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OZET

Abuhanoglu, A., Galyum-68 (Ga-68) isaretli, Nanoboyutlu, PEG Kapli, Tiimore
Hedeflendirilmis Lipozomlar Kullanilarak Tiimér Goriintilenmesi Uzerine
Calismalar, Hacettepe Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Radyofarmasi
Programi Doktora Tezi, Ankara, 2022. Timorin henlz hicresel degisiklikler
baslamadan 6nce ve molekiler diizeyde degisiklikler olusmaya bagladigi anda teshisi
kanserin yayllmadan o©nce tedaviye baslanmasini, dolayisiyla da kanserin
tedavisinde basari oraninin énemli dl¢iide artmasini saglamaktadir. Bu ylzden,
glinimizde, molekiler goriintiileme giderek artan bir 6nem kazanmis durumdadir.

Kanser teshisi ve gorintilemesinde kullanilan yontemlerden biri olan PET,
glinimizde kullanimi gittikce yayginlasan ve kliniklerde kullanimi da buna bagl
olarak hizla artan bir radyoniklidik gorintileme yontemidir. Galyum-68 (Ga-68),
PET' de yaygin olarak kullanilan pozitron yayan radyontiklidler arasindan segilmistir.
llac tasiyici sistemler olarak kullanilan lipozomlar, hem pasif hem de aktif hedefleme
yontemleri ile doku/organa ila¢c ve/veya goriintileme bilesigini ulastirabilmektedir.
Bu calismada, Ga-68 isaretli, timore 6zgli, nano boyutta, ylizeyi PEG ile kapli
lipozomal tasiyici sistemler gelistiriimeye calisiimistir. In vitro hicre kaltir
calismalarinda, ylzeyi folat ile modifiye edilmis lipozomlarin, modiye edilmemis
lipozomlara gore hem Hela hem de HT-29 timor hiicresinde daha fazla tutulum
gosterdigi bulunmustur. Radyoaktif isaretleme calismalarinda, Ga-68 ile isaretleme
icin radyokimyasal saflik %85 civarinda bulunmustur. Biyodagilm sonuglarinda
timor dokusundaki tutulumun yiizeyi folat ile modifiye edilmis lipozomlarda, ylzeyi
modiye edilmemis lipozomlara gore 30. dk.” da 2 kat 60. dk.” da 2,5 kat daha yliksek
oldugu bulunmustur. Ancak, PET goriintiileme calismalarinda; timorin belirgin
olarak goriintlilenmesi saglanamamistir. Hem isaretleme veriminin arttirilmasi hem

de PET goriintilerinin iyilestirilmesi icin ileriki calismalara ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: Molekiler Goriintlileme, PET, Timor, Lipozom, Folat

Hedeflendirme, Galyum-68.

Destekleyen Kurum: TUBITAK-SBAG (Proje No: TUBITAK 1155416).
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ABSTRACT

Abuhanoglu, A., Studies on Tumor Imaging by Gallium-68 Labeled, Nanosized, PEG
Coated, Tumor Targeted Liposomes, Hacettepe University Graduate School Health
Sciences, Radiopharmacy Ph.D. Thesis, Ankara, 2022. Diagnosis of the tumor
before the cellular changes begin and when changes begin to occur at the molecular
level ensures that the treatment is started before the cancer spreads, thus
increasing the success rate in the treatment of cancer significantly. Therefore,
nowadays, molecular imaging; has become increasingly important. PET, which is
one of the methods used in cancer diagnosis and imaging, is a radionuclidic imaging
method that is becoming increasingly common today and its use in clinics is
increasing accordingly. Gallium-68 (Ga-68) was chosen among the positron emitting
radionuclides commonly used in PET. Liposomes, which are used as drug delivery
systems, can deliver drugs and/or imaging compounds to the tissue/organ with
both passive and active targeting methods. In vitro cell culture studies showed that
folate-modified liposomes dispersions have higher uptake in both Hela and HT-29
tumor cells. In radiolabeling studies radiochemical purity was found around 85% for
Ga-68 labeling. In the biodistribution results, it was found that tumor uptake of
folate modified liposome dispersions was 2 times higher at 30th min and 2,5 times
higher at 60th min than that of unmodified liposomes. However, clear visualization
of the tumor could not be achieved in PET imaging studies. Further studies are

needed both to increase the marking efficiency and to improve the PET images.

Keywords: Molecular Imaging, PET, Tumor, Liposome, Folate Targeting, Gallium-68.

Supported by: TUBITAK-SBAG (Project No: TUBITAK 1155416).
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1. GiRiS

Herhangi bir canlinin vicudundaki hicrelerin asiri bolinmesiyle belirli bir
bolgede bulunan dokularin, anormal olarak biylmesi sonucu olusan kitlelere
“timor” adi verilir. Iyi huylu (benign) veya kétii huylu (malign ya da habis) olmak
Uzere siniflandirilirlar. Koti huylu (malign) timorlerde; hiicreler, normal hiicre
yapisinda degildir ve kontrolsiiz béliiniirek, diizensiz gogalirlar. Kétl huylu timorler;
normal dokulara sizarak oradaki yapiyl bozabilirler. Genellikle kéti huylu timérler
“kanser” olarak adlandirlirlar. Olustuklari timorden ayrilan kanser hicreleri, kan
veya lenf dolasimina katilarak, viicudun diger bolgelerine kolaylikla tasinabilirler ve
bu metastaz olarak adlandirilir.

Kanser alaninda son yillarda gerek teshis yontemleri, gerekse tedavi alaninda
blyulk gelismeler olmasina ragmen; timorler halen belli bir blayuklige ulastiktan
sonra veya metastaz yaptiktan sonra, teshis edilebilmektedirler. Bu ylizden timoriin
henliz hiicresel degisiklikler baslamadan 6nce ve molekiler diizeyde degisiklikler
olusmaya basladigl anda teshisi; kanserin yayilmadan 6nce tedaviye baslanmasini,
dolayisiyla da kanserin tedavisinde basari oraninin 6nemli O6lgiide artmasini
saglamaktadir. Bu ylzden, glinimiizde, molekiler goriintlileme; giderek artan bir
onem kazanmis durumdadir.

Kanser teshisi ve gorilintilemesinde kullanilan yéntemlerden biri olan
Pozitron Emisyon Tomografi (PET); ginlimizde kullanimi gittikce yayginlasan ve
kliniklerde kullanimi da buna bagli olarak hizla artan bir radyontklidik goérintiileme
yontemidir. PET gorintilemede ise; organizmalarin temel yapilarinda yer alan,
Karbon(C), Oksijen (O), Azot (N) ve Flor (F) atomlarinin, pozitron isinimi yapan
radyoaktif izotoplari (sirasiyla, C-11, O-15, N-13, F-18) ile Galyum 68 (Ga-68)
kullanilmaktadir. Bu radyoniklitlerin en dnemli 6zellikleri ise; kisa fiziksel yari 6mre
(2-110 dak.) sahip olmalaridir. Arastirma amach olarak daha uzun yari 6mrla Bakir-
64 (Cu-64), Itriyum-86 (Y-86) ve Zirkonyum-89 (Zr-89) gibi pozitron yayan

radyontklidler de kullaniimaktadir.



Bu radyontklidlerden F-18 ve Ga-68, rutin klinik kullanima girmistir. Son
yillarda, Ga-68 isaretli peptidler (Ga-68 isaretli octreotide analoglar;; DOTATOC,
DOTANOC ve DOTA-TATE) ve Galyum (Ga-68) sitrat niikleer tip pratiklerinde sirasiyla
timor ve enflamasyon gorintilemede kullanilmaya baslanmis ve oldukga basarili
sonuglar alinmistir.

Gunlmuzde klinikte kullanilan medikal goérintileme yontemleri calisma
prensipleri, enerji kaynaklar, 6zellikleri bakimindan farkhlik gostermekle birlikte,
hepsi icin ortak oOzellik; gorintilenmek istenen organ/dokunun, cevresindeki
organ/dokudan ayirt edilebilmesi icin, ilgilenilen organ/dokudan gelen yeterli sinyal
yogunluguna gerek duyulmasidir. Bunun iginde ilgili dokudaki radyonuklid/kontrast
madde miktarinin artirilmasi gerekmektedir. Bu amagla, siklikla, ilag tasiyic
sistemler kullanilir. Clink ilag tastyici sistem kullaniminin, en 6nemli avantajlarindan
biri ise; istenilen doku/organa hedeflendirilebilmeleridir.  Calismamizda
hedeflendirilebilir ilag tasiyici sistem olarak ise, tasidigli avantajlar nedeniyle
lipozomlar secilmistir. Farkli icerik ve orandaki formilasyonlar hazirlanmasi ve
hedeflendirme molekdlid  kullanilarak  hazirlanan  formilasyonlarin  hedef
organ/dokuda spesifik tutulum ve birikiminin en iyi diizeyde gerceklestiriimesi
amaclanmistir.

Bu calisma kapsaminda oncelikle DOTA-PE' nin sentezlenerek lipozom
yapisina katilmasi ve bu sayede Ga-68 ile lipozomlarin stabil bir sekilde
isaretlenmesi planlanmistir. Lipozomlarin PEG kapli ve nanoboyutta hazirlanmasiyla
hem dolasimda uzun siire kalmalari hem de EPR etkisi ile timoér dokusuna pasif
olarak hedeflendirilmesi amaglanmistir. Yiizeyine tiimore spesifik bir hedeflendirme
molekilt takilarak hazirlanan lipozomlarin, spesifik olarak timor dokusuna
yonlendirilmesi ve bu sayede hem artan radyoniiklid konsantrasyonu nedeniyle;
hedef dokudan daha fazla sinyal alinmasi, hem de spesifik olarak timoér dokusunun
gorintilenmesi, yani goriinti kalitesinin artirilmasi distnidlmistir. Bu amacla
calismasi planlanan hedeflendirme molekild; folik asittir ve hazirlanan

immunolipozomlarin folat reseptoriine hedeflendirilmesi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Timor Nedir?

Tumor; herhangi bir hicre ya da hicre grubunun, organizmanin kontrol
mekanizmalarinin etkisinden ¢ikmasi sonucunda, hizli ve anormal bir ¢cogalma ile

n n o

olusan kitlelere verilen bir genel addir. Latincede ise timor; "ur", “sislik”” le ayni
anlamda kullanilir. lyi ve kéti huylu olarak siniflandirilan timérlerin, kétii huylusuna
ise; “kanser” adi verilmektedir.

lyi huylu tiimérler kanser olarak adlandiriimazlar, siklikla alinarak temizlenirler
ve ¢ogu zamanda tekrar olusmazlar. Bu tiimérleri olusturan hiicreler; viicudun diger
bolgelerine yayilmazlar ve yasami ender olarak tehdit ederler. Bunun tam tersine;
koti huylu timorleri olusturan hicreler normal yapida degildirler. Kontrolsiiz,
diizensiz bir bolinme gosterirler. Sonrasinda normal dokularin alanlarina sizarak
onlara zarar verip, yok edebilirler. Bu kanser hiicreleri, meydana geldikleri timérden
ayrilarak, kan ya da lenf dolasimi yoluyla viicudun diger bolgelerine gecebilirler.
Gegtikleri yerlerde ise; timor kiimeleri olusturarak bu bélgelerde blylimeye devam
edebilirler. Kanser hiicrelerinin, bu gibi yollarla viicudun diger bolgelerine gecerek
yayllmasi olayina ise “metastaz” adi verilir (1).

Uluslararasi Kanser Ajans’'nin Diinyada kanser vakalarini diizenli olarak
kaydeden 184 (lkede, en sik goriilen 28 kanser tiri ile ilgili yayinladigi verilerde;
“dlinyanin tamaminda yeni tani konulan hasta sayisi ile kanser kaynakh 6limlerin;
onceki yilin rakamlarina gore artis gosterdigini, Dinya genelinde 2012 yilinda
toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi olustugunu ve 8,2 milyon kiside kansere bagli
olim gergeklestigi" bildirilmistir. 2018 yilinda yayinlanan raporda ise; "Dinya
genelinde 18,1 milyon yeni kanser vakasi olustugunu ve 9,6 milyon kiside ise
kansere bagh 6lim gerceklestigi” rapor edilmistir. Ayrica bu raporda “her 8 erkekten

1'i ve her 10 kadindan 1'inin yasamlari boyunca bu hastaliga yakalanma olasiliginin

yuksek oldugu” bildirilmistir (2).



Akciger (%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) kanserleri; Diinya’da en cok
tani konulan kanser tirleri iken; kanserden 6limlerin ise; en ¢ok akciger (%19,4),
karaciger (%9,1) ve mide kanserlerinden (%8,8) gerceklestigi belirtilmistir. Diinya
nifusundaki artis ve niifustaki yaslanmaya bagl olarak kanser artis hizinin bu sekilde
devami durumunda ise; 2025 yilinda toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasi olacagi
tahmin edilmektedir. Kanser vakalarinin (%56,8), gerekse de kanserden kaynaklanan
olimlerin (%64,9) yarisindan c¢ogunun, az gelismis llkelerde oldugu belirtilmistir.
2015 yili doért asamali insani Gelisim Raporu verileri ile hazirlanan, gelismis ve az
gelismis Ulkelerdeki, 30-69 yas arasi, 2000-2015 ve 2030 yilina kadar ki kanser
vakalarinin, Ulkelerin gelismislik indeksiyle kanserden 6lme oranlari arasindaki

degisim Sekil 2.1' de verilmistir.
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Sekil 2.1: 2000-2015 yilari arasinda diisiik/orta ve yiiksek/cok yiiksek insani
Gelisme Endeksi (IGE)' ne sahip tilkelerin 30-69 yaslarinda kanserden
6lme riskindeki degisim (2).



Ulkemizde ise Saglik Bakanhgi'na bagli Kanser Daire Baskanhg tarafindan
2016 yilina kadar olan veriler incelenmis ve erkeklerde en sik akciger, kadinlarda ise

meme kanserinin gorildigl rapor edilmistir (Sekil 2.2 a-b) (3).

Trakea,Brong,Akciger _ 57.7
Prostat _ 35
Kolorektal _ 253
Mesane _ 211
Mide | 14.2
Bobrek . 7.4
Non-Hodgkin lenfoma - 7.2
Tiroid - 6.2
Larinks - 6.2
Pankreas _ 5.7

(a) 0 10 20 30 40 50 60 70

Meme _ 45.6
Tiroid _ 229
Kolorektal _ 14.2
Uterus Korpusu _ 10.5
Trakea,Brong,Akciger _ 9.8
Mide _ 6.6
Over _ 6.4
Non-Hodgkin lenfoma _ 5.1
Uterus Serviksi _ 43
Beyin, sinir sistemi I- 4

(b) 0 10 20 30 40 50

Sekil 2.2 a-b: Erkeklerde (a) ve kadinlarda (b) en sik goriilen 10 kanserin
yasa gore standardize edilmis hizlari (Diinya Standart Nifusu,

100.000 Kiside) (3).



2.2. Timor Teshis ve Goriintiilenmesi, Molekiiler Goriintiileme

Kanser, genellikle gelisimi uzun siren bir hastaliktir. Kanser alaninda son
yillarda gerek teshis yontemleri gerekse tedavi alaninda buyuk gelismeler olmasina
ragmen timorler halen belli bir blylikliige ulastiktan sonra veya metastaz yaptiktan
sonra teshis edilebilmektedirler. Oysaki tiimoriin erken safhada, molekiiler diizeyde
degisiklikler olustugu anda, henliz hicresel degisiklikler baslamadan teshis
edilebilmesi; yayilmasina firsat tanimadan tedaviye baslanabilmesini, dolayisiyla da;
tedavi basari oraninin 6nemli 6l¢clide artmasini saglamaktadir.

Molekiler gorintileme; kanser hakkinda islevsel bir bilgi toplama yontemi
olarak, kanser hicrelerindeki metabolizma hizindaki degisimin, ylizey molekdllerinin
hedeflenmesi araciligiyla tespit edilmesine dayanir. Bu amagla gorintileme
bilesikleri ile isaretlenen, hedeflenen metabolizma yoluna 06zgli bazi kimyasal
biyomolekiller, organizmaya verildikten sonra, bu biyomolekillerin organizmadaki
dagilimi, tutulum modeli ve derecesi gorlntilenir. Bu goriintller ise; bize
hedeflenen metabolik yolda, timore bagh gelisen degisikliklerle ilgili, kullanilabilir
bilgiler verir. lisaretlemede kullanilan gériintileme bilesiklerinden biri de
radyoizotoplardir. Molekiler gorintilemede kullanilan radyoaktif isaretleyiciler,
hedeflenen metabolik yollara, dogal olarak giren molekdllerin icinden belirlenir.
Genellikle, bu metabolik yollarda bulunan enzimlerin substrati veya hedef olarak
secilen ylzey reseptorlerinin ligandlaridir. Molekiiler goérintiilemede kullanilan
radyoaktif isaretleyiciler ise; radyoloji uygulamalarinda kullanilan kontrast
ajanlarindan farkli olarak ¢ok az miktarda verilirler. Bunun sonucunda kendileri
hedeflenen metabolik yollar ile etkilesime girmez ve isleyisini degistirmezler. Cok az
miktarda kullanildiklari i¢in toksisiteye neden olmazlar. Sadece kanser hiicrelerinde
meydana gelen ilgili metabolik yoldaki patolojik degisiklikleri gosterirler. Bu nedenle
glinimizde, oOzellikle, radyoniklid goriuntileme yontemleri ile molekiler

gorintileme, giderek artan bir 6nem kazanmis durumdadir.



Baslica molekiler gérintiileme yontemleri;

e Pozitron Emisyon Tomografisi (Positron Emission Tomography = PET)

e Tek Foton Emisyon Tomografisi (Single Photon Emiting Tomography =SPECT)

e Manyetik Rezonans Gorintileme (MR)

e Bilgisayarli Tomografi (BT)

e Ultrasonografi (US)
ve bunlarin birlikte kullanildiklari PET/BT, SPECT/BT gibi Hibrid Gorintileme
yontemleridir.

Molekiler goriintliileme yontemleri arasinda, PET goérintlileme; Bélim 2.2.1'
de anlatilan avantajlari nedeniyle daha tercih edilir durumdadir. Bu kisimda tezin
konusu olan PET goriintiileme yontemi ile ilgili ayrintili bilgi verilmis olup, diger

yontemler ayrintili olarak anlatilmamistir.

2.2.1 PET Gorintiileme, Avantajlari ve SPECT Goriintiilemeyle

Karsilastiriimasi

PET goriintiileme; canlilarin vicudunda olusan biyolojik degisiklikleri
belirlemek igin, viicuda verildikten sonra radyoaktif ¢ekirdeklerden etrafa yayilan
dislik dozdaki gama isinlarini saptayip, dagihimlarini belirleyen ve bunu U¢ boyutlu
gorlntilere donustirebilen, gelismis, ileri bir nikleer tip molekiler goriintiileme
yontemidir. PET gorintiilemede daha ¢ok pozitron yayan radyonuklidler kullanilir.
Bu radyontklidlerin radyoaktif cekirdekleri kararli duruma ge¢mek icin bozunur;
proton, notron ve pozitif yikli elektrona donisir ve cekirdekten pozitron firlatilir.
Ortamda ilerleyen bu pozitronun, baska bir atomun elektronuna c¢arpmasi
sonucunda; iki kiitle de yok olur ve birbirine zit yonde 511 keV’ luk enerjiye sahip iki

gama isini olusmus olur (Sekil 2.3). Bu olaya, “annihilasyon”, “pozitron yok olmasi”

ya “ci S , olusan fotonlara da “anhilasyon fotonlari” adi verilir.



Sekil 2.3: PET gorintileme yontemi sematik gosterimi (4) ve PET goriintileme
cihazi (5).

PET'in temel gorintileme prensibi; bu fotonlarin es zamanh olarak
belirlenmesidir. Dairesel olarak dizilmis dedektérler araciligiyla, viicuttan gelen
isinlart saptayarak, bilgisayar aracihgiyla dokularin G¢ boyutlu kontrasth bir
gorintlistini olusturur (Sekil 2.4). Birbirine 180° zit yonde vyerlestirilmis
detektorlere ulasan fotonlarin, ayni yok olma olayindan kaynaklandiginin, dogru
tespit edilmesi ise en 6nemli husustur. PET goriintileme; “pozitron emisyonu”
teknigine dayanan bir gériintileme yontemidir.

SPECT ise, bir gama kamera tarafindan farklh acilardan taranan iki boyutlu
gorintdileri, bilgisayar yardimiyla ¢ boyutlu tomografik goriintiilere donustirebilen
bir molekiler goriintileme yontemidir. Calisma prensibi olarak gama kameradan
hicbir farki olmamasina ragmen, SPECT dedektoérleri genellikle 180-360 derece
donebilecek sekilde tasarlanir ve bir ya da iki adet dedektor bulunur. Dedektorler

vlicudun genis bir bolgesinden gelen gama isinlarini belirleyerek, izlenebilir



gorintiler olusturur. Elde edilen bu goérintiler ise; bize gekim aninda ¢ekim yapilan
bolgenin fizyolojisi hakkinda bilgi verir.

PET goruntileme yonteminin diger goriintileme yontemlerinden farki ve en
onemli 6zelligi ise; hastaligin erken evrelerinde, viicutta meydana gelen, fonksiyonel
ve metabolik degisiklikleri belirleyebilmesidir. PET, goéruntiyl olustururken,
radyoaktif 6zellikteki maddenin; dokuda hangi kimyasallarla reaksiyonlara girdigini,
hangi viicut bélimlerine gittigi, hangi dokularda parcalandigi gibi fizyolojik dokuya
ait onemli bilgileri verebilmektedir. Vicuttaki metabolik degisikliklerin, her zaman
gozle gorilebilir degisikliklerden o©nce olusmasi ve PET c¢alismalarinin da bu
metabolik degisiklikleri belirleyebilmesinden dolayi; PET, hedef dokudaki durumla
ilgili, diger goriintlileme yontemlerine kiyasla daha erken bilgi verebilmektedir. Bu
sebeple de; kanser dokularinin goriintilenmesinde kullanilan goérintiileme
yontemlerinden, PET’ in, halen mevcut en duyarh yéntem oldugu bilinmektedir (6).

PET gorintileme ile SPECT goriuntiulemenin farki olarak; PET cihazi, genis
vicut bolgelerininin yerine, dar bir viicut bélgesinin goriintlislini olusturur. Fakat
bu goriintli, SPECT cihaziyla elde edilen ¢ozinirlik ve hassasiyetten cok daha
ylksekdir. PET, incelenen dokunun kesitler halinde goriintiilenebilmesine imkan
saglamasi sebebiyle, radyoizotop verildikten sonraki siirecte, bir organin neredeyse
tamaminin davranisini goriintiileyebilme yetenegine sahiptir. SPECT sisteminin bu
yetenegi bulunmaz. SPECT sisteminin bu konudaki dezavantajina ragmen, modern
tipda gorintilemede yaygin kullaniminin en biyik nedeni; viicudun tamami veya
blyulk bir kisminin goriintisiini elde etmede, PET’ den daha ylksek bir basarim
oranina sahip olmasidir. SPECT yontemi ile elde edilen goriintiler; BT gorlintileriyle
birlestirildiginde daha dogru lokalizasyon elde edilebilir. Sonucta; PET ile SPECT
gorintileme sistemleri; sadece dokularin anatomisi hakkinda bilgi veren goriintiler
olmanin disinda; hastaligin aktif mi, pasif mi oldugunu veya hangi asamada
bulundugunu, dokularin fizyolojisi hakkinda bilgi alarak 6grenebilecegimiz
sistemlerdir (6). Bu ylzden niikleer tip ve kliniklerde goriuntileme ve teshis amach

sikhikla kullanilan goriintiileme yontemleridir.
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Temel goriintlileme prensipleri PET ve SPECT icin benzerdir. Hem PET
cihazlarinin, hem de gama kamera cihazlarinin, hastadan yayilan gama isinlarini
gorinti haline getirmek, temel prensipleridir. Ancak, her iki goriintlileme cihazi igin

kullanilan radyofarmasétikler, birbirlerinden belirgin farkhliklar icerirler.

2.2.2. PET Goriintiilemede Kullanilan Radyoniiklidler ve Ozellikleri

PET gorintilemesinde kullanilan radyontklidler, pozitron bozulumu
yaparlar. Kararl hale gelmek icin, ¢cekirdeklerinden pozitif yikli elektron (pozitron)
firlatarak ¢evredeki negatif yikli bir elektrona ¢arpmasi neticesinde annihilasyon
(yok olma) olayina yol agarlar. Bu carpisan pozitron ve negatif elektronun kutleleri
enerjiye donlsirek ve her biri 511 kiloelektron volt (keV)’luk enerjide, birbirine 180°
aksi yonde hareket eden, iki adet, gama i1sini olusmasina yol agarlar. Dedektorler,
hastadan yayillan bu 511 keV’ luk gama isinlarini, algilayarak goriinti haline
getirirler. Pozitron yayan radyontklidler, yapay radyoaktif maddeler olup, genellikle
siklotrondan veya jeneratérden elde edilirler. F-18 ve Ga-68 hari¢ bu radyoaktif
maddeler ¢ok kisa yari d&mirlere sahiptirler. Bu yiizden de Uretildikleri siklotronlarin,
PET merkezlerinin icerisinde veya yakininda bulunmasi gerekmektedir.

PET goriantilemede, C-11, 0-15, N-13, F-18 ve Galyum-68 (Ga-68)
kullanilmaktadir. Bu radyonuklidlerin en 6nemli 6zelligi; ¢cok kisa fiziksel yari émre
(2-110 dk) sahip olmalaridir. F18-FDG (Florodeoksiglukoz) onkolojik goriintiileme
amach siklikla kullanilan radyofarmasétiklerden birisidir. Arastirma amacgl olarak,
daha uzun yari 6mirli Cu-64, Y-86, and Zr-89 gibi pozitron yayan radyontiklidler de
kullanilmaktadir. Tablo 2.1’ de en yaygin kullanilan PET radyoizotoplari ve fiziksel

ozellikleri verilmistir.
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Tablo 2.1: En yaygin kullanilan PET radyoizotoplari ve fiziksel dzellikleri (7).

Radyoniiklid Kaynak Yari-Omrii En Yiiksek ve Ortalama
(dakika) Pozitron Enerijileri (keV)
C-11 Siklotron 20.4 970 (390)
N-13 Siklotron 9.96 1190 (490)
0-15 Siklotron 2.07 1720 (740)
F-18 Siklotron 110 635 (250)
Ga-68 Jenerator 68 1899 (836)
Rb-82 Jenerator 1.25 3356 (1532)

2.2.3. Galyum-68 (Ga-68)

Ga-68; kuvvetli asit metal grubunda olup, sulu sollisyonunda +3 oksidasyon
durumuna sahiptir. Yari-omri 68,3 dakikadir. %89' u 1.92 MeV enerjide pozitron
emisyonu, %11' i elektron yakalama ile bozunur (Sekil 2.4). Ga-68’in ana niiklid olan
Germanyum-68 (Ge-68), akselatorde Ga;0s3 hedefinde (p,2n) reaksiyonu ile Uretilir.
Ge-68 vyart 6mri, 270,8 glin olup, uygun uzun vyarilanma o6mri nedeniyle,
jenaratorde kullanima uygundur. Ge-68/Ga-68 jenerator sistemlerinden elde edilen
Ga-68, nikleer tip uygulamalarinda PET ve PET/BT goriintilemede kullaniimaktadir
(8). Ana izotop Germanyum-68 ile yiklendiginde bu jeneratorler; iyon
kromatografisine benzer bir islem kullanan, Tc-99m Jeneratorlerine benzer bir
sekilde calisir. Sabit faz; germanyum-68 adsorbe ettirilmis aliminyum oksit (Al.O3),
titanyum oksit (TiO;) veya kalay oksit (SnO2), mobil faz ise; elektron yakalama ile

uretilen Galyum-68 (l11) (°8Ga 3* )" i ayristirabilen bir ¢dzlcudar.


https://en.wikipedia.org/wiki/Technetium-99m_generator
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Sekil 2.4: Galyum-68’in elektron yakalama ve pozitron dikeyi ile bozunumu (8).

Ga-68 isaretli peptidler, Ga-68 isaretli octreotide analoglari (6rnegin
DOTATOC, DOTANOC ve DOTA-TATE) (Sekil 2.5) ve galyum sitrat son zamanlarda
nikleer tip pratiklerinde sirasiyla timor ve enflamasyon gorintilemede
kullanilmaya baslanmis ve oldukga basarili sonuglar alinmistir (9-12).

Ozellikle Ge-68/Ga-68 jeneratériinden elde edilen eluatin saflastirilmasi ve
konsantre hale getirilmesi ve kompleks ligand kimyasi ile ilgili bilgilerin zaman icinde
artmasi ile birlikte; Ga-68 ve Ga-68 isaretli radyofarmasotiklerin klinikteki kullanim
oranlarinin daha da artacag dusinilmektedir. Ga-68 radyofarmasétiklerinin,
ginimiizde kullanilan Tc-99m radyofarmasaotiklerinin yerini alma potansiyeline
sahip oldugu dusinlilmektedir. Yine Ga-68 isaretli radyofarmasétiklerin
kullanimlarinin; Avrupa ilag Ajans’ nin (European Medicines Agency=EMA) ve
Amerikan Gida ve ilag Dairesi (Food and Drug Administration=FDA)’ nin
radyofarmasotik olarak onaylarindan sonraki silirecte, daha da artacag

distnilmektedir (13).
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Sekil 2.5: DOTATOC ([DOTA?, Tyr3]octreotide), DOTANOC [DOTA?, 1-Nal3]
octreotide ve DOTA-TATE ([DOTA?, Tyr3, Thr8]octreotide) ’ in kimyasal
yapilari (13).

Ga-68 isaretli bilesiklerin bir kismi; klinik olarak, sadece teshis amacl olarak,
Ga-68'in cesitli molekillerle baglanmasiyla, uygun hedef doku ve organlarin PET
gorintileme yontemleriyle izlenmesi ve goérintilenmesi icin kullanilirken; bazi
bilesikler ise, hem Ga-68, hem de uygun tedavi radyondklidleri ile baglanarak, teshis

ve tedavi amacli olarak kullaniimaktadir (Tablo 2.2).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001299811000304#gr2

Tablo 2.2: Klinikte kullanilan veya arastirma asamasinda olan Ga-68 isaretli radyofarmasotikler (14).

Radyofarmasotik ilk Kullanim Prensibi Klinik Endikasyonu
(Ay/Yil)
%8Ga-DOTANOC 07/2004 SSTR (Somatostatin Reseptorleri) hedeflendirme Noroendokrin Timorler (NET)
(Agonist)
%8Ga-Gastrin 12/2006 Gastrin reseptor hedeflendirme Tiroidin Medullar Karsinomasi
%8Ga-AMBA 08/2006 Bombesin analogu-GRP (Gastrin Salan Peptit) ve GOgus, prostat ve kolon kanserleri
NMB(Noromedin B) reseptor hedeflendirme
%8Ga-Tyrosine 08/2008 Tumér hiicrelerince aminoasit alimi Beyin Timarler (Gliomalar)
%8Ga-BPAMD 02/2009 Kemigin hidroksiapatit yapisina baglanma Skeletal Metastazlar
8Ga-MAA 09/2008 MAA'e kapiller yatakta mekanik baglanma Pulmoner Tromboembolizm, Selektif
intraarteryal tedavi 6ncesi perfiizyona
bagli damarlanma
%8Ga-Glukoz 05/2009 Timdr hipermetabolizmasi Timérlerde F18-FDG kullanimina benzer
kullanim
%8Ga-Demobesin 07/2009 GRP resept6r antagonisti Meme, prostat ve kolon Kanserleri
%8Ga-JR10 05/2009 SSTR hedeflendirme (Antagonist) NET'ler
%8Ga-Alpha-MSH 05/2010 Melanositlerin hiicre ylizeyindeki reseptorlere Melanoma
hedeflendirilmesi
%8Ga-Sarabesin-6 08/2011 GRP reseptor antagonisti Meme, prostat ve kolon Kanserleri
%8Ga-RGD 09/2011 integrin-alpha-v beta-3 hedeflendirme -antagonist- Meme, prostat ve kolon gibi kanserlerin
neoanjiogenesisinin goriintilenmesi
%8Ga-HER-2 affibody 12/2005 HER-2 hedeflendirme Meme kanserinde prognostikasyon
(Herceptin tedavisinden 6nce HER-2
durumunun arastiriimasi)
8Ga-SHAL 05/2010 B-Hiicreli lenfoma igin yliksek selektif ligand afinitesi | B-Hiicreli Lenfoma
Ga-PSMA 2012 internal transmembran glikoprotein (Prostat kanseri | Prostat Karsinomlari

metastazlarinin PSMA ekspresyonu gostermesi)

14
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2.3. ilag Tasiyici Sistemler ve Diyagnostik Goriintiilemede Kullanimlan

Gunumizde klinikte kullanilan medikal goriintileme ydntemleri; ¢alisma
prensipleri, enerji kaynaklari, 6zellikleri bakimindan farklihk géstermekle birlikte;
hepsi icin ortak ozellik; goruntilenmek istenen organ/dokunun, cevresindeki
organ/dokudan ayirt edilebilmesi icin, ilgilenilen organ/dokudan gelen yeterli sinyal
yogunluguna gerek duyulmasidir. Bunun iginde, ilgili dokudaki radyonuklid/ kontrast
madde miktarinin artirilmasi gerekmektedir. Bu amagla uzun yillardir ilag tasiyici
sistemler kullanilmaktadir. Clinkii bu sistemlerin en 6nemli avantajlarindan biri
istenilen doku/organa hedeflendirilebilmeleridir.

ilag tasiyici sistemler icinde (izerinde en ¢ok arastirma yapilan sistemlerin

basinda lipozomlar gelmektedir.

2.3.1. Lipozomlar

Lipozomlar veya fosfolipid vezikilleri; kendiliginden bir araya gelen, dogal
olarak olusan ya da yapay olarak hazirlanan, kolloidal partikillerdir. Fosfolipidler;
sulu fazda dagildiklari zaman, lipidin polar bas grubunun hidrasyonuyla, heterojen
bir yapi karisimi olustururlar ve olusan yapi “vezikil” adini alir. Vezikillerin ¢ogu; i¢
ice ve cok tabakali lipid tabakalardan olusan halkalardir.

Lipozomlar, blyukliklerine ve cift katmanh sayilarina gore iki kategoride
siniflandirilabilir: 1- Cok katmanli vezikiller (MLV) ve 2- Tek katmanh vezikiller. Tek
katmanl vezikiller ayrica iki kategoriye ayrilabilir: a- Blyuk tek katmanh vezikiller
(LUV) ve b- Kiguk tek katmanli vezikiller (SUV). Tek katmanh lipozomlarda vezikiil,
sulu ¢ozeltiyi cevreleyen cift katmanli tek bir fosfolipid tabakaya sahiptir. Cok
katmanli lipozomlarda, vezikiiller, sogan gibi cok tabakali bir vezikiiler yapiya
sahiptir. Boyutlari; 25 nm — 2.5 um arasinda degismektedir. Vezikil boyutu,
lipozomlarin sirkiilasyon yari 6mriiniin belirlenmesinde akut bir parametredir ve
hem boyut hem de cift tabaka sayisi, lipozomlardaki ila¢ kapsiilleme miktarini

etkileyen 6nemli parametrelerdir. Yapilarinda genellikle; fosfolipidler, kolesterol ve
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yuk verici maddeler bulunur (15). Hidrofobik ve hidrofilik kissimdan olusurlar (Sekil

2.6).

HIDROFILIK KISIM

> HIDROFOBIK KISIM

(tiroritix ag motrxiurninin
TASINDIGE KISIM)

DSULU FAZ

(HIDROS I [LAC MOLEKDLLERININ
TASINDIGI KISIM)

® YAG ASIDI ZINCIRLERI

Sekil 2.6: Lipozom yapisinin sematik gdsterimi (16).

Lipozom ozellikleri; lipid bilesimi, ylizey yiki, boyut ve hazirlama yéntemi ile
onemli olcude farkhlk gosterir. Ayrica, ¢ift katmanli bilesenlerin seg¢imi, ¢ift
katmanin sertligini veya akiskanhgini ve vyikini belirler. Ornegin, dogal
kaynaklardan (yumurta veya soya fasulyesi fosfatidilkolin) elde edilen doymamis
fosfatidilkolin tirleri cok daha gecirgen ve daha az kararli ¢ift katmanlar verirken,
uzun asil zincirli doymus fosfolipidler (6rnegin dipalmitoil fosfatidilkolin) kati,
oldukca gecirimsiz bir ¢ift katmanh yapi olusturur. Kullanim amaci ve lipozomdan
istenilen 6zellikler dogrultusunda degisik hazirlama yéntemleri ile hazirlanabilirler.
Biyouyumluluklari yaninda; boyutlari ve hidrofobik ve hidrofilik karakterleri
nedeniyle lipozomlar, ilag dagitimi icin, umut verici sistemlerdir (15).

Diyagnostik ve/veya terapotik amagla kullanilan lipozomlarin avantajlari
asagida 6zetlenmistir (17-20).

e Lipozomlar; hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglarin tasinmasinda

kullanilabilen, biyouyumlu sistemlerdir. Lipozomlar; viicudun temel yapi
tasi olan fosfolipidlerden olustuklari icin, biyoparcalanabilirdirler, bu

nedenle imminojenik ve toksik etki gostermezler.
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e Farkh fizikokimyasal 6zellikteki diyagnostik bilesik ve/veya ilaglari,
hapsedebilme kapasitesine sahiptirler. ilacin, lipozomun hangi kisminda
tutulacagy, ilacin fizikokimyasal 6zelliklerine ve lipidin bilesimine baglidir.
Hidrofilik ilag molekilleri, genel olarak lipozomun igteki sulu kisminda,
hidrofobik ilag molekiilleri ise lipid tabakasinda tutulur.

e Oldukea farkh boyutlarda ve kimyasal bilesimlerde hazirlanabilirler.

e Duislik dozlarda bile terapotik etki gosterebilirler ve etkin maddenin
plazma seviyesini, istenilen siire boyunca, terapotik degerde tutabilme,
yetenegi tasirlar.

e ilaclarin yarilanma émiirlerini uzatirlarken; yan ve toksik etkileri azaltir
veya ortadan kaldirirlar. Dozlama araligini da uzatirlar.

e Etkin maddeyi, viicutta enzimatik etkilesmelerden korurlar. Suda ve yagda
¢Ozlinen etkin maddeleri tasiyarak, ila¢ hedeflendirmesi yapabilirler.

e Diyagnostik bilesikler, genis spektrumlu kemoterapétikler, antijenler,
immunomodauilatorler, selasyon yapan bilesikler, hemoglobin ve
kofaktorler, lipidler ve genetik materyal gibi genis yelpazedeki ilaglarin
tasinmasini saglarlar.

e Lipozomlar, ilag deposu olarak davranirlar ve hapsedilen ilag zaman
icerisinde yavasca salinir. Uzatilmis salim profili ile; dolasimda veya lokal
uygulama vyerinde, etkin terapotik ancak nontoksik kan seviyelerini

strdirulebilmektedirler.

Lipozomlarin goriintileme ve tedavi amach kullanim alanlarindan en
onemlilerinden biri de tiimor goériintiileme ve kanser tedavisinde kullanimidir (21-
28).

ilac tastyici sistemlerden lipozomlar; timor ve odaklarina hedeflendirme ve
etken madde tasinimi, ya da bu dokunun goérintiilenmesinde kullanilabilecek ilag
tasiyicl sistem olarak; literatlirde yer alan avantajlari, kullanim uygulamalari, ¢ok

yonli  kullanimlari  ve timore spesifik hedeflendirmede o6nemleri, ligand
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tasinimindaki uygunluklari nedeniyle bu galismamizda tercih edilerek kullaniimistir

(29-37).

2.3.2. Lipozomlarin Hedeflendirilmesi

Hedeflendirme; etkin maddenin, istedigimiz bolgeye, segici olarak
yonlendirilmesiyle, diger bolgelere gore artirilmasi olarak kisaca tanimlanabilir. Bu
amacgla bircok ilag tasiyict sistem kullanilabilmektedir. Lipozomlar, karbon
nanotlpler, polimerik nanopartikiiller, kuantum noktaciklari (QDs), polimerik
konjugatlar, polimerik miseller, polimerzomlar, altin nanopartikiller, dendrimerler,
sifingozomlar, mikrokireler, mikrobaloncuklar, niozomlar, siipermanyetik partikiler
tastyici sistemler en yaygin kullanilan ilag tasiyici sistemlerdir. Ozellikle kanser gibi
spesifik hedeflendirme gereken durumlarda, ila¢ toksisitesini azaltmak, coklu ilag
direncini engellemek amaglariyla, nanotasiyicilar ve siklikla da yukarida belirtilen
avantajlari nedeniyle lipozomlar, aktif ve pasif hedeflendirme igin tercih edilen ilag
tasiyici sistemlerdir.

Lipozomlar genellikle kiiresel sekilli, bir veya birden fazla tabakadan olusan
vezikul yapilariyla, kan dolasimina girdikten sonra plazma proteinleriyle etkilesirler
ve Retikiilo Endotelyal Sistem (RES) tarafindan hemen uzaklastirilirlar. Bu durum;
RES organlarina hedeflendirme agisindan avantaj iken diger bolge ve sistemlere ilag
tasinimi agisindan ise bir dezavantajdir.

Kansere karsi aktif madde iceren nanotasiyicilarin ve lipozomlarin
hedeflenmesi sonucunda; daha yliksek secicilikte, tedavi secenekleri ortaya
¢ikmistir. Kanserde hedefleme yapmak icin ise; timore etkin sekilde ulasmak ve
timor biyolojisinin bilinmesi oldukca 6nem tasir. Timor bolgesindeki, timor
hiicrelerinin ylzey reseptorlerindeki ve damarlanmasindaki farklhiliklarda, bu
bolgeye ilag tasinimi icin, diger 6nemli parametrelerdir. Bunun sonucunda; pasif
hedefleme ve aktif hedefleme adi verilen kavramlar ortaya cikar. Lipozomun
blydklGgu, ylzey yikiu vb. ozellikler ile timor bolgesinde fiziki birikimi saglanirken

pasif hedefleme yapilmis olur. Molekiiler hedeflerin eklendigi bazi hedefleyici
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ajanlarin da nanotaslyicilara baglanmasiyla; tiimorl yokedici molekillerin, secimli
olarak, hedef bolgeye daha yogun bir sekilde ulastiriimasi sonucu aktif olarak bir
hedeflendirme saglanmis olur (38).

Timore nanotaslyicilar ile ilag tasinmasinda pasif ve aktif hedeflemenin

sematik gosterimi ise Sekil 2.7’de verilmistir.

o0
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Sekil 2.7: Timore nanotastyicilar araciligiyla ilag tasinmasinda pasif ve aktif
hedeflemenin sematik gosterimi (39).

Diyagnostik bilesiklerin/ilaglarin sistemik yolla uygulanmasinda karsilasilan en
biaylik sorunlardan bir digeri ise; diyagnostik bilesiklerin/ilacin tim vicutta
dagilmasi yani genis dagilim hacmine sahip olmasidir. Bu nedenle; teshis veya tedavi
amaciyla kullanilan ilacin, istenen dokuda yeterli ila¢ konsantrasyonuna ulasabilmesi
icin; ilacin yilksek dozda veya tekrarlanan uygulamalarla sik olarak hastaya
uygulanmasi gerekmektedir. Bu da beraberinde toksisite riskini getirmektedir. Bu
sorunun Ustesinden gelmede; ilag tasiyici sistemler ve lipozomlar son derece 6nemli
avantajlar saglamaktadir. Cunki bu sistemler pasif veya aktif yolla

hedeflendirilebilmektedirler.
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2.3.2.1. Pasif Hedeflendirme

ila¢ tasiyici sistemlerin, canlilara uygulandiktan sonra, dogal sekilde, hiicre,
doku ya da organa yerlesmesine pasif hedeflendirme adi verilir. Ya da bir baska
tanimla; dogal fizyolojik uygulamalar sonucunda ya da bazi pasif faktorler sayesinde
partikillerin belirli bolgelere ulastiriimasidir. Bu hedeflendirme yonteminde; ilag
tasiyicl sistemlerin partikiil boyutu, ylzey 6zelligi, uygulanma vyolu gibi farkl
ozelliklerinin degistiriimesi sayesinde hedeflendirme saglanilir. TUmor dokularinin
lipozomlar tarafindan pasif olarak hedeflenmesinin temeli, esas olarak, normal kilcal
damarlarda bulunan "daha siki" yapilara kiyasla, timor mikrovaskiilerindeki endotel
hicreleri arasindaki farkli gézenek boyutlanidir. Bu nedenle, normal dokularda
tasiyicillarin kilcal damarlardan c¢ikmasini  engellerken, timor dokularinda
ekstravazasyon yapmalarina izin verecek biytklikte lipozomlar hazirlanirsa ideal bir
hedefleme hedefine ulasilmis olur. Ornegin, poli (etilen glikol) (PEG) ile kaplanmis
lipozomal doksorubisin (Doxil), ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan
anti-kanser etkileri olan ilk lipozomdur (38).

Etken madde iceren ila¢ taslyici sistemlerin, makrofajlarla pasif
hedeflendiriimesinde, Retikilo endotelial sistem (RES)’ in yabanci partikilleri
kandan uzaklastirma dzelliginden faydalanildigi calismalar vardir (40). Ornegin; Zaru
M. ve arkadaslari, alveolar makrofajlari pasif olarak hedefleyen, Rifampisin yiklu
lipozomlarla bir calisma yapmistir. Bu calismada tuberkiiloz disi enfeksiyonun en
siklikla nedenlerinden biri olan (MAC)=Mikobakteri Avium Kompleks)’ e Rifampisin
iceren, aeresol olarak vermeye uygun, nebulize lipozom vezikilleri hazirlanarak,
karekterizasyonu gerceklestirilmistir. Soya fosfatidil kolini Phospholipon 90’in
kolesterol iceren ve icermeyen iki formilasyonu ile Soya lesitini (SL) ile hazirlanan
formilasyonlar karsilastirilmistir.  Sicanlarda aerosol inhalasyonunu takiben
lipozomlara enkapstilasyonun akcigerlerdeki Rifampisin seviyeleri Gzerindeki etkisi
belirlenmistir. Sonuglar, diisiik faz gecis sicaklikligina sahip fosfolipidler SL ve P90 ile
hazirlanan tiim formilasyonlarin nebulizasyon 6zelliklerinin ve viskozitesinin vezikil

bilesiminden etkilendigini gostermistir. Bununla birlikte, tim formdlasyonlarin,
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nebulizasyon sirasinda iyi bir stabilite gosterdikleri ve baslangigta eklenen ilacin
%65' inden fazlasini tutabildikleri de belirtilmistir. Sonug¢ olarak; hazirlanan
lipozomlarin, enfekte makrofajlarda, MAC bilylimesini engelleyebildigini ve
sicanlarda alt solunum yollarina ulasabildigini gostermislerdir (41).

Yine lipozomlarin pasif hedeflendirilmesinden faydalanilarak yeni bir analiz
yontemi gelistirilmis ve bu calismada pasif hedefleme 6zelliklerine sahip lipozomal
ilag Grlnlnln in vitro salim testi igin, iki asamal ters diyaliz yontemi kullanilmisdir.
iki farkl membran difiizyon teknigi, diyaliz ve ters diyaliz yéntemi
karsilastirldiginda, ters diyaliz yonteminin énemli 6l¢lide daha disiik varyasyon
gosterdigi ve bu nedenle tercih edilen yontem olarak kullanilabilecegi bulunmustur.
Gelistirilen in vitro salim testi yontemi icin; cesitli bilesimlere sahip pasif
hedeflendirilmis lipozomlarin kalite kontrol testi icin icin yeni bir test metodu
olarak; formilasyonlari ayirt etmeye yardimcidir ve biyoloji ile ilgili salim testi

yontemlerinin gelistirilmesi icinde katki saglamaktadir sonucuna ulasmislardir (42).

Artmis Gegirgenlik ve Tutulum Etkisi

Artmis gecirgenlik ve tutulum etkisi (EPR = Enhanced Permeability and
Retention Effect); degisik buylklige sahip molekiil veya ila¢ taslyici sistemlerin
timor dokusunda, normal dokularda gortlmeyen bir sekilde birikmeleri seklinde
sonuglanan etkiye verilen isimdir. ila¢ tasinimi, “pasif hedefleme” olarak da
isimlendirilir. EPR etkisi ise; ilk olarak 1986 yilinda Matsumura ve Maeda tarafindan
yapilan yayinda tanimlanmistir (43). Timor damarlarinin artmis besin ve oksijen
ihtiyaci nedeniyle makromolekiler bilesiklere karsi olduk¢a gecirgen oldugu
gozlemlenmistir. Normal damarlarda, 2 nm’ den daha buiylik molekiller; endotel
hiicrelerin arasindan gecemezler. Bu bolgeler, timorli dokularda bozuldugundan
dolayi, biyuklGglu 10-500 nm arasi makromolekiiller dokulara gecebilir ve timor
dokularinda birikebilir. Timo6r dokusuna girdikten sonra, bu makromolekiiler
bilesikler, uzun bir slire boyunca tlimoér dokusu icinde tutulurlar. TUmor

bolgelerindeki lenfatik bosaltimin bozuklugu, burada biriken molekillerin, bdlge



22

disina ¢ikmasini dahada zorlastirir. Tumor bolgelerindeki damarsal yapilarin tagidigl
bu oOzelliklerinden faydalanilarak, pasif hedeflendirme yapilabilir. Bu vyolla
hedeflendirmede; timore spesifik ila¢ tedavisi uygulanmasinda ve kansere karsi
ilaglarin gelistirilmesinde oldukga faydahdir (44).

Deneysel kiiclik hayvan tiimor modellerinde, EPR etkisinin, insan timorlerine
goére daha énemli oldugu diisiinilmektedir. ila¢ tasiyici nanopartikiiler sistemlerin,
insan timor dokusuna ilaci ulastirma orani, hayvan timor modellerine kiyasla ¢ok
duslktir. Nanopartikiillerin timorlere ekstravazasyon mekanizmasi, sadece timor
damar vyapisindaki endotelyal hicreler arasindaki bosluklar yoluyla degil, ayni
zamanda vezikiilo-vakuolar organeller (VVO'lar) tarafindan transsellller yollar
yoluyla da olur. Bu nedenle, ilag gelistirme ve klinik uygulamada bu kavrami daha iyi
kullanmak igin; EPR etkilerinin, patofizyolojik mekanizmasinin, tuzaklarinin ve
stratejilerinin &nemini anlamak oldukca dnemlidir. ilk kez 1980’ li yillarin ortalarinda
pasif hedefleme vyoluyla etki gosteren ila¢g tasiyici sistemler-klinik asamaya
ulagmistir. Lipozom ve polimer-protein konjugati halindeki ilk ilag tastyici Grinler ise;
1990’ Ii yillarin ortalarinda ticarilesmistir (Ornegin Doxil/Caelyx, Doksorubisin
tasiyan PEG-lipozom) (45).

Son yillarda lipozomlar (izerinde yapilan bir ¢alismada; kanser tedavisi igin, ilag
tasiyici sistemlere umut verici bir alternatif olarak F127 kodlu triblok kopolimerleri
ile kaplanmis DPPC lipozomlari kullanilmistir. Lipozomlar, yeterli boyutlari, yiksek
stabiliteleriyle EPR etkisinden kaynaklanan pasif hedefleme gostermislerdir. Hem
pasif hem de aktif hedefleme elde etmek icin ilgin¢ bir strateji olarak, birbirine
kovalent bagh F127 ve Biotin birarada kullaniimistir. Sonuglar, DPPC lipozomlarinin,
tek basit bir baglanma ve disik maliyetli hazirlama ile yeterli fiziksel 6zellikler
sergiledigini ve F127 veya F127 Biotin ile de olumlu sonuglar elde edildigini
gostermistir. Eritrosin-desil ester (ERYDEC) iceren lipozomlarin ototoksisite
calismalari; ERYDEC/lipozomlarin kanser hiicrelerini inhibe edebildigini gbstermistir.
Bununla birlikte, F127 Biotin iceren lipozomlarin etkinligi, F127 icerene gore ¢ok

daha yiksek olarak bulunmustur. Ayrica ERYDEC'in floresan 6zelliklerine dayanan
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hicresel alim g¢alismalari, hiicre tarafindan alim igin iki saatlik bir inkiibasyon

suresinin yeterli oldugunu gostermistir (46).

2.3.2.2. Aktif Hedeflendirme

Siklikla  kullanilan  hedeflendirme yontemlerinden biri olan aktif
hedeflendirme; etkin madde ve/veya ilag tasiyici sistemin, degisik molekiller
eklenmesiyle, hedeflenen hiicre, doku ya da organlara tasinmasidir. Aktif hedefe
yonelik olarak hazirlanan ilag tasiyici sistemler temel olarak; viicuttaki belirli organ
icindeki, hedeflenen hastalikl alana, belirli miktarda terapotik veya tanisal ajanin ya
da her ikisinin birden verilmesi yontemine dayanmaktadir (47).

Aktif hedeflendirme, genellikle hedeflendirilmesi dislinilen bdlgenin
ozellikleri gézéniinde bulundurularak gerceklestirilir. ilag tasiyici bu sistemlerin
hedeflendirilmesinde; kimyasal (pH, reaktif oksijen tirleri, proteazlar) ve fiziksel (isl,
magnetik alan, ultrason) gibi faktorler ile hiicreye spesifik baglanma ile hedefleme
gibi hedefleme stratejileri siklikla kullanilir. Aktif hedeflendirmeyi etkileyen faktorler
ise; ligandin yogunlugu, nanotasiyicinin buylkligli ve sekli, ylzey yuki ve
hidrofobisitesi ile ligandin yikuddr.

Aktif Hedeflendirme; Uyarilma ile Aktive Olma ve Ligand Araciligiyla olmak

Uzere iki sekilde gerceklestirilebilmektedir (48).

Uyarilma ile Aktive Olarak Hedeflendirme:

Bu hedeflendirme de uyarilma internal olarak (pH ve enzim aracihgiyla)
gerceklesebilmektedir. RES gibi sistemlere yakalanmadan timore ulasan ilag tasiyici
sistemler, hucrelerarasi ortamin 0Ozelliklerine bagl olarak ve belirli bir hedefle
etkilestikten sonra ila¢g salinimini gerceklestirirler. Timor bolgesi pH’ sinin asidik
olmasindan faydalanarak dahedeflendirme yapilabilmektedir. Bundan dolayi bu tir
pH ile ilag salinimi gergeklestiren lipozomlara; “pH hassas” lipozomlar tabiri

kullanilmaktadir (49).
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pH" vya duyarli bir baglayici kullanilmasiyla vyiritilen bir calismada;
lipozomlarin hiicreyle etkilesebilecegi yapiya dontsimi hedeflenen etki yerinde
saglanmistir. Bu sistem hazirlanirken; lipozom vylzeyine hidrazon baglayici ile
tutturulmus, ph 5-6 ‘da kopan, bir PEG tabakasi eklenmistir. Lipozomun yizeyindeki
pH 7.4’de PEG’le korunan transkripsiyonel aktivatér protein (TAT), pH 5-6’da PEG
TAT’ 1 saliverirken; hidrazon baglayici da hidrolize ugrar ve lipozomlar hicrelere
girer. Bu sistemin timoral hiicre disi pH degerinden, daha dstk bir pH degerinde,
duyarliligina ragmen; daha gercgeke¢i pH degerlerinde de aktive olabilen ilag tasiyici

sistemlerin hazirlanabilecegi bulunmustur (50).

Ligand Araciligiyla Hedeflendirme:

Aktif  hedeflendirmede  siklikla  ligand  araciikh  hedeflendirme
kullanilmaktadir. Tastyici sistem Uzerine, hedefe 6zgu bir hedeflendirme molekili
baglanarak; tasiyici sistem, dolayisiyla, icinde hapsettigi ilag ve/veya Uizerinde
bulunan gorintiileme bilesigi, hedefe spesifik olarak tasinmakta ve bu sayede ilgili
dokuda, daha yliksek ilag konsantrasyonlari saglanabilmektedir.

Lipozomlarda aktif hedeflendirmeye yonelik sematik bir gosterim Sekil 2.8

de verilmistir.

Sekil 2.8: Konvansiyonel lipozomlar (A), dolasimda uzun siire kalan hidrofilik
polimer (i) ile kaph lipozomlar (B) ve aktif hedeflendirme icin hidrofilik
polimerin ucuna antikor (ii) baglanmis lipozomlar (C) (51).



25

Aktif Hedeflendirmede kullanilan ligantlara ornekler; albliimin, monoklonal
antikorlar, aptamerler, viral proteinler, vitaminler, monoklonal antikor-enzim
konjugatlari, folat (folik asit), yiiksek derecede reseptor afiniteli lektinler, hyaluronik
asit, sitokinler, transferrin, biyotin, kiicik molekdller ve sekerler olarak sayilabilir.

ilag ve/veya ilag tasiyici sistemlerin aktif hedeflendirmesi icin kullanilan

hedeflendirme molekiilleri Tablo 2.3’ de 6zetlenmistir.

Tablo 2.3: Aktif hedeflendirmede kullanilan ligandlara 6érnekler (52).

Ligand Tirii Ligand Hedef
Anti-HER2 (insan epidermal -
HER2
blylme faktori) reseptord
Antikor Anti-CD19 B cell lenfomada asiri eksprese
olan CD19
Nikleozom-spesifik 2C5 Kanser hiicresi ylizeyine bagli
mAb nikleozomlar
] Transferrin Transferrin reseptoéri
Protein ; P
Interleukin 13 (IL-13) IL-13 reseptori
Octreotide Somatostatin reseptor tip-2
LHRH (luteinlestirici hormon
Peptid salan hormpn)-t[]revi LHRH reseptori
peptidler
Endotelyal timor hiicrelerinde
Arg-Gly-Asp (RGD
"g-Gly-Asp (RGD) asiri eksprese olan avp3
. Folat Folat reseptori
Kuglk Estrone Ostrojen reseptorii
Molekiil >ron o) P
Anisamide Sigma reseptdru
Dendritik hiicreler ve
Mannoz .
Seker makrofajlar
Laktoz Asialoglikoprotein reseptori

Prostat kanserinde Trastuzumab ile yilklenmis katyonik lipozomlar
kullanilarak yapilan bir calismada; Prostat kanserinde TCTP proteininin asiri
ekspresyonunun, kastrasyon direncinde dnemli bir rol oynadig belirtilerek, son on

yilda, antisens teknolojisinin onkolojide ylikselen bir strateji olarak ortaya ciktigi
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Uzerinde durulmustur. TCTP proteinini susturmak icin antisens oligonikleotidin
(ASO) kullanilmasi umut verici bir terapotik segcenek olarak belirtilmis ancak
ASO'nun farmakokinetiginin her zaman timoér bolgesine uygun dagitim
gereksinimlerini karsilamadigl da eklenmistir. Bu baglamda, ila¢g dagitim sistemleri
gelistirmenin, TCTP'ye yonelik, ASO'nun etkinligini artirmak igin, gekici bir strateji
oldugu belirtilmistir. Lipozomun, etkili olabilmesi icin ASO'nun hiicre igine korunarak
tasinmasi gerektigi belirtilmistir. Ayrica prostat kanseri hicreleri Her2' yi eksprese
ettiginden, bir anti-Her2 hedefleme antikorunun kullanilmasinin, lipozomun hiicre
icin afinitesini artiracagl ve ASO'nun intratiimdral penetrasyonunu optimize edecegi
ve boylece etkinligi artiracagi vurgulanmistir. PEG’ lenmis ve Her-2 hedefli
lipozomlar tasarlanarak gelistirilmistir. Lipozomlarin ortalama ¢aplarinin 200 nm' nin
altinda tasarlanmasiyla, uygun bir EPR etkisinin saglandigi da vurgulanmistir. Bu
pilot calisma ile; ASO' yu lipozomlara kapsillemenin ve prostat kanserine karsi
antiproliferatif etkinlik saglamanin miimkin oldugu sonucuna ulasiimistir (53).
Somatostatin reseptorii-2 (SSTR2) meme kanseri hiicrelerinde asiri eksprese
edilir. Bu bilgi dogrultusunda yapilan calismada; SSTR2 hedefleme ajani olarak
sentetik bir somatostatin analogu (SST) ve terapotik molekil olarak da Diacerein
kullanilmistir. Diacerein yukliu lipozomlar (DNL) hazirlanmis ve ayrica sentetik ve
stabil somatostatin analogu (SST-DNL) eklenmistir. Uretilen lipozomlar nano boyutta
ve biyouyumlu bulunmustur. SST-DNL, meme kanseri modellerinde serbest
Diacerein (DN) ve DNL' ye kiyasla 6nemli Olclide daha iyi anti-timor etkinlik
gostermistir. Ek olarak, SST-DNL, anjiyogenezi ve kanser hiicresi istilasini etkili bir
sekilde bastirmigtir. Bir MDA-MB-231 fare ksenograft modelinde in vivo timor
bliyimesi, SST-DNL uygulamasinin ardindan énemli dl¢lide bastiriimistir. Ksenograft
modelinde, Ki-67 ve CD-31'in immuinohistokimyasi, SST-DNL' nin Diacerein'in anti-
proliferatif ve anti-anjiyojenik etkilerini iyilestirdigini géstermistir. Sicanlarda yapilan
in vivo farmakokinetik calismalar, serbest DN ile karsilastirildiginda DNL veya SST-
DNL ile tedavi edilen gruplarda etken maddenin kanda dolasim siiresinin arttigini

gostermistir. Tim bu bulgular g6z 6niine alindiginda, SST-DNL'nin meme kanseri
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tedavisi icin daha iyi etkinlige sahip yeni bir strateji sagladigli sonucuna varilmistir
(54).

Bir baska calismada; Paklitaksel etkin maddesinin kromofor bazh
formulasyonlarinin yan etkileri ve pasif hedeflendirmenin sinirlamalarindan dolayi,
timore spesifik hedeflendirilmis ila¢c tasiyici sistem olarak hyaluronik asit kapl
lipozomlari hazirlanmistir. Hyaluronik asit elektrostatik olarak lipozomlarin ylizeyine
baglanmistir. Lipozomlar tzerinde gerekli kalite kontrolleri yapilarak, enkapsiilasyon
etkinligi ve salim profili incelenmistir. Tampondaki lipozomlarin salinim profili, 40
saat boyunca Paklitaksel'in %95' inin salindigini gostermistir. 4T1 ve T47D hcreleri
Uzerindeki yapilan sitotoksisite ¢alismalari, serbest paklitaksel ile karsilagtirildiginda
lipozomal paklitakselin sitotoksik etisinin daha fazla oldugunu gostermistir. Hicre
donglisii analizi, hiicrelerin lipozomlarla 48 saatlik tedaviden sonra esas olarak
G2/M fazlarinda bloke edildigini gostermistir. 4T1 tUmor tasiyan fareler Gzerinde in
vivo gergek zamanli goriintiileme, lipozomal formiilasyonun esas olarak timor
alaninda biriktigini ortaya c¢ikarmistir. Ayrica kromofor bazli formulasyonlar ile
kasilastirildiginda, lipozomal paklitakselin daha iyi antitimor etkinlige sahip oldugu
ve hyaluronik asit hedefli paklitaksel lipozomlarinin gelecekteki kanser kemoterapisi
icin, umut verici hedeflendiriimis paklitaksel formilasyonlari olabilecegi rapor
edilmistir (55).

Epidermal bliyime faktorl reseptorii varyanti Il (EGFRvIII), bircok insan
timorinde EGF reseptoriiniin en yaygin varyantidir. Bu varyant, timore 6zgidir ve
yliksek oranda imminojeniktir, bu nedenle timor hiicrelerine yonelik hedefli ilag
dagitimi icin bir hedef olarak kullanilabilir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada;
Doksorubisin (Dox) yukli nanoyapili lipid tastyicilara (NLC) konjuge anti-EGFRvIII
monoklonal antikoru (MAb) ile, EGFRVIII aracili bir ilag dagitim sistemi gelistirmek
amaclanmistir. Anti-EGFRvIIl MAb' yi Dox-NLC' ye konjuge etmek icin DSPE-
PEG2000-NHS  (1,2-distearoilfosfatidiletanolamin-polietilen  glikol ~ 2000-NHS)
baglayict olarak kullanilmistir. Sonuc¢ olarak, anti-EGFRvIIl MAb hedefli NLC,
hedeflenen ila¢ dagitimi icin etkili bir nanotasiyici olarak dislintlebilir sonucuna

ulasilmistir. HC2 20d2/c hicreleri tarafindan hedeflenen NLC'nin hicresel alim
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yuzdesinin, NIH-3T3 hicrelerininkinden daha yiiksek olmasi; EGFRvIII' in spesifik
olarak HC2 20d2/c hiicrelerini hedefleyebilecegini gostermis ve anti-EGFRvIII MAb
hedefli NLC, hedeflenen ilag dagitimi igin etkili bir nanotasiyici olarak bulunmustur

(56).

2.3.2.3. Dolagimda Uzun Siireli Kalabilen Lipozomlar

Lipozomlar intravenoz (i.v) verilmeyi takiben, RES tarafindan tutulurlar. Bunu
onlemek ve sirkilasyonda daha uzun sire kalmalarini saglamak igin; lipozomun
yapisina Poli Etilen Glikol (PEG) gibi bazi maddeler ilave edilir. Bu sekilde kaplanmis
lipozomlar; Dolagimda Uzun Sire Sirklle olan (Long Circulating), Stealth®, "Sterik
Olarak Stabilize Edilmis (Sterically Stabilized)" veya PEG ile kaplanmissa “PEGlenmis
(PEGylated)” olarak isimlendirilirler. Zira lipozom ylizeyindeki uzun PEG zincirleri,
glcll bir sterik engel olusturarak, lipozomun dolasimdan hemen uzaklastiriimasini
engeller. Ancak PEG' in sterik engel olusturma glclnlin; zincir uzunluguna ve
konsantrasyonuna bagli oldugu bildirilmistir (57-59). Ayrica GM1 (Gangliosid) ilave
edilmis lipozomlarin da sirkilasyonda uzun sire kaldigi ve kan-beyin engelini

asabildigi saptanmistir (60).

2.4. Folik Asit, Folik Asit Reseptorii ve Folik Asit Reseptoriine

Hedeflendirme

Bu ¢alisma kapsaminda aktif hedeflendirme bilesigi olarak folat kullaniimistir.
Folik asit; (C1oH19N706) B grubu vitaminlerden suda eriyen bir vitamindir (Vitamin
B9). Folat, folasin, vitamin M olarak da adlandirilir. Yesil yapraklarda yaygin olarak
bulundugu icin bu ad verilmistir. Folik asit, canli viicudunda hiicreler tarafindan, (g
farkl tipteki folat reseptori tarafindan hicre icine alinir. Bunlardan en 6nemlisi
Folat reseptori alfal' dir. Folat reseptor beta ve gama reseptorleri de diger iki

reseptor cesididir (61).
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Folik asidin, vlcuttaki gesitli indirgenmis tiirevlerine, genel olarak, “folat” adi
verilir ve metabolik olarak aktif olan formlar da, folat formlaridir. Folatlar; niikleik
asitlerin ve amino asitlerin metabolik reaksiyonlarinda tek karbonlu birimlerin
tasinmasinda ve aktarilmasinda rol oynarlar.

Folik asidin; disik molekil agirligina sahip (MA: 441), suda kolay ¢ozinir
olmasi, degisik ¢ozlicli, pH ve sicakliklardaki stabilitesi, terapotik ve goriintiilemede
kullanilan ilaglara  kolay baglanmasi, kimyasal reaksiyonlarda kolaylikla
kullanilabilmesi, hedeflemede ligand olarak kullanilan hormonlar, sitokinler,
aptamerlere gbére daha ucuz olmasi, antikorlarin tersine immunojenite oOzelligi
gostermemesi ve folat reseptorlerine gosterdigi yiksek baglanma, folik asitin
hedeflendirmede uygun bir ligand olarak siklikla kullanilmasinin nedenleri arasinda
yer almaktadir. Cogu folat konjugati, organik solvanlarda, asit ve bazda stabil
kalabilmekte ve hedeflendirilmis ila¢ kolaylikla saflastirilabilmektedir. Ylzeyi folik
asit ile modifiye edilmis nanotasiyicilar ylzeyi peptid-protein veya antikorla
modifiye edilmis nanotasiyicilarla karsilastirildiginda; daha kiiclik olduklarindan
daha iyi doku penetrasyonu gosterirler ve folat reseptori tasimayan dokulardan
daha hizh bir sekilde uzaklastirilirlar. Folat bagl ilaglar kolaylikla hiicrelere
ulasabilmekte, folik asit hiicrelerin esansiyel ihtiyaci oldugu icin non-immunojenik
Ozellik gostermekte ve timorlerde kolaylikla birikim gostermektedir. Bu nedenle de;
“folik asit/folat” hedeflendirme bileseni olarak siklikla kullanilan bilesiklerdendir
(62).

Folatlarin hiicre icine alimi, vicutta tim hicrelerde bulunan, disik afiniteli
indirgenmis folat tasiyicilar ya da ¢ok sinirl miktarda bulunan, “folat reseptorleri”,
araciligiyla olmaktadir. indirgenmis folat tasiyicilar, folik asitin indirgenmis
formlarini, spesifik olarak tasirken, folat reseptorleri; hem folik asiti hem de folik
asite bagl kemoterapétik, goriintiileme bilesigi, protein, lipozom, nanopartikiil gibi
yapilari da hicre icine tasimaktadir. Folat reseptorleri, normal hiicrelerde disik
miktarda bulunurken; meme, kolon, akciger, prostat, burun, bogaz ve beyin

kanserleri gibi pek cok kanser tilriinde, timor hiicrelerinde yilksek miktarda
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bulunurlar. Bunun yaninda; folat reseptoriniin miktariyla, timorin hangi evrede
oldugu ve derecesi arasinda, siki bir iliski oldugu bulunmustur.

Folat reseptorii; ozellikle timor hicresine ilag hedeflendirmesinde, yaygin
kullanilan molekiler hedefler arasinda yer almaktadir. Bugiine kadar tiimore selektif
ilag tasinimi igin folik asitle baglanan ilaglar olarak; proteinler, toksinler,
kemoterapotik maddeler, gen terapi vektorleri, oligonikleotidler, radyoaktif
gorlintileme ve tedavi ajanlari, manyetik rezonans goriintiileme kontrast
maddeleri, hapsedilmis ilaglarla ilag tasiyici sistemler, immunoterapotik ajanlar ve
Onila¢ tedavisi icin enzim bilesenleri sayilabilir. Folat bagli ilaglarla yapilan klinik
deneyler; folat reseptor hedeflendirmenin kanser tedavisinde kullanilan birgok ilacin
toksisitesini azaltirken; etkinligin artiriilmasinda, olduk¢a umut verici oldugunu
gostermistir. Folat konjlige ilaglarin onkoloji alanindaki gelistirilmesi siirecinde; folat
reseptorlerinin, dinlenme ya da hareketsiz olmayan makrofajlarin aktivasyonunda
da etkili oldugu gorilmustiir. Bu gelisme, makrofajlarin aktivasyonuna neden olan;
romatoid artrit, Crohn’s hastaligi, aterosikleroz, lupus, iltihapli osteoartrit, diyabet,
iskemi-perfiizyon hasari, glomerilonefrit, sarkoidoz, sedef hastaligl, Sjogren’s
hastaligi ve vaskdlit gibi hastaliklarda, folat konjlige tedavi ve goériintileme ilaglar
gelistirme amacli calismalari baslatmis, cok kisa zaman igerisinde bir¢ok enflamatuar
ve otoimmiin hastaliklarin tedavileri igin klinik adaylarin belirlenmesinde de
kullanilmistir (63).

Folat konjugati, hiicre yizeyinde bulunan folat reseptérlerine baglandiktan
sonra, folik asit ve ona bagh ilag/taslyici sistemler; reseptér aracilikh endositoz

aracihgiyla, hiicre igine alinirlar (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: Folat bagli bilesiklerin reseptér aracilikli endositozunun sematik gosterimi
(64).

Kanser tedavisinde folat reseptorlerine hedeflendirme yapilmaktadir. Folat
reseptorleri, folik asit ve metil tetrahidrofolata yiiksek afinitesi olan, folat baglayici
protein olarak da bilinen, glikopeptit yapisindaki reseptoérlerdir (65,66). Folat
reseptorleri normal hiicrelere gore kanserli hiicrelerde daha yogunlasmistir. Kanserli
hiicrelerde hizli ve kontrolsiiz sekilde proliferasyon, protein ve DNA sentezi oldugu
icin, folik asit ihtiyaci fazlalasmaktadir. Folat reseptor sayisi da normal hiicreye gore
daha fazladir. Normal hiicreler, folati, hiicre membranindan gecirirken, folat
konjugatlarini gecirmemektedirler, malign hicreler ise folat reseptor araciligi ile
folat konjugatlarini da gecirmektedir (64,65). Hedeflendirme amaciyla kullanilan
ligantlarin ¢ogu lizozomlarda yikima ugrarken, folik asit hiicre icin esansiyel
oldugundan yikima ugramamakta ve tasiyici gorevini yerine getirmektedir (64-67).
Ovaryum kanseri ve akciger kanseri gibi bircok kanser tiriinde, folik asit reseptord,
asiri cogalmaya sebep olan bir protein olarak bulunmustur (68-70). Bu reseptoriin,
normal bir dokuya gore, timorli dokularda, yaklasik 100-300 kat daha fazla

cogalabildiginin de gozlendigi bildirilmistir (69).
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2.4.1. Folik Asitle Modifiye Edilmis, Timore Hedeflendirilmis Tasiyici

Sistemlerle Yapilmis Calisma Ornekleri

Folik asit reseptoriini yonelik, doksorubusin igeren misellerle yapilan in vivo
calismalarda; hedeflenmis misellerin, hedeflenmemis olanlara goére, timoér bliyime
hizini, iki kat azalttigi bulunmustur (71).

Diger bir ¢calismada ise; poliamidoamin dendritik polimerleri ile hazirlanan 5
nm capindaki nanopartikiillere hedeflendirici ajan olarak folik asit konjuge edilmis,
ayrica antikanser etkili etkin madde ve floresan madde baglanmistir. Farelere iv
uygulamadan 4 giin sonra nanopartikillerin timor ve gevresinde yogun sekilde
tutuldugu goérilmiustir. Boylece, etkin madde olan metotreksatin serbest haline
gore; antitiimor aktivitesinde artis ve toksisitesinde azalma saglanmistir (72).

Manyetik karbon nanotipler (MNT) kullanilmasi ile; manyetik lenfatik
hedeflendirme vyapilan bir g¢alismada; antikanserojen etkin maddelerden 5-
flurourasil ve sisplatin, i¢ ylizeyinde Fes30s gibi manyetik partikiller tasiyan
nanotliplerin gozeneklerine eklenmistir. PEG, folik asit, fosfolipitler MNT lere
baglanarak ilag tasiyici sistem gelistirilmistir. Hazirlanan ilag¢ tasiyict sistemleri
bolgesel olarak lenf digimlerine hedeflendirmek icin disaridan bir miknatis
kullanilmistir. Boylece birka¢ giin siiresince hedeflendirildigi lenf sistemlerinde
tutulan ilag¢ tasiyici sistem, etkin maddeleri sirekli olarak serbest birakabilmistir.
Bununla birlikte MNT’ lerin lenf hiicreleri tarafindan kolayca alinmasi sonucunda;
kanser hicrelerini selektif olarak yok ettikleri gosterilmistir. Ayrica, lenf
dugiimlerindeki, folat reseptorlerini (FR'ler) asiri eksprese eden tiimor hiicrelerinin,
secici olarak o6ldurilmesi, FR'nin, genis bir insan timorleri yelpazesinde de asiri
eksprese edilmesi sebebiyle, kullanilabilecegi sonucunu da beraberinde getirmistir.
Sonucta; yluzey modifikasyonu yapilan MNT’ lerin, kansere lenfatik hedeflendirme
icin uygun tasiyici sistemler oldugu sonucuna ulasiimistir (73).

Tomasina ve arkadaslarinin 2013 yilinda nanopartikillerle yaptiklari bir
¢alismada, yumurtalik kanserinde, hedeflendirilmis antitimoér ajan tripentonun

etkisi  incelenmistir.  Aktif hedefleme icin  nanopartikiiller folat ile
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fonksiyonlandirilmis, suda ¢cok az ¢ozlinen tripenton, nanopartikillere hapsedilerek
yumurtalik kanseri hiicrelerine hedeflendirilmistir ve karakterizasyonu yapilmistir.
Hiicre icine alimi incelenmis ve folat- reseptor endositoz yolag ile hiicre icine
alindigi tespit edilmistir. Sonug olarak; bu ¢alismaya ek olarak in vivo ¢alismalara da
gereksinim duyulmakta oldugu belirtilmistir (74).

Bir baska calismada ise, 5-florourasil iceren nanopartikiiller folat ile
fonksiyonlandirilarak, 5-florourasilin nanopartikillerden in vitro salim galismalari
yapilmis; nanopartikiillerin karakterizasyonu, salim profili ve timor Gzerindeki
inhibisyon orani incelenmistir. In vitro salim calismasi sonucu; 5- florourasil yikli
nanopartikilin salim yari dmri, 5-florourasilin yari émriinden 26,4 kez daha uzun
cikmistir. in vitro hedef testi yapilmis ve bunun sonucunda da folatla konjuge 5-
florourasil ylkli nanopartikilin timor inhibisyonu, saf 5- florourasilden ve 5-
florourasil yiikli nanopartikilillerinkinden ¢ok daha yiksek ¢ikmistir (75).

Ga-68 kullanilarak yapilan bir calismada; Folat reseptor pozitif kanserleri
tespit etmek igin uygun biyokimyasal Ozelliklere sahip yeni folat radyo-
gorintileyiciler gelistirme girisiminde, Ga-68-NOTA (1,4,7-triazasiklononan-triasetik
asit) ve Ga-68-NOTAM (1,4,7-Triazasiklononan-N, N'-diasetamid)-folat konjugatlari
basit ve tek adimli basit bir reaksiyon kullanarak sentezlenmistir. insan epidermal
karsinom (KB) hiicre ksenograftlari tasiyan ciplak farelerde yapilan biyo dagilim
¢alismalari sonucunda; Ga-68-NOTA-folat, Ga68-NOTAM-folat konjugatina gore;
daha yiksek timor tutulumu ve daha uygun biyolojik dagilim profili géstermistir.
Tumorlerdeki alim, asiri folik asit enjeksiyonu ile bloke edilmis, bu da reseptér aracili
bir streci disindirmistir. Bu sonuglar, Ga-68-NOTA-folat konjugatinin, yumurtalik
kanseri ve bunlarin metastazlari gibi folat reseptor-pozitif kanserlerin saptanmasi ve
evrelendirilmesi icin molekiiler bir prob olarak faydal olabilecegini ve ayrica
tedavide, timor yanitini izlemeye imkan sagladigini géstermistir (76).

Enfeksiyon ve inflamasyon gorintiilenmesi amaciyla kullanilan ajanlarin
gelisimine Ga-68 radyonuklidinin katkisiyla ilgili bir derlemede ; folik asit iceren
Ga68-DOTA-PEG-FA (Ga-68-1,4,7,10-tetraazasiklododekan-1,4,7,10-tetraasetik asit -

Polietilen glikol - Folik Asit), model olarak deri altina implante edilmis , polilaktik asit
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ve poli (N-izopropilakrilamid) partikllleri iceren tibbi implantlar kullanilarak,
inflamatuar yanitin saptanmasi ve 6lgtilmesi icin fareler kullanilarak arastirildigi bir
calisma; [68Ga] Ga-DOTA-folatin, enflamatuar bir sican modelinde basariyla test
edildigi ikinci bir calisma ve Tc-99m ile isaretlenmis bir folat analogunun romatoid
artritli hastada iltihapli el ve ayak eklemlerinde belirgin birikimi gdzlenirken, artrit
olmayan bir hastanin ellerinde ve ayaklarinda tutulum tespit edilmemis oldugu
bildiren tglincl bir calisma daha bildirilmistir (77).

F-18 iceren bir radyofarmasotik gelistirilme calismasinda; yeni gelistirilen F-
18-OEG (oligoetilenglikol)-folat daha once gelistirilmis [F-18] floro-deoksi-glikoz
folat ile karsilastinldiginda, daha iyi gorintileme ozellikleri gdstermistir. Ote
yandan, [F-18] floro-deoksi-glukoz folatdan, ¢ kat daha yiksek timoér alimi, 6nemli
Olclide artan kontrast degerleri gostermesiyle cok daha iyi bir timor
gorintilemesine imkan saglamistir. Bununla birlikte, yeni F-18-OEG-folata yapisal
benzerlikleri olan, F-18-PEG-folat, enflamatuar hastaliklarda aktive makrofajlarin
gorintilenmesinde umut verici sonuglar vermistir. Bu calisma, bu tir PEG' lenmis
18 F-folatlarin, folat reseptor (FR) pozitif dokunun, in vivo PET goérintilemesi igin,
uygunlugunu ve genis potansiyellerini dogrulamistir. Ozetle, yeni gelistirilen F-18 ile
isaretli radyofolat, mikemmel radyokimyasal kullanilabilirlige sahiptir ve folat
reseptoriine yiiksek ve spesifik bir afinite sergilemistir (78).

Bu c¢alismada da kullandigimiz tasiyici sistem olan lipozomlarin 6zelliklerinin
gelistirilmesi (PEG ile kaplama, ylzey ylkiniin degistirilmesi, partikil blyuklGginin
ayarlanmasi vb) calismalariyla beraber yiritilen folat hedefli tasima ¢alismalarinin
sayisi son zamanlarda biylk bir hizla artmaktadir. Lipozomlarin 6zelliklerinin
gelistirilmesiyle; oral insilin tasinimi, kozmetik olarak disaridan patch seklinde folik
asit beslenmesi, C vitamini tasiyan antioksidan, kemik ve meme kanserine karsi cifte
hedefli, inhale edilebilir toz formunda akciger kanserine karsi ve degisik tiirdeki
timorlere karsi tedavi ozelliklerinin iyilestirilmesi gibi cok genis amaclarla folat

hedefli lipozom calismalari yapilmaktadir (79-90).
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2.5. Ga-68 isaretli ilag Tasiyici Sistemlerle Yapilan Calisma Ornekleri

Literatlirde, timor hicrelerine spesifik olarak hedeflendirilmis, degisik
gorintileme yontemleri igin, farkh diyagnostik bilesik tasiyan lipozomlarla yapilmis
¢cok sayida galisma olmasina ragmen; Ga-68 isaretli ve konvansiyonel veya
hedeflendirilmis lipozom/ilag tasiyici sistemlerle ilgili ¢ok fazla ¢alisma
bulunmamaktadir. Ga-68 ile calismalar daha cok, Ga-68 isaretli peptidlerle ve bu
isaretli peptidlerin timor hiicrelerine spesifik olarak hedeflendirilmesi Uzerine
yapilmis calismalardir. Ancak Ga-68'in Ozellikle son vyillarda klinik kullaniminin
artmasiyla birlikte, yakin gelecekte, Ga-68 ile isaretli ilag tasiyici sistemlerle yapilan
¢alismalarinin artacagi distindlmektedir.

Degisik lipozom formilasyonlari kullanilarak yapilan patentli bir calismada;
lipozomlar selator olarak DOTA kullanilarak, indium-111 (In-111), lutesyum-177 (Lu-
117), galyum-67 (Ga-67), galyum-68 (Ga-68), bakir-64 (Cu-64) ve itrium-90 (Y-90) ile
isaretlenerek kitleri hazirlanmistir. Hazirlanan isaretli lipozom dispersiyonlarindan;
In-111-Lipozom ve In-111-DOTA lipozom dispersiyonlarinin in vitro stabiliteleri
incelenmis ve daha sonra in vivo calismalar kapsaminda bu isaretli dispersiyonlar
insan bagirsak kanseri hticreleri (LS174T) ile timo6r modeli olusturulmus tiysiz
farelere i.v yolla uygulanmis ve enjeksiyondan sonraki 8, 24, 48 ve 72. saatte
MicroSPECT / CT gorintuleri alinmistir. Elde edilen sonuglara gore her iki radyoaktif
isaretli lipozom dispersiyonununda, timorli hayvan modelinde, iyi bir timor
tutulumu gosterdigi ve en ylksek tutulumun 48. saat' de gozlendigi bildirilmistir
(91).

Ga-68 isaretli tasiyici sistemlerle ilk yapilan ¢alismalardan birinde Wagner ve
arkadaslari, Ga-68 isaretli albliimin ve alblimin mikrokireleri hazirlamislardir.
Calismada insan serum alblimini model protein olarak kullaniimis ve protein ile
DTPA, amid bagi ile baglanmistir. DTPA- HSA' nin saflastirilmasindan sonra, Ga-68' in
DTPA isaretli protein ile selasyonu yoluyla, Ga-68 isaretli albimin yiksek verimde
isaretlenmis, in vitro ve in vivo stabilite calismalari, isaretlenmis proteinin birkag

saatlik bir stire boyunca stabil oldugunu gostermistir. Daha sonra ayni bifonksiyonel



36

selat yapici madde, yani DTPA, albimin mikrokirelerinin isaretlenmesi icin
kullanilmistir. Ga-68'i HSA mikrokirelerine baglamak icin ayni tip iki islevli selat
kullaniimigtir (92).

Bir diger calismada ise; Manyetik Rezonans Gorintileme (MR), PET
gorintileme ve floresans goriintiileme de kullanilmak (izere aminosilan kapli
multimodal superparamanyetik nanopartiktller hazirlanmistir. PET gorintiileme igin
hazirlanan nanopartikiller, Ga-68 ile isaretlenirken, floresans goériintiileme icin,
nanopartiklllerin  yapisina, floresein isotiyosiyanat katilmistir. Hazirlanan
nanopartikilller, sicanlara i.v yolla uygulanmis ve PET/MR goriintlleri alinmistir.
PET/MR goruntlleri, partikillerin 24 saat siresince karaciger ve dalakta
tutuldugunu goéstermistir. insan hepatom hiicreleri (HuH7) ile yapilan in vitro
toksisite testlerinde, partikillerin intraselliiler tutulumunun hizli oldugu ve toksisite
gostermedigi  bulunmustur. Sonug¢ olarak modifiye  superparamanyetik
nanopartiklllerin; hem in vitro hem in vivo kosullarda stabil oldugu ve multimodal
gorintileme ve hiicre isaretleme ¢alismalarinda kullanilabilecekleri rapor edilmistir
(93).

Tc-99m isaretli radyofarmasétikler ventilasyon / perfiizyon (V/P) tek foton
emisyon tomografisi kullanan pulmoner goérintileme, klinik olarak silipheli
pulmoner emboli (PE) i¢in koklU bir tani araci olarak kullanilirken, bu ¢alismada; Ga-
68 aerosol (Galligas) ve Ga-68 etiketli makro agregat alblimin (MAA), pozitron
emisyon tomografisi (PET) akciger V/P goruntileme icin potansiyel izleyicilerdir ve
duyarhihk ve o6zgullik agisindan geleneksel V/P taramalarina gore bir avantaj
gosterebilirmistir. Radyokimyasal ve hayvan ¢alismalarindan sonra, klinik PE stiphesi
olan hastalarda Ga-68 aerosol (Galligas) ve Ga-68 etiketli MAA' nin Kklinik
uygulanabilirligi arastirilmistir. PET taramalari, 16 kesitli Gemini TF pozitron emisyon
tomografisi / bilgisayarli tomografi (PET/BT) tarayicisi kullanilarak elde edilmistir. Ek
olarak, in vitro deneylerle, cesitli ortamlarda Ga-68 MAA' nin stabilitesi
gosterilmistir. Beklendigi gibi, Ga-68 etiketli insan serum albimin mikrokireleri
(HSAM), hayvanlarin akcigerlerinde tamamen tutulmustur. Klinik kullanimda, Ga-68

aerosol (Galligas) ve Ga-68 etiketli MAA kullanilarak PET akciger ventilasyonu ve
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perflizyon goriintiilemesi, tim vakalarda basarili olmustur. Boylece klinik olarak
siphelenilen bir PE tespit edilebilmis ve dogrulanabilmistir. Ga-68 aerosol (Galligas)
ve Ga-68 etiketli MAA' nin uygulanan aktivitesi %50' den fazla azaltilabilmis ve bu da
geleneksel V/P taramalarina benzer radyasyona maruz kalmaya neden olmustur.
Sonuc olarak, Ga-68 aerosol (Galligas) ve Ga-68 etiketli MAA, klinik kullanim icin,
Mo-99 azhginda, PET/CT tarayicilarinin ve Ga-68 jeneratorlerinin yaygin kullanimi
acgisindan 6nemli bulunmustur (94).

Diger bir calismada ise; insan serum albumini mikrokireleri (DOTA-HSAM)
Ga-68, Y-90 ve Lu-177 ile isaretlenerek stabiliteleri karsilastiriimistir. Denatiire insan
serum alblimininden (DOTA-tlretilmis insan serum alblimin mikrokireleri veya
DOTA-HSAM) tiiretilen mikropartikiller, hem terapotik hem de tanisal amacglar igin
cekici radyoniklid tasiyicilaridir ve Ga-68 ve Lu-177 durumunda % 95'e varan
isaretleme verimleri elde edilmistir. Ga-68 isaretli DOTA-HSAM, yiksek in vitro ve in
vivo stabilite gostermistir. Lu-177 DOTA-HSAM' In partikile bagl radyoaktivite
miktari, 13 glin sonra dogrusal bir sekilde yavas yavas yaklasik %2' ye digmustur. Y-
90 icin, artan radyoaktivite seviyesi ile isaretleme verimi azalmistir. Bu bulgularin
nedeni olarak radyoliz distnidlmustir. DOTA-HSAM'In farkh radyoniklitlerle
isaretlenmesi kolaydir vein vivo kisa yari émri (3,7 gin) ile birlikte, isaretli
selatoriin  radyasyonla uyarilan parcalanmasi, DOTA-HSAM'In  terapotik
uygulamalarini engellemistir. Ote yandan, Ga-68 DOTA-HSAM'In yiiksek stabilitesi,
onlari PET ile bolgesel perflizyon 6lglim icin cekici bir aday haline getirmistir (95).

Ga-68 isaretli poli (laktik-koglikolik asit) (PLGA) nanopartikilleri kullanilarak
neroendokrin timorlerde yapilan bir calismada; Noroendokrin timorlerin (NET'ler)
tedavisi icin kullanilan peptid reseptor radyontiklid terapisi (PRRT), NET'ler Gizerinde
Somatostatin Reseptorlerinin (SSTR'ler) asiri ekspresyonuna dayanmakla birlikte,
bobreklerde radyoaktif olarak isaretlenmis peptidin yliksek tutulumu sézkonusudur
ve bu da bobreklerin gereksiz radyasyona maruz kalmasina ve dolayisiyla
nefrotoksisiteye neden olur disiincesinden hareketle PRRT ilaglarini spesifik olarak
timore iletmek icin bir nanotasiyici kullanmak, iliskili nefrotoksisiteyi azaltabilir

duslincesiyle NET' ler icin potansiyel bir terapdtik model olarak 77 Lu-DOTATATE
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yukli PLGA nanopartikiilleri (NP'ler) formile edilmistir. DOTATATE, Lutetium-177
(Lu-177) ile etiketlenmistir (etiketleme etkinligi %98; R(f)~0.8). Polietilen Glikol
(PEG) kapli 7Lu-DOTATATE-PLGA NP'ler (50:50 ve 75:25) formile edilmis, ortalama
boyutlari 304,5 + 80,8 ve 733,4 + 101,3 nm (kaplamasiz) ve 303,8 + 67,2 ve 494,3 +
PLGA (50:50) ve PLGA (75:25) igin sirasiyla 71,8 nm (kaplanmig)’ dir. PLGA' nin
kaplanmamis ve kaplanmis NP' leri (50:50 ve 75:25) icin kapsilleme verimliligi (EE)
ve in-vitro salim kinetigi degerlendirilmis ve karsilastirilmistir. in-vivo calismalar,
enjeksiyondan 24 saat sonra, farkli zaman noktalarinda, goriintlileme ve organ
sayimi yoluyla, ”’Lu-DOTATATE ve Y7Lu-DOTATATE-NP (kaplanmamis ve PEG kapl)
enjekte edilmis sicanlarda yapilmistir. PLGA 50:50 NP'ler; 77Lu-DOTATATE i¢in, daha
yliksek EE ve daha yavas salim hizi nedeniyle, PLGA 75:25'ten, daha uygun bir
dagitim araci olarak bulunmustur. ”7Lu-DOTATATE' in azaltilmis renal retansiyonu
ve azaltlmis opsonizasyonu, !”’Lu-DOTATATE-PLGA-PEG NP'lerin, PRRT'de
bobreklerdeki radyasyon dozunu azaltma potansiyelini kuvvetle savunmustur (96).
Ga-68 isaretli altin glikonanopartikilleri kullanilarak yapilan bir diger
calismada neropeptit konjigasyonu ile, beyin aliminin gelistirilmesi, yoniinde bir
calisma yapilmistir. Beyin gorintilenmesini iyilestirmek ve kan-beyin bariyeri (KBB)
boyunca ilag gecirgenligini artirmak icin yeni araglar ve teknikler kritik olarak
gereklidir ve Pozitron emisyon tomografisi (PET), normal ve hastalik durumu
kosullarinda KBB gecirgenliginin degerlendirilmesine olanak taniyan, olduk¢a hassas,
invazif olmayan bir tekniktir distncesiyle yapilan bu calismada, KBB gecirgen
noropeptidler tasilyan suda c¢o6zinir ve biyouyumlu glikoz kapli altin
nanopartikillerin (GNP'ler) sentezi yapilmistir ve in vivo izleme ile biyodagilimi icin
PET ajani olarak pozitron yayici ® Ga'nin selatdrt kullanilmistir. Kiicik GNP'ler (2
nm) stabilize edilmis ve bir glikoz konjugati ile c¢coziindUrilmustir. Bir NOTA
ligandi, 8 Ga icin selatdér ajan olarak kullanilmistir. GSMH' lerin radyoaktif
isaretlemesi, 30 dakikada 70 ° C' de tamamlanmis ve ardindan santrifijlu filtrasyon
yoluyla saflastirma yapilmistir. Farkli 8 Ga-GNP icin, sicanlarda bir biyodagilim
calismasi yapilmistir. intravenéz uygulamadan sonra biyodagilim; tim viicut PET

gérintileme ve secilen organlarin gama sayaci dlgiimleri ile tesbit edilmistir. ®® Ga-
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GNP' lerin biyolojik dagilimi ligandlara bagl olarak degismis, ayni altin g¢ekirdek
boyutuna sahip GSMH’ ler farkli dagihm profilleri géstermislerdir. Hedeflenen %Ga-
GNP’ lerden birisi, diseksiyon ve doku sayimi ile Ol¢lildigl Uzere; hedeflenmemis
GNP’lere (0.0073 + 0.0024% ID / g) kiyasla, BBB gegisini 3 kata yakin (0.020 +
0.0050% ID / g) iyilestirmistir (97).

Diger bir calismadada, Zr-89 ile Ga-68 isaretli siderokireler in-vitro ve in-vivo
olarak karsilastirilmistir. Radyoaktif isaretleme, HEPES veya sodyum asetat tampon
sistemlerinde gerceklestirilmistir. isaretli siderokiirelerin radyokimyasal saflig,
kromatografi kullanilarak belirlenmistir. Partisyon katsayilari, in vitro stabilite ve
protein baglanma afiniteleri arastirlmistir. in vivo biyolojik dagihm ve hayvan
goriintileme kontrolleri farelerde yapilmistir. isaretleme verimliligi incelenen
siderokiireler arasinda, belirli farkhliklar gézlenmistir. Protein baglama ve stabilite
testleri; Ga-68 ve [%° Zr] triasetilfusarin C (TAFC) icin, en yiiksek stabiliteleri ve en
dusiuk protein baglanma afinitelerini gdstermistir. Calisilan tim Ga-68 ve [# Zr]
siderokureleri, [®° Zr] ferrioksamin E (FOXE) haricinde farelerde benzer bir biyo
dagilim ve farmakokinetik sergilemistir. Zr-89 ve [°8 Ga] siderokiireleri benzer in
vitro ve in vivo davranis géstermistir. Test edilmis [° Zr] siderokiireleri, longitudinal
pozitron emisyon tomografisi (PET) c¢alismalari ve oOzellikle TAFC; vyeni
biyokonjugatlarin gelistirilmesi icin uygulanabilir bulunmustur (98).

Literatiirde Ga-68 in degisik nanopartikillerle ¢ifte peptit-peptit konjlge ve
degisik bilesiklerle mesela; insiilin salgilanmasini destekleyen glukagon benzeri
peptit (GLP) reseptorinin bir peptit agonisti Exendin-4 ile isaretlenmesine yonelik
calismalar vardir (99-103). Ga-68’in folat hedeflendirme ile birlikte kullanildig
calismalarda bulunmaktadir (91,104-109).



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Alet ve Geregler

Dikey Akimli Hava Kabini
Doz Kalibratori

FT-IR Spektrometre

Gama Sayici

Ge 67/Ga 68 Jeneratorii
Hassas Terazi

Hiicre Kiiltiirii inkiibatérii
Hiicre Sayim Cihazi

Isi Blogu

Isitmali Ektriisyon Unitesi
Liyofilizator

MALDI-MS / MALDI-TOF-MS
Manyetik Karistirici
Mikropipet

Mo-99/Tc-99m Jeneratorii
Partikiil Boyutu Tayin Cihazi
PET/CT Kamera

pH Metre

Polarizan Mikroskop

Rotavapor

HeraSafe Thermo Electr. Corp. Almanya
Capintec CRC 1278, ABD

Perkin Elmer, ABD

Berthold LB 2111, Almanya

ITG, Almanya (Moltek)

Mettler Toledo, isvicre

Heraeus Inst. Cytoperm 2, Almanya
Beckman Coulter CH 750 Analyzer, ABD
Nive BH 250, Turkiye

Lipex, Biomembrans, Kanada

Labconco Freezone 4,5 Plus, ABD
Voyager De PRO, Applied Biosys, ABD
Heidolph MR 3001, Almanya
Eppendorf Research Plus, Almanya
Monrol, Tirkiye

Malvern Nanosizer, ingiltere

SEDECAL- SuperArgus 2r, ABD

Inolab WTW Ph Meter, Almanya

Leica DM EP- Leica Microsys., Almanya

Buchi, isvigre
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U.V Spektrofotometre
Vakumlu Etiiv
Vorteks

Zeta Potansiyel Tayin Cihazi
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Optima SP3000 Plus, Japonya
Shel Lab, ABD
Heidolph Reax Top, Almanya

Malvern Zetasizer, ingiltere
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

1,2 - dioktadekanoil- sn — glisero - 3- fosfokolin (DSPC) Avanti Polar Lipids, ABD
1,2 - dioleil - sn-glisero-3-fosfoetanolamin (DOPE) Avanti Polar Lipids, ABD
1,2 - distearoil- sn — glisero — 3 - fosfoetanolamin- N- [folat Avanti Polar Lipids, ABD
(polietilenglikol) -2000] (DSPE-PEG 2000-Folat)

1,2- distearoil - sn — glisero — 3 - fosfoetanolamin — N - Avanti Polar Lipids, ABD
[(polietilen glikol)-2000] (DSPE-PEG 2000-NH2(Amonyum

Tuzu)

1,2 - dipalmitoil — sn - glisero- 3 - fosfoetanolamin - N - Avanti Polar Lipids, ABD

(lisamin rodamin B sulfoil (Rhodamin-PE Amonyum tuzu)

4 - (2-Hidroksietil) piperazin - 1- etansiilfonik asit Merck, Almanya
(HEPES) Tamponu

Amonyum Molibdat Merck, Almanya
Aseton Merck, Almanya
Asetonitril (HPLC Safliginda) Merck, Almanya
Askorbik asit Merck, Almanya

Azot Gazi Lider Gaz, Turkiye
Diethyenetriamine pentaacetic acid anhydride (DTPA) Sigma, ABD
Dimetilformamid (DMF) Sigma, ABD

Dimethyl Siilfoxide (DMSO) Sigma, ABD

Diyaliz Membrani (M.A:3500) Spectrum Labs, ABD
Fetal Sigir Serumu (%10) Biological Industries, israil
Fosfatidil Kolin (PC) Avanti Polar Lipids, ABD
Hidroklorik Asit (HCI) Merck, Almanya

Kalay Kloriir (SnCl2.2H;0) Merck, Almanya
Kloroform Sigma, ABD

Kolesterol Sigma, ABD
Kromotografi Kagidi (ITLC-SG) Gelman Sciences, ABD

Penisilin-Streptomisin (%10) Biological Industries, israil



Perklorik Asit (%70)

Polikarbonat Membran Filtreler (0.4, 0.5, 0.22 um)
RPMI-1640 Besi Yeri

Sodyum Asetat.3H.0

Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2P04.2H;0)
Sodyum Dodesil Siilfat

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum Sitrat

Tetraazasiklododekan - 1,4,7,10 - tetraasetikasit mono - N-
hidrosiiksinimid esteri (DOTA-NHS Ester)
Tetrahidrofuran (THF)

Trietilamin (TEA)

Trifloroasetik Asit (HPLC Safliginda)
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Riedel De Haen, Almanya
Millipore, ABD

Biological Industries,israil
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Sigma, ABD

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Macrocyclics, ABD

Sigma, ABD
Sigma, ABD
Sigma, ABD
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3.3. Lipozom Dispersiyonlarinda Kullanilan Selat Yapici Madde-Fosfolipid

Konjugatlarinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Calismamizda Ga-68 ile isaretleme igin ve bu selat yapici maddenin lipozom
bilesimine kolaylkla katilmasi igin 1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoethnolamin -N-
(polietilen glikol)-DOTA (DSPE -PEG2000-DOTA) konjugati sentezlenmistir. Bu
bollimde, calismada kullanilan bu selat yapici madde-fosfolipid konjugatinin sentezi

ve karakterizasyonunundan bahsedilmistir.

3.3.1. DSPE-PEG2000-DOTA Sentezi

DSPE-PEG2000-DOTA sentezi Hsu ve arkadaslarinin (91) yontemine gore
yapilmistir. Kisaca, Tetraazasiklododekan-1,4,7,10-tetraasetikasit mono-N-
hidrosiksinimid  esteri (DOTA-NHS ester) ve 1,2-distearoil-sn-glisero-3-
fosfoetanolamin-N-[amino(polietilenglikol)2000] (DSPE-PEG2000-NH2) (2,5/1 molar
oranda) dimetilformamid (DMF)' de ayri ayri ¢ozlldikten DSPE-PEG2000-NH2 /DMF
Uzerine sonra 10 kat molar oranda Trietilamin (TEA) eklenerek bir saat manyetik
karistirici ile karistirilmistir. Bu karisima DOTA-NHS ester/DMF c¢Ozeltisi yavasca
eklenerek manyetik karistiricida 24 saat karistirilmis, stire sonunda DMF evaporator
kullanilarak uzaklastirilmistir. Elde edilen kati ¢ozelti balon jojeden su ile miseller
formatinda alinarak; 3500 daltonluk diyaliz membranla oda isisinda 24 saat diyalize
tabi tutulmustur. Elde edilen karisim liyofilize edilerek, -20 °C' de, kullanilincaya

kadar saklanmistir.

3.3.2. DSPE-PEG2000-DOTA Konjugatinin Kiitle Spektrometresi ile Taninmasi

Sentezlenen konjugat, kitle spektrometresi ile analiz edilmistir. Bunun icin

konjugat c¢ozunurliglu kontrol edilerek Tetrahidrofuran (THF) icinde ¢o6zilmis

(Img/mL), hazirlanan numune MALDI-MS icin > %99 (HPLC) 2,5-Dihidroksibenzoik
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asit (DHB) matriksi ile karistiriimis 6rnek matriks: 1:5; v / v) ve MALDI-TOF-MS cihazi

ile analiz edilmistir.

3.4. Lipozom Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

Calismada iki farkl lipit bilesimine sahip, selat yapici madde iceren, ylzeyi
folik asit ile modifiye edilmis ve modifiye edilmemis lipozom dispersiyonlari
hazirlanmistir.

Lipozom dispersiyonlarinda;

Fosfolipit olarak; 1,2-Distearoil-sn-glisero-3-fosfoatidilkolin (DSPC; jel state

fosfolipit) veya soya fosfatidil kolin (PC; sivi kristal fosfolipit),

Stabilize edici madde olarak; kolesterol (Chol),

Selat _yapici_madde olarak; Distearoilfosfoetanolamin-polietilen glikolxgo-

DOTA (DSPE-PEG2000-DOTA)

Hedeflendirici bilesik olarak; 1,2-distearoil-sn-glisero- 3-fosfoetanolamin- N-

[folat (polietilen glikol)-2000] (amonyum tuzu) (DSPE-PEG000-Folate) kullaniimistir.

Ayrica hiicre kiltir calismalarinda kullanilacak lipozom dispersiyonlarini
floresans isaretlemek icin lipid tabakaya isaretleyici olarak, 1,2-dipalmitoil-sn-
glisero-3-fosfoetanolamin-N- (lisamin rodamin B sulfoil) (Amonyum tuzu) (Rh-PE)
eklenmistir.

Calismalarimiz sirasinda oncelikle uygun lipozom dispersiyonu bilesimine
karar vermek igin farkli lipit bilesimine ve molar oranlarina sahip lipozom
dispersiyonlari hazirlanmis ve karakterizasyon calismalari (partikil buyGkIlGga,
fosfolipit verimi vb.) yapilmistir (sonuglar burada verilmemistir). Hazirlanan bu
lipozom dispersiyonlarindan uygun bilesime sahip olan formilasyon ileriki
calismalar icin secilmistir.

Tablo 3.1’ de calismalarda kullanilan lipozom dispersiyonlari ve lipid molar

bilesimleri verilmistir.
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Tablo 3.1: Calismalarda kullanilan lipozom dispersiyonlari ve lipid molar bilesimleri.

Kodlar Lipid bilesimi Molar orani
DSPC.-DOTA DSPC:CHOL: DSPE-PEG2000:DSPE-PEG2000-DOTA 3/2/0.3/0.24
PC.-DOTA PC:CHOL: DSPE-PEG2000:DSPE-PEG2000-DOTA 3/2/0.3/0.24
DSPC,-DOTA-FA | DSPC:CHOL: DSPE-PEG2000:DSPE-PEG-FA:DSPE- 3/2/0.2/0.1/0.24

PEG2000-DOTA

PC.-DOTA-FA PC:CHOL:DSPE-PEG2000: DSPE-PEG3000-FA:DSPE- 3/2/0.2/0.1/0.24
PEG2000-DOTA

(*) Tiim formiilasyonlar igin baslangig¢ fosfolipit konsantrasyonu 70 mikromol'diir.

3.4.1. Yizeyi Folat ile Modifiye Edilmemis, Nanoboyutlu, PEG Kapli

Lipozom Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

Lipozom dispersiyonlari Bangham ve arkadaslarinin (110) film metoduna
gore hazirlanmistir. Kisaca, molar oranlara gére uygun miktarda tartilan maddeler
250 mL’lik yuvarlak alth balonda yaklasik 30 mL kloroformda ¢6zilmis ve kloroform
20 mbar ve 30 °C'de ucurulmustur. Elde edilen film tabakasi bir gece vakumlu
etiivde bekletilerek, ertesi gin film tabakasi HEPES tamponu (20 mM HEPES-135
mM NaCl-pH 7.4) ile faz gegis sicakliginin Ustindeki sicaklikta (DSPC igin 65 °C; PC
icin 30 °C) sulandiriimistir. Elde edilen lipozom dispersiyonlari nano boyuta indirmek
igin azot basinci altinda sirasiyla 0.4 (1 kez), 0.22 um (10 kez) polikarbonat membran

filtrelerden gecirilmistir.

3.4.2. Yiizeyi Folat ile Modifiye Edilmis, Nanoboyutlu, PEG Kapli Lipozom

Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

Bollim 3.4.1’ de anlatildigi sekilde hazirlanmistir. Tek fark olarak
hedeflendirme bilesigi olan DSPE -PEG2000- FA Tablo 3.1’de verilen oranlarda lipit

tabaka bilesimine eklenmistir.
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3.5. Lipozom Dispersiyonlarinin Karakterizasyonu

3.5.1. Fosfolipit Miktar Tayini

Lipozomal fosfolipit miktar tayini icin Rouser ve arkadaslarinin (111) yontemi
kullanilmistir.  Yontem kisaca, fosfolipidlerin perklorik asitle 180 °C’ de
parcalanmasini takiben amonyum molibdat ¢o6zeltisi ile olusturdugu rengin 797 nm’
de kolorimetrik olarak ol¢lilmesi esasina dayanmaktadir. Yontem Sekil 3.1.'de

verilmistir.

3.5.2. Partikiil Biyiikltigii Tayini

Hazirlanan lipozom dispersiyonlarinin, ekstrusion islemi 6ncesi ve sonrasi,
ortalama partikil buyuGklikleri ve dagilimlari  Malvern Nanosizer cihazda
Olgllmustlr. Tim 6l¢timlerde, 0.3 ml lipozom dispersiyonu 2 ml Hepes Tamponu ile
2 ml’'ye seyreltilerek oda isisinda partikil buydklGgh olcim islemleri

gerceklestirilmistir.

3.5.3. Zeta Potansiyel Olgiimii

Hazirlanan lipozom dispersiyonlarinin ekstrusion islemi sonrasi zeta
potansiyelleri 6l¢ciimi Malvern Malvern Zetasizer cihazi kullanilarak, oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Zeta potansiyeler o6lcimlerinde de partikdl bayiklGga
Olglimlerindeki gibi, 0.3 ml lipozom dispersiyonu 2 ml Hepes Tamponu ile 2 mL’ye

seyreltilerek, 6lcim islemleri gerceklestirilmistir.
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STANDART DOGRU
COZELTILERI

0,5 mM NaH20P4H20 ¢ozeltisinden
0/40/60/80/100/120/160 pL tuplere
konulur.

~a

TEST COZELTILERI

Teorik olarak 40 nmolfosfolipid
icerecek sekilde seyreltilen lipozom
cozeltisinden 100 pL tlplere konulur.

/

(30 dak.) bekletilir.

Tiim tiipler 180°C’lik 1sitma bloguna konulur ve kuruluga kadar

A 4

Her tiipe 0,3 mL %70’lik perklorik asit ¢ozeltisi eklenir.

A 4

180°C’lik 1s1tma bloguna konulur renksiz ¢ozelti elde
edilinceye kadar (45 dak.) bekletilir.

hazirlanir.

Bu sirada 100°C’lik su banyosu hazirlanir ve taze olarak
hazirlanmasi gereken %5°lik askorbik asit ¢ozeltisi

Tiipler sogutulduktan sonra her bir tiipe 1 mLdistile
su, 0,5 mL %1,25’lik amonyum molibdat ¢ozeltisi ve
0,5 mL %5’lik askorbik asit ¢Ozeltisi eklenir.

A 4

5 dak 100°C’lik su banyosunda tutulur.

|

absorbanslari olgiiliir.

Oda 1s1s1nda hizla sogutulduktan sonra 797 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak

Sekil 3.1: Lipozomlarin fosfolipit miktar tayin yontemi sematik gésterimi (112).
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3.5.4. Lipozom Dispersiyonlarinin Polarizan Mikroskop ile Goriintiilenmesi

Lipozom dispersiyonlarinin ekstrusion éncesi ve sonrasi polarizan mikroskop
goriuntileri alinmistir.  Hazirlanan tim lipozom dispersiyonlari vezikil olusumunu

dogrulamak icin polarizan mikroskopla incelenmistir.

3.6. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.6.1. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Lipozom dispersiyonlarinin timor hicreleri tarafindan tutulumlari farkh folat
reseptdr dizeyine sahip hicrelerde incelenmistir. Bu ¢alismalar igin; ylksek
diizeyde folat reseptori iceren Hela (overkarsinoma) hiicreleri, dusik diizeyde folat
reseptori iceren HT-29 (kolorektal adeno karsinoma) hiicreleri ve folat negatif L-929
(normal insan fibroblast) hiicreleri kullaniimistir.

HT29 insan kolon kanser hiicreleri su sekilde hazirlanmistir; %10 fetal dana
serumu (FCS), 200 mM Lglutamin, 100U/ml penisilin, 200 pug/ml streptomisin iceren
Dulbecco's Modified Eagle Media (DMEM) besiyerinde %5 CO. iceren
nemlendirilmis ortamda 37 °C'deki ortam kosullarinda biyitiilmustiir. U¢ giinde bir
ise klltlr besiyeri tazelenmistir.

Hela hucrelerinin hazirlanmasi ise; %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin
iceren L-glutamin ve HEPES'li RPMI-1640 besiyerinde, 25 cm? lik flasklarda, %5 CO,
ve 37 °C’ deki ortam kosullarinda buydtililerek gerceklestirilmistir.

L929 fare fibroblast hiicre hatti ise; Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) icerisine penicilin-streptomycin, L-glutamin ve Fetal bovine serum (FBS)
besiyerinde, 25 cm? lik flasklarda, %5 CO. ve 37 °C’ deki ortam kosullarinda

blydtilerek hazirlanmistir.
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3.6.2. Rhodamin isaretli Lipozom Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

Lipozom dispersiyonlarinin  timoér hicreleri tarafindan tutulumunun
fluoresans mikroskop ile goruntilenmesi icin fluoresans isaretli lipozom
dispersiyonlari hazirlanmistir, bunun igin lipozom lipid cifte tabakasina Rh-PE ilave
edilmistir. Tablo 3.2’ de bilesimleri verilen lipozom dipersiyonlari Bolim 3.4.1 ve

3.4.2’ de anlatildigi sekilde hazirlanmistir.

Tablo 3.2: Rhodamin isaretli lipozom dispersiyonlari ve lipid-molar bilesimleri.

Kodlar Lipid bilesimi Molar orani
DSPC-Rh DSPC:CHOL:DSPE-PEG2000:Rh-PE 3/2/0.3/0.1
PC-Rh PC:CHOL:DSPE-PEG2000:Rh-PE 3/2/0.3/0.1
DSPC-Rh-FA | DSPC:CHOL:DSPE-PEG2000: DSPE-PEG2000-FA:Rh-PE 3/2/0.2/0.1/0.1
PC-Rh-FA PC:CHOL:DSPE-PEG2000:DSPE-PEG2000-FA:Rh-PE 3/2/0.2/0.1/0.1

3.6.3. Lipozom Dispersiyonlarinin Tiimor Hiicreleri Tarafindan

Tutulumunun Fluoresans Mikroskop ile Goriintiilenmesi

Folat pozitif kanser hiicreleri HelLa, HT-29 ve folat negatif L929 hiicreleri her
bir kuyuda 2x10° hiicre olacak sekilde, fluoresans mikroskopu ile goriintiilemede
kullanilan, 6zel (chamberslide) 6 kuyulu plaklara ekilmistir. Hicreler plak ylizeyine
yapismasi icin 1 gece bekletilmistir. Plaklar folik asit-icermeyen besiyeri ile 2 kez
yikandiktan sonra 0.1uM Rhodamine-PE iceren yuzeyi folat ile modifiye edilmis
(folatl) ve ylzeyi modifiye edilmemis (folatsiz) (kontrol grubu) lipozom
dispersiyonlari kuyulara eklenerek 37 °C’ de 2 saat sireyle inkiibe edilmistir. Daha
sonra plaklar 3 kez fosfat tamponu ile yikanarak baglanmayan lipozom dispersiyonu
uzaklastirilmistir. Daha sonra her bir hiicre hatti; lipozom dispersiyonlarinin tiimor

hiicreleri tarafindan tutulumunun incelenmesi icin; fluoresans mikroskopta
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tutulumlari incelenerek gorintileri  alinmistir.  Alinan  gorintiler  lipozom

dispersiyonlarinin tutulumlari agisindan degerlendirilmistir.

3.7. Radyoaktif isaretleme GCalismalari

CGalismamizin amaci Ga-68 ile isaretleme galismasidir ve Ga-68 ile isaretleme
icin DOTA selat yapici bilesik secilmistir. Ancak radyoaktif isaretleme ¢alismalarinda
kontrol amacgh olarak; farkli selat vyapici bilesik olarak Dietilen triamin
pentaasetikasit-fosfatidil etanolamin (DTPA-PE) de denenmis ve ayrica yine kontrol
amacli olarak Tc-99m ile de isaretleme yapilmistir.

Bu amacgla, selat yapici madde-fosfolipid konjugati olarak kullaniimak Gzere,
DTPA-PE sentezlenmis ve DTPA-PE iceren lipozomlar hazirlanmistir. Radyoaktif
isaretleme calismalari oncesi DTPA-PE konjugatinin sentezi ve bu konjugati iceren
lipozom dispersiyonlarinin hazirlanmasindan bahsedilmistir. Radyoaktif isaretleme
calismalarinda da kullanilan lipozom dispersiyonlari, bilesimleri ve kodlari Tablo 3.3

de verilmistir.

Tablo 3.3: isaretleme ¢alismalarinda kullanilan lipozom dispersiyonlari, molar

bilesimleri ve kodlari.

Kod Formiilasyon Molar Bilesim

*
PC,-DOTA PC:CHOL:DSPE- PEG2000:DSPE-DOTA-PEG2000 3/2/0.3/0.24

*
DSPC.,-DOTA | DSPC:CHOL:DSPE PEG2000:DSPE-DOTA-PEG2000 3/2/0.3/0.24

*
PC-DTPA | PC:CHOL:DSPE-PEGs000:DTPA-PE 3/2/0.3/0.24

*
DSPC.-DTPA | DSPC:CHOL:DSPE-PEGs000:DTPA-PE 3/2/0.3/0.24

* Tim formiilasyonlar icin baslangi¢ fosfolipit konsantrasyonu 70 mikromol'diir.
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isaretleme c¢alismalarinda ilk olarak yiizeyi folat ile modifiye edilmemis
lipozom dispersiyonlari ile calisiimis, isaretleme ile ilgili tim parametreler optimize
edildikten sonra in vivo ¢alismalarda; ylzeyi folat ile modifiye edilmis lipozomlar
isaretlenerek in vivo galismalar gergeklestirilmistir.

On isaretleme calismalari ve literatiir arastirmalari sonucunda optimum pH,
sicaklik ve inklbasyon sirelerine karar verilmis ve Ge-68/Ga-68 jeneratoriinden
sagilarak elde edilen Ga-68, DOTA ve DTPA iceren lipozom dispersiyonlarina (~0.3
ml); 0.3mCi (~0.1 ml) aktivitede eklenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
lipozom dispersiyonlarinin Ga-68 ile isaretleme igin optimum isaretleme kosullari
olarak; 1 M HEPES (pH 4,8) tamponu, 90 °C sicaklik ve 5 dk. inkiibasyon siiresi

secilmistir.

3.7.1. DTPA-PE igeren Lipozom Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

3.7.1.1. DTPA-PE Sentezi ve Karakterizasyonu

DTPA-PE sentezi, Grant ve arkadaslarinin (113) yontemine gore yapilmistir.
Kisaca, 0,1 mM Dioleoil-sn-glisero-fosfoetanolamin (DOPE), 4 ml koloroformda
cozilerek Uzerine 30 ul trietilamin (TA) eklenmistir. Baska bir kapta 1 mM DTPA
anhidr, 20 ml dimetilstlfoksid (DMSO)' da ¢ozilmustiir. DOPE’ li karisimin Uzerine
DTPA iceren karisim damla adamla eklenmistir. Karisim oda isisinda (25 °C) 3 saat
azot gazi altinda manyetik karistirici ile karistirilarak inkibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonrasi karisim 3500 Dalton molekiil agirhgina sahip diyaliz torbalari
kullanilarak 4 °C' de 48 saat diyalize tabi tutulmustur. Diyaliz sonucu elde edilen
karisim liyolifilize edilerek, -20 °C' de kullanilincaya kadar saklanmistir.

Sentezlenen konjugatin kitle spektrometresi ile analizi Bolim 3.3.2" de

anlatildigi sekilde yapiimistir.
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3.7.1.2. DTPA-PE igeren Lipozom Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

DTPA-PE iceren lipozom dispersiyonlari Bolim 3.2.1" de anlatildigi sekilde
hazirlanmistir. Farkh olarak; DSPE-PEG2000-DOTA yerine, ayni molar oranda, DTPA-PE

kullanilmistir.

3.7.2. Lipozom Dispersiyonlarinin Ga-68 ile Radyoaktif isaretlenmesi

Ga-68 ile isaretleme igin farkl inklibasyon sireleri, farkli pH ve farkl
sicakhiklar denenerek bu parametrelerin isaretleme verimi Uzerine etKkisi
incelenmistir. Ga-68 isaretli lipozom dispersiyonlari pH 4 ve pH 7 ‘de 25 ve 50 °C
sicakliklarda 10, 20, 30, 60 ve 120 dk. bekletildikten sonra, c¢ozeltilerden 6rnek
alinarak Bolim 3.7.2.1'de anlatildigi sekilde radyokimyasal safligi (diger bir deyisle

isaretleme verimi) kontrol edilmistir.

3.7.2.1. Ga-68 ile isaretlemenin Kalite Kontrolii

Lipozom dispersiyonlarinin Ga-68 ile isaretlenmesi sonrasi, radyokimyasal
saflik kontroll, ydntem olarak Ani ince Tabaka Kromatografisi (Instant Thin Layer
Chromatography = ITLC) kullanilmis ve bunun igin sabit faz olarak; ITLC-silika gel
(ITLC-SG) kagitlari ve hareketli faz olarak 0.2 N sodyum sitrat ¢ozeltisi kullaniimistir.

1x10cm boyutlarinda kesilen plaklarin baslangi¢ noktasina, Ga-68 isaretli
lipozom dispersiyonlari 0.1 ml hacimde tatbik edildikten sonra, plaklar 0.2 N sodyum
sitrat c¢oOzeltisi iceren ve o6nceden doyurulmus mini tanklarda siriklenmeye
birakilmistir. Tanklardan cikarilan plaklar oda isisinda kurutulduktan sonra tam
ortadan ikiye ayrilarak, her iki parca ayri ayri olarak, gama sayicida sayilmistir ve

asagidaki esitlik (Esitlik 3.1) kullanilarak % isaretleme verimi hesaplanmistir.

% isaretleme verimi = isaretli lipozom aktivitesi x100 (3.1)

isaretli lipozom aktivitesi + Serbest radyoizotop aktivitesi
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3.7.3. Lipozom Dispersiyonlarinin Tc-99m ile Radyoaktif isaretlenmesi

Kontrol amaciyla, hazirlanan lipozom dispersiyonlari Ga-68 ile benzer 6zellik
gosteren Teknesyum-99m (Tc-99m) ile de radyoaktif isaretlenmistir. Bu amacla,
lipozom dispersiyonlarina 0,5 mL SnCl2.2H,0 (1Img.mL?) ve Mo-99/Tc-99m
jeneratorinden sagilarak elde edilen 0.3mCi Tc-99m eklenmis, oda sicakliginda 15

ve 30 dakika inklibasyona birakilmistir.

3.7.3.1. Tc-99m ile isaretlemenin Kalite Kontrolii

Lipozom dispersiyonlarinin Tc-99m ile isaretlenmesi sonrasi, radyokimyasal
saflik kontroli Bolim 3.7.2.1’" de anlatildig sekilde ITLC kullanilarak tayin edilmistir.
Sabit faz olarak, ITLC-silika gel (ITLC-SG) kagitlari ve mobil faz olarak da Tc-99m ile

isaretleme galismalarinda, serum fizyolojik ve aseton kullaniimigtir.

3.8. in Vivo Calismalar

Deneysel kisim icinde yapilan hayvan deneyleri Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 03.02.2015 tarihli ve 2015/19-18 karar
numarasi ile almis oldugu hayvan deneyleri yerel etik kurul kararina uygun sekilde
gerceklestirilmistir (Ek-1).

Lipozom dispersiyonlarinin  karakterizasyonu, radyoaktif isaretleme
calismalari ve kalite kontrol ¢alismalari sonucunda elde edilen sonuglar
degerlendirilerek, en uygun sonuc¢ veren ylizeyi folat ile modifiye edilmis ve
modifiye edilmemis (DSPC.-FA-DOTA, DSPC-DOTA kodlu) lipozom dispersiyonlari in

vivo ¢alismalar icin kullaniimistir.
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Tablo 3.4: in vivo ¢alismalarda kullanilan lipozom dispersiyonlari, molar bilesimleri

ve kodlari.

Kod Formiilasyon Molar Bilegim

DSPC,-DOTA DSPC:CHOL:DSPE PEG2000:DSPE-DOTA-PEG2000 3/2/0.3/0.24

DSPC:CHOL: DSPE-PEG2000:DSPE-PEG-FA:DSPE-
DSPC,-FA-DOTA 3/2/0.2/0.1/0.24
PEG2000-DOTA

* Tiim formiilasyonlar igin baslangi¢ fosfolipit konsantrasyonu 70 mikromol'diir.

Tumor modeli olusturmak igin folat pozitif hiicre hatti olarak 4T1 fare meme

karsinom hicreleri kullaniimigtir.

3.8.1. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

4T1 fare meme karsinom hticreleri, %10 FBS ve %1 antibiyotik-antimiyotik ile
desteklenmis RPMI 1640 besiyerinde, 37 °C, %5 CO; icinde her 2-3 giinde bir 1: 5

veya 1:10 boliinerek buyGtilmustir.

3.8.2. in Vivo Tiimér Modelinin Olusturulmasi

In vivo deneyler icin 6-8 haftalik 22-24 gr agirhg arasindaki BALB/c fareler
kullanilmistir. Hayvanlara kesnograft timor modeli olusturulmustur. Ksenograft
timor modeli icin, 4T1 hicreleri, sol meme vyag alti dokusuna subkutan
enjeksiyonla, 100 mikrolitre hacimde 5x10° hiicre olacak sekilde uygulanmistir.

Farelere, sinirsiz yiyecek ve su verilerek 23+2 °C sicakliktaki hayvan odasinda
temiz talas ve kafeslerde bakimi devam ettirilmis ve timor bulyuklikleri ile saghk
durumlari goézlemlenmistir. Subkutan enjeksiyonlarda; yaklasik olarak 14. giinde

timor hacimleri 0.5 mm?3 olarak 6l¢tilmis ve in vivo deneyleri icin kullanilmstir.
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Intravendz enjeksiyon yapilan hayvanlarda 14. giinde hayvanlarin saglik durumlari

kontrol edilerek metastaz modelinin olustuguna karar verilmistir.

3.8.3. Biyodagilim Calismalari

Bolim 3.8.2' de belirtildigi sekilde ksenograft tiimér modeli olusturulmus 12
fare biyodagilim calismasi icin 2 gruba ayrilmis, Grup-I’ e Ga-68 ile isaretlenmis,
ylzeyi folat ile modifiye edilmis lipozom dispersiyonlari, Grup-Il’ ye ise Ga-68 ile
isaretlenmis, yuzeyi folat ile modifiye edilmemis DSPC lipozom dispersiyonlari,
farelerin kuyruk venlerinden 50 uCi/0.1 mL dozda enjekte edilmistir. Hayvanlar 30,
60, 90 ve 120. dk.' larda 6ldurtlmus ve organlari [kan, karaciger, dalak, bobrek, kalp,
akciger, timor, kas dokusu (kontrol)] cikarilarak her bir organin agirhgr tartilmis
daha sonra, organ ve doku aktiviteleri gama sayicida sayilmistir. % enjekte edilen

doz / gram organ tutulumlari hesaplanmistir.

3.8.4. PET Goriintileme Calismalan

Bolim 3.8.2'de anlatildigi sekilde ksenograft timoér modeli, olusturulmus
deneklere Ga-68 ile isaretlenmis yizeyi folatla modifiye edilmis ve edilmemis DSPC
lipozom dispersiyonlari, DSPC,-DOTA ve DSPC-FA-DOTA; 150 uCi/0.1 mL doz olacak
sekilde kuyruk venlerinden i.v enjeksiyonla uygulanmis ve 60. dakikada PET/BT
gorintileri cekilmistir. Enjeksiyondan sonra, goriintiileme islemine baslaniimasini
takiben PET kullanilarak kontrol gorintiisi alindiktan sonra; 60. dakikada PET-BT ile
her bir denegin gorlntisi alinmistir.

Her bir denege ayni aktivite dozu verilmesi icin enjeksiyon islemi dncesi ve
sonrasl enjektor aktiviteleri 6lclilmdistir. PET ve PET-BT cekim siirecinde zaman
cakismalarini en aza indirmek icin goriintiilemelerde bazi hayvanlarin ikili olarak
goruntileri alinmistir. Daha sonra elde edilen gorintiler Uzerinde timor

olusturulan bolge ve diger ilgilenen dokular isaretlenerek gorintiler analiz
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edilmistir. Cekim ve rekonstriksiyon icin MMWAKS Programi, goriinti isleme igin

AMIDE Programi kullanilmistir.

BT Goriintiileme Protokolii:

V (TUp Gerilimi) = 40 kV
A (Tip Akimi) = 140 mA
Standart ¢ozlintrlik
514x514x566 piksel

Piksel boyutu = 120 um

3.9. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel acidan fark olup
olmadigini degerlendirmek igin istatistiksel analizler yapilmistir. Bunun igin
istatistiksel test se¢im kilavuzu dogrultusunda hangi testin yapilacagina karar
verilmistir (114).

Deneylerden elde edilen veri sayillari 30’'dan az oldugu igin,
degerlendirmelerde  parametrik olmayan test yontemleri uygulanmistir.
Karsilastirilan grup sayisina bagh olarak, iki grubun istatistiksel analizi icin; Mann
Whitney U testi, li¢ veya daha fazla grubun istatistiksel analizi igin ise Kruskal Wallis

Varyans Analizi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Lipozom Dispersiyonlarinda Kullanilan Selat Yapici Madde- Fosfolipid

Konjugatlarinin Sentezi ve Karakterizasyonuna Ait Bulgular

Lipozom dispersiyonlarinin lipid cifte tabakasinda kullanilan DSPE-PEG2o00-
DOTA ve DTPA-PE sirasiyla Bolim 3.3.1. ve Bolim 3.7.1.1.de anlatildigi sekilde
sentezlenmistir. Sentezlenen konjugatlarin karakterziasyonlari kiitle spekftrometresi
ile B6lim 3.3.2’ de anlatildigi sekilde incelenmistir. DSPE-PEG2000-DOTA ve DTPA-
PE' nin kltle spektrometre spektrumlari reflektron iyon ve pozitif lineer mod olarak

Sekil 4.1-Sekil 4.4’ de verilmistir.

DSPE-PEG2000-DOTA’'nin kutle spektrumu literatlir ile karsilastirilmis ve
sonuglar literatlrle uyumlu bulunmustur (91). DTPA-PE’ye ait spektrum literatiirde

bulunmadigi icin boyle bir karsilastirma yapilamamistir.
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Sekil 4.1: DSPE-PEG2000-DOTA 6rnegine ait DHB'ye karsi kiitle spektrometrisi

(reflektron iyon modu).
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Sekil 4.2: DSPE-PEG2000-DOTA 6rnegine ait DHB'ye karsi kiitle spektrometrisi

(pozitif lineer mod).
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Sekil 4.3: DTPA-PE no'lu 6rnege ait DHB'ye karsi kitle spektrometrisi

(reflektron iyon modu).
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Sekil 4.4: DTPA-PE no'lu 6rnege ait DHB'ye karsi kiitle spektrometrisi

(pozitif lineer mod).

4.2. Lipozom Dispersiyonlarinin Karakterizasyonuna Ait Bulgular

4.2.1. Lipozomal Fosfolipit Miktar Tayini Sonuglari

Lipozomlarin fosfolipit miktar tayinleri Bolim 3.5.1' de belirtildigi sekilde
yapilmistir. Sekil 4.5' de lipozomal fosfolipit miktar tayininde kullanilmak {zere
standart fosfolipit c¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon dogrusu ve dogru

denklemi verilmistir.

Hazirlanan lipozom formilasyonlarinin, ektrusion islemi éncesi ve sonrasinda
lipozomal fosfolipit miktarlari Bolim 3.5.1’de belirtildigi sekilde hesaplanmis ve

sonuclar ise Tablo 4.1' de asagida verilmistir.
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Sekil 4.5: Lipozomal fosfolipit tayini icin kullanilan kalibrasyon dogrusu ve dogru

denklemi.

Tablo 4.1: Lipozom dispersiyonlarinin ekstrusion dncesi ve sonrasi lipozomal

fosfolipid miktarlari (n=3).
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DSPC.-DOTA PC.-DOTA
Fosfolipit Fosfolipit Fosfolipit Fosfolipit
Miktari Miktari Miktar Miktari
(umol/mL) % (umol/mL) %
Ekstruksiyon
. . 36,98 +0,20 92,44+40,51 32,66 £3,03 81,66+7,58
oncesi
Ekstruksiyon
35,88 +0,45 89,70+1,11 29,72 +0,88 74,30+ 2,21
sonrasi
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Lipozom dispersiyonlarinin ekstrusion islemi 6ncesi ve sonrasi lipozomal
fosfolipit miktarlari arasindaki farklilik, istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>
0.05). Yine DSPC ve PC fosfolipitleri igin ekstrusion islemi sonrasi lipozomal fosfolipit

miktarlari arasindaki farklihk da istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir (p> 0.05).

4.2.2. Lipozomlarda Partikiil Biyiikligii Tayini Sonuglar

Lipozom dispersiyonlarinin ortalama partikdl biyutklakleri ve dagilimlar

Boliim 3.5.2' de belirtildigi gibi 6l¢lilmustiir ve sonuglar ise Tablo 4.2' de verilmistir.

Tablo 4.2: Lipozom dispersiyonlarinin ekstrusion dncesi ve sonrasi ortalama partikdl

blyuklikleri ve dagilimlari (n= 3).

DSPC,-DOTA PC.-DOTA
Ort. Partikiil Ort. Partikiil
R, PI* N, PI*
Biiyukligii (nm) Biiyukliigia (nm)
Ekstruksiyon
. . 721,4+ 78,07 0,71+0,08 | 1129,66+31,56 0,4+0,36
oncesi
Ekstruksiyon
126,27+34,42 0,23%0,02 162,0745,25 0,40%0,02
sonrasi

* PI: Polidispersite indeksi

Tum lipozom formilasyonlarinin, partiktl byudklikleri agisindan, ekstrusion
Oncesi ve sonrasi olmak Uzere aralarindaki fark, istatistiksel acidan
degerlendirildiginde anlamli bulunmustur (p< 0.05). Yine tim formdulasyonlarin,
polidispersite indeksleri ekstrusion 6ncesi ve sonrasi olmak lizere incelendiginde

aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p> 0.05).
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4.2.3. Lipozom Formiilasyonlarinin Zeta Potansiyel Ol¢iim Sonuglan

Lipozom dispersiyonlarinin ekstrusion sonrasi zeta potansiyelleri Bolim

3.5.3’ de agiklandigi sekilde 6lglilmus ve sonuglar ise Tablo 4.3' de verilmistir.

Tablo 4.3: Lipozom dispersiyonlarinin ekstrusion sonrasi zeta potansiyelleri (n=3).

FORMULASYONLAR Zeta Potansiyel (meV)
DSPC,-DOTA -19,47 +0,31
PC-DOTA 17,73 +0,51

DSPC ve PC iceren formiilasyonlar, zeta potansiyel 6l¢lim sonuglari agisindan
karsilastirildiklarinda aralarindaki fark, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>

0.05).

4.2.4. Lipozom Formiilasyonlarinin Polarizan Mikroskop Goriintiileri

Hazirlanan lipozom formilasyonlarinin ekstrusion islemi sonrasinda oda

isisinda elde edilen polarizan mikroskop gortntileri Sekil 4.6’ da verilmistir.

DSPC.-DOTA PC.-DOTA

Sekil 4.6: Lipozom formdlasyonlarinin polarizan mikroskop goriintileri (x40).
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4.3. Hiicre Kiiltiir Calismasina Ait Bulgular

4.3.1. Lipozom Dispersiyonlarinin Tiimor Hiicreleri Tarafindan

Tutulumunun Fluoresans Mikroskop ile Goriintiilenmesi Bulgular

Yizeyi folatla modifiye edilmemis ve folatla modifiye edilmis lipozom
dispersiyonlarinin farkh diizeyde folat reseptori iceren ve folat reseptori icermeyen
timor hicreleri tarafindan tutulumlari, Rhodamin ile floresans isaretlenmis
lipozomlar kullanilarak, fluoresans mikroskop ile, Bolim 3.5.4' de anlatildigi sekilde

gorintilenmistir. Sonuclar Sekil 4.7 — 4.9 arasinda verilmistir.

Sekillerden de gorildigl Gzere folat reseptori icermeyen hiicrelerde tim
formulasyonlarda bir baglanma gorilmemistir. Folat reseptori iceren hiicreler igin
ylzeyi folik asitle modifiye edilmemis lipozomlarda floreresans sinyal goriilmezken
yuzeyi folik asitle modifiye edilmis lipozomlarin timoér hicrelerine baglandigi
gorilmistir. Bu da hazirlanan dispersiyonlarin  folat reseptoriine spesifik

baglandigini gostermektedir.

Sekil 4.7: Yuzeyi folik asitle modifiye edilmemis DSPC-Rh (A) ve PC-Rh (B)
ile ylzeyi folik asitle modifiye edilmis DSPC-Rh-FA (C) ve PC—Rh-

FA(D) lipozomlarinin Hela hiicrelerindeki tutulumlari (x40).



Sekil 4.8: Yuzeyi folik asitle modifiye edilmemis DSPC-Rh (A) ve PC-Rh (B)
lipozomlari ile ylzeyi folik asitle modifiye edilmis DSPC-Rh-FA (C)
ve PC—Rh-FA (D) lipozomlarinin HT-29 hiicrelerindeki tutulumlari (x40).

Sekil 4.9: Yizeyi folik asitle modifiye edilmemis DSPC-Rh (A) ve PC-Rh (B)
ile ylzeyi folik asitle modifiye edilmis DSPC-Rh-FA (C) ve PC—Rh-FA (D)

lipozomlarinin L929 hiicrelerindeki tutulumlari (x40).
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4.4. Radyoaktif isaretleme Calismalarina Ait Bulgular

4.4.1. Ga-68 ile isaretleme ve isaretlemenin Kalite Kontrolii Bulgulan

isaretleme icin kullanilan Ga-68, Ge-68/Ga-68 jeneratériinden elde
edilmistir. Jeneratorden elde edilen Ga-68’ in safligl gostermek icin 6rnek bir HPLC
kromatogrami Sekil 4.10" da verilmistir. isaretleme ¢alismalarinda farkli inkiibasyon
surleri, farkli pH ve farkli sicakliklar denenerek bunlarin isaretleme verimi tzerindeki

etkisi Bolim 3.7.2.1'de anlatildig sekilde incelenmistir.

RaPET Evaluation Report

Bateh tme: 2018-08-17 082022 Procedure: HPLC Analysis Ga63 Tracer

Audt trall start time: 2018-08-17 08:20:56.6340000

Injection time: 2018-08-17 08:220:55

User.

Project C\PROGRAM FILES (XBEJEUROT
ENGLISHHPLC_GA_ANALYT_V2OHPLC_GA_ANALYT_V2.0.MODL

Project version: 0083

Start batch dialog information
Batch Comment:

Evaluation information
Method: na

(version -)
Method descripton: -
User: aamin
Activity summary
L Aea Porcartags  Amcuni MaxTies SiafTiws EndTine  Madvum % Totsl  Relndontme  Flag
1 Uninown1 mnn 0 00131 ODOLW 000254 219 A4 000180
Uraldocated Alea 1732052 2058
Toml Area 842809 100
1Poak 603330 100 M

Activity graph, sensor: FCG-HP-AD

it Sabmn.

— pmem e ——— = ——— e m———— =

==
HISH T LR B M

Result / Comment

Sekil 4.10: Jenaratdrden sagilan, isaretlemede kullanilan Ga-68’in HPLC giktisi.
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Farkl inklibasyon surelerinin isaretleme verimi izerindeki etkisini incelemek
icin 5., 30., 45. ve 60. dakikalarda Ga-68 isaretli lipozom ¢o6zeltisinden 6rnekler

alinarak isaretleme verimi hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.4’ de verilmistir.

Tablo 4.4: Selat yapici madde olarak DOTA-PEGz000-DSPE ve DTPA-PE igeren lipozom
formilasyonlarinin Ga-68 ile isaretleme sonrasi farkli inkiibasyon

zamanlarinda elde edilen isaretleme verimi (%) sonuglari (n=3).

inkiibasyon zamani (dk)

FORMULASYON
5 30 45 60
Ao 54.67+0,2 | 50.05£0,25 | 56.540,26 | 52.58+0,28
Seachise 79.12+0,54 | 74.18+0,22 | 77.37+0,14 | 79.25+0,17
PC.-DTPA 56.33+037 | 57.38%0,28 | 54.76%0,35 | 51.27+0,29
DSPC.-DTPA

67.2810,22 | 67.9610,24 | 66.81+0,29 | 65.81+0,32

PC ve DSPC igeren formilasyonlarin Ga-68 ile isaretleme verimleri,
karsilastirildiginda; aralarindaki fark, istatistiksel degerlendirildiginde anlamli
bulunmus (p< 0.05) olmasina karsilik, her bir formulasyon icin 5.,30.,45. ve 60.
dakikada isaretleme verimleri kendi iginde karsilastinldiginda, zamana bagli

aralarindaki isaretleme farki, istatistiksel bakimdan anlamli bulunmamistir (p> 0.05).

Farkli pH ve farkh sicakliklarda isaretleme islemi yapilmis ve radyokimyasal
saflik kontroll ve bu isaretlemenin stabilitesi incelenmistir. Sonuclar Tablo 4.5 - 4.8

arasinda verilmistir.



Tablo 4.5: Lipozom dispersiyonlarinin Ga-68 ile isaretleme verimi (%) sonuglari

(pH 4 ve 25 °C).

Formiilasyon isaretleme verimi (%)
10.dk 20.dk 30.dk 60.dk 120.dk
PC.-DOTA 9,02 9,87 12,88 14,12 11,91
DSPC.-DOTA 8,14 9,43 9,18 7,82 9,38
PC.-DTPA 42,79 43,67 52,53 51,28 41,66
DSPC,-DTPA 50,39 56,30 54,37 55,97 59,80

Tablo 4.6: Lipozom dispersiyonlarinin Ga-68 ile isaretleme verimi (%) sonuglari

(pH 7 ve 25 °C).

Formiilasyon isaretleme Verimi (%)
10.dk 20.dk 30.dk 60.dk 120.dk
PC.-DOTA 11,79 15,50 16,77 15,74 16,02
DSPC.-DOTA 12,72 11,03 8,03 10,23 15,48
PC.-DTPA 42,49 40,30 55,49 43,12 41,84
DSPC.-DTPA 52,26 58,46 60,68 60,36 59,20
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Tablo 4.7: Lipozom dispersiyonlarinin Ga-68 ile isaretleme verimi (%) sonuglari

(pH 4 ve 50 °C).

Formiilasyon isaretleme Verimi (%)
10dk 20k 30dk 60dk 120dk
PA-DOTA 1 9101 | 2503 29,62 21,61 22,10
DSPC-DOTA | 3527 | 31,05 32,63 32,45 66,15
PADTPA 1 4210 | 4222 47,30 44,97 45,17
DSPC,-DTPA 73,79 65,36 65,10 67,61 35,17

Tablo 4.8: Lipozom dispersiyonlarinin Ga-68 ile isaretleme sonuclari

(pH 7 ve 50 °C).

Formiilasyon isaretleme Verimi (%)
10dk 20dk 30dk 60dk 120dk
PC.-DOTA 21,51 23,14 20,90 21,85 23,20
DSPC.-DOTA 30,17 30,43 31,28 33,53 33,83
PC.-DTPA 41,98 40,06 43,61 45,82 43,25
DSPC.-DTPA 67,93 7411 68,99 69,31 69,31

Formilasyonlarin Ga-68 ile isaretlenmesinde dort farkli kosul kendi
aralarinda karsilastinldiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmamis (p> 0.05), her bir formilasyon icin kendi arasinda 10.,20.,30., 60. ve
120. dakikada isaretleme verimleri karsilastirildiginda; DSPC.-DOTA igin pH:4 ve ve
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50°C sicakhkda 10. ve 120. dakikalar arasindaki fark ile DSPC.-DTPA igin yine 10. ve

120. dakikalar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05).

Sonu¢ olarak pH'nin ve sicakligin isaretleme Uzerinde etkisi oldugu
gorllmastir. Literatlr incelemesi de yapildiginda Ga-68 ile isaretleme igin 90-95 °C
sicakliklarin tercih edildigi gorilmis olup nihai asamada lipozomlarin Ga-68 ile
isaretleme icin; 1 M HEPES (pH 4,8) tamponu, 90 °C sicaklik ve 5 dakika inkiibasyon
sliresi parametrelerinin uygulanmasina karar verilmistir.

Ga-68 ile isaretlenmesinde lipozomlara 90 °C i1si uygulandigi icin, bu sicaklikta
lipozomlarin vezikller yapisinda degisiklik olup olmadigl polarizan mikroskop ile
incelenmistir. Lipozomlarin bu sicaklikta 5 dk inkibe edildiginde vezikiil yapisini

korudugu gosterilmistir (Sekil 4.11).

DSPC,-DOTA PC.-DOTA

Sekil 4.11: 90 C° is1 uygulanmig DSPC.-DOTA lipozomlarinin ve PC.-DOTA

lipozomlarinin polarizan mikroskop goriintisi (x40).

4.4.2. Teknesyum-99m (Tc-99m) ile in Vitro isaretleme Calismalari
Bulgulari

Hazirlanan lipozom dispersiyonlari Bélim 3.7.3’de anlatildigi sekilde Tc-99m
ile isaretlenmistir ve isaretlemenin kalite kontroli ise Bolim 3.7.3.1" de anlatildigi

sekilde yapilmistir. Tc-99m ile isaretleme sonuglari ise Tablo 4.9’ da verilmistir.
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Tablo 4.9: Lipozom dispersiyonlarinin Tc-99m ile ile farkli inkiibasyon sireleri

sonrasi isaretleme verimi (%) sonuglari.

Formiilasyon 15 dk. inkiibasyon 30 dk. inkiibasyon
Sonrasi isaretleme Sonrasi isaretleme
Verimi (%) Verimi (%)
AL 91,87+0.29 93,99+0,23
DRI 96,93+0,37 97,22+0,29
ORI 83,91+0.27 85,88+0,21
SSHCERIL 98,75+0,49 98,99+0,36

Formdilasyonlarimizin Tc-99m ile isaretleme verimleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda, aralarindaki fark 15. ve 30. dakika icin istatistiki acidan anlamli
bulunmamis (p> 0.05, n=3), her bir formilasyon i¢in 15. ve 30 dakikadaki isaretleme
verimleri kendi aralarinda karsilastirildiginda zamana bagl aralarindaki isaretleme

farki da; istatistiki agidan anlamli bulunmamistir (p> 0.05, n=3).

4.5. in Vivo Calismalara Ait Bulgular

In vitro ¢alismalardan ve radyoaktif isaretleme ¢alismalarindan elde edilen
sonuclar dogrultusunda in vivo calismalarda DSPC lipozomlarinin kullanilmasina
karar verilmistir. Ylzeyi folatla modifiye edilmis ve modifiye edilmemis (DSPC,-FA-
DOTA ve DSPC-DOTA kodlu) lipozom dispersiyonlari in vivo calismalar icin
kullanilmistir,

Tablo 4.10’ da in vivo calismalarda kullanilacak lipozom dispersiyonlarinin

Ga-68 ile isaretleme verimi (%) sonuglari verilmistir.
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Tablo 4.10: in vivo calismalarda kullanilan Ga-68 isaretli lipozomlarin

isaretleme kosullari ve isaretleme verimleri (%) (n=3).

. inkiibasyon isaretleme
FORMULASYON Tampon Sicakhik Siiresi Verimi (%)
DSPC.-DOTA 1 M HEPES (pH 4,8) 90 °C 5 dak. 830,17
DSPC.-FA-DOTA | 1 M HEPES (pH 4,8) 90 °C 5 dak. 850,29

4.5.1. in Vivo Tiimdr Modelinin Olusturulmasi Bulgulari

Ksenograft tliimor modeli olusturulan farelerde timor hicrelerinin s.c
enjeksiyonundan yaklasik 14 giin sonra, timor elle palpe edilecek boyuta (yaklasik

0.5 mm3) ulastiktan sonra, hayvanlar in vivo calismalara alinmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12: Ksenograft timor modeli gorintisa.

4.5.2. Biyodagilim Galigmalari Bulgulari

Bolim 3.8.3' de anlatildigi sekilde biyodagilim galismalari gergeklestirilmis ve

elde edilen biyodagilim deneyleri sonuglari Tablo 4.11' de verilmistir.



Tablo 4.11: Ga-68 ile isaretlenmis, ylizeyi folat ile modifiye edilmis ve modifiye edilmemis lipozom formiilasyonlarinin % enjekte edilen

doz/g doku olarak biyodagilim sonuglari.

DSPC.-DOTA DSPC.-FA-DOTA
ORGAN VE

DOKULAR 30 dk 60. dk 90. dk 120.dk 30 dk 60. dk 90. dk 120.dk
Kan 25,30+6,45 | 33,54%4,76 | 28,2949,41 | 38,83+7,22 | 34,02+11,25 | 24,99+8,66 | 36,41+4,49 | 40,43%112,06
Karaciger 8,89+0,85 | 9,375%#1,70 | 9,37+3,94 15,65+3,9 9,74+0,89 8,05%4,16 9,38+1,17 | 12,55%3,13
Timor 9,48+2,94 | 10,41+0,72 | 14,28+9,00 | 16,75+5,36 | 19,57+1,07 | 25,06%£10,5 | 10,11+4,22 | 12,25%+2,94
Kalp 18,56+1,80 | 21,47+2,60 | 21,10+4,12 | 24,98+6,75 | 23,37+7,31 | 22,1246,19 | 25,91+3,15 | 23,69+1,12
Kas 9,47+2,83 | 17,9348,34 | 12,9146,02 | 13,68%3,74 8,93+0,74 8,67+2,46 | 10,90+0,19 | 12,7849,43
Akciger 18,43+2,99 | 27,41+6,59 | 24,76+7,93 | 34,17+15,06 | 32,51+4,25 | 20,08+8,08 | 21,96+3,35 | 28,10+3,01
Bobrek 10,57+3,53 | 12,10+1,37 | 10,77+3,77 | 17,17%6,27 | 19,68%+3,93 | 11,17+3,93 | 11,49+2,02 | 16,49+4,00
Dalak 10,35+0,53 | 10,68+4,09 | 11,61+2,54 | 14,11+2,29 | 13,65%2,74 | 10,81+1,06 | 13,33+3,87 | 11,27+0,21
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Yizeyi folat ile modifiye edilmemis ve modifiye edilmis DSPC
lipozomlarininin biyodagilim sonuglari her bir zaman araliginda kendi aralarinda
karsilastirildiginda; organlar aralarindaki biyodagihm farki 30. ve 60. dakika timor
disinda istatistiki olarak anlamli bulunmamis (p> 0.05), her bir formulasyon igin 30,
60, 90 ve 120. dakikada kendi iglerindeki organlardaki tutulum zamana karsi
karsilastirildiginda zamana bagh aralarindaki isaretleme farki anlamh bulunmamistir

(p> 0.05).

30. ve 60. dakika tlimor tutulumlari incelendiginde yiizeyi folat ile modifiye
edilmis DSPC,-FA_DOTA formilasyon ile ylizeyi folat ile modifiye edilmemis DSPC,-
DOTA formiulasyona goére, 30. dakikada iki kat, 60. dakikada ise 2, 5 kat daha ylksek
bir timor tutulumu goézlenmistir. Tumor / kas (T/K) oranlari incelendiginde ise yine

30. dakikada iki kat, 60. dakikada bes kata yakin bir tiimor/kas orani gbzlenmistir.

Tablo 4.12: Lipozom formulasyonlarinin farkli zaman dilimlerindeki timor/kas

tutulum oranlari (n=3).

Zaman (dakika)
Formiilasyon

30 60 20 120

DSPC.-DOTA 1,00+0.02 | 0,58+0.01 | 1,11+0.02 | 1,22+0.02

DSPC.-FA-DOTA 2,19+0.01 | 2,89+0.01 | 0,93+0.02 | 0,96%0.03

4.5.3. PET Gorintiileme Galigmalari Bulgulari

Bollim 3.8.2' de anlatildigi gibi in vivo tiimor modeli olusturulmus farelerde,
Bolim 3.8.4' de anlatildigi sekilde PET gorintileme calismalari yapiimistir. PET

gorintileri Sekil 4.13 ve 4.14 de verilmistir.
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Sekil 4.13: Ga-68 isaretli DSPC.-DOTA lipozomunun enjeksiyonundan 60 dakika sonra ¢ekilen PET goriintuleri.
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timor

umor

Sekil 4.14: Ga-68 DSPC,-FA-DOTA lipozomunun enjeksiyonundan 60 dakika sonra cekilen PET gorintileri.
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5. TARTISMA

5.1. Lipozom Dispersiyonlarinda Kullanilan Selat Yapici Madde-Fosfolipid

Konjugatlarinin Sentezi ve Karekterizasyonu Calismalarinin Degerlendirilmesi

Lipozom formilasyonlarinin yapisinda kullanilan selat yapici maddelerden
biri olan DSPE-PEG2000-DOTA; Hsu ve arkadaslarinin yontemi kullanilarak
sentezlenmistir (91). Sentezlenen DSPE-PEG;000-DOTA’nin kontrolii MALDI-MS ve
MALDI-TOF- MS kiitle spektrometri yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde
edilen sonuglarin literatlirde verilen kitle spektrumuna uygunlugu neticesinde
formulasyonlara eklenmistir (91).

Lipozom dispersiyonlarinda selat yapici madde olarak kullanilan DTPA-PE;
literatlirde verilen yonteme gore sentezlenmistir (113). Sentezlenen DTPA-PE’nin
kontroli, MALDI-MS ve MALDI-TOF-MS kiitle spektrometri yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Literatirde DTPA-PE’ye ait herhangibir kitle spektrumu
bulunmamakla birlikte; bazi ¢alismalarda ayni ydntemle sentezinin gergeklestirildigi

ve ¢alismalarda kullanildigi belirlenmistir (27, 115-117).

5.2. Hazirlanan Lipozom Formiilasyonlarindan  Uygun Lipozom
Formiilasyonlarinin Tespiti ve Lipozom Dispersiyonlarinin Karakterizasyonuna Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

In vitro ¢alismalarda kullanilacak lipozom formdilasyonlari literatiirde yer alan
degisik madde molar oranlari denenmis (sonuglar verilmemistir) ve partikiil boyutu,
fosfolipit verimleri dikkate alinarak, en iyi sonu¢ veren molar oranla calismalara
devam edilmistir (Bakinmz Tablo 3.1).

Hazirlanan lipozom formilasyonlari Gzerinde fosfolipit miktar tayini,
ekstrusion islemi Oncesi ve sonrasi partikiil blydkllkleri tayini, zeta potansiyel
tayini, lipozomlarin yapi ve gorintilerinin polarizan mikroskop ile kontrolii

gerceklestirilerek formulasyonlarin uygunlugu tespit edilmistir.
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Hazirlanan lipozomlar igin stabilite agisindan 6nemli faktorlerden biri olarak;
notr yukli dogal fosfolipid; PC ve sentetik fosfolipid; DSPC fosfolipidleri
kullanilmistir. Zeta potansiyel degerleri literatiirle uyumlu olarak bulunmustur (118-
119).

Hazirlanan lipozom formiulasyonlari, partikil biyutkliklerini kiglltmek igin
en etkili yontemlerden biri olan ekstrusion yontemi uygulanmistir. Her
formulasyondan (i¢ 6rnek alinarak yapilan 6lglimler sonucunda partikil blyklikleri
721-1129 nm gibi degerlerden, ektrusion sonrasi 126-162 nm gibi degerlere
dismistir. Timore hedeflendirilecek olan nanoboyutlu ilag tasiyici sistemlerin
membranlardan gegebilmesi icin partikil blylkliglinin 100 nm civarinda olmasi
gerektigi belirtilmistir (120-121). Yapilan ekstrusion islemi neticesinde lipozom
formulasyonlarinin partikil baydklikleri 100 nm civarina yaklastirilmistir. Ayrica;
timor dokusunda bulunan endotel hiicreler arasindaki bosluk 100-600 nm arasinda
degisebilmektedir (122). Tim bu etkenler timor kapillerlerinden gegisi artirmakla
birlikte; 6zellikle nanoboyutlu makromolekiiler ilaglarin, timorli dokulara, segici
olarak iletilmesini mimkun kilar (123-124).

Partikdl buydkligla ve partikil yikia beraber lipozomun klirens kinetiginde
etkilidir. Negatif yukli lipozomlar, nétral ve pozitif yikli lipozomlara goére engelleri
daha hizli asma yetenegine sahiptirler (125-126). Negatif yikli lipozomlar boylece
ylksliz ve pozitif yuklilerden daha hizli elimine edilirler (127). Pozitif yukli
lipozomlarin, RES korunmali lipozomlarin aksi sekilde hiicre zarina ilgileri ¢cok fazladir
ve genellikle bu sebeple genetik maddeleri (RNA, oligoniikleotidler gibi) hiicre icine
tasimak icin kullanilirlar. Hicre zan ile flizyon yaparak birlesirler (128-129).
intravendz (iv) enjeksiyonun ardindan, anyonik veya katyonik, yiiksek yizey yiik
yogunluguna sahip nanopartikiller, retikiilo-endotelyal sistemin (RES) 6zel hiicreleri
tarafindan hizla dolasimdan temizlenir (99) Yiksek nanoparcacik yilizey yiik
yogunlugunun, serum protein baglanmasi lzerinde niteliksel ve niceliksel bir etkisi
vardir (130-135). Bu durum dolasimdaki nanopartikiillerin opsonizasyonunu ve

ardindan RES tarafindan taninma ve temizlenmesini saglar (136-138). Bu konuyla
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ilgili yapilan bir g¢alismada; vicuttaki yUkli nanopargaciklarin  olumsuz
farmakokinetigi géz 6niine alindiginda, klinik olarak onaylanmis cogu nanopartikiiler
ilag formilasyonlarinin, dolasimda kalis siirelerini uzatmak ve vilcuttaki hedef
dokularda ilaca maruz kalmayi en Ust dizeye ¢ikarmak igin; (yakin) bir notr ylzey
yukine sahip olmalari gerektigi bildirilmistir (139). Yine embriyonik zebra
baliklarinda (Danio rerio) yapilan bir calismada; notr yizey yikiine sahip ve optimal
olarak 100 nm boyutunda i.v uygulanan lipozomlar, serbestce dolasma egiliminde
bulunmuslardir (140). Tim bu bilgiler 1siginda ¢alismamiz igin noétr lipozomlar;
lipozomlarimizin kanda kalis stirelerini uzatarak timor dokusunda daha yogun bir
sekilde birikebilmelerini saglamak amaciyla segilmislerdir.

Hazirlanan lipozom formilasyonlarinin homojenliginin bir gostergesi olan
polidispersite indeksine bakildiginda bu degerin 0-1 arasinda olmasi istenirken,
0.71olan bu degerin ozellikle ekstrusion islemi sonrasi daha da diserek 0.23
degerinde oldugu gorulmistir. Bu sebeplerle hazirladigimiz  lipozom
formulasyonlarinin partikal baydklikleri ve dagilimiyla, polidispersite indekslerinin
uygun olmasindan dolayi, hazirlanan lipozomlarin homojen partikil biyaklGgu
dagilimina sahip oldugu soylenebilir.

Lipozom formilasyonlarinin hazirlamasinda kullanilan yéntemin, hazirlama
verimine etkisi; fosfolipit miktar tayini yontemi ile belirlenebilmektedir. Fosfolipit
miktarindaki azalma; “Onion Peeling Effect” adi verilen; ekstrusion islemi sirasinda
gorilen, etkiyle agiklanmaktadir (17, 141). Cok sayida ve art arda uygulanan
ekstrusion islemi sonucu cifte tabakanin dis ylzeyindeki lipid tabaka uzaklasacagi
icin lipid kaybi olacak, dolayisiyla ¢aplari azalacaktir. Ekstrusion sonrasi fosfolipit
miktari azalmistir. DSPC icin 36,98 + 0,20’ den 35,88 + 0,45 mikromol/mL’ye PC igin
ise 32,66 * 3,03' mikromol/mL den, 29,72 + 0,88 mikromol/mL’ ye dismustur

(Bakiniz Tablo 4.1).
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5.3. Tasiyicl Sistem, Fosfolipitlerin Segilmesi, Kolesterol Eklenmesi, Selat

Yapici Madde Se¢imi, PEG Eklenmesi ve Ligand Se¢iminin Degerlendirilmesi

Calismada tasiyici sistem olarak ¢ok tabakali lipozom tasiyici sistem olarak
secilmistir. Bu sistemlerin avantajlari Genel Bilgiler boliminde ayrintili olarak
aciklanmustir. Lipozomlarin ylzeylerinin uygun molekil ya da bilesiklerle modifiye
edilmesi ile lipozom icerisindeki etken maddenin hiicreye ve hiicresel
kompartmanlara tasinmasi saglanabilir. Yine lipozomlar 6zellikleri (membran
ozellikleri, partikil blyuklikleri gibi), ylzey o6zellikleri veya yukleri degistirilerek
tumor gibi istenilen doku ya da organa hedeflendirilebilirler (142-143).

Lipozom bilesiminde fosfolipit olarak; PC ve DSPC kullanilmistir. Yikleri
notrdir. Faz gecis sicakliklari g6z 6nline alinarak PC’ |i formilasyonlar 30 °C’ de,
DSPC’ li formiilasyonlar 60 °C de hazirlanmislardir. Lipozomlarimiz i¢in bu
fosfolipitlerin ve bu hazirlanma sicakliklarinin secimi ile; tasidigi fizikokimyasal
Ozellikler olarak, uygun partikiil buylkliklerindeki, uygun lipozom yapisindaki,
uygun yuk ve zeta potansiyele sahip uygun stabilitedeki lipozomlarin hazirlanmasi
amaclanmistir. Jel yapidan sivi-kristal yapiya gecisin gostergesi olan faz gegis
sicakhginda lipozomlar ¢ift katman dizenli diziliminin ¢ogunu hidrokarbon
zincirlerinin erimesi sonucunda kaybeder (144-145).

Formilasyonlara kolesterol ise; gifte tabakanin gegirgenligini optimize etmek
icin, yani sivi tipteki fosfolipit cifte tabakanin gecirgenligini azaltip, dayanikhligini
artirmak icin eklenmistir. PC/kolesterol lipozomlarinin sadece PC ile hazirlanan
lipozomlara kiyasla iceriklerini degisen sicakliklarda daha az sizdirdigi gézlenmistir
(144). Bunun in vivo stabilitenin artmasina da katkisi olmaktadir. Kolesterol
eklenmesi ile olusturulan lipozomlarda, kolesterol miktari arttik¢a tasiyici sistemin
stabilitesinde ve faz gecis sicakliginda da bir yiikselme goriilmektedir. DOnlsim
basamaklarindaki bu azalma ve faz gecis sicakhgindaki artis lipozomlarin depolama
sirasindaki  stabilitesini olumlu etkilemektedir (146). Lipozom yapisindaki
fosfatidilkolin ile birlesen plazma lipoproteinleri, mebran vyapisini ve lipozom

bitlnliglnl bozar. Lipozomun icerdigi kolesteroliin orani bu acidan olduk¢a dnem
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tasir. Ornegin; kolesterol icerigi %33 oraninda olan lipozomlarda, faz gecisi
tamamen ortadan kalkmaktadir (17,18). Bu sebeple ve bu avantajlari nedeniyle tim
in vitro ve in vivo hazirlanan formilasyonlarimiza kolesterol ilave edilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen fosfolipit miktar tayini, partikil buyukIGga ile
timor hicrelerinde in vitro tutulum sonuglari da fosfolipit segciminn ve kolesterol
eklemenin uygunlugunu desteklemistir. DSPC iceren formiulasyonlarin, gerek
fizikokimyasal ve gerekse stabilite ve in vitro tulum sonuclari daha uygun olduklarini
gostermekle beraber; in vivo c¢alismalar icin uygun fosfolipit olarak, bu
formulasyonlar kullaniimistir.

Calismada kullanilan lipozomlarin Ga-68 radyoniklidi ile stabil sekilde
isaretlenmesi selat yapici madde olarak DOTA ve DTPA (kontrol grubu)
kullanilmistir. Bu selatorlerin lipozom lipit gifte tabakasina dahil edilebilmesi igin
oncelikle fosfolpidlerle konjugasyonu gergeklestirilmis ve DSPE-PEG2000-DOTA ve
DTPA-PE sentezlenmistir (91).

Lipozomlarin stabilitelerini artirarak, dolasimda uzun siire kalmalarini
saglamanin bir yolu da hidrofilik polimerlerden biri olan PEG ile kaplamadir.
Lipozomlarin yizeyinin PEG ile kaplanmas! hidrofilisitede ve ylizey yikinde artisa
neden olarak; lipozom ile kan bilesenleri arasinda artan bir itme etkisine neden olur.
RES sistemi bilesenleri tarafindan, lipozomun, opsonizasyonla dolasimdan hizla
uzaklastirilmasi onlenir. Bu etkiye “Sterik stabilizasyon” denilir. Bu ozellikleri
nedeniyle glinimizde en ¢ok tercih edilen polimer “PEG” "dir (142, 143).

Anjiogenesis ile damarlanmanin arttigi ve damar butinlGginin bozulmus
oldugu timor dokusunda PEG ile kaplama sayesinde, EPR etkisi dolayisiyla, yiksek
oranda bir lipozom tutulumu gorilmektedir (20-147-149). Bu lipozomlara "stealth
lipozomlar" ya da "sterik olarak stabilize olmus" denilmekle birlikte; RES sistem
tutulumlari 6nlenmesiyle dolasimda daha uzun siire kalmalari saglanmaktadir (150-
151). Romatoid artrit tedavisinde deksametazonun antienflamatuar etkinligini
artirmak icin; DSPE-PEG000 kullanilarak polimerle kaplanmasiyla, polimerize stealth
lipozomlarin dolasimda daha uzun siire kalarak tedavideki etkinligi arttirdiklar

gosterilmistir (152).
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Klinik olarak kansere karsi hazirlanan lipozomal ilag tasiyici sistemlerle,
pegilasyon islemi sonucunda, olumlu sonuglar alinmaktadir. Ornegin; PEG kapl
lipozomal doksurubisin ile standart doksurubisinin kati timorlere karsi kullanimi
karsilastirilmis, etkinlikte artisla beraber, yan etkilerde de azalma goézlemlenmistir
(153). PEG kapli lipozomal doksorubisin (Caelyx™, Doxil®), azaltiimis kardiyotoksisite
ve gelismis bir farmakokinetik profil o6zellikleri ile; geleneksel doksorubisinin
gelistirilmis bir lipozomal formiilasyonu olarak; metastatik meme kanseri, ilerleyici
yumurtalik kanseri, niikseden veya direngli multipl miyelom ve AIDS ile iliskili Kaposi
sarkomunda diger antikanserojen tedavilere gore daha yararli bir secenek olarak
bulunmustur (154). Beyin Glioma tedavisinde DSPE-PEG 2000-transferrin ile
modifiye edilmis vinkristin + tetrandrin lipozomlari umut verici sonuclar sunmustur
(155). Yine literatlirde metotreksat etken maddesinin glutatyonla beraber PEG kapli
lipozomlari kullanilarak, beyne hedefleme icin uygun lipozomlar gelistiriimeye
cahsilmistir.  Sonucgta glutatyonla beraber verilen PEG kapl lipozom
formilasyonunun, beyne ila¢ tasinimi icin umut verici bir tasiyici oldugu belirtilmistir
(156).

Bu calismada, tim formiulasyonlar PEG2o00-DSPE kullanarak ylizey kaplamasi
saglanmistir. Bu kaplama ile lipozomlarin RES hiicreleri tarafindan hizh
opsonizasyonu oOnlenerek, dolasimda kalis silirelerinin uzatilmasi ve timor
dokusundaki EPR etkisi ile de timodre pasif olarak hedeflendirilmesi yaninda folik
asit reseptorleri hedef alinarak da folik asit ilavesi ile aktif hedeflendirilmeleri
distnllmustiir. DSPE ise burada; PEGo0' inin  lipozom membranina
konjligasyonunu saglamaktadir.

Lipozomal nanotasiyicilari hedeflendirmede siklikla kullanilan ligandlar
arasindan folik asit (folat) secilmistir. Ligandlarin kicik molekiller grubuna giren
folat; son zamanlarda ligand aracili hedeflendirmede siklikla kullanilmaya baslanilan
bir molekil olarak karsimiza cikar. Temininin kolay, ucuz olmasi, kiiciik bir molekil
olmasi ve bircok reseptér tasiniminda fonksiyonlarinin  olmasi  6nemli

avantajlarindandir. Isiya dayaniklihigl da isaretleme calismalarinda yliksek dereceler
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uygulamamiz nedeni ile dnem kazanmistir. isaretleme calismalarimizda isaretleme
verimini artirmak igin yiksek sicaklikhklara (90 °C gibi) c¢ikilmasina ragmen folik
asidin 180 °C ye kadar stabilitesini korudugu ve 2 saat 100 °C tutulumu sonrasinda
bile % 75-92 arasinda stabilitesini korudugu rapor edilmistir (157).

Literatlire bakildiginda son zamanlarda kanser ve timor tedavi ve
gorintileme galismalarinda; aktif madde iceren lipozomlarin kansere karsi ¢oklu ilag
rezistansinda folik asitle konjligasyonu (158), stealth lipozomlar hazirlanmasinda
PEG 2000 ile beraber kullanimi (159), glioma da folat reseptoriine hedeflendirilmis
aktif madde doksorubisin iceren PEG kapli lipozomlarin kullanimi (160) ile kanser
hiicrelerinde peptid ve folat resptorlerine nanopartikil hedeflendirmeyle
karsilastirilmasi (161) gibi konularda yayinlar yapilmistir. Ayrica beyin timori ve
gliomalarda in vitro olarak lipozomal doksurubisinin kontrollii hedeflendirilmesine
yonelik KB ve C6 hiicre kiiltirleri ile ligand sayisinin fazlaliginin 6nemine dair (162)
bir calismayla birlikte meme kanseri hayvan modelinde Tc-99m ile isaretli, folat
kaph, uzun dolasimli, pH’ya duyarh doksorubusin lipozomlari kullanilarak antitimor

etkinin artirilmasina yonelik bir diger ¢alisma da yapilmistir (163).

5.4. Hiicre Kiiltiir Calismalan Bulgularinin Degerlendirilmesi

Folat pozitif kanser hicreleri HT-29 (colorectaladenokarsinoma) (disik
dizeyde folat reseptori iceren), Hela (overkarsinoma) (ylksek diizeyde folat
reseptori iceren) ve Folat negatif normal insan fibroblast hiicreleri yiizeyi folik asit
ile modifiye edilememis ve modifiye edilmis lipozom dispersiyonlari ile inkibe
edilerek lipozomlarin timor hicrelerine baglanmasi floresans mikroskobu ile
goruntilenmistir (Bkz Sekil 4.7-4.9).

Sekillerde de gorildigl lGzere folat reseptorl icermeyen hicrelerde tim
formiilasyonlarda bir baglanma gorilmemistir. Folat reseptori iceren hiicreler igin
ylzeyi folik asit ile modifiye edilmemis lipozomlarda floreresans sinyal goriilmezken

iken ylzeyi folat ile modifiye edilmis lipozomlarin timér hicrelerine baglandigi
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gorllmastir. Bu da hazirlanan dispersiyonlarin  folat reseptoriine spesifik

baglandigini gbstermektedir.

5.5. Radyoaktif isaretleme Calismalarinin Degerlendirilmesi

in vitro isaretleme calismalarinda Ga-68 ve Tc-99m (kontrol) radyoniiklidleri
ile isaretleme islemleri gergeklestirilmistir. Bu radyoniklidlerden Tc-99m timor
gorintileme ¢alismalarinda siklikla kullanilan bir radyoniklid olmakla birlikte; Ga-68
ile literatlrdeki calismalarin azhgi, nikleer tip uygulamalarinda giderek yayginlasan
sikhikla kullanilan bir radyoniiklid olmasi ve PET groitnileme icin kullanilan
radyoniiklid olmasi gibi nedenlerle calismada Ga-68 tercih edilmistir.

Lipozom formiilasyonlarinin 0.2 N Sodyum sitrat tamponu kullanilarak elde
edilen ITLC-SG isaretlemenin kalite kontrol sonuglari (Bknz Tablo 4.4)'de verilmistir.
5., 30, 45. ve 60. dakikada aseton ve 0,2 N sodyum sitrat tamponundaki elde edilen
sonuclar; daha once %77 olan Ga-68'in baglanma oraninin (DSPC.-DOTA) kodlu
lipozom formulasyonumuz igin %85’ lere giktigini gdstermistir (Bknz Tablo 4.10). Ga-
68 ile farkli pH ve sicaklikalrda yapilan isaretleme ve isaretlemenin stabilitesi
sonuclari pH ve sicakligin isaretleme verimi Uzerine etkisi oldugunu gostermistir.
(Bknz Tablo 4.5-4.8). Lipozom dispersiyonlarinin Ga-68 ile isaretlenme oraninin
artinlmasi duslincesiyle literatir bilgileri ile de desteklenerek isaretleme igin segilen
90 °C sicaklikta hazirlanan lipozom dispersiyonlarinin lipozom yapilarini koruduklari
ve herhangibir yapisal bozulma gostermedikleri de polarizan mikroskopla kontrol
edilmis ve bozulmadiklari gorilmistir (Bknz Sekil 4.11). Boylece pH, sicakhk ve
isaretleme kosullarindaki degisikliklerle formiulasyonlarimiza baglanma oraninda
artis saglanmis oldu.

Ayrica isaretleme de kullanilan Ga-68 in ise her isaretleme calismasi 6ncesi
HPLC ile kalite kontrol islemi jenaratorden alinir alinmaz gerceklestirilmis ve pikin

uygunlugu degerlendirilmistir (Bknz Sekil 4.10).
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Tc-99m ile yapilan isaretlemenin kalite kontroli; literatirde yer alan Tc-99m
bilesiklerinin kalite kontrol prosediirlerine uygun olarak isaretleme islemi sonrasi 15.
ve 30. dakika olglimleri ile gerceklestirilmistir (164). Tc-99m ile yapilan isaretleme
calismalarinda selat yapici madde olarak hem DOTA-PEG2000-DSPE hem de DTPA-PE
kullanilan ve lipit bilesimi hem PC hem de DSPC olan lipozom formiilasyonlarinda

isaretleme verimi %95’ lerin lzerinde bulunmustur (Bknz Tablo 4.9).

5.6. in Vivo Calismalarda Elde Edilen Bulgularin Degerlendirilmesi

5.6.1. Biyodagilim Calismalari Bulgularinin Degerlendirilmesi

Yapilan in vitro c¢alismalar, radyoaktif isaretleme ve kalite kontroller
¢alismalari neticesinde; isaretleme verimi en yiiksek olan DSPC igceren formiilasyon
en uygun bulunarak in vivo calismalara gecilmis; folat iceren ve icermeyen
lipozomlari hazirlanmistir.

Biyodagilim calismalari neticesinde elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
tim zaman araliklarinda ve tiim deneklerde timor tutulumu belirlenmis olup,
timor dokusundaki tutulum; normal kas dokusu ile karsilastirildiginda 6zellikle
ylzey folat ile modfiye edilmis lipozom formilasyonlarinda 30. ve 60 dakikalarda
siraslyla yaklasik 2 ve 3 kat daha yiksek bulunmustur (Bknz Tablo 4.12). Yine tim
deneklerde kandaki tutulum orani ise % 25-40 arasinda degisen oranlarda
bulunmustur. 60. dakikada folatli formilasyonda diger organlara gore en yiksek
timorde tutulum gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda goriintiileme
¢alismalarina gecilmesi ve gorintileme calismalari icin goriintiileme zamanlarinin
burada elde edilen tutulum sireleri dikkate alinarak belirlenmesi yapilmistir.
istatistiksel olarak yapilan degerlendirmede; timérdeki tutulum acisindan yizeyi
folat ile modifiye edilmemis ve ylizeyi folat ile modifiye edilmis formilasyonlar

arasindaki fark 30. ve 60. dakikalarda anlamh (p< 0.05, n=3), diger organlarda ise
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anlamsiz (p> 0.05, n=3) olarak bulunmustur. Yani timordeki tutulum agisindan
folatl ve folatsiz formilasyonlar agisindan farkhlik bulunmus ve bu farklilik yiizeyi
folat ile modifiye edilmis lipozomlarin daha cok timor tutulumu gosterdigi
sonucuna ulasmamizi saglamistir. Literatlirdeki ¢alismalarla uyumlu bir sonug elde
edilmistir. Nanopartikillerle yapilan folat hedeflendirme calismasinda, yumurtalik
kanseri  peritonal metastazinda, folat iceren nanopartikillerin  folat
hedeflendiriimemis yani folat icermeyenlere gére daha etkili olduklari gosterilmistir
(165). Yine benzer baska ¢alismalarda da folik asit (folat)’ in degisik etken madde ve
nanopartikillerle kullanimi ile olumlu sonuglar alinmistir (166-169).

Nanopartikil formundaki ilaclar, blylk miktarlarda modifiye edilmemis
ilacin ayni partikil icinde verilmesine izin verme avantajini sunar. Bununla birlikte,
kanser hiicreleri tarafindan nanopartikil alimi, partikilin biylk boyutu ve
hidrofilikligi nedeniyle tehlikeye atilabilir. Hlicre penetrasyon problemlerini asmak
ve ayni zamanda timor spesifikligini iyilestirmek igin; nanopartikil formundaki
ilaglar, habis hiicre ylzeylerine baglanan ve reseptdr aracili endositoz yoluyla
hicrelere giren hedeflenen ligandlara baglanmistir (170). Bu ¢alismada kullanilan
ligand olan folat; reseptdor aracii endositoz yoluyla kanser hicrelerine

nanopartikilleri iletmek icin iyi bir yol olarak bulunmustur.

5.6.2. PET Goriintileme Calismalari Bulgularinin Degerlendirilmesi

Biyodagilim calismalari sonucunda oOzellikle ylizeyi folat ile modifiye edilmis
lipozom formiilasyonlarinda folatsiz lipozomlara goére gozlenen 30. dakikada iki kat
ve 60 dakikada bes kata yakin, normal kas dokusuna goére daha fazla timor
tutulumunun elde edildigi sonucglardan sonra; kesenograft timor modeli
olusturulmus farelere folath ve folatsiz isaretli lipozomlarin enjeksiyon yapildiktan
sonra 30. dakikada kontrol PET gorintileri ve 60 dakikada ise PET+BT goriintileri
alinmistir. Her bir hayvana enjeksiyon islemleri 10 ‘'ar dakika araliklarla

gerceklestirilmistir.
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Folatsiz ve folath lipozom formdilasyonlari igin elde edilen gorintiler her iki
grup timor olusturulmus deneklerde incelendiginde timoér net olarak
gorintilenememistir, yliksek oranda mesane tutulumu gozlenmistir.

Timor gorintileme galismalari sonucunda; PET gorintilerinin alindigi 60.
dakikada, tlimorde goriintii vermesi biyodagihm c¢alismalari sonucunda distnilen
lipozomlarin bu durumu goéstermemelerine neden olarak; belirlenen gorintileme
zamandan once daha yogun bir timor birikimi gdsterme olasiliklari ile cesitli
nedenlerle  Ga-68'in  bu sirede serbest formunun idrar kesesinden

uzaklastiriimasinin etken olabilecegi diistinGImustr.
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6. SONUC ve ONERILER

ilac tastyici sistem olarak hazirlanilan lipozomlar iizerinde gerceklestirilen
kontroller sonucunda; hazirlanilan tiim formdilasyonlarin in vivo (biyodagilm ve
gorintileme) calismalari  6ncesinde lipozomlardan istenilen karekterizasyon
ozelliklerini gosterdikleri belirlenmistir. Calismalarimiz sonucunda elde edilen
fosfolipit miktar tayini, partikiil blytkligu ile timor hiicrelerinde in vitro tutulum
sonuglari da fosfolipit segimimizin ve kolesterol eklememizin uygunlugunu
desteklemistir.

Ga-68 ile optimum isaretleme kosullari belirlenmis ve isaretleme igin 1 M
HEPES (pH 4,8) tamponu, 90 °C sicaklik ve 5 dakika inkiibasyon siiresinin
uygulandiginda %85 civarinda bir isaretleme verimi elde edilmistir.
Radyofarmasotikler igin ideal olarak istenen %90’nin lzerinde bir isaretleme verimi
olmakla birlikte bazi durumlarda daha disik isaretleme verimi ile de biyodagilim ve
goriintileme calismalari yapilabilmektedir. isaretleme calismalarindan elde edilen
sonuglar degerlendirilecek olursa her iki formilasyonda ve tim isaretleme
kosullarinda zamana bagh olarak radyokimaysal saflik miktarinda onemli bir
degisiklik gozlenmemistir, isaretleme stabildir.

DSPC iceren formiilasyonlarin, gerek fizikokimyasal ve gerekse stabilite ve in
vitro hiicre tulum sonuglari daha uygun olduklarini gosterdigi icin in vivo calismalar
icin DSPC igeren formilasyonlar kullaniimistir.

Biyodagilim c¢alismalari sonucunda; 30. ve 60. dakika timoér tutulumlar
incelendiginde ylzeyi folat ile modifiye edilmis DSPCL-FA_DOTA formilasyon ile
ylzeyi folat ile modifiye edilmemis DSPCL-DOTA formilasyona gore, daha yiksek bir
timor tutulumu gozlenmistir. 30. dakikada yaklasik iki kat, 60. dakikada ise yaklasik
2, 5 kat daha yilksek bir timor tutulumu goézlenmistir. 60. dakikada folath
formiilasyonda diger organlara gore en yiksek timorde tutulum gozlenmistir.

Timor / Kas (T/K) tutulum oranlari incelendiginde ise yine 30. dakikada iki

kat, 60. dakikada yaklasik bes kata yakin bir timor/kas tutulum orani gozlenmistir.
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Ga-68 radyoniklidi kullanilarak ve folat reseptériine hedeflendirme yapilan
biyodagihm galismalari sonucunda; folat iceren lipozom formilasyonumuzda, folat
icermeyen lipozom formilasyonuna gore daha yiksek bir timoér tutulumu
gozlenmistir.

Gorlintlileme c¢alismalarinda ise; belirlenen goériintii alma zamanlarinda
timorlerde lipozomlarin birikimi sonucu elde edilmesi distinilen belirgin bir timor
gorintilenmesi elde edilememistir.

ilag tasiyici sistem olarak lipozom, hedeflendirme molekiilii olarak folat ve
isaretleme maddesi olarak Ga-68 kullanilarak yapilan ¢alismamizda diger bir kontrol
isaretleme maddesi olarak Tc-99m kullanilmis ve isaretleme c¢alismalarinda olumlu
sonuglar elde edilmistir. Bu durum Ga-68 ile isaretleme calismalarinda verimi
artirmak icin yeni yollarin denenmesi gerektigini bize distindirmustur.

Ayrica c¢alismamizda lipozomlarda etken madde hapsedilmemistir, etken
madde ilavesiyle ileriye donik olarak terandstik amach yeni galigmalarin yapilmasina
katki saglayabilir.

Biyodagilim calismalari sonrasi yapilan PET goriintileme calismalarinda,
ksenograft olarak olusturulmus tiimorde goriintl elde edilememesi nedeniyle; daha
erken ya da ge¢ zaman araliklari kullanilarak goérinti alma araliklarinin
genisletilmesi  suretiyle goriintlileme calismalari gelistirilebilir. Bu sayede
¢alismamizda belirlenen 60. dakikadan daha erken ve daha gec¢ olusabilecek bir
timor tutulumunun tesbitinin  gerceklestiriimesi muimkiin olabilir. in vivo
gorintileme calismalarinin daha ileriki ¢calismalarla irdelenmesine ihtiyag vardir.

Bu ¢alisma, literatiirde tlimore spesifik hedeflendirilmis lipozomlarin Ga-68

ile isaretlenmesine yonelik ilk calismadir ve diger calismalara 6ncilik edecektir.
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