igin
10-15 dakika calkalayiciya birakildiktan sonra spektrofotometrede (EPOCH, BioTek, ABD)

570 nm’de sonuglar elde edilmistir.
24-72 Saatlik 1C-50 Degerlerinin Hesaplanmasi

Hiicreler 96 kuyulu plaka i¢inde kuyucuk basina 3000 hiicre/200 ul olacak sekilde
ekildi. 0, 2, 4, 6 uM olacak sekilde TPEN konsantrasyonlar1 belirlendi. Hesaplamalara gére
tiip kompozisyonlarna belirlenen miktarlarda RPMI tam besiyeri ve TPEN eklendi. Pipetaj
yaparak homojen karisim saglandi. Bir giin 6nceden 96 kuyucuklu plakaya ekilen hiicreler
inkiibatorden alinarak eski besiyeri uzaklastirildi. Tim kuyucuklara 100 ul RPMI tam
besiyeri eklendi. Referans (kor) kuyucuklarma ise sadece 200 ul tam besiyeri koyuldu.
Onceden elde edilen TPEN miktar1 sonuglarina gére her bir kuyucuga 100 pl bu
soliisyondan eklendi. Bu islem 24-48 ve 72 saat i¢in ayr1 ayri gerceklestirildi.

DTPA i¢in 0, 20, 40, 60, 80 uM olacak sckilde konsantrasyonlar belirlendi.
Hesaplamalara gore tiip kompozisyonlarma belirlenen miktarlarda RPMI tam besiyeri ve
DTPA eklendi. Pipetaj yaparak homojen karigim saglandi. Bir giin dnceden 96 kuyucuklu
plakaya ekilen hiicreler inkiibatdrden alinarak eski besiyeri uzaklastirildi. Tiim kuyucuklara
100 pl RPMI tam besiyeri eklendi. Referans kuyucuklarina ise sadece 200 pl tam besiyeri
koyuldu. Onceden elde edilen DTPA miktar1 sonuglarina gére her bir kuyucuga 100 pl bu
soliisyondan eklendi. Bu islem 24-48 ve 72 saat i¢in ayr1 ayr1 gergeklestirildi.

Cell Titer Glo Liiminesan Hiicre Canlilig1 Testi

50 ul %0,4’lik tripan mavisi ve 50 pl hiicre siispansiyonu ependorf tiipiinde
karistirildt ve Thoma lammna hiicre sayimi i¢in yiikleme yapildi. Hiicre konsantrasyonu

mikroskopta sayilarak belirlendi. Belirlenen hiicre yogunluguna gore kuyucuk basma 2500
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hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. Onceden elde edilen TPEN VE DTPA
iceren lipozomlarin konsantrasyon hesaplamalar1 yapildi. TPEN igeren lipozomun
konsantrasyonuna bagli olarak kuyucuktaki son konsantrasyon 0-4-6 uM olacak sekilde tiip
kompozisyonlar1 hazirlandi. Bir giin dnceden 96’lik yar1 alanli beyaz plakaya ekilen
hiicreler inkiibatorden almarak 72 saat muamele icin gerekli kuyucuklardan eski besiyeri
uzaklastirilip iizerine 50 pl tam besiyeri ardindan 50 pl lipozomal TPEN igeren tiip
kompozisyonlarindan eklendi. Tiim bu islemler 24 ve 48 saat muameleleri i¢in tekrarlandi.
Muamele siireleri dolduktan sonra tiim kuyucuklardan eski besiyerleri uzaklastirilip 12,5 pl
Cell Titer Glo Substrate (Promega, 0000344061, ABD) eklendi. Ardindan plaka karanlikta
yarim saat bekletilip luminometre (LUMATE 4400, Awareness, ABD) ile 6lgiim alind.
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4. BULGULAR

4.1. TPEN ve DTPA Referans Grafikleri

Sekil 7°’de gorildiigi gibi, TPEN’in 0-1000 pM arasinda konsantrasyonlari
hazirlanarak 260 nm’de referans egrisi elde edilmistir. Elde edilen grafikte konsantrasyon ve
absorbans dogrusaldir. Konsantrasyonun artmasina bagli olarak absorbans degeri de artis

gostermektedir. R? degeri 0,9987 olarak bulunmustur.

0,7
c 06 y =0,0006x
c R>=0,9987

0 200 400 600 800 1000 1200
TPEN konsantrasyonu (uM)
Sekil 7. TPEN referans grafigi

DTPA referans egrisinde 0-60 uM arasinda 6l¢iim alinmis, kesim noktas1 5 uM’ye
gore belirlenmistir. Konsantrasyona bagli olarak absorbans degeri dogrusal olarak

artmaktadir. R? degeri 0,9972 olarak bulunmustur (Sekil 8).
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Sekil 8. DTPA referans grafigi

4.2. TPEN Yiiklii ve Bos Lipozomlarin TEM Altinda Morfolojik Goriintiisii

Sekil 9°da TPEN’in kontrol lipozomlarmnin goriintiileri yer almaktadir. Kiire seklinde

olan lipozomlarin 171,5 nm ila 174 nm boyutlarinda oldugu goriilmektedir (Sekil 10).

200 nm

—

Sekil 9. Bos lipozomlarm TEM altinda goriintiileri
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200 nm

—

Sekil 10. Bos lipozomlarin TEM de boyutlarinin isaretlenmesi

Sekil 11°de TPEN yiiklii lipozomlarin kiire seklinde oldugu goriilmektedir. Alman
goriintiilerde lipozomlarin yaklasik 300 ila 500 nm arasinda oldugu saptanmistir (Sekil 12).

Mag= 2802KX Date 27 Dec 2019 | pm

Sekil 11. TPEN yiiklii lipozomlarin TEM de goriintiileri
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zeiss  £HT=1000kv

WD=31mm

Sekil 12. TPEN yiikli lipozomlarin TEM de boyutlarinin isaretlenmesi

4.3. DTPA Yiiklii Lipozomlarin TEM Altinda Morfolojik Goriintiisii

Sekil 13°’de DTPA’ya kontrol olarak elde edilen bos lipozomlar yer almaktadir. Kiire
seklinde olan lipozomlarin boyutlar1 247 nm ile 295 nm arasinda oldugu goriilmektedir

(Sekil 14).

Sekil 13. Bos lipozomlarin TEM altinda goriintiileri
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Sekil 14. Bos lipozomlarin TEM altinda boyutlarinin isaretlenmesi

Sekil 15°de DTPA vyiiklii lipozomlarin kiire seklinde oldugu goriilmektedir.
Boyutlarinin ise yaklasik 100 nm civarinda oldugu saptanmustir (Sekil 16).

200 nm

Sekil 15. DTPA yiiklii lipozomlarin TEM altinda goriintiileri
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200 nm

Sekil 16. DTPA yiikli lipozomlarin TEM'de boyutlarinin isaretlenmesi

4.4. Kontrol ve TPEN Yiiklii Lipozomlarin Partikiil Analizi ve Zeta Potansiyeli

Olciimii

TPEN’in kontrolii olarak elde edilen bos lipozomlarin zetasizer ile 6lgiim sonucu
partikiil boyut analizi gosterilmistir (Sekil 17). PI degerleri >0.05 olarak bulunmus ve
monodispers partikiil dagiliminin yaygin olmadigi sonucuna varilmistir. 100-500 nm
arasindaki boyutlarda lipozomlarin varligina rastlanmig ama 238-241 nm boyutlarinin

yogunlugunun daha fazla oldugu saptanmistir.

10
#
=
E
=1
m T T IIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T T IIIIII| T T IIIIII|
Q10 1,00 10,00 100,00 000,00 AOA000
Particle diameter [nm]
Mezsurements
Inclex Color Ri=patition Hydrodyn. dimm. Polydisp.index  Peak 1§ ity Peak2i ity Peak3i ity T iittmnce [%]
[nm] 1 [mm] [nm] [nm]
1 [ Oh 00m 155 2549 211 2414 - - 0.8
2 [ Oh 00m 00 2604 231 2352 - - 09

Sekil 17. TPEN’in kontrol lipozomunun zetasizer ile partikiil analizi
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Bos lipozomlarin zeta potansiyel dagilimi (Sekil 18) gosterilmistir. Genis negatif ve
pozitif zeta potansiyel icerdiginden dolayr bu lipozomlarda agregasyon olusumu
gbzlenmeyecegi bulgusuna ulasilmistir. Ortalama zeta potansiyel degerinin ise -30’lara

yakin olmasi partikiil stispansiyonunun normal degerlere yakin oldugunu belirtmektedir.

g 4
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c 24
@
ER
g
£
Z
0 _— e
-200,0 -100,0 a0 1000 2000
Zeta potential distribution [mV]
Measurements
Index Color Repetition Mean zeta pot. Electroph. mobil.  Conductivity [mS/  Adjusted woltage [V] Processed runs
[mV] [am?*cm/fVs] cm]
1 J— Oh 00m 00s 323 25631 0,013 200,0 100
2 J— ©Oh 00m 00s 31,8 -2,4812 0,013 200,0 100
3 — 0h 00m 00s 325 -2,5294 0,013 200,0 100

Sekil 18. TPEN’in kontrol lipozomunun zetasizer ile zeta potansiyel ol¢iimii

TPEN yiikli lipozomlarin zetasizer ile analizi sonucu partikiil boyut analizi
gosterilmistir (Sekil 19). PI degeri >0,05 elde edilmis ve monodispers partikiillerin daha az

yaygin olarak bulundugu sonucuna varilmistir. 229-243 nm boyutlariin soliisyon igerisinde

daha yogun bulundugu saptanmistir.

Distribution [%]
i
(=]
1

00 T T T — T T
010 1,00 10,00 100,00 1000,00 10000,00
Particle diameter [nm]

Measurements

Index Color Repetition Hydrodyn. diam. Polydisp. index  Peak lintensity Peak 2intensity Peak 3 intensity Transmittance [%]
[nm] [%] [mm] [nm] [nm]

1 — Oh 00m 155 2616 189 2235 - - 09

2 o Oh 00m 00s 265,9 239 2431 - - 09

Sekil 19. TPEN yiiklii lipozomlarin zetasizer ile partikiil analizi
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TPEN yiiklii lipozomlarin zeta potansiyel dagilimi (Sekil 20) gdsterilmistir. Ortalama
zeta potansiyel degerinin  -30 mV’den daha kii¢iikk olmamasi partikiil siispansiyonunun

normal deger araliginda oldugu bulgusuna varilmistir.
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Zeta potential distribution [m\]
Measurements
Indax Color Repetition Mean zeta pot. Electroph. mobil.  Conductivity [mS/ Adjusted voltage [V] Processed runs
[mV] [m™®em,fVs] cm]
1 — Oh 00m 00s 182 -1,4172 0,008 200,0 280
2 R oh 00m 00= 247 -1,9217 0,008 200,0 100
3 — oh 00m 00= 135 -1,5157 0,008 200,0 340

Sekil 20. TPEN yiikli lipozomlarin zetasizer ile zeta potansiyel 6l¢timi
4.5. Kontrol ve DTPA Yiiklii Lipozomlarin Zeta Olgiimii ve Partikiil Analizi

DTPA yiiklii olmayan ve kontrol olarak iiretilen edilen bos lipozomlarin partikiil
boyut analizi (Sekil 21) gosterilmistir. Partikiil boyut yogunlugu 307-310 nm olarak
Olciilmiistiir. PI degeri <0,05 oldugu i¢in monodispers bir dagilimm yaygin oldugu

bulgusuna varilmustir.

Particle size distribution (intensity)
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0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00 10000,00
Particle diameter [nm]
Measurements
Index Color Repetition Hydrodyn. diam. Polydisp. index Peak 1intensity Peak2intensity Peak 3 intensity Transmittance [%]
[nm] [9:] [nm] [nm] [nm]

1 e 0h 00m 15s 319,9 20,2 307,6 - 0,8
2 J— 0Oh 00m 00s 3141 20,0 3103 0,8

Sekil 21. DTPA’nin kontrol lipozomunun zetasizer ile partikiil boyut analizi
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DTPA yiiklii olmayan bos lipozomlarin zeta potansiyeli zetasizer yardimiyla

Olglilmiistiir (Sekil 22). Ortalama zeta potansiyeli -33,2 mV degerindedir. Bu da zeta

potansiyeli icin normal degeri icermektedir. Genis negatif ve pozitif aralikta zeta potansiyeli

icerdiginden dolay1 lipozomlarin agregasyona ugramayacagi ya da toplanip bir araya

gelmeyecegi saptanmistir.
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-200,0 -100.0 0.0 100.0 2000
Zeta potential distribution [mV]
Measuraments
Index Color Repetition Mean zeta pot. Electroph. mobil.  Conductivity [mS/ Adjustad voltage [V] Processed runs
[mW] [um*emyVis] cm]
1 — Oh 00m 10s 376 -2,5380 0,016 200,0 100
2 J— Oh 00m 00s 343 -2 6769 0,016 200,0 100
3 — Oh 00m 00s 32,8 -2,5542 0,016 200,0 100

Sekil 22. DTPA’nin kontrol lipozomunun zetasizer ile zeta potansiyel dl¢iim

Lipozomlarin DTPA ile yiiklenmesiyle elde edilen boyut analizi semas1 Sekil 23’°de

gosterilmektedir. Bu siispansiyon, yaklasik 238-246 nm boyutlar1 yogunlugunda lipozom
icermektedir. PI degerine bakildiginda %?20,8 degeri <0.05 iken %9.4 degeri 0.7°den

biiyiiktiir. Bu durumda lipozomlarin agregasyon ihtimalinin gdzlemlenmesi bulgusuna

ulasilmustir.
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Particle diameter [nm]
Measurements
Index Color Repetition Hydrodyn. diam. Polydisp. index  Peak 1intensity Peak 2 intensity Peak 2 intensity  Transmittance [%]
[nm] [%] [nm] [rm] [nm]
1 J— Oh 00m 155 310,2 20,8 2451 - - 0,8
2 — Oh 00m 00s 2904 94 1388 11201 3330 0,8

Sekil 23. DTPA yiiklii lipozomlarm zetasizer ile partikiil boyut analizi
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DTPA vyiiklii lipozomlarin zeta potansiyeli Olgiim analizi gosterilmektedir (Sekil 24).
Ortalama -28,8 mV olan zeta potansiyel degeri lipozomlar i¢in normal parcacik yiikiine

isaret etmektedir.
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-200,0 -100.0 0.0 1000 2000
Zeta potential distribution [mV]
Measurements
Index Color Repetition Mean zeta pot. Electroph. mobil.  Conductivity [mS/ Adjusted voltage [V] Processed runs.
[mv] [m®*emVs] cm]
1 — Oh 00m 10s -27,2 -2,1205% 0,018 200,0 100
2 — Oh 00m O0s =287 -2,2350 0,018 200,0 100
3 — Oh 00m 00s 30,5 32,3754 0,018 200,0 100

Sekil 24. DTPA yiiklii lipozomlarin zetasizer ile zeta potansiyel 6l¢iimii
4.6. DTPA’min PC3 Hiicreleri Uzerine Etkisi

Asagidaki sekilde 0-20-40-60-80 uM konsantrasyon araliginda yalin halde DTPA, 24,
48 ve 72 saat olmak tlizere PC3 prostat kanseri hiicreleri iizerine uygulanmistir (Sekil 21).
Kontrol grubuna gore kiyaslama yapildiginda, 24 saat muamelede hiicre canlilig1 en yiiksek
doz olan 80 uM’da %75,83 oraninda iken en diisiik doz olan 20 uM konsantrasyonunda bu
oran %84,12 oraninda oldugu goriilmektedir (Tablo 8). 48 saat muamele incelendiginde,
kontrol grubuna goére 20 uM’da %65,29 olan hiicre canlilig1 uygulanan en yiiksek doz olan
80 uM’da %41,42’ye distiigli goriilmektedir. 72 saat muamele i¢in 20 uM’da %51,14 olan
hiicre canlilig1 80 pM’da %13,60’a kadar diigmiistiir.
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Tablo 8. DTPA’nin PC3 hiicreleri lizerinde 24-48-72 saat muameleye ait yiizde hiicre

canlilig1 spektrofotometre sonuglar1 + standart sapmalar1

DTPA konsantrasyonu (uM) 24 saat 48 saat 72 saat
0uM 100+4,5 100+8,0 100+9,8
20 pM 84,124+2,5 65,29+4,6 51,14+5,6
40 uM 86,16+6,3 50,09+4,6 22,19+2,4
60 uM 80,79+11,1 46,18+6,6 14,264+2,0
80 uM 75,83+4,3 41,42+2,6 13,60+1,9

Sekil 25’e¢ bakildiginda DTPA’nin 48 saatlik IC50 degerinin 40 uM oldugu

bulgusuna varilmistir.

120,00

100,00

80,00
60,00
40,00
20,00

0,00

20 uM 40 uM 60 uM 80 uM

% Hiicre canlhilig1

DTPA Konsantrasyonu (uM)
m 24 sa 48sa m72sa

Sekil 25. DTPA'nin PC3 hiicreleri {izerine 24-48-72 saat muameleye ait MTT sitotoksisite
deneyi

4.7. TPEN’in PC3 Hiicreleri Uzerine Etkisi

TPEN’in PC3 prostat kanseri hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi farkli dozlarda

muamele edilerek (Tablo 9) gergeklestirilmistir.
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Tablo 9. TPEN’in PC3 hiicreleri ilizerinde 24-48-72 saat muameleye ait yiizde hiicre

canlilig1 spektrofotometre sonuglar1 + standart sapmalar1

TPEN

konsantrasyonu 24 saat 48 saat 72 saat
(um)
0uM 100£8,6 100+1,8 100+6,2
2 uM 118,10+£30,1 95,714£23,5 109,24+4,2
4 uM 68,86+6,7 9,65+2.4 3,04+1,5
6 uM 6,42+1,3 1,39+0,4 0,88+0,6
8 uM 6,53+0,8 0,85+0,2 0,52+0,1
10 uM 5,48+1,6 0,72+0,2 0,52+0,1

Tablo 9’a bakildiginda, 24 saatlik muamelede kontrol grubu 0 uM’a gore kiyaslandiginda

ozellikle 4 uM’ dan 10 uM’a kadar hiicre canliliginda 6nemli 6l¢iide diislis olmus ve bu

oran %5,48’e kadar azalmistir. 48 saatlik muamele sonucunda 2 uM’da %95,71 olan hiicre

canlilig1 4 uM konsantrasyonda %9,65’e kadar diistiigii goriilmektedir (Tablo 9). 72 saatlik

muamele sonucunda ise, 4 uM’da %3,04 iken 10 uM’a bakildiginda hiicre canliliginin
%0,52 oldugu goriilmektedir (Sekil 26).

Sekil 26’ye bakildiginda TPEN’in 24 saatlik IC50 degerinin 4-6 uM arasinda

oldugu bulgusuna ulagilmistir.
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Sekil 26. TPEN'in PC3 hiicreleri {izerine 24-48-72 saat muameleye ait MTT sitotoksisite
deneyi

4.8. Lipozomal DTPA’nin PC3 Hiicreleri Uzerine Etkisi

PC3 hiicreleri iizerine farkli dozlarda ve siirelerde lipozomal DTPA muamelesi

yapilmistir. Lipozomal DTPA nin gosterdigi sitotoksik etki Tablo 10°da goriilmektedir.

Tablo 10. Lipozomal DTPA'nin PC3 hiicreleri lizerinde 24-48-72 saat muameleye ait yiizde
hiicre canlilig1 spektrofotometre sonuglari & standart sapmalar1

Lipozomal DTPA

Konsantrasyonu 24 saat 48 saat 72 saat
0uM 100+1,1 100£3,6 100+£9,2
10 uM 104,3+4,0 100,8+4,4 100,9+2,5
30 uM 96,6+1,5 89,2+4,6 85,5+9,7
50 uM 92,0+0,7 74,1+3,8 71,7£9,9

Asagidaki grafikte tiim zamanlara bakildiginda kontrol grubuna kiyasla 10 uM
konsantrasyonda hiicre canliliginda bir degisim gozlemlenmemistir. 30 uM doz muamelesi
24 saatte hiicre canliliginda yaklasik olarak %4, 48 saatte %10, 72 saatte ise %15 azalma
gostermektedir. 50 uM 24 saat muamele sonucunda %92, 48 saatte %74,1 72 saatte ise

%71,7 hiicre canlilig1 gézlemlenmektedir (Sekil 27).

120,0

100,0
80,0
60,0
40,0
20,0

0,0

10 uM 30 uM 50 uM
L|pozomal DTPA Konsantrasyonu (uM)

% Hiicre Canlilig1

m24sa M48 sa m72 sa

Sekil 27. Lipozomal DTPA'nin PC3 hiicreleri lizerinde 24-48-72 saat muameleye ait cell
titer glo liiminesan hiicre canlilig1 testi

42



4.9. Lipozomal TPEN’in PC3 Hiicreleri Uzerine Etkisi

Lipozomal TPEN’in PC3 hiicreleri iizerinde 24-48-72 saat muameleye ait yiizde hiicre
canliligi sonuglar1 (Tablo 11) gosterilmistir.

Tablo 11. Lipozomal TPEN'in PC3 hiicreleri lizerinde 24-48-72 saat muameleye ait yiizde

hiicre canlilig1 spektrofotometre sonuglar1 + standart sapmalari

Lipozomal TPEN konsantrasyonu 24 saat 48 saat 72 saat
0uM 100+£3,02 100£2,9 100+5.,4
4 nM 51,3+£20,44 37,7£50,6 3,1+1,0
6 uM 9,1+1,4 1,8+0,3 0,2+0,1

Kontrol grubuna kiyasla, 24 saat muamelede 4 pM doz uygulamasinda hiicre
canliliginda %50 azalma goriilmiis ve canlilik %51,3’e diismiistiir. 24 saat muamelenin 6
uM doz uygulamasi sonucunda ise canlilik %9,1’¢ kadar diismiistiir. 4 uM ve 6 uM dozun
48 saat uygulamasinda ise hiicre canlilig1 sirasiyla %37,7 ve %1,8 olarak bulunmustur. 72
saat muamelede ise 4 uM’de %3,1 olan hiicre canliligi 6 pM’de %0,2 oldugu gosterilmistir
(Sekil 28).

120,0

100,0 I
80,0
60,0 [
40,0
20,0
0,0 - L
0uM

4 uM 6 uM
Lipozomal TPEN Konsantrasyonu (uM)

% Hiicre Canlilig1

m24sa m48sa m72sa

Sekil 28. Lipozomal TPEN'in PC3 hiicreleri tizerinde 24-48-72 saat muameleye ait cell titer
glo liiminesan hiicre canlilig1 testi
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5. TARTISMA

Diinya 6liim nedenlerine bakildiginda, her 6 6liimden birinin kanser kaynakli oldugu
goriilmektedir. Ulkemizde ise bu durum daha ciddi olup, her 5 Sliimden birine kanser sebep
olmaktadir. Olduk¢a 6nemli bir konu olmasi dolayisiyla ge¢misten giliniimiize 6zellikle
prostat kanseri son yillarda artan vakalar sebebiyle bircok ¢aligmayr beraberinde
getirmektedir. Kanser teshis ve tedavisinde kullanilan cerrahi girisimler, radyoterapi,

kemoterapi gibi farkli yontemler bu ¢alismalari konusu haline gelmistir.

Kanserin erken teshis ve tedavisinde kullanilan yontemlerle birlikte kemoterapiye
duyulan ihtiya¢ artmaktadir. Uygun terapotik aktivite eksikligi ve doza bagli yan etkiler de
kanser tedavisinde 6nemli bir problem olmaktadir. Kanseri yenmek i¢in birgok strateji
gelistirilmis olsa da, hala diinya genelinde oOnde gelen Olim nedenleri arasinda
sayilmaktadir. Timor bolgesine smirli ilag konsantrasyonu ulastigi i¢in, serbest ilacin
sistemik uygulamasi, kanser tedavisinde kemoterapinin temel sorunu olarak kabul
edilir.  Ozellikle kemoterapinin saglikli hiicrelere olan olumsuz etkisi ve insan viicudunda
meydana getirdigi yan etkilerden dolayr kanser {lizerine yapilan calismalar giderek
artmaktadir. Ek olarak kemoterapide kullanilan aktif farmasotik bilesenlerin ¢ogu, hem
kanser hem de normal hiicreler i¢in oldukga sitotoksiktir (Olusanya, 2018). Coziiniirlik,
stabilite, ¢coziicii ile uyumluluk, ila¢ katki maddesi, fotostabilite gibi bir takim parametreler
ilaglarin formiilasyonunda 6nemli bir rol oynar (Agrawal ve Patel, 2011). Bugiine kadar ilag
iizerine yapilan calismalarda, kimyasallarin %40’dan fazlasmnin lipofilik yapida ya da suda
¢Oziiniirliigiiniin az olmasi gibi sonuglar elde edilmistir (Agrawal ve Patel, 2011). ilaglarin
bu diisiik ¢oziiniirliikk ve biyoyararlanim gibi sorunlarini ¢6zmek i¢in bir¢ok formiilasyonu

mevcuttur ama bunlarin da kullanimi sinirh kalmaktadir (Agrawal ve Patel, 2011).

Bu amagla nano malzemeleri in vivo olarak tiimor bolgelerine hedeflemek, kanser
tedavisinin erken tedavi ve teshisinde Onemli bir potansiyele sahiptir (Lei ve digerleri,
2019). Bunun sonucunda kemoterapiye alternatif olarak ilaglarin nanoenkapsiilasyonu
calismalar agisindan ilgi ¢ekici bir noktaya gelmistir. Fakat ilaglarm ¢oziiniirliik, stabilite,
fotostabilite gibi parametrelerden etkilenmesi ilag formiilasyonlarinda bazi problemleri de
beraberinde getirmektedir. Ilaglarin diisiik ¢dziiniirlik ve biyoyararlanim gibi sorunlari
¢ozmek i¢in bir¢cok formiilasyonu mevcuttur ama bunlarin da kullanimi smirli kalmaktadir
(Agrawal ve Patel, 2011). Bu yiizden ila¢ formiilasyonlarinin nanoenkapsiilasyonu tercih
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edilen bir yontem haline gelmistir. Nanoenkapsiilasyonda ise hiicre membranina benzer
yapilart sayesinde hiicreye girisleri kolay olan lipozomlar antikanser ajanlarin
paketlenmesinde kullanilmaktadir. Bir¢ok farkli metodla elde edilebilen bu lipozomlar,
boyutlarinin kiigiik olmasi ve yapim maliyetinin az olmasindan kaynakli olarak tercih sebebi
olmaktadir. Ayn1 zamanda hidrofilik ve hidrofobik yapilar1 dolayisiyla bir¢ok ilacin
enkapsiile edilmesinde rol oynamaktadir. Hiicre i¢in toksik olan ve saglikli hiicrelere de
zarar veren ilaglarm toksisitesinin azaltilmasi ve daha az dozlarda kullanilmasi gibi 6nemli
avantajlar1 bulunmaktadir. 2010 yilinda Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada,
serbest mitoksantron ve lipozomal mitoksantronun hayvanlar {izerinde ¢alismalari
yapilmistir. Mitoksantron yiiklii lipozomlarin tiimor biiylimesini engelledigi, ilacin terapotik
etkisini onemli Olclide artirdigi, ayni dozdaki serbest mitoksantron ile kiyaslandiginda
lipozomal formiilasyonunun daha uzun dolagim sistemine sahip ve oldugu ve mitoksantron
yikli lipozomlarin normal dokularin disinda timorli bolgelerde biriktigi sonuglarina

varilmistir (Wang ve digerleri, 2010).

Gupta ve digerleri, (2019) mikrobiyal enfeksiyon ve kanser tedavisinde kullanilan
riboflavinin lipozoma enkapsiilasyonu ve insan mesane karsinoma hiicreleri olan HT-1376
hattina uygulanmasiyla ilgili bir ¢aligma yiiriitmiislerdir. Sonu¢ olarak, lipozomlardaki
Riboflavin-5-fosfat konsantrasyonunun artmasiyla kanser hiicrelerinin inhibisyon oranmnin

dogrusal olarak arttig1 saptanmustir.

2013’de yapilan bir ¢alismada, serbest paklitaksel (PCX) ile lipozomal
formiilasyonunun mide kanseri {lizerine etkisi incelenmistir. Hastalar kemoterapide tegafur
(5-florourasil) ve oksaliplatin gibi mide kanserinde kullanilan ilaglar1 da kullanmistir. Her
iki formiilasyonda da hastalar tizerinde ayni norolojik toksisiteler goriiliirken, lipozomal
formiilasyon PCX alan hastalarda bulanti, kusma gibi yan etkilerde 6nemli 6l¢iide azalma

gozlemlenmistir (Xu ve digerleri., 2013).

Yapilan literatiir taramalarma bakildiginda, c¢aligmalarda ilaclarin, serbest halde
hiicrelere verilmesinin degil lipozomal formiilasyonlarinin hiicreyle ya da tiimdr dokusuyla
muamelesi sonucunda etkisinin daha fazla oldugu, yan etkisinin ise az oldugu kanisma
varilmigtir. 2010 yilinda Wang ve ark. yaptig1 bir caligmada, serbest ilaca gore daha az dozu
kullanilarak enkapsiile edilen ilacin etkisinin fazla oldugu gosterilmektedir (Wang ve
digerleri., 2010). Bu g¢alismalarda da az doz kullanilarak ve daha az yan etki saglamasi

dolayisiyla lipozomal ilag formiilasyonlarinin 6nemi bir kere daha kanitlanmis olmaktadir.
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Bugiine kadar yiiriitiilen bircok ¢aligma incelendiginde, lipozomal ilag
formiilasyonlarinin ticari olarak kullanilan antikanser ilaglardan elde edildigi goriilmiistiir.
Bizim ¢aligmamiz da, hiicre i¢in ¢inko homeostazinin nemini gostermek, ¢inkonun hiicrede
fazla ya da eksik olmasi durumunda hiicrenin apoptoza gidecegini gosteren ¢aligmalar
kapsamindadir. DTPA’nin ¢inkoyu baglayan 6zelligi disinda demir, mangan, kursun gibi
diger +2 degerlikli (divalent katyon) elementlerle de selasyon yapma 06zelligi
bulunmaktadir. Bununla ilgili 2015 yilinda Laine ve arkadaslarinin DTPA’nin da aralarinda
bulundugu aminopolikarboksilik asit grubundan olan EDTA, NTA gibi selasyon
ajanlarindan olusan bir ¢alismasi mevcuttur. Bu ¢alismada UV-Vis spektrofotometri ve
HPLC kullanilarak bulagik deterjanlarmin ve dogal sulardaki miktar analizi yapilmustir.
DTPA ile yapilan diger bir calisma 2011 yilinda Kamboj ve arkadaslar1 topikal jel
formiilasyonlarimda DTPA tahmini i¢in basit, duyarli, ekonomik ve tekrarlanabilir bir UV
spektrofotometrik yontem gelistirilmesi tizerine olmustur. Bizim de bu g¢alismaya benzer
olarak Tablo 7°’de gosterildigi gibi DTPA selasyonu igin farkh tiip kompozisyonlari
hazirlanmistir. 1ki calismada da DTPA konsantrasyonunun 0-50 pM arasinda oldugu
gosterilmis ve sonuglar birbirine benzer ve lineer bir grafik elde edilmistir. Aymi sekilde
2015 yilinda Laine ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada DTPA’nin fotodegradasyona
ugradig fikri One siirlilmiis ve buna bagl olarak calismamizda selasyon asamasinda bu
ozellik dikkate alinmistir. Kamboj ve ark., 272 nm olarak bulduklari maksimum absorbans
degerine gore Olclim sonuglar1 bulunmus ve calismamizda da sonuglar bu absorbans

degerine bagli olarak elde edilmistir.

DTPA’nmm farkli molekiillerle kompleks olusturarak yapisindaki farkliligin meydana
getirdigi degisiklikler lizerine de ¢alismalar mevcuttur. 2014 yilinda Mosayebnia ve ark.,
DTPA-DG (Dietilentriamin pentaasetik asit - D-deoksi glikozamin) kompleksinin hiicre i¢i
serbest demiri artirip artirmayacagini bulmak igin bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. HEPG2 (insan
hepatoseliiler karsinoma) hiicreleri {lizerine yapilan bu ¢aligmada, hiicrelere eklenen demir
kaynagi demir siilfat yardimiyla saglanmistir. Viicuttaki fazla demirin toksik ozellikte

olmasiyla ilgili DTPA araciligiyla bu etkiyi azaltacak yonde caligsma yapmislardir.

Yapilan literatiir c¢aligmalarinda ¢inko selatérii olan DTPA’nin lipozomal
formiilasyonu mevcut degildir. Genel olarak arastirmalarm hepsi yalin DTPA’nin hiicre
kiiltiirli lizerinde sitotoksisite ¢aligmalar1 olarak 6n plana ¢ikmaktadir. DTPA’nin PC3 ve
C4-2 prostat kanseri hiicrelerinde toksik oldugunu 2015 yilinda Gmeiner ve arkadaslari

kanitlamigtir. Gmeiner ve digerleri, (2015) yaptig1 bu g¢alismasinda, eksojen g¢inkonun
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uygulamasinin prostat kanseri hiicre canliligini azalttigi, hiicre membranindan gecemeyen
¢inko selatérii DTPA ile ¢inkonun selasyonunun ise kiiltiir ortamindaki serbest Zn?*
varligina bagli olarak canliligi azalttig1 goriisiine varidmustir. Elde edilen sonuglara gore,
cinko selatlanmasina bagli hiicre canliligindaki azalma, eksojen ¢inko muamelesinden
kaynaklanan etkilerden daha yavas oldugu bulunmustur. 24 saatte canlilikta herhangi bir
degisiklik gdozlemlenmezken 72 saatte 6nemli 6l¢iide hiicre 6liimii rapor edilmistir (Gmeiner

ve digerleri, 2015).

DTPA’nin yalin olarak spektroskopi ile saptanabilecek sinyal vermedigi ancak ¢inko,
demir, kursun gibi +2 degerlikli iyonlarla bag olusturarak selasyon yaptigi arastirmalar
yardimiyla bulunmustur. DTPA selasyonu ile absorbans grafigi elde edilirken farkl
dozlarda denemeler yapilmigtir. DTPA’nin 50 pg/ml konsantrasyondan 100 pg/mi
konsantrasyona kadar birgok farkli tiip icerigi hazirlanmistir. Fakat DTPA’da 60 pg/ml’den
sonraki degerlerde lineer bir grafik elde edilmedigi goriilmiis buna bagli olarak doz araligi
bu degerin altinda segilmistir. Bu yiizden grafikte esik degeri 50 pg/ml olarak kabul
edilmistir (Sekil 8).

Bizim c¢alismamizda da buna benzer olarak, DTPA’nin selasyon Yyolu ile
kuantifikasyonu igin ¢inko degil bir baska +2 degerlikli element olan demir ile selasyon
gerceklestirilmistir.  Gmeiner ve arkadaslarinin ¢alismasinda PC3 ve C4-2 prostat kanseri
hiicre hatlar1 tizerine 50 uM DTPA uygulanmistir. Bu tez c¢alismasinda da PC3 prostat
kanseri hiicre hatt1 iizerine 0, 20, 40, 60 ve 80 uM dozlarda DTPA uygulamasi
gergeklestirilmistir. 24 saat uygulamada dozlar arasinda hiicre canliliginda 6nemli fark
gozlemlenmezken, 48 ve 72 saat muamelede canlilikta 6nemli 6l¢iide diisiis yasanmuistir.
Ozellikle 72 saatte hiicre canlihg: 20 pM’da %50 oraninda azalirken, 40, 60 ve 80 uM’da
hiicre canliliginda %80-90 aralifinda azalma olmustur. 80 uM dozda 24 saat muameleye ait
hiicre canliligmin en fazla, 72 saatte ise en az oldugu sonucuna varimistir. Tiim dozlarda
canlilikta azalma gozlenmis olup %50’sinin inhibe oldugu doz aralig1 40-60 uM arasinda
bulunmustur (Sekil 25). Yine ayn1 ¢alismada diger bir ¢inko selatorii olan TPEN’in PC3 ve
C4-2 prostat kanseri hiicre hatt1 lizerine uygulamasi gerceklestirilmistir. 4 uM ile 5,75 uM
araliginda yakin dozlar denenmis ve hiicre canliligmin bu dozlar araliginda azaldig:
goriilmistiir. C4-2 hiicre hatti i¢in 4,75 pM’nin hiicre canliligint %50 azalttigi PC3°de ise
bu dozun 5,25-5,50 uM araliginda oldugu bulunmustur. Benzer olarak bizim ¢aliymamiz da

oncelikle 0, 2, 4, 6, 8 ve 10 uM aralig1 belirlenmis fakat deney sonucunda 4 puM
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uygulamaya kadar tiim muamelelerde canlilik gézlendigi 6, 8 vel0 uM’da 24 saatte gok az

goriilen canlilik 48 ve 72 saatte gbzlemlenememistir (Sekil 26).

Yapilan Onceki ¢aligmalarin 1s1¢inda antikanser ilaglarin serbest halde hiicrelere
verilmesinin toksik oldugu saptanmustir. Buna bagli olarak calismamizda enkapsiilasyon
materyali olarak lipozom kullanilmis ve optimizasyon/karakterizasyon islemleri
gerceklestirilmistir.  Elektron  mikroskop  goriintiileri  incelendiginde  lipozomlarin

dagilimlarinimn yaklagik 100-500 nm boyutlarinda olduklar1 gézlemlenmistir (Sekil 10-16).

Stuart ve digerleri 2016 yilinda, TPEN’in lipozomal formiilasyonunu kullanarak
prostat kanseri tedavisi i¢in potansiyel c¢inko selasyon kullanimi iizerine c¢alisma
yiriitmiislerdir. TPEN, oksidatif strese neden olan ve prostat kanseri hiicreleri i¢in olduk¢a
toksik olmasindan kaynakli olarak lipozomal formiilasyonunun ¢inko selasyonuyla bir fayda
saglayabilecegi ve etkisinin azalacagi goriisii tizerinde durulmustur. Sonugta lipozomal
TPEN’in normal TPEN’e gore uygulamalarinda hiicrelerde daha az 6liime neden oldugu
sonucuna varilmistir. Ayni caligmada enkapsiile edilen TPEN’in miktar1 lipozomlarin
metanol varliginda sonikasyonla parcalanarak ve 260 nm’de Olglim alinarak
bulunmustur. Benzer olarak bu ¢alismada da TPEN’in ve lipozomal formiilasyonunun PC3
prostat kanseri hiicrelerinde etkisi gozlemlenmistir. TPEN tek basma 0, 2, 4 ve 6 uM
dozlarda uygulandiginda 24 saatte 4 uM dozda %77 olan hiicre canlihgi lipozomal
formiilasyonu uygulandiginda ayn1 doz ve saatte %51’e kadar diismiistiir. Yine TPEN’in tek
basma 48 saatte 4 uM dozda %51 olan canlilik, lipozomal TPEN’in ayn1 doz ve muamele
saatinde %37 oldugu saptanmustir (Sekil 28). 6 uM dozda tiim muamele siiresinde hiicre
canliliginin neredeyse varhigindan s6z edilmemektedir. 2016’da yapilan Stuart ve
digerleri’nin ¢alismalarmin 1s1¢inda TPEN’in lipozomal formiilasyonu sayesinde toksik
Ozelliginin azaltilmasi saglanmis ve bizim de ¢calismamiz da daha az doz kullanarak hiicre

canliliginin 6nemli 6l¢iide azalmis oldugu gosterilmistir.

Lipozomal formiilasyonlarin genellikle antikanser ajanlar iizerine kullanildigi ve
toksisitenin azaltilmasi1 iizerine c¢aligmalarin oldugu tartisma boliimiinde Orneklerle
anlatilmistir.  Cinko (Zn?*) seviyesinin prostat kanseri hiicrelerinde diisiik oldugu
saptanmistir (Stuart ve digerleri, 2016). Bu ¢inko seviyesinin artmasi ya da azalmasi
durumunda hiicrelerin apoptozunun gerceklesmesi s6z konusudur. Bundan yola ¢ikarak
TPEN ile birlikte bir baska ¢inko selatorii olan DTPA’ nin lipozomal formiilasyonu {izerine
calismamiz yliriitilmiistiir. Calismamizda ¢inko selatorii olan, hiicre membranindan gegen

TPEN ile bir diger ¢inko selatdrii olan ve hiicre membranindan gecemeyen DTPA’nin
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nanoenkapsiilasyon ile formiilasyonu elde edilmis ve PC3 hiicreleri iizerindeki etkinlikleri
gbozlemlenmistir. TPEN’in  lipozomal formiilasyonu {izerine 2016’da bir c¢alisma
gerceklesmis ama DTPA {izerine boyle bir ¢alisma yiiriitiilmemistir. Bu ¢aligmada hiicre
membranindan gegemeyen DTPA enkapsiilasyonla paketlemek suretiyle farkli dozlarda
PC3 hiicre hatt1 iizerinde uygulanmustr. Oncelikle DTPA yalin halde hiicrelere uygulanarak
PC3 hiicreleri tizerinde IC50 degerinin 48 saatte 40 uM oldugu tespit edilmistir. BUu deger
Gmeiner ve arkadaslarinin ¢alismasinda 50 pM olarak bildirilmistir. Lipozomal DTPA
tizerine yapilan deney sonucunda (Tablo 10); 24 ve 48 saat muameleler arasinda anlamli bir
fark gézlemlenmemistir (P>0,05). Kontrol grubuna kiyasla 24 saat muamelede en yiiksek
doz olarak belirlenen 50 uM’de hiicre inhibisyonu yaklasik %8 iken 48 saat muamelede bu
oran %26 olarak bulunmustur (Sekil 27). Yalin DTPA’da ayni siirelerdeki uygulamalarda
hiicre inhibisyonunun daha fazla oldugu saptanmistir (Tablo 8). Calismada lipozomal
formiilasyonunu elde ettigimiz DTPA’nin hiicreleri yalin DTPA’ya gore daha az 6ldiirdigti
goriilmiistiir. Bu sonu¢ lipozomal TPEN ve yalin TPEN’in sitotoksisiteleri arasindaki
iliskiden farklidir. Bu farkliigin DTPA’nin hiicre membranindan gegememesi,
spektroskopik olarak saptanabilmesi i¢in TPEN’e gore ekstra bir selasyon gerektirmesi ve
dozun  ayarlanmasi  kisimlarindaki ~ farklhiliklardan ~ kaynaklanmig  olabilecegi
digiiniilmektedir. Ayrica TPEN ile DTPA’nin lipozomda paketlenen konsantrasyonlari
birbirinden farklhidir. Enkapsiilasyon oran1 DTPA i¢in %43 iken TPEN’de bu oran %1,45

olarak hesaplanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde hatta diinyada saglik konusu biiyiik 6nem tasimakta ve hastaliklarla tan1 ve
tedavide saglik lizerine bir¢ok ¢alisma yiiriitiilmektedir. Bu hastaliklarin en yaygm olanlar
basta dolasim sistemi hastaliklar1 ve kanserdir. Kanserin diinyada Olim nedenlerine
bakildiginda her 6 oliimden birine sebebiyet verdigi bilinmektedir. Globocan (2012),
diinyada yillik 1,1 milyon erkegin prostat kanseri tanis1 aldigini bildirmistir. Bu da prostat
kanseri {izerine yapilan ¢aligmalarin artmasimnda biiyiik rol oynamstir. Ozellikle son yillarda
kanser tedavisinde kullanilan kemoterapinin artan yan etkilerinin verdigi olumsuz sonuglar
calismalarin da seyrini degistirmistir. Kemoterapinin sadece tiimor dokusuna degil tim
viicuda verdigi zararlardan dolay1 bu etkiyi azaltma yoniinde farkli calismalar yapilmistir.
Bu konuda yapilan ¢aligmalar geleneksel kemoterapinin etkisiz oldugu yerlerde ilerlemis
kastrasyona direngli prostat kanseri i¢in tedavi amagh olarak kullanilabilme potansiyeli

gostermektedir.

Prostat kanserine karsi geleneksel tedavi yontemlerine alternatif bircok c¢alisma
denenmektedir. Bu tedavi yOntemlerinde kemoterapinin  viicutta olusturdugu
olumsuzluklarin oniine ge¢mesinin yaninda, kanser hiicrelerine karsi basarida iimitvar
sonuglar igerebilmektedir. Bu tedavi yoOntemlerinden biri de antikanser ilaglarin

nanoenkapsiilasyonu olarak 6rneklendirilmektedir.

[laglarm toksisitesini azaltma ya da daha az doz kullanma ydnteminin tercih edilmesi
ilaglarin nanoenkapsiilasyonunu ve transportunun saglanmasini yaygin hale getirmistir. Ilag
tagima sistemlerinin amacinim, en iyi terapotik etkiyi elde etmek i¢in en az dozu kullanmak

oldugu 6zetlenmistir. (Li ve digerleri., 2015).

Sonug olarak bu ¢alismada TPEN ve lipozomal TPEN’in sitotoksik etkinliklerinin Stuart ve
arkadaslarinin (2016) yaptiklar1 calismaya benzer sonuglarda oldugu sonucuna varilmistir.
Ayn1 zamanda daha 6nce lipozomal formiilasyonu {izerine deneme yapilmayan DTPA’nin
hiicreleri 6ldiirmede etkisinin az oldugu, yalin halde DTPA uygulamasinda hiicrelerin
canliligindaki azalmanin daha ¢ok oldugu sonucuna varilmistir. Buradan yola ¢ikarak
paketlenen DTPA’nin hiicreye verdigi zararmm daha az oldugu goézlemlenmektedir. Bu

caligmada enkapsiile edilen DTPA konsantrasyonu 1 mg/ml olup bu konsantrasyonun
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modifikasyonunun enkapsiile DTPA’nin hiicre canlilig1 lizerindeki etkilerinin degismesine

yol agabilme ihtimali bulunmaktadir.
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