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OZET

Onaral F.G., Glioblastomanin Goriintiileme ve Fotodinamik Tedavisi ig:in
Multifonksiyonel, Hedeflendirilmis, Teranostik Lipozomlarin Gelistirilmesi ve
Etkinliginin /n Vitro incelenmesi, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Radyofarmasi Program, YUksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Beyin
timorlerinin en yiiksek insidans ve en disiik sagkalima sahip tirlerinden olan
glioblastomanin (GBM) etkili teshis ve tedavisinde halen istenilen basari
saglanamamis ve etkili ve spesifik teshis ve tedavi ajanlari tizerine ¢aligsmalar artmstir.
Tez ¢alismasinda GBM teshis ve tedavisi igin GLUT1’e hedeflemek amaciyla N-asetil
glukozamin (NAG) ile modifiye edilmis; PET/BT goriintiileme icin %8Ga ile
isaretlenmis, fotodinamik/fototermal tedavi (PDT/PTT) ve NIR goruntiileme amaciyla
IR780 hapsedilmis, PEG kapli, nanoboyutlu nétral ve pozitif yukli teranostik
lipozomlar gelistirilmis, karakterizasyon, in vitro salim profilleri ile stabilite
calismalar1 ve isaretleme verimi, isaretlemenin stabilitesi ¢aligmalari yapilmistir.
Hiicre tutulumlari RG2 ve U87, NIR ve floresans mikroskop gortntileri RG2 hicre
hattinda alinmis ve PDT/PTT etkinlikleri NIR 1s1ginda (808 nm, 0.8-1 W/cm?)
degerlendirilmistir. Sitotoksisiteleri RG2, U87 ve L929 hiicre hatlarinda incelenmistir.
Optimum ortalama partikil boyutuna (181-193 nm), enkapsiilasyon etkinligine (%79-
84) ve zeta potansiyele (-5 - -7 mV) sahip lipozomlar Langenbucher kinetigine uygun
salim gostermistir. pH:3,5, 80°C’de ve 5 dk. inkiibasyon siiresinde %8Ga ile maksimum
isaretleme verimi saptanmistir. 4°C’de 30 giin stabil kaldiklar1 ve hedeflendirilmis
formiilasyonlarin ~ hedeflendirilmemislere,  pozitif  yiiklilerin  ise  notral
formiilasyonlara gore hiicre igine alimmin daha fazla oldugu saptanmustir.
Formilasyonlar NIR 15121 (808 nm, 0.8-1 W/cm?) altinda PDT/PTT etkinligi gostermis
ve L929 hiicre hattinda RG2 ve U87’ye gore daha diislik sitotoksisite gostermistir.
Hedeflendirilmis lipozomlar GBM’nin in vitro olarak PDT/PTT ile tedavi ve PET/BT
ve NIR gorintilemede etkili potansiyel teranostik ajanlar olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: IR780, teranostikler, glioblastoma, PDT, PTT, Ga-68 isaretleme,
PET goruntiileme, NIR gorlntileme

Destekleyen Kurum: TUBITAK-SBAG (Proje No: 2195986).
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ABSTRACT

Onaral F.G., The Development and In Vitro Evaluation of Multifunctional
Targeted Theranostic Liposomes for Imaging and Photodynamic Treatment of
Glioblastoma, Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences,
Radiopharmacy Program, Master of Science Thesis, Ankara, 2022. The desired
success in the effective diagnosis and treatment of glioblastoma (GBM), which is one
of the types with the highest incidence and lowest survival of brain tumors, has not yet
been achieved and studies on effective and specific diagnostic and treatment agents
have increased. Within the context of the thesis study, it was modified with N-acetyl
glucosamine (NAG) to target GLUT1 for the diagnosis and treatment of GBM; %8Ga-
labeled for PET/CT imaging, IR780-encapsulated for photodynamic/photothermal
therapy (PDT/PTT) and NIR imaging, PEG-coated, nanosized neutral and positively
charged theranostic liposomes have been developed and characterization, labeling
efficiency, labeling stability, in vitro release profile and stability studies have been
carried out. Cell uptake in RG2 and U87 cell line, NIR and fluorescence microscope
images were taken in RG2 cell line and PDT/PTT activities were evaluated in NIR
light (808 nm, 0.8-1 W/cm?). Their cytotoxicity was studied in RG2, U87, and L929
cell lines. Liposomes with optimum mean particle size (181-193 nm), encapsulation
efficiency (79-84%), and zeta potential (-5 - -7 mV) showed release in accordance with
Langenbucher kinetics. At pH: 3,5, 80°C and 5 min. maximum labeling efficiency was
determined with %Ga during the incubation period. It was determined that they
remained stable for 30 days at 4°C and the intracellular uptake of targeted formulations
was higher than non-targeted and positively charged formulations compared to neutral
formulations. The formulations showed PDT/PTT activity under NIR light (808 nm,
0.8-1 W/cm?) and showed lower cytotoxicity in the L929 cell line than RG2 and U87.
Targeted liposomes have been evaluated as potential theranostic agents for the
treatment of GBM with PDT/PTT and PET/CT and NIR imaging in vitro.

Keywords: IR780, theranostics, glioblastoma, PDT, PTT, Ga-68 labeling, PET
imaging, NIR imaging.

Supported by: TUBITAK-SBAG (Project No: 219S986).
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1. GIRIS

2018 yil1 verilerine gore ililkemizde kansere baglh 6liimlerin oran1 %20 olup,
kalp ve damar hastaliklarindan sonra gelen ikinci 6lim sebebidir (1). Astrositik
kokenli malign gliomalar, merkezi sinir sistemi (MSS) malign timdérlerinin hemen
hemen yarisin1 olusturmaktadir (2). Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) siniflamasina
gore, yuksek dereceli gliomalar, anaplastik astrositoma (AA) ve GBM’u
kapsamaktadir (grade I1I ve IV) (3). GBM ve AA, primer MSS gliomalarinin %80’ini
olustururlar (4).

GBM eriskinlerde en sik rastlanan, en hizli seyirli ve oliimciil beyin
timorlerindendir (5). Teshis konulduktan sonraki ortalama sagkalim ¢ogunlukla bir
yildan azdir ve en iyi kosullarda bile hastalarin biiyiik kismi iki yil i¢inde
kaybedilmektedir. Bununla birlikte, hastalarin %5-10"u iki y1l kadar yasamaktadir (5-
7).

GBM tedavisinde klasik tedavi rejimi sirasiyla, cerrahi yontem, radyasyon
tedavisi ve kemoterapidir. GBM’in konumu sebebiyle cerrahi ydntemle timoral
dokunun tamami uzaklastiritlamadigindan tedavi sonrasi kanserin niiks etme olasilig1
ortaya cikmaktadir. Ote yandan kemoterapi siiresince kanser hiicreleri coklu ilag
direnci kazandigindan tekrarlayan GBM’larin tedavisi oldukca zorlasmaktadir (8).

MSS dolasim sivisi olan beyin omurilik sivis1 (BOS), koroid pleksus tarafindan
tiretimi ve MSS i¢indeki dolasimi nedeniyle MSS’nin bir parcas1 olarak kabul edilir.
Periferik kan ve MSS arasindaki hiicresel ve molekiiler trafigi diizenleyen ii¢ ana
fizyolojik engel vardir. Ik ikisi olan KBB ve kan-leptomeningeal bariyeri (BLMB),
dolasimdaki kan1 MSS ¢evresinden dogrudan ayirir. Ugiinciisii, kan-BOS bariyeri
(BCSFB), dolagimdaki kanla dogrudan temas halinde degildir, bunun yerine koroid
pleksusun yuksek oranda vaskularize stromasi ile beyin ventrikiillerinde iirettigi BOS
arasindaki molekiil ve hiicre aligverisini diizenler. Bu engellerin dogal, indiiklenen
ve/veya ikincil islev bozukluklarinin genellikle tiimorler, Alzheimer hastaligi ve
multipl skleroz dahil olmak Uzere noropatolojik durumlarla iliskili oldugu
tanimlanmaktadir (9).

Beyne ila¢ tasinmasindaki en etkili bariyerlerden birisi KBB’dir. KBB’ndeki
kilcal damarlarda hiicre i¢ine madde ge¢isinin iki tip kontrol mekanizmasi mevcuttur.

Birincisi, endotelyal interselller baglanti molekiillerinin olusturdugu fiziksel bariyer



veya gegirgenliktir. Hiicreler arasinda madde gecisi, bu molekillerin izin verdigi
dl¢iide gerceklesir. Ikincisi, endotelyal hiicrelerin hiicre zarina yerlesmis olan tastyici
proteinlerin veya enzimatik pompalarin aktivite derecesiyle kontrol edilir
(10).KBB’nin bu molekiler mekanizmalar: ile ilaglarin beyin dokularina gegisi
siirlanir, bariyeri gegen ilacin beyin hiicrelerine etkin dozda ulagmasi yavaglar veya
engellenir.

GBM’larda kemoterapotik ajanlar, tiimoriin odak noktasina etkin dozda
ulagabilirken, tiimoOriin ¢evresine esit olarak dagilmamaktadir. Ameliyatla
uzaklastirilan ana kitlenin bulundugu bolgedeki hiicreler tedaviye iyi cevap verirken,
invaze olmus GBM hiicrelerine yeterince ila¢ ulasamamakta ve dolayisiyla cerrahi
sonrast kemoterapide direng problemiyle karsilagilmaktadir. 2006 yilinda yapilan bir
calismada, GBM hastalarinin beyin dokusundaki paklitaksel diizeyleri 6l¢iilmiis ve
normal beyin hiicrelerinde GBM hiicrelerine oranla 10 kat daha fazla ilag birikimi
oldugu bulunmustur (11). Dolayisiyla, GBM’da tedaviye dogal direncin 6nemli
sebeplerinden biri KBB ve timorin beyindeki lokalizasyonudur denilebilir (12). Bu
nedenle, timore hedeflendirilmis ilag tasiyict sistemlerinin gelistirilmesi ilaglarin
toksik etkisini azaltmak ve ¢oklu ilag direncinin 6niine gegmek adina biiyiik 6nem arz
etmektedir (13).

Lipozomlar, ilaglarin tasinmasi amaciyla fosfolipid, kolesterol ve su fazindan
olusan kolloidal nanoboyutlu vezikiillerdir. Lipozomlarin tasiyici sistemler olarak en
onemli avantajlari; biyoyararlanimi artirma, non-toksik, non-immunojenik olma, ilag
molekiillerinin KBB gecis 6zelliklerini iyilestirme, ilacin beyinde istenilen bolgedeki
salim hizin1 kontrol etme ve toksisitelerini azaltmalaridir (14). Bu hedefleme
potansiyeline aracilik etmek ve beyinde ilag biyoyararlanimini artirmak igin gesitli
stratejiler onerilmistir. Polietilen glikol (PEG) lipozomlarin retikiiloendotelyal sistemi
(RES) tarafindan tasinmasini engellemek icin yaygin olarak kullanilan ve dolayisiyla
kanda kalis stresini uzatan bir polimer olarak siklikla tercih edilmektedir (15, 16).
Lipozomlarin bir endotel hedefe spesifik olarak yonlendirilmesi vezikiiler yiizeyin
belirli ligandlarla (reseptor agonistleri, antagonistleri veya antikorlart v.b.) modifiye
edilmesiyle gergeklestirilebilir (17). Lipozomlarin glikolipidlerle islevsellestirilmesi,

GLUT1-GLUT7 gibi iiyelerden olusan KBB glikoz tastyicilarina (GLUT) karsi



spesifik olarak hedeflendirilebilecegini gostermektedir (18). GLUTL, beyindeki glikoz
tasima aktivitesinin ¢oguna aracilik etmektedir (19).

Kanser hiicrelerinde glukoz gereksinim seviyesine gore glukoz tastyicilarinin
farkli derecelerde artmis ekspresyonu gozlenmektedir (20). Bu yiksek glukoz
kullanim ve tasima kapasitesi nedeniyle, glukoz transporter (GLUT1) hedefleyen
aracilarin lipozomal tasiyict sistemlere modifikasyonu ile spesifik hedefleme
saglanabilmektedir. Lipozomal vezikiillerin glukoz yapilariyla ile ylzey
modifikasyonu bu amag igin bir yaklasim olarak arastirilmistir (17, 21). Qin ve
arkadaglari, floresan probu olarak Coumarin-6'y1 beyne tasimak i¢cin GLUT1 ligand1
olan NAG ile modifiye etmislerdir (22). Ayrica, Xie ve arkadaslart NAG ile modifiye
edilmis, PEGlenmis-glikosile lipozomlarin daha fazla hiicre penetrasyonuna sebep
oldugunu gostermistir (23).

Ingilizce’de “Theranostic” olarak gegen Teranostik ifadesi “Therapeutic” ve
“Diagnostic” kelimelerinin birlesmesi ile meydana gelmekle birlikte ayni tasiyici
sistem igerisinde tedavi edici (terapotik) ve goriintiileme (diagnostik) etkinligini i¢eren
ajanlara denilmektedir (24). Bu sistemler terap6tik yanit i¢in verilen ilacin etkinliginin
verilen diyagnostik ajan ile gorilintiilenmesine ve aymi anda tedavi etkinliginin
izlenmesine olanak vermekle birlikte, terapdtik ve diyagnostik ajanin biyodagiliminda
meydana gelen istenmeyen 6zelliklerin Ustesinden gelebilme ve in vivo kosullarda
yapilan hedeflemenin izlenebilmesine olanak saglama seklinde siralanabilir (25, 26).
Literattirde, lipozomal sistemler basta olmak iizere, teranostik nanoboyutlu ilag tasiyici
sistemler ozellikle timdrde ilag tutulumunu artirmak ve hiicresel fenotip ile timor
heterojenitesini anlamak i¢in kullanilmistir (25). Sahip olduklar i¢ kora, lipit ¢ift
tabakaya veya lipit ¢ift tabaka ylizeylerinin arasina farkli 6zelliklere sahip ilaglar
hapsedebilmeleri ve kor kismina uygun bir goriintiileme ajaninin hapsedilmesi ya da
ylizeye Ozel bir selator ligandin baglanmasi ile radyoaktif ya da radyokontrast
isaretleme saglanabilmesi lipozomlari teranostik yaklasim i¢in ideal tasiyici sistemler
haline getirmektedir (26, 27).

Bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans gorlntileme (MRG), tek foton
emisyon tomografisi (SPECT), pozitron emisyon tomografisi (PET), ultrason (US),

near-infrared (yakin kizil otesi) (NIR) goriintiileme gibi non-invaziv goruntiileme



yontemlerinde kullanilan radyoaktif/kontrast ajanlar kombine veya tek baslarina
lipozomal sistemler olarak formdle edilebilmektedir (28).

NIR floresan (NIRF) ajanlar ile hedefe 6zgl gorintiuleme, gorintilerin renk
yansimasi ve floresan emisyonundan elde edilen veriler sayesinde gerceklestirilir (29).
Bu molekiillerin sogurma ve floresans yaptiklar1 bolge, NIR spektroskopisinin
molekdler gorintilemelerdeki segici alani olarak tanimlanir (650-850 nm). NIRF
ajanlar gogunlukla NIR gorintiileme ¢alismalarinda kullanilsa da glinimuzde PDT ve
PTT c¢alismalarinda da rastlanmaktadir (29).

Fotodinamik tedavi (PDT), 1s18a duyarli (fotoduyarlagtirici) bir ajanin
verilmesi ve lokal olarak tiimor dokusunda birikmesi sonrasinda ajanin absorpsiyon
yapacag1 dalga boyunda bir 151k kaynag ile uyarilmasi esasina dayanir. Serbest oksijen
varliginda dokuda hiicre Oliimii meydana gelir. PDT ile gerceklestirilen etki
fotokimyasaldir (30).

Heptametin siyanin boyalari, tiimor dokularinda birikir ve bu nedenle son
zamanlarda hem goriintiileme hem de tedavide kullanimina yonelik calismalar
yaygimlasmistir (31). Heptametin siyanin boyalardan olan IR780 iyodur, 780 nm'de
pik emisyonu olan lipofilik bir boyadir ve NIRF goriintiilleme sistemi tarafindan
kolayca tespit edilebilir (32). Ayrica, IR780 iyodiiriin PDT/PTT igin kullanilabilecek
808 nm dalga boyu 15181 altinda singlet oksijen olusumu ve sicaklik artis1 kabiliyetine
sahip oldugu rapor edilmistir (33).

Bagka bir ¢alismada, NIR boya IR780, D-a-tokoferil polietilen glikol suksinat
(TPGS) ve D-a-tokoferil siiksinat (TOS) bazli amfifilik misellerin igine yiiklenerek
kanser goruntuleme ve tedavi igin arastirilmistir. IR780 enkapsiile edilmis misellerin
floresans Ozelligi ve tedavi etkinligi, kontrol grubundan 6nemli 6l¢ude daha yuksek
bulunmustur (34).

Baska bir ¢alismada, beyne hedeflendirilmis IR780 nanopartikiilleri beyin
timorlerini goriintiilemek igin 6zel olarak gelistirilmistir. IR780 nanopartikiillere
hapsedilerek, sirasiyla 95 nm ve 26 nm boyutlarindaki lipozomlar ve fosfolipid
miseller hazirlanmistir. Glioma hiicrelerinde hiicresel alim degerlendirilmis ve
mitokondriyal alim profilinin hem nanopartikiiller hem de serbest boya i¢in oldukc¢a
umut vaad edici oldugu bulunmustur. US7MG glioma ortotopik tiimérlerdeki in vivo

goriintiilemede IR780 lipozomlarina kiyasla IR780 fosfolipid misellerin tutulumunun



belirgin olarak fazla oldugu gosterilmistir. IR780 fosfolipit misellerinin beyin timorii
hedefleme etkisine sahip oldugu ve gelecekteki klinik calismalarda kullanilabilecegi
rapor edilmistir (35).

Orneklerden de anlasilacagi iizere, bu konuda yapilmis pek cok calisma
bulunmasina karsilik halen glioma teshis ve tedavi etkinliginde eksiklikler
gozlenmektedir. Bununla birlikte multifonksiyonel tedavi ve goriintiileme ajan1 olarak
az sayida calisma oldugu tespit edilmistir. Bu dogrultuda tez kapsaminda,
glioblastomanin etkin teshis ve tedavisi i¢in beyindeki tiimor hiicrelerinde yiiksek
oranda eksprese olan GLUT1’e aktif olarak hedeflendirilmesi amaciyla NAG ile
modifiye edilmis; PET/BT goriintiileme amaciyla %®Ga ile isaretlenmis, PDT/PTT ve
NIR goriintiileme amaciyla fotoduyarlastirici IR780 enkapsiile edilmis, PEGlenmis,
nanoboyutlu nétral ve pozitif yikli multifonksiyonel, teranostik lipozomlar formile
edilmis ve optimizasyonu saglanmistir. Multifonksiyonel lipozomlarin hiicre
tutulumlart RG2 ve U87 glioblastoma hiicre hattinda optik gorintuleme (In Vivo
Imaging System=IVIS), floresans mikroskop gorintileri ve NIR goérintilerinin
alinmasi ile tayin edilmis ve sitotoksisitesi incelenmistir. Ayrica, IR780 hapsedilmis
hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis nétral ve pozitif yiiklii lipozomlarin PDT/PTT
etkinlikleri in vitro olarak uygun NIR 15181 altinda incelenmistir. Calisma,
glioblastomanin etkili teshis ve tedavisi amaciyla gelistirilen teranostik lipozomlarin
NIR gorintileme ve PDT/PTT tedavi etkinliginde potansiyel olarak bulunmus ve
ileride in vivo glioblastoma modellerinde yapilacak goriintiileme ve tedavi etkinliginin

degerlendirilmesi ¢aligmalarina yol gdsterici potansiyeldedir.



2. GENEL BILGILER
2.1.  Gliomave Alt Tipleri

Gliomalar, beyin ve omuriligin en sik goriilen primer tiimorleridir. Histolojik
olarak normal glial hiicrelerin 6zelliklerini paylasirlar ve genellikle bu benzerliklere
gore isimlendirilirler (36). Yetiskinlerde yasa gore ayarlanmis insidans orani
100.000'de 28 olan gliomalar, tim beyin ve diger MSS tiimorlerinin yaklasik
%27,2'sini ve tim malign tiimorlerin yaklasik %81,3"int olusturur (37). Gliomalar,
tim beyin timorlerinin %45'ini ve tim beyin malignitelerinin %90’m1 100.000
insanda 6-8 vakalik bir siklikla olusturur. Gliomalar, 20 yasin iizerinde en sik goriilen
primer beyin maligniteleridir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO=WHO), beyin tiimérlerini benign (iyi huylu) ve
malign (kotii huylu) olarak siniflandirir ve kotli huylu tiimorler histolojik agresiflige
dayali olarak 4 sinifa ayrilir (38).

Hem intra hem de ekstra-aksiyel Kkutleler hicre orijini, histoloji,
immunofenotip ve molekuler/sitogenetik profile gore kategorize edilir (38).

Son molekiiler genetik buluslar, tanisal tanimlarin ve kriterlerin yeniden
degerlendirilmesi durumunu gerektirmistir. Klasik  histopatoloji ve
immiinohistokimya teshisini tamamlayan genetik profilleme, molekiiler parametreleri
iceren 2016 DSO tiimérleri siniflandirmasi siiflandirma ve derecelendirme sistemine
katkida bulunmustur (39). DSO’niin 2016 yilinda tekrar diizenledigi siniflamaya gére
gliomalar; diffliz astrositik-oligodendrioglial timorler, diger astrositik tiimorler ve
ependimal tiimdrler olarak ii¢ temel gruba ayrilmistir (39). Sekil 2.1.’de, diger MSS
tiimorlerinin yani sira gliomalarin fenotipik ve genotipik 6zelliklerini entegre eden bu

yeni siniflandirma gliomalarin tiplerini ve alt tiplerini 6zetlemektedir (39).
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Sekil 2.1. MSS tiimérlerinin smiflandiriimas: (DSO 2016) (39).



Gliomalarin  derecelendirilmesi/evrelendirilmesi  histopatolojik  olarak
kontrolsiiz biiylimeyi gosteren mitotik aktivite, nekroz ve infiltrasyonun varligi,
tiimoriin vaskiilaritesi géz ontlinde alinarak yapilir.

Tlimoriin derecesi malignite derecesini gostermekte olup, sagkalim ve prognoz
ile alakalidir (40).

Derece I ve II, uzun siireli klinik seyri olan diisiik dereceli tuimorler olarak
kabul edilir. Derece III ve IV tiimorler, tedavi edilmediginde hizla 6liime yol agan
yuksek dereceli lezyonlar olarak kabul edilir (39).

Glioblastoma multiforme (GBM) veya glioblastoma, malign beyin kanserinin
hem en yaygin hem de en agresif seklidir. Mevcut tedaviler yalnizca minimum
diizeyde etkilidir ve bes yillik sagkalim orami %7'dir (41). GBM, beynin glial
hiicrelerinden kaynaklanir ve DSO tarafindan derece IV astrositom olarak
smiflandirilir (39).

Son yillarda yapilan klinik ¢alismalarda ndbetler, bas agrisi, mide bulantisi,
motor bozukluklar, duyusal ve gorsel problemler, kafa karisiklig1, hatiza problemleri,
bilingte degisiklik, dil veya konusma ile ilgili sorunlar ve kisilikte degisiklik

gliomalarda en sik bildirilen semptomlar olmustur (42).
2.2.  Klinikte Gliomanin Teshis ve Goriintiilenmesi

Multimodal tedavi stratejilerine ragmen, gliomali hastalar i¢in prognoz
katiidiir. Bu nedenle, dogru tiimdr teshis ve derecelendirilmesi, uygun tedavi stratejisi
ve uzun vadeli sonuglari iyilestirmek igin ¢ok 6nemlidir (43).

Glioma ve ileri evre glioblastomalarin tedavisindeki en biiyiik engel beyindeki
bariyerlerdir; KBB ve BLMB ve BCSFB (Sekil 2.2.) (9). En yaygin olarak taninant,
parankimal mikrodamarlar seviyesinde yer alan ve yiiksek direncli siki baglantilar ile
karakterize edilen ve glia sinirlayicilar tarafindan desteklenen tek bir 6zel endotelyal
hiicre tabakasindan olusan KBB’dir (44). BCSFB, kanla taginan elementleri BOS tan
ayiran koroid pleksusun (beyin ventrikiillerinde lokalize) epitel hiicrelerinden olusur
(45). Uglincii tip bir MSS bariyeri olan BLMB, pia mater (beyin zar1) ve onu Grten
subaraknoid bosluk icinden gecen mikrodamarlarin endotel hiicrelerinin tek

tabakasindan olusur ve bagka bir BCSFB tipi olarak kabul edilebilmektedir (46).
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Sekil 2.2. MSS bariyerleri (47).

KBB sik1 baglantilar vasitasiyla birbirine sikica bagli ve astrositlerle siralanmig
polarize bir damar endotel hiicresi tabakasindan olusur. Sekil 2.3.‘de goriildiigii tizere
cesitli transseliiler tasima mekanizmalar1 mevcuttur. Kii¢lik hidrofobik molekiilleri
iceren bir konsantrasyon gradyani tarafindan yonlendirilen difiizyon, mevcut
terapdtiklerin beyne ana giris yolunu temsil eder. Paraseliiler tasima kuguk suda
¢Ozlniir molekiillerle simirlidir. Glukoz, amino asitler, niikleositler ve vinka
alkaloidleri, azidotimidin vb. gibi terapétikler igin oldugu gibi tasiyict aracili tagima
ve peptidik sinyal ve diizenleyici molekiller (instlin, leptin, interlokinler), besinler
(demir, LDL) i¢in reseptor aracili transsitoz mevcuttur. Pozitif yiklerin spesifik
olmayan bir sekilde tasinmasina dayanan adsorptif transsitoz ve proton pompali akis

tastyicilari ile de KBB’den gegis mekanizmalar1 gergeklesmektedir (48).
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Sekil 2.3. KBB gecis mekanizmalari (48).

Gliomalara anatomik konumlari sebebiyle erisim zordur. Genellikle yiiksek
riskli cerrahi prosediirler ve stereotaktik biyopsiler gerektirebilir. Ayrica, tlimorlerin
boyutu sebebiyle dogru tan1 konulmasi zordur, patolojik taniy1 netlestirmek i¢in birden
fazla cerrahi Grnekleme gerekebilir. Molekiiler taniy1 kolaylastirmak icin DSO
histoloji ve genetik analizlerin entegrasyonunu Onermistir. Diffiiz gliomalar, IDH
mutasyonlariin varlig ile alt gruplara ayrilabilir ve IDH-mutant gliomalarin alt grubu
icinde, 1p/19g kromozom kollarinin kodelasyonlarinin yani sira TERT gen promotorii
ATRX ve/veya TP53 mutasyonlarinin varhigi, yaygm astrositomlart ve
oligodendrogliomlar: ayirt edebilmektedir. Ayrica diffiiz orta hat gliomalar1t H3F3A
ve HIST1H3B genlerindeki mutasyonlarla karakterizedir (49).

Invazif olmayan goriintiileme yontemleri, karmasik ve yiiksek riskli cerrahi
prosediirleri en aza indirerek yaygin gliomalarin yonetimine biiyiik 6l¢iide yardimci
olabilmektedir. Glioma goriintilemede BT veya MRG anatomik bilgi saglanmasinda
ve rutin uygulamada siklikla kullanilan gorunttileme yontemleridir. MRG'in BT ye
Ustiinliigii daha iyi yumusak doku kontrasti, gelismis doku karakterizasyonu,
lokalizasyon ve kapsam degerlendirmesi saglayabilmesidir (50).

NikKleer tip goriintiileme yontemleri igerisinde tek foton emisyon bilgisayarli
tomografi (SPECT) ve pozitron emisyon tomografisi (PET), gliomalarda fizyolojik
bilgi saglayabilmede dnem tasir. Ayrica SPECT/BT, PET/BT, PET/MRG gibi hibrid

gorinttleme yontemleri hem anatomik hem de fonksiyonel bilgi saglayan goriintiilerin
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elde edilmesinde ve gliomanin dogru teshisinde molekiiler, fonksiyonel ve anatomik
bilgi elde etmede de 6nemli rol Ustlenmektedir. Nukleer gorunttileme tekniklerinden
olan PET ve SPECT goruntileme, biyolojik molekillere kolayca dahil edilebilen ve
boylece dokularin sadece anatomik tanimim1 saglamak yerine fonksiyonel
parametrelerin (fizyolojik ve/veya farmakolojik etkilesimler) dl¢lilmesine izin veren

pozitron ve gama yayan radyoizotoplar1 kullanir (38, 51).
2.2.1. Glioma Gorintilenmesinde MRG

T1 agirliklh, T2 agirlikli ve gadolinyum ile gii¢lendirilmis dizileri kullanan
MRG, gliomalarin teshisi, karakterizasyonu, gozetimi ve tedavisinin izlenmesinde
onemli bir klinik rol oynar. Bu tur geleneksel MRG protokolleri, BT ile
karsilastirildiginda yiiksek ¢oziiniirliiklii, ¢ok diizlemli anatomik bilgi ve gelistirilmis
doku karakterizasyonu saglamaktadir (52).

MRG, beyin tiimdrlerinin konum, kitle etkisi ve kontrast artis1 gibi morfolojik
ozelliklerini degerlendirmek icin altin standart bir gorlintileme yontemi olmasina
karsin bazi smirlamalari mevcuttur. Gliomalarin neoplastik olmayan lezyonlardan
ayrim yeteneginin zayif olmasi ve kontrast artisinin her zaman tiimdr derecesi ile
paralellik gostermemesi ve fonksiyonel bilgi saglamamasi gibi dezavantajlar

nedeniyle MRG gliomalarin derecelemesi igin kisitli bulunmustur (37).
2.2.2. Glioma Goruntilenmesinde BT

Gliomalar hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde herhangi bir bolgede ortaya
cikabilir. Ancak opatik kiazma ve beyin sap1 gliomalari, sirasiyla 1-6 yas ve 1-4 yas
arasinda en yliksek insidansa sahiptir. Serebellar astrositom ¢ocuklarda da yaygindir
ve en yiiksek insidans 5-10 yil arasindadir. Eriskinlerde, en sik etkilenen yas grubu 30-
65'tir. BT, bunlar1 diger intrakraniyal bosluk kaplayan lezyonlardan ayirt etmede rol
oynar ve intrakraniyal yer kaplayan lezyonlarin degerlendirilmesinde ilk tercih edilen
modalite olmaya devam etmektedir (53).

Cogu durumda, klinik 6ykii ile birlikte BT goriintiilemede glioma tanisi
konulabilir. Artan deneyim ve uzmanlik, tedaviden dénce ve sonra BT'de bir dizi model
oldugunu gosterir; bu, timoriin derecelendirilmesinin degerlendirilmesine olanak

tanir. MRG, c¢ok diizlemli yetenegi ve lezyonun cesitli sekanslarda daha iyi
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karakterizasyonu nedeniyle tumorleri tespit etme ve lokalizasyonunda BT'den daha
iistiin kabul edilmektedir. Ancak beyin tiimdrlerinin ayirict tanisinda tanisal dneme
sahip olan kalsifikasyonun saptanmasinda BT'min gerisinde kalmaktadir. Akut
intratlimoral kanamayi tespit etmede BT, MRG'den iistiin kabul edilir (53). Yine de
gliomalarin neoplastik olmayan lezyonlardan ayrim yeteneginin zayif olmasi ve
kontrast artiginin her zaman tiimdr derecesi ile paralellik gdstermemesi ve fonksiyonel
bilgi saglamamasi gibi dezavantajlar nedeniyle BT de gliomalarin derecelemesi i¢in

kisitli bulunmustur (37).
2.2.3. Glioma Goéruntulenmesinde PET

PET, gliomalarin invazif olmayan fonksiyonel goriintiilenmesi, dereceleme,
ayirict tani, tiimor kapsaminin belirlenmesi, cerrahi ve radyoterapinin planlanmast,
tedavi sonrasi izleme ve prognozu amactyla kullanilabilmektedir (54). Ayrica timor
niiksiiniin ameliyat veya radyoterapi sonrast nekroz gibi degisikliklerden ayirt
edilmesi, beyin goriintileme ¢alismalarinda spesifik radyofarmasdtiklerin
kullanilmasi ile basarili sonuglar alinabilmektedir (37).

PET dedektorler, sintilasyon kristallerinden ve fotogoklayict tiiplerinden olusur
ve dedektor halkalari halinde diizenlenir (55). PET’in hassasiyeti ve uzaysal
¢ozintrligi SPECT'ten daha yuksektir. Pozitron yayan izotoplar viicutta dogal olarak
olusan ya da bulunan atom veya molekullerin yerini kolaylikla alabilir. Bu nedenle
PET, molekiiler olayin goriintiilenmesi ve ilgili fonksiyonel bilginin alinabilmesi igin
daha iyi bir tekniktir. SPECT ile karsilastirildiginda PET'in ylksek duyarliligi ve
¢cOzliniirliigli daha etkili karakterizasyon ile sonuglanir. Daha yiksek verimli PET
tarayici teknolojisi gelistirildikgce PET’in daha yaygin kabul gérmeye devam etmesi
muhtemeldir (56).

PET, 5 mm’ye kadar uzaysal ¢Oziiniirliigii ile normal ve patolojik doku
fonksiyonunun farkli yonlerini gosteren farkli radyofarmasotik yelpazesi ile gelismis
gorinttleme tekniklerindenir (57).

Son yillarda, PET ile molekiiler goriintiileme, artan tiimor biiylime aktivitesi
alanlarinin tanimlanmasinda giderek artan bir Onem kazanmistir. Metabolik
dizensizlik ve replikatif immortalite gibi kanserlerin ayirt edici 6zelliklerini

kullanarak tiimérleri gorsellestirmek icin gesitli PET izleyiciler gelistirilmistir. 8F-
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florodeoksiglukoz (FDG), glikoz metabolizmasin1 gorsellestirirken radyoisaretli
amino asitler érn., 1'C-metiyonin (MET), 8F-3,4-dihidroksifenilalanin (FDOPA) ve
O-(2-'8F-Floroetil)-I-Tirozini (FET) protein sentezini ve ®F-florotimidin (FLT) DNA
replikasyonlarini izlemede kullanilabilmektedir (Tablo 2.1.). PET/BT ile bu sekilde
altta yatan tlimor tipleri arasinda primer tespit ve farklilasma, timor dereceleme ve
risk siniflandirmasi, tedavi planlamasi, biyopsi yeri se¢imi, yanit degerlendirme ve

nlks tespiti ile ilgili klinik olarak oldukca 6nemli bilgiler elde edilebilir (37).
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Tablo 2.1. Beyin tiimorii ve gliomalar1 goriintiilemede kullanilan PET
radyofarmasdtikleri ve mekanizmalari.

GLIiKOLizZ
IZLEYIiCiLERI

PROTEIN

SENTEZi

IZLEYIiCIiLERI:

DNA SENTEZi

IZLEYIiCiLERI

HiPOKSI

IZLEYIiCiLERI

HUCRE ZARI

SENTEZI

IZLEYIiCiLERI

1BF-FDG

Aminoasit izleyici
UC-MET ve 8F-FET

Aminqasit Analogu
Izleyici
18F-DOPA

BEFLT

18F-Floromisonidazol
(FMISO)

18F-Florodeoksi-
arabinofuranozil-

nitroimidazol (FAZA)

1C-Kolin
(1'C-CHO)

PET iZLEYICILER MEKANIZMA

-KBB boyunca aktif olarak tasmir ve aerobik glikoz
metabolizmasinn arttig1 bolgelerde birikir (38).

-Glikoz tastyicilar1 (GLUT1 ve GLUT3) ile kanser
hiicrelerine taginir ve glikoz gibi, *8F-florodeoksiglukoz-
6-fosfat olusturmak igin heksokinaz yoluyla fosforile
edilir. Bununla birlikte, glukoz-6-fosfatin tersine, 8F-
florodeoksiglukoz-6-fosfat ¢ok yavas metabolize olur ve
bu nedenle kanser hiicresinde etkin bir sekilde hapsolur
(58).

-LIC-MET ve BF-FET hiicre yuzeyinde bulunan
sodyumdan bagimsiz L-tastyici sistemi ile hiicreye
alinir.

-11C-MET hiicre igine alindiktan sonra protein sentezine
ya da adenozillenerek DNA sentezine katilir.

-FET sadece artmis aminoasit transportunu gosterirken
11C-MET protein sentezindeki artis1 da gosterir (59).
-Tirozinin metaboliti olan dihidroksifenilalanin (DOPA)
aromatik aminoasit dekarboksilaz enzimi ile dopamine
cevrilir. ¥F isaretli ®F-DOPA ise ayni enzim ile ‘8F-
florodopamine doniistiiriiliir.

-Norolojide presinaptik dopaminerjik yolagin biitiinligii
ile ilgili bilgi saglayan bir aminoasit izleyicisi olan 8F-
DOPA noroendokrin tiimérlerde tutulur.

-18F-DOPA glial tiimérlerde sodyum bagimli aminoasit
tagiyict sistemler araciligi ile hiicreye alinir (60).
-Timidin hiicre igerisine alindiktan sonra hiicre
sitozoliinde yer alan timidin kinaz-1 tarafindan
fosfatlanir ve timidin 3 fosfat DNA yapisina eklenir.
-Timidin kinaz-1’in substrati olan timidinin ®F ile
isaretlenmesi ile olusan yapt 3’hidroksil grubu
icermedigi icin DNA sentezine dahil edilemez ancak
fosfatlandiktan sonra hiicre igerisinde hapsedilir.
“8E-FLT tutulumu timidin kinaz-1 aktivitesini gosterir
(59).

-1F-FMISO tiimdr anjiyogenezinin bir primer baslaticisi
olan hipoksi izleyicisidir. KBB ve perfiizyondan
bagimsiz olarak dokularda hizla dengeye gelir ve yiiksek
derecede hipoksik bir ortamda bulunan canli hiicrelerde
hapsolur.

-TUmor hipoksisi, GBM gibi yiksek dereceli timdrlerin
yiiksek  proliferasyon oram1  ve dengesiz kan
beslemesinden kaynaklanir (38).

-8F-FAZA, diger bir hipoksi izleyicisidir. Daha az
lipofilik 6zellik ve daha fazla klerens nedeniyle daha iyi
bir sinyal-ses orani sergiler.

-Ayrica, hipometabolik nekrotik alanlarda sinirh kiigiik
hipoksik tiimor alanlarmin belirlenmesine yardimci
olabilir (60).

-11C-kolin, kétu huylu tumorlerde artan fosfolipid
sentezinin bir belirtecidir.

-Normal beyinde !'C-kolin, alimi ihmal edilebilir
diizeyde birikir.

1C-kolin, beyin tiimorii konturlarmin iyi bir sekilde
tanimlanmasina ve tiimor niiksii teshisine olanak saglar
(61).
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PET goriintiillemede kullanilan radyoniiklitler 20 dk.lik yarilanma émriyle 'C,
10 dk.lik yarilanma émriiyle 13N, 2 dk.lik yarilanma omrilyle 0, 110 dk.lik yarilanma
omriyle 8F, 1,3 dk.lik yarilanma 6mriiyle 82Rb, 12,7 sa.lik yarilanma omrilyle 84Cu,
14,7 salik yarilanma omriyle ®Y, 16 sa.lik yarilanma 6mriiyle "®Br, 68 dk.lik
yarilanma émrilyle *8Ga ve 4,2 giinliik yarilanma émriyle 21> diir (62). *®F en sik
kullanilan PET radyoniiklidi olmasina karsin, jeneratdr tarafindan iiretilen ®Ga, ana
Germanyum-68'in 271 giinliikk yarilanma 6mrii, jeneratorlerin yaklasik 1 yil boyunca
kullanilabilecegi anlamina geldiginden, PET goriintiileme i¢in ¢ekici bir izotoptur.
®8Ga jeneratori, aliimina, SnO; veya TiO2 kolonlar {izerinde emilmis *Ge igerir.
Bozunma (riinii ®8Ga’i kolondan ayristirmak icin seyreltik HCI ¢ozeltileri kullanilir
(63).

%8Ga, peptitler, oligoniikleotitler veya afibodiler gibi birgok diisiik veya
ortalama molekiiler agirlikli radyofarmasétigin  biyokinetik ve biyolojik yari
omdrleriyle uyumlu, 68 dakikalik ¢ok uygun bir yar1 6mre sahiptir (64).

%8Ge/%®Ga jenerator tasarimindaki son gelismeler Ve ticarilestirilmesi, ®Ga
isaretli PET izleyicilerine olan ilgiyi artirmistir. %Ga, PET goriintiileme icin 8F'e bir
alternatif olusturan jenerattrden kolaylikla elde edilebilen bir radyonuklittir ve 1.899
MeV'lik yiiksek pozitron emisyonuna sahiptir (65). ®Ga, galyumun +3 oksidasyon
durumunda bulundugu kompleksler olusturur. DOTA, ®Ga-DOTA kompleksi olarak
en yaygin olarak kullanilan gelatlayici ajandir (63).

2.2.4. Glioma Goruntulenmesinde SPECT

SPECT hastaya enjekte edilen izleyici/radyofarmasottikten gelen gama
emisyonlarinit kaydederek hastanin etrafindaki ¢oklu projeksiyonlarda fotogogaltic
tiipler araciligiyla goriintiilerin elde edilmesini saglar (38).

SPECT viicuttaki radyoaktivite dagiliminin tomografik goriintiilerini saglayan
bir niikleer gorintileme teknigidir. Bu amagla, radyoaktif atomlarla isaretlenmis
izleyiciler kullanilmaktadir. Bir izleyicinin lokal alimi ve tutulmasi hem izleyicinin
hem de dokunun fizyolojik ve biyokimyasal Ozelliklerine baglhidir. Radyasyonun
radyoaktif atom tarafindan yayilmasi, izleyicinin SPECT kamera tarafindan viicudun
disindan invazif olmayan bir sekilde tespit edilmesine ve hastaliklarin teshisine olanak

saglar (66).
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SPECT izleyicileri, PET izleyicilerine kiyasla kolay temin edilebilmeleri ve
daha ucuz olmalar1 gibi avantajlara sahip iken SPECT’in uzaysal ¢oziiniirliigiiniin
kismen diisiik olmasi dezavantajidir (67, 68).

Gliomada goriintiilemede kullanilan tiim izleyiciler gibi Tablo 2.2.’de verilen
SPECT ve SPECT/BT'de kullanilan radyofarmasétiklerin sahip olmasi gereken bazi
ozellikler bulunmaktadir. Bunlarin en 6nemlilerinden bir tanesi radyofarmasdtiklerin

KBB’yi asarak beyin dokusunda istenilen bolgede lokalize olabilmesidir (55).
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Tablo 2.2. Beyin tiimorii ve gliomalar1 goriintiilemede kullanilan SPECT
radyofarmasotikleri ve mekanizmalari.

SPECT iZLEYIiCIiLERIi

9mTc-Metoksiizobutilizonitril (MIBI)

1231-Alfa-Metil-Tirozin (IMT)

201T] (201-Talyum)

9mMTc-Etil Sistein Dimer (ECD)
ve
9mTc-Hekzametilpropilen Amin
Oksim (HMPAO)

9mTc-Tetrofosmin (TF)

1ln-Pentetreotid

MEKANIZMA

-9¥mTc-MIBI, KBB'yi gecebilmek ve mitokondride
konsantre olabilmek icin aktif diflizyonu kullanan
sentetik, lipofilik katyon kompleksidir.

99mTe-MIBI alimi, perfiizyon ve hiicresel aktiviteyi
yansitir ve cansiz hiicrelerde birikmez (38).

-IMT, KBB'yi bir amino asit tasiyic1 sistemi araciligiyla
gegen amino asit isaretli bir izleyicidir.

-IMT, normal beyin parankimasinda ¢ok az tutulum
gosteren ya da hi¢ tutulum gostermeyen gliomalarda
onemli miktarda tutuluma sahiptir; boylelikle canli
tumoru radyasyon nekrozundan ayirt etmeye yardimei
olur.

-IMT-SPECT beyin tiimor hacmini tanimlayabilmekte
ve radyasyon planlamasma yardimeci olabilmektedir
(38).

-2017], sodyum potasyum adenozin trifosfat hicre
membran pompast araciligiyla canli hiicrelere aktif
olarak taginan potasyum analogu olan tek degerlikli bir
izleyicidir.

-Izleyicinin tutulumu i¢in bu pompa hiicre canliligi
gerektirmektedir (38).

-Relatif serebral kan akisinin (rCBF) degerlendirilmesi
icin en popiiler iki beyin SPECT bilesigi **"Tc-HMPAO
ve ¥MTc-ECD'dir.

-Bu bilesiklerin her ikisi de lipofiliktir, bozulmamis
KBB’yi kolayca gecerler ve iceride KBB'yi kolayca
gecemeyen hidrofilik bilesiklere doniistiiriiliirler.

-rCBF bilesikleri beyin tiimorlerinin
degerlendirilmesinde rutin olarak kullanilmamaktadir.
Ancak bu bilesikler, kotii huylu beyin lezyonlarinin iyi
huylu tiimorlerden ayristirilmasinin yani sira radyasyon
sonrast degisikliklerden timoriin niiksiinii ayirt etmek
icin 2°'T| ile kombinasyon halinde kullamlmstir (69,
70).

-Sentetik lipofilik katyonik komplekstir.

-Aktif difizyon kullanan °®*"Tc-TF alimi membran
potansiyellerine baghdir. Alim boélgesel kan akisiyla
orantilidir ve izleyici yalnizca canli tiimor hiicrelerinde
lokalize olur (38).

-Bazal ganglionlarda, limbik sistemde ve kortekste bol
miktarda bulunan somatostatin reseptérlerine (SSR)
baglanir.

-Bu izleyici KBB'yi gecemedigi i¢in KBB bozulmadigi
zaman intraaksiyal tiimorler i¢in kullanimi sinirhidir.
-SSR'leri ifade eden intrakraniyal timorler arasinda
hipofiz adenomlari, menenjiyomlar,
oligodendrogliomalar ve medulloblastomlar bulunur
(72).
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2.2.5. Glioma Gorintiulenmesinde Optik Goruntileme

Optik goriintiileme teknikleri doku ile 151k etkilesiminin farkli fiziksel
parametrelerini  kullanmis ve bir dizi farkli optik goriintileme yaklagimi
tanimlanmistir. Bu teknikler, kontrast kaynagi olarak floresan, absorpsiyon, yansima
veya biyoliiminesansa dayanir. Son zamanlarda kullanilan optik goriintiilleme
teknikleri arasinda NIRF goriintiileme ve biyoliiminesans goriintiileme bulunmaktadir.

Bu optik teknikler molekiler 6zgulluk potansiyeline sahiptir (72).

Glioma Goruntilenmesinde Biyoliminesans Goruntiileme

Glioma progresyonunun kesfedilmesi ve glioma miidahalesinde yeni ajanlarin
degerlendirilmesine yoOnelik ¢aligmalar biyoliiminesans goriintiileme (BLI)
kullanimiyla desteklenmektedir. BLI, kimyasal enerjinin foton enerjisine
dontistiiriilmesi ile {iiretilen 151k emisyonunun saptanmasit ve nicellestirilmesine
dayanmaktadir. Bu, canli hiicreler ve doku igindeki lusiferaz enzimi tarafindan D-
lusiferin substratinin oksitlenmesi yoluyla gergeklesir (73).

BLI giiniimiizde yaygin olarak medulloblastom, oligodendroglioma, atipik
teratoid rabdoid tiimdrler, yaygin intrinsik pontin glioma ve beyin disindaki diger
dokulardan beyne metastaz dahil olmak Uzere bir dizi beyin timora tipindeki

potansiyel terapdtikleri incelemek igin kullanilmaktadir (73).

Glioma Goruntulenmesinde NIR Goruntuleme

Nanopargaciklarla floresan goriintiileme, in vivo izleme i¢in bagka bir invaziv
olmayan goériintiileme yontemidir. Avantajlari, mikroskopi kullanimiyla hiicre alti
dizeyde yiiksek hassasiyet ve ¢oziiniirliiktiir, ancak dokularda sinirli bir penetrasyon
derinligine sahiptir. NIRF goriintiileme daha 1yi penetrasyon derinligine sahiptir ve
daha spesifik sinyaller saglar. NIR goriintiileme, minimum arka plan miidahalesi ile
dokulara daha derin penetrasyona izin veren teshis igin hassas ve invaziv olmayan bir
tekniktir (74, 75).

NIRF ajanlarla hedefe 6zgi teshis ve gorlntileme olanagi, géruntulerin renk
yansimasi ve floresan emisyonundan elde edilen verilerle saglanir ve derin yuzeyde
bulunan dokularin goriintiilenmesinde 6nem arz eder. Bu molekiillerin sogurma ve

floresans yaptiklari bolge NIR spektroskopisinin molekiiler goriintiilemelerdeki segici
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alan1 olarak tanimlanir (650-850 nm). Bu teknik, hiicrelerdeki gesitli patofizyolojik
durumlarin tespitinin yani sira ilgili bilgileri elde etmek i¢in ger¢ek zamanli izleme
saglar (29, 76).

NIRF ajanlar glinimuzde fotodinamik tedavi ¢alismalarinda da yer almaktadir.
Klinik oncesi arastirmalarda, ftalosiyanin, klorin, porfirin, bakterioklorin, siyanin,
alexfluore ve c¢esitli bodipy serileri vb. NIRF boyalar/ajanlar kullanilmaktadir. Diger
ajanlarla kiyaslandiginda ftalosiyaninler ileri fotofiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahiptirler. NIR ajanlarin kullaniminin mevcut ve potansiyel avantajlarinin yani sira
toksisite sorunlar1 klinikte kullanilmasini kisitlamaktadir. Klinikte kullanilan FDA
onayli tek boya indosiyanin yesilidir (ICG) ve doku kromoforlar1 tarafindan diisiik
absorpsiyon ile NIR boélgesinde 780 ve 830 nm civarinda absorpsiyon ve emisyon
maksimumlarma sahip bir trikarbosiyanin NIR boyasidir. Ihmal edilebilir yan
etkileriyle, kardiyak fonksiyonlarin kontrolii, karaciger ¢iktilar1 ve retinal anjiyografi
gibi klinik alanlarda kullanilmaktadir (29, 77).

ICG’nin terap6tik kullanimini sudaki zayif in vitro stabilitesi, konsantrasyona
bagl agregasyon davranisi, kisa dolagim yar1 dmrii ve hedef dis1 etkiler gibi cesitli
faktorler kisitlamaktadir. IR780, ICG'den daha kararli ve yakin zamanda gelistirilmis
bir NIR boyasi/ajanidir. IR780, ICG’den daha yiiksek floresan yogunluguna sahip bir
lipofilik katyonik heptametin boyadir. IR780’in, PDT igin kullanilabilen 808 nm dalga
boyunda 1sinlama altinda singlet oksijen iliretme kabiliyetine sahip oldugu rapor
edilmistir. Ayrica, IR780, NIR 15181 veya lazer 15181 ile 1s1 liretimi nedeniyle bir PTT
ajani olarak da kullanilabilmektedir (77).

2.3. Klinikte Gliomanin Tedavisi

Gliomalar beyin cerrahisi, niikleer tip, radyoloji, patoloji, radyasyon onkolojisi
ve noro-onkoloji uzmanlart dahil olmak tlizere multidisipliner bir ekip yaklagimiyla
tedavi edilmektedir. En basarili merkezler, bu multidisipliner yaklagimi vurgulayan ve
klinik arastirmalarin tasarimi1 ve uygulanmasi yoluyla yeni tedavilerin translasyonel

arastirma ve degerlendirmesine odaklanan merkezlerdir (78).
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2.3.1. Gliomada Cerrahi

Cerrahi, yaygin olarak, timor kitlesini azaltmak ve tani i¢in doku elde etmek
igin ilk terapotik yaklasimdir. Primer tedavi yaklagimidir. TUmor rezeksiyonu
prognostik degere sahiptir; ndrolojik fonksiyonun rezeksiyonun kapsami tarafindan
tehlikeye atilmamasi kosuluyla, maksimum tiimor rezeksiyonu girisiminde bulunmak
faydali olabilir (79).

Yapilan bir ¢alismada, ameliyat mavi 1s1k altinda 5-amino-laevulinik asit (5-
ALA) ile timoriin floresan isaretlemesi kullanilarak yapildiginda tam rezeksiyon
oraninda artig ve progresyonsuz sagkalimda iyilesme gosterilmistir (80).

Mikrocerrahi rezeksiyon giivenli bir sekilde miimkiin olmadiginda (6rn.
timdriin konumu veya hastanin klinik durumunun bozulmasi nedeniyle) biyopsi

yapilmalidir (81).
2.3.2. Gliomada Radyoterapi

Radyoterapinin amaci, norotoksisiteyi indiklemeden lokal kontroli
tyilestirmektir. Radyoterapi, ylriitilen birka¢ erken klinik caligmada nérolojik
bozulmayi geciktirmis ve sagkalimi artirmistir (82, 83).

Radyoterapinin zamanlamasi, dozu ve planlamasi, yas, Karnofsky Performans
Skoru (KPS) ve rezidiiel tiimor hacmi dahil olmak iizere hastalik alt tipi ve prognostik
faktorler tarafindan belirlenir. Radyoterapi genellikle ameliyattan sonra 3-5 hafta

icinde baglar ve 50-60 Gy'de 1.8-2 Gy giinliik fraksiyonlarda uygulanir(84, 85).
2.3.3. Gliomada Kemoterapi

Gliomali ¢ogu hasta, hastalik seyrinin bir noktasinda alkilleyici ajanlarla
kemoterapi alir. KBB’yi gecgebilen bir oral DNA alkilleyici ajan olan temozolomid
(TMZ), glioma tedavisinde en sik kullanilan ilagtir. Bu ajan, baslica doz sinirlayict
toksisitesi olarak miyelosupresan, 6zellikle trombositopeni gosterirken kullaniminda
uygun bir givenlik profiline de sahipti. TMZ alan hastalarda karaciger
fonksiyonlarinin diizenli olarak izlenmesi gerekir. TMZ’in aksine, lomustin,
karmustin, nimustin veya fotemustin gibi nitrozoiire sinifindan alkilleyici ajanlar erken

(2-3 hafta) yerine gecikmis (4-6 hafta) ve daha siklikla kiimiilatif 16kopeni ve
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trombositopeniye neden olur. Ozellikle, fotemustin tedaviye ara verilmesini, dozun
azaltilmasmi ve hatta kesilmesini ve alternatif tedavilerin degerlendirilmesini
gerektirebilir. Pulmoner fibrozis esas olarak karmustin ile gozlenmistir ve lomustin ile
nadirdir (86). Lomustin, Prokarbazin-Lomustin-Vinkristin (PCV) olarak adlandirilan
bir rejimde siklikla prokarbazin ve vinkristin ile birlestirilir. Ameliyat sonrasi bosluga
implante edilen karmustin, yeni teshis edilen derece Ill veya IV glioma veya
tekrarlayan GBM’11 hastalarda yasam stiresi saglamistir (87, 88).

Bir anti-VEGF antikoru olan Bevacizumab, tekrarlayan GBM tedavisi icgin

onaylanmuistir, ancak kullaniminda herhangi bir sagkalim yarar1 gozlenmemistir (89-
91).

2.3.4. Gliomada Fotodinamik ve Fototermal Tedavi

PDT, neoplastik hiicrelere uygulanan secici olarak bir fotoduyarlastirict
molekilin foto-aktivasyonunu icerir. Foto-isinlamada enerji duyarlastiriciya transfer
edilerek molekiiler oksijenin bir singlet veya triplet duruma uyarilmasi saglanir.
Singlet durumda, enerji 1stya doniistiiriiliir veya 1s1k olarak yayilir. Uglii durumda,
enerji, hiicre 6lumund indiklemek icin gerekli olan reaktif oksijen tirlerini (ROS)
uretir. ROS, proteinler, doymamis yag asitleri ve kolesteroller dahil olmak iizere
doymamis c¢ift baglar iceren makromolekiillerle hizla reaksiyona girer. Bu
reaksiyonlar mitokondri, lizozomlar ve endoplazmik retikulum gibi hucre ici
organellerin zarlarmna zarar verir. Sonug¢ olarak nekroz, apoptoz, lokal iskemi ve

ardindan immiinolojik reaksiyonlar tetiklenir (92, 93).
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Sekil 2.4. PDT ve PTT ¢alisma prensibi (94).
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Tiimor hiicrelerine hedeflendirilen fotoduyarlastirict  ajanlar 151k ile
indiiklendiginde sitotoksisite yoluyla PDT o6zelligi gostermektedir. Bu nedenle PDT,
beyin tiimorlerinin tedavisinde uygulanabilir bir tedavi segenegi olarak goriilmektedir
(95).

PTT, tumoru lokal veya interstisyel olarak (bir optik fiber araciligiyla)
isinlamak i¢in harici bir NIR/lazer 15181 ve timor bolgesinde birikebilen bir
fotoduyarlastiricinin kullanilmasini gerektiren invazif olmayan bir tedavidir. Lazer
15181/NIR 15181 uygulamasi sonrasinda, fotoduyarlastirici 11k enerjisini toplar, 1s1ya
doniistiiriir ve serbest birakir, kismi veya tam tiimdr ablasyonuna yol acan lokalize
hipertermiyi indukler (96, 97).

PTT/PDT, glioma heterojenite kisitlamalarini, geleneksel ilag direng
mekanizmalarimi ve periferik saglikli dokular iizerindeki yan etkileri ortadan
kaldirarak tiimoriin yok edilmesine izin verdiginden, glioma tedavisi i¢in umut verici

yeni stratejiler olarak degerlendirilmektedir (98).
2.4. Tlac Hedeflemede ilac Tasiyic1 Sistemler ve Lipozomlarin Yeri
2.4.1. Qla¢ Tasiyic1 Sistemler ve Avantajlari

Birgok parametreyi kontrol etmek icin gelistirilen stratejilerden olan ilag
tasiyici sistemleri kullanmanin temel amaci, biyolojik olarak aktif bir bilesigi kontrollii
bir sekilde (siire ve salim hizi) vermek ve ayni zamanda vicuttaki ilag seviyesini
terapOtik pencere icinde tutmaktir. Ayrica, ilag belirli bir organ veya dokuya
yonlendirilebilir (hedeflendirilmis ilag tastyict sistemler) (99, 100).

Ilag tasiyici sistemler arasinda kati lipit nanopartikiiller (nanokreler,
nanokapsuller), nanoemulsiyonlar, nanosispansiyonlar, nanojeller, nanokristaller,
karbon nanotipler, lipozomlar, niozomlar, miseller, dendrimerler, siklodekstrinler,
kolloidal altin, sfingozomlar, mikrobaloncuklar, mikrokdreler, supermagnetik oksit ve
fulleren sayilabilmektedir (101, 102). Tablo 2.3.’de 6nemli ilag tasiyici sistemlerin

ozellikleri ve avantajlari verilmistir.
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Tablo 2.3. Ilag tastyici sistemler, 6zellikleri ve avantajlari.

ILAC TASIYICI
SISTEM

Kat1 lipid
nanopartikiller
(Nanokdreler ve

nanokapstiller)

Nanoemdilsiyonlar

Nanosuspansiyonlar

Nanojeller

OZELLIKLERI

-10-1000 nm arasinda degisen partikiil
boyutuna sahiptirler.
-fgerigi  kat1 lipitler,
maddeler ve sudur.

-Su i¢inde yag emiilsiyonlarinda, yag

yiizey aktif

yerine kat1 lipit  kullanimiyla
hazirlanirlar.

-Vicut sicakliginda katt olan bir
matristen olusmaktadir.

-Hazirlanma yontemine gore
“nanokiireler” ve  “nanokapsiiller”

olarak ikiye ayrilirlar.

-Nanokdreler, etkin maddenin polimerik
matriks yap1 i¢inde ¢6ziindiigii, disperse
oldugu ya da kismen adsorbe edildigi
sistemlerdir.

-Nanokapsiller, etkin maddenin
polimerik bir membran tarafindan
¢evrelenmis sulu veya yagl bir ¢ekirdek
i¢inde bulundugu vezikiiler sistemlerdir
(101, 103).

-Bir emiilsifiye edici ajan, yag ve sulu
bir faz kullanilarak sentezlenen kolloidal
partikiil sistemlerdir. Su i¢inde yag veya
yag i¢inde su emiilsiyonlaridir.
-Sentezlenmeleri icin yiizey aktif madde
kullanilarak tek bir faz olusturmak tizere
iki karismaz siv1 karigtirilir (104).
-Seyreltme, pH ve sicaklik
degisimlerinden etkilenmezler (101).

-Yizey aktif maddelerce stabilize
edilmis nano boyutlu ilag partikillerinin
(<1000 nm, genellikle 200-600 nm)
submikron koloidal dagilimlaridir (105).
-Dispersiyon i¢inde suspansiyon halinde
herhangi  bir  matris  malzemesi
kullanilmaksizin suda az ¢6ziinen etkin
maddelerin ¢oziiniirlikklerini artirmak ve
biyoyararlanimlarint  artirmak  igin
uygun hazirlama yontemleri
kullanilarak elde edilen ilag tasiyict
sistemlerdir (106).

-Hidrofilik polimer 6zellikteki hidrojel
yapida spesifik polianyonlarla katyonik
polimerlerin  baglanmast ya da
polimerlerin ¢apraz baglanmas1 ile
olusan ilag tasiyici sistemlerdir.

-Ags1 yapidadirlar ve iyonik gig, pH,
sicaklik gibi etmenlerden etkilenen
sisme Ozellikleri mevcuttur.

-Ilag enkapsiilasyon kapasiteleri yiiksek
ve stabiliteleri cok iyidir (101).

AVANTAJLARI

-Az coziinen etkin maddelerin
biyoyararlanimin1 arttirirlar.
-Uretimlerinde organik ¢oziicii
kullanilmaz.

-Lipofilik ve hidrofilik etkin
maddelerin yapisina katilirlar.
-Enkapstile  ettikleri  etkin
maddeleri fiziksel ve kimyasal

degradasyondan
korumaktadirlar.

-Etkin madde salimi1 kontrol
edilebilir ve
hedeflendirilebilirler.

-Yizey  oOzellikleri  gesitli
ajanlarla  kaplanarak RES
makrofajlar tarafindan
taninmasi engellenir.

-Diger  kolloidal  tasiyici

sistemlere kiyasla biyolojik
stvilarda daha yiiksek stabilite
gosterirler (101, 103).

-Diisiitk  ylizey  gerilimleri
nedeniyle  temas ettikleri
ylzeyi 1slatma ve yiizeye
yayilma o6zellikleri mevcuttur.
-Suda ¢oziiniirligii az olan
etkin maddelerin suda
¢ozlnebilir duruma gelmesini
saglarlar.

-Termodinamik olarak stabil
degildirler (101).

-flaglarin  ¢oziiniirliigiinii  ve
biyoyararlanimini arttirir.
-Daha yuksek ilag
kapstulasyonu elde edilebilir.
-Doz azaltma mumkiindir.
-laglarin fiziksel ve kimyasal
stabilitesini arttirir.

-Pasif bir ilag hedeflemesi
saglar (107).

-Daha az erken s1zint1 gosterir.
-Nanoboyutlari yuksek
gecirgenlik saglamaktadir ve
KBB gecis yetenegi mevcuttur.

-Hidrofilik ~ ve  hidrofobik
ilaglara uygulanabilir.
-Yiiksek biyouyumluluk

gosterir ve nispeten biyolojik
olarak parcalanabilir.



Nanokristaller

Karbon nanottipler

Lipozomlar

Niozomlar

-Partikil  boyutlar1 nano diizeye
indirgenmis, kristal yapidaki ila¢ etkin
maddeleridir.

-Diger ilag tastyict sistemlere kiyasla en
belirgin ozelligi nanokristallerin
tamamima yakinmm etkin maddeden
olusmasidir (101).

-Karbon atomlarmin biraraya
gelmesiyle olusan silindirik, boru
seklinde, 2-100 nm capinda, 5-550 nm
boyunda yapilardir.

-Kimyasal ve mekanik olarak kararli
yapilardir.

-Sitotoksik degildirler.

-Kimyasal modifikasyona  uygun
olduklar1 i¢in as1 tasiyici sistemlerde
oldugu gibi ilag tastyici sistem olarak da
tercih edilebilirler (101, 109).

Bir veya birden fazla fosfolipit cift
tabakadan olusan orta i¢ kisminda ve
tabakalar arasinda sulu faz bulunduran
boyutlar1 400 nm’den 2.5 pum’ye kadar
degisebilen ilag molekiillerinin
hapsedildigi kiiresel vezikiillerdir (110).
-Vezikiil boyutu, lipozomlarin dolagim
stiresinin belirlenmesinde 6nemli bir rol
oynar ve ¢ift tabakalarin hem boyutu
hem de sayisi, enkapsilasyonu etkiler.
-iki tabakanin boyutuna ve sayisina
bagl olarak, lipozomlar iki genis gruba
ayrilir:

1. Cok katmanl vezikiiller (MLV)

2. Tek katmanl vezikiiller (ULV)

Tek katmanli vezikiiller ayrica biiyiik
tek katmanli vezikiller ve kiglik
katmanli vezikiiller olarak siniflandirilir
(112).

Alkil veya dialkil poligliserol eter
smifinin  non-iyonik  yuzey  aktif
maddesinin  ve  kolesterolin, sulu

ortamda hidrasyon ile karistirilmasiyla
elde edilen mikroskobik katmanli
yapilardir (113).
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-Parenteral ve mukozal tasinma
kolaydir.

-Uyaranlara duyarli hedefli
tasinma mimkindur (108).
-Oral biyoyararlanimi artirip
hizl etki gosterirler.

-Doz azaltma mumkinddr.
-Uretimlerinde organik ¢6zuci
kullanilmaz.

-Suda ¢6ziinme problemi olan
ilaclar hazirlanabilir (101).
-flag yiiklenmesi ve salimi
kolaydir, dis duvarlari
hedeflendirme icin kimyasal
olarak modifiye edilebilir.

-Genis ve spesifik ylizey
alanina  sahiptirler ve iyi
adsorbsiyon ozellikleri

mevcuttur (101).

-Artan etkinlik ve terap6tik
indeks saglarlar.

-Enkapsilasyon ile stabilite
armaktadir.
-Toksik degildir, esnek,

biyolojik olarak uyumlu ve
biyolojik olarak parcalanabilir.
-Enkapsilasyon yoluyla etkin
maddenin toksisitesi azalir.

-Hem hidrofobik hem de

hidrofilik bilesikleri
barindirabilir (112).
-Lipozomlar dolagima
girdiginde plazma
proteinleriyle etkilesir ve RES
tarafindan uzaklastirilirlar.
RES organlarina
hedeflendirme etkin madde
lokalize olacagindan
avantajlidir,  ancak  diger
sistemlere ulasamamasi
dezavantajidir (101).

-Yapisi  geregi  hidrofilik,
lipofilik ve ampifilik ilag
gruplart i¢in kullanilabilirler.
-Yapisal ozelliklerinde

esneklik gosterir ve istenilen
duruma gore tasarlanabilir.
-flacin klirensini azaltir.

-flac1 yavasca salmak icin bir
depo gorevi gorir ve kontrolli
salim sunar.

-flaglarin oral
biyoyararlanimini artirabilirler.



Miseller

Dendrimerler

Mikrokiireler

-Kiiresel bir ¢ekirdek ve dis kabuktan
olusan makromolekiiler yapilardir.
-Amfifilik, tek polimer zincirinden
olusurlar ve bu zincirlere “unimer” ad1
verilir.

-Amfifilik diblok (hidrofilik polimer-
hidrofobik  polimer) ve triblok
(hidrofilik polimer-hidrofobik polimer-
hidrofilik polimer) ko-polimerler ve
graft polimerler kullanilir. Diblok
polimerlerden olusan  misellerde
cekirdek hidrofobik, kabuk hidrofilik
olmaktadir (115).

-Birbirlerini tekrarlayan monomerlerin
basamaklar halinde merkezden yiizeye
buyutiulmesiyle sentezlenen hiicresel
makromolekdllerdir.

-Cekirdek, dallar ve reaktif fonksiyonlu
gruplar olmak iizere kisimlart mevcuttur
(115).

-Mikrokadreler, biyolojik olarak
parcalanabilen ve ideal olarak 1-1000
um arasinda partikiill boyutuna sahip
proteinler veya sentetik polimerlerden
olusur. Mikrokiirelere mikropartikiiller
de denir (117).
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-Ozmotik olarak aktif ve
kararhdirlar.

-Enkapsile  edilen  ilacin
stabilitesini arttirirlar.

-Ylizey aktif maddeler
biyolojik olarak parcalanabilir,
biyolojik olarak uyumludur ve
immiinojenik degildir (114).
-Kiguk partikial boyutu (10-
200 nm), daha uzun Kkan
dolagim siiresine yardimci olur.
-Yiksek yapisal kararlilik
gosterirler.

-Di1s kisma hidrofilik,
gekirdege hidrofobik etkin
maddeler yiklenebilir.

-Diisiik  toksisiteye  neden
olurlar (115, 116).

-Etkin madde
kapasitesi yuksektir.
-Kolay sentezlenebilirler.
-Stabildirler.

yikleme

-Kisimlar1 degistirilerek
¢ozandrliuk, termal stabilite,
degisik ozelliklerdeki

maddelerin konjugasyonu gibi
Ozellikler elde edilebilir,
boyutlar1 kontrol edilebilir.
-Aktif hedeflendirmede etkin
makromolekdllerdir (115).
-Uzun sureli  ve  surekli
terapotik etki saglar.

-Dozlama sikligini azaltir ve bu
nedenle  hasta  uyumunu
tyilestirir.

-flacin kontrollii, siirekli ve
hedefe yonelik verilmesini
saglar.

-llaglarmn kisa yar1 Omiirleri
icin  mikrokiire durumunda
daha iyi terap6tik etki elde
edilebilir.

-Kiiciik ve kiiresel boyutlari
nedeniyle viicuda kolayca
enjekte edilebilir.

-Biyolojik yarilanma Omriinii

arttirir ve ayrica
biyoyararlanimu iyilestirir.
-Gastrointestinal tahris

ihtimalini azaltir (118).
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2.4.2. Lipozomlar ve Glioma Teshis ve Tedavisindeki Yeri

Lipozomlar, sulu bir ¢ekirdegi cevreleyen fosfolipid ve kolesterolden olusan
cift katmanli vezikiiler yapilardir. Sekil 2.5.’te sematik yapis1 gosterilen lipozomlar,
tek katmanli veya ¢ok katmanli olabilirler ve benzersiz 6zelliklerinden dolay1r hem

hidrofilik hem de hidrofobik ilaglar1 hapsedebilirler (119).

Hidrofobik lag

Sekil 2.5. Lipozomun sematik yapisi (120).

Biyolojik olarak bozunabilir olmalari, biyouyumlu dogasi geregi immiinojenik
olmayan hale getirilebilmeleri hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglar1 enkapsiile
ederek bunlarin kontrollii bir sekilde salimini saglamalari lipozomlari tastyici Sistemler
arasinda cekici kilmaktadir (121, 122). Lipozomlar, ilag¢ tasinmasi, gen tedavisi, asi
taginmasi ve molekiiler goriintiilemede potansiyel uygulamalara sahiptir (123).

Nanoboyutlu lipozomlar, genellikle hidrofilik ¢ekirdekte gesitli suda ¢oziiniir
ilac1t ve/veya hidrofobik zardaki ¢dzliinmeyen ilac1 hapsedebilen fosfolipidlerden ve
bunlarin arasinda vezikiiler stabiliteyi artiran kolesterolden olusur. Boylece daha az
dozda ilag kullanimi ile artmig etkinlik, yan etki goriilme olasiligr minimize edilmis
olur (124).

Geleneksel lipozomlarin en biiyiik dezavantajlari, kararsizlik, yetersiz ilag
yuklenmesi ve kisa dolasim siiresidir. Lipozomlar istenen dokulara aktif ve pasif
hedefleme stratejileri ile hedeflendirilebilmektedir. Lipozomlarin bagisiklik

sisteminin makrofajlar1 tarafindan hizli eliminasyonunu o6nlemek icin PEG gibi
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polimerler ile kaplama ginimizde farmasotik uygulamalardaki gelismis
teknolojilerden biri haline gelmistir. Lipozom ylizeyine kaplanmis uzun PEG zinciri,
plazma proteininin lipozom yiizeyine adsorpsiyonunu dénlemekte ve bunun sonucunda
plazmada lipozom agregasyonunu etkili bir sekilde azaltmaktadir. PEG ile kaplama
lipozomlarin bagisiklik sistemi tarafindan hizla taninmasini ve ortadan kaldirilmasini
engellemekte ve boylece lipozomlarin dolasimda kalig siirelerini uzatabilmektedir
(124).

Timor dokusunun lipozomlarla pasif olarak hedeflenmesinin temeli, normal
kilcal damarlarda bulunan "daha siki" yapilara kiyasla, timor mikrovaskiilatiiriiniin
endotel hiicreleri arasindaki daha blylk gozenek boyutlaridir. Bu nedenle, normal
dokularda tasiyicilarin kilcal damarlardan ¢ikmasi engellenirken tiimér dokularinda
ekstravazasyon yapmalarina izin verecek boyutta lipozomlar hazirlanmasi ile pasif
hedefleme saglanabilmektedir (125-127). Artmis gegirgenlige ek olarak, timor
bolgelerinde yaygin olarak artmis gegirgenlik ve tutulum etkisi (EPR) olarak bilinen
bir etki vardir. Bu durum, sivilarin lenfatik dolasima ¢ok daha az doniisii ve etkilenen
dokularda artmis kilcal gecirgenlik ile karakterizedir. Bu sekilde lipozomlarda (400
nm'ye kadar) hapsedilen ilaglar, timor bolgelerinde verimli bir sekilde birikebilir.
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi bazi diizenleyici anjiyogenez
faktorlerinin asir1 ekspresyonu da gozlenmektedir (128).

Aktif olarak hedeflenen lipozomal sistemler, kicik molekulli ligandlar,
peptitler ve monoklonal antikorlar gibi ligandlarin lipozomal yiizey iizerine konjuge
edilmesiyle hazirlanir. Ornegin, folat ve transferrin (Tf) reseptorleri (TfR) gibi belirli
reseptorler bir¢ok kanser hiicresinde oldukca fazla eksprese edilir ve lipozomlar1 timor
hicresine hedeflemek i¢in bu ligandlardan faydalanilabilmektedir. TUmor
mikrocgevresinde biriken lipozomlar, daha sonra spesifik hiicre yiizeyi reseptorleri ile
etkilesime girerek hiicrelere endositoz yoluyla girebilir. Lipozomlar1 kanser
hicrelerine verimli bir sekilde hedeflemek i¢in hedefleme ligandlarini aktif bolgelerini
kapatmadan baglamak gerekmektedir (129).

Lipozomlarin yiizeyine fonksiyonel gruplar eklenerek bu sistemler kanda uzun
kalig siiresi, tiimoriin spesifik olarak hedeflenmesi, yiiksek sicaklik, diisik pH

degerleri, 1s1 gibi harici uyaranlara yanit vermek, ila¢ ya da teshis/gortntileme igin
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kullanilan probun istenilen hedefe tasinmasimi desteklemek ve lipozomlarin
farmakokinetik profili ve birikimlerini gosterecek sekilde formiile edilebilirler (129).

Son zamanlarda beyne hedeflenerek beyin tiimorii veya norolojik hastaliklarin
teshis veya tedavisi i¢in lipozomlar formiile edilmistir. Lipozomlar KBB'yi reseptor
aracili transsitoz (RMT) veya adsorptif aracili transsitoz (AMT) yoluyla gecerek ¢esitli
beyin timorlerini tedavi etmek i¢in potansiyel olarak gelistirilmislerdir. KBB ve diger
bariyerleri gectiklerinde, lipozomlar tercihen timor bolgesinde birikir; bdylece,
spesifik olmayan hedefleme ve terapdtiklerin buna bagli yan etkileri biiyiik dlgiide
azaltilabilir ve bu da ilag giivenlik profilini gelistirir. Lipozomlarin glioblastoma teshis
ve tedavisindeki potansiyelleri transferrin, laktoferrin ve peptitler gibi spesifik
ligandlarla islevsel hale getirilerek arttirilmaktadir. Birka¢ klinik oncesi ¢alisma,
endojen ligandlarin veya monoklonal antikorlarin lipozom yiizeyine modifikasyonu
ile elde edilen sistemlerin pasif olarak hedeflenen nanotasiyicilara kiyasla
glioblastomaya tedavi etkinligini artirdigini gostermistir (130).

Lipozomal ilag tasiyict sistemlerin diyagnostik amagla kullanimlar1 da uzun
yillardir galigilmaktadir. Niikleer tip, tani1 amagli SPECT ve PET gorintileme
teknikleri igin spesifik radyofarmasotikler kullanir. SPECT goriintiileme i¢in
arastirilan yeni radyofarmasotikler olarak lipozomlar, 100 ile 500 keV (*™Tc, %In,
®’Ga) arasinda enerjiye sahip gama yayan radyoniiklitlerle isaretlenirken, PET'te
kullanilanlar, maksimum enerjileri birkag yiiz keV ve MeV arasinda degisen pozitron
yayan radyonilklidlerle ile isaretlenir (}21, 8F, %Ga, %Cu, 2Mn, %2zr) (131).
Lipozomlar, lipidleri hidrate ettmek i¢in kullanilan sulu ortama tercih edilen
radyoniiklidin eklenmesiyle isaretlenebilir (132). Bu yaklasim ile lipozomlar 6zellikle
9MT¢ ile isaretlenmistir (133, 134). Ancak, bu yontemle radyoniiklidin sadece kiigiik
bir kismi i¢ sulu faza dahil edilebilir ve sonug olarak isaretleme verimliligi diistiktiir.
Bu nedenle, dnceden hazirlanan lipozomlar1 yiiksek verimle radyoaktif olarak
isaretlemek igin yeni stratejiler gelistirilmistir. Lipozomlarin fizikokimyasal
ozellikleri (digerlerinin yan1 sira boyut, lipit bilesimi, yiizey yiiki ve ¢ift katmanlh
akiskanlik), teshis ve tedavide kullanilacak radyofarmasdtiklerin hazirlanmasi igin
farkli radyoniiklit isaretleme yoOntemlerinin gelistirilmesine olanak saglamistir.
Genellikle, lipozomlar, radyoniiklidin ya dogrudan ylizeye ya da bir selatoér yoluyla

lipid ¢ift tabakasina baglanmasiyla isaretlenebilir ya da radyoniiklitin lipozomun i¢
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sulu fazinda hapsedilebilir (132, 135). Bu amagla glioblastoma tani ve tedavisinde de
yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Ornegin, yapilan bir ¢alismada GBM teshis ve
goruntulemesi icin Gd igeren lipozomal formiilasyonlari gelistirilmis ve RT2 (mirin
glioblastoma hiicre hatt1) hiicrelerine karsi in vitro sitotoksisitesi degerlendirilmistir
(136). Yine bir klinik ¢alismada, GBM ve metastatik beyin tumorli hastalarda
gorintilleme icin  **™Tc-DTPA isaretli doksorubisin hapsedilmis PEGlenmis
lipozomlar formule edilmistir (137).

NIR gorintileme, biyolojik érneklerin in vivo goérintilemesi ve takibi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Iyi doku penetrasyonu, minimum otofloresans ve
biyolojik 6rneklere ve dokuya go6z ardi edilebilir foto-hasar nedeniyle, NIR boyalar,
invaziv olmayan goruntiileme igcin umut verici kontrast ajanlar olarak kabul edilmistir.
Bu boyalar ilag tasiyici sistemlere modifiye veya konjuge edilerek terapdtik hale
getirilebilmektedirler (138). Yapilan bir ¢alismada lipozomal olarak formiile edilmis
bir fosfolipid-konjuge ICG nanopargacigi gelistirilmis ve ortotopik sican GBM
modelinde NIR 1s1n1 uygulamasindan sonra timor bidyimesini anlamli derecede
baskiladigi gozlenmistir (139). Baska bir ¢alismada, IR780 igeren lipozomal bir
formiilasyon hazirlanmis ve glioma tedavisinde etkinligi 6nemli Olgiide artidigi

gozlenmistir (140).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Absolut etanol

Merck (Almanya)

Aseton

Merck (Almanya)

4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, ABD)

Dimetilformamid (DMF)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)

Dimetilsulfoksit (DMSO)

Merck (Almanya)

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolyum bromir (MTT)

Serva Electrophoresis GmbH

(Heidelberg, Almanya)

Dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC)

Avanti Polar Lipids (Alabaster,
Alabama, ABD)

1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-
fosfoetanolamin-N-(lisamin rodamin B

sulfonil) (amonyum tuzu) (Rodamin)

Avanti Polar Lipids (Alabaster,
Alabama, ABD)

1,2-Distearoil-sn-glisero-3-
fosforiletanolamin (DSPE)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)

1,2-distearil-sn-gliseero-3-
fosfoetanolamin-N[methoksi
(polietilenglikol)-2000] (amonyum tuzu)
(PEG2000-DSPE)

Avanti Polar Lipids (Alabaster,
Alabama, ABD)

Dulbecco’s MEM (DMEM) (Yiiksek
Glukoz) Besiyeri

Biochrom AG (Ingiltere)

Fetal Bovine Serum (FBS)

Biochrom AG (Ingiltere)

Fosfotidilkolin (Fosfolipon 90G) (PL
90G)

Natterman Phospholipids
GmBH (Almanya)

Hidroklorik asit (%36-38)

J.T. Baker (Hollanda)

IR780 iyodir (2-[2-[2-Kloro-3-[(1,3-
dihidro-3,3-dimetil-1-propil-2H-indol-2-

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)
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iliden)etiliden]-1-sikloheksen-il]etenil] -

3,3-dimetil-1-propilindolyum iyoddir)

S-2-(4-1zotiyosiyanatobenzil)-1,4,7,10-
tetraazasiklododekan tetraasetik asit (p-

SCN-Bn-DOTA)

Macrocyclics, Inc. (Plano, Teksas,
ABD)

Kloroform

Merck (Almanya)

Kolesterol (Chol)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)

L929 (ATCC® CCL-1™)

American Type Culture Collection
(ATCC, LGC Promochem, Rockville,
MD, ABD)

Metanol

Merck (Almanya)

N-asetil-glukozamin (NAG)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)

Penisilin-Streptomisin

Biological industries (Israil)

Potasyum dihidrojen fosfat

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)

RG2 (ATCC® CRL-2433™)

American Type Culture Collection
(ATCC, LGC Promochem, Rockuville,
MD, ABD)

Sodyum dodesil stlfat (SDS)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)

Sodyum hidroksit

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)

Stearil amin (SA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)

Trietilamin (min %99)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD)

Tripsin-EDTA %0,25 (w/v)

Biological industries (Israil)

U87 (ATCC® HTB-14™)

American Type Culture Collection
(ATCC, LGC Promochem, Rockuville,
MD, ABD)

8GaCls

8Ge-%Ga Eckert Ziegler Modular Lab

Eazy Jenerator
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Kullanilan Aletler ve Gerecler

COz inkubator (Heracell 150i)

Thermoscientific (ABD)

Calkalayicili su banyosu

Labnet International (ABD)

Dikey akimli hava kabini

HeraSafe Thermo Electron Corp.
(Almanya)

Diyaliz seliiloz membran

Sigma-Aldrich (Almanya)

Ekstriizyon Unitesi

Lipex, Biomembranes (Kanada)

Epifloresan mikroskop

Olympus BX51 (Japonya)

%7Ge/%®Ga Modular Lab Eazy Jenerator

Eckert Ziegler (Almanya)

Hicre kiltird inkiibatori

Heraeus Instruments Cytoperm 2

(Almanya)

In vivo goruntileme sistemi (IVI1S)

Newton 7.0, Vilber (Fransa)

Liyofilizatér (Heto Power Dry PL 3000)

Thermo Fisher Scientific (ABD)

Manyetik karistirict

Heidolph Reax Top (Almanya)

Mikropipet

Eppendorf Research Plus, Almanya

Mikroplaka spektrofotometre

Spectra Max Molecular Devices (ABD)

pH-metre

Inolab pH-metre (Tlrkiye

Polarize 151k mikroskobu

Leica DM EP (Houston, TX, ABD)

Polikarbonat membran filtre

Whatman (ABD)

Rotavapor BUCHI (Isvigre)

Terazi Mettler Toledo AB104-S (Isvigre)
UV Spektrofotometre Shimadzu UV-1280 (Japonya)
Vorteks Heidolph Reax Top (Almanya)
Zeta sizer Malvern Instruments (Ingiltere)
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3.3. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE Iceren, PEGlenmis, Nétral ve
Pozitif YUkIU Lipozomlarin Yapisina Giren Hammaddeler

Uzerinde Yapilan Kontroller

Lipozom formiilasyonlarinin yapisina giren temel bilesenlerden olan PL 90G
ve DPPC fosfolipidleri, kolesterol, yik verici madde olan stearil amin Avanti Polar
Lipids, Sigma Aldrich ve Natterman Phospholipids firmalarindan sertifikali olarak
temin edildigi ve daha onceki ¢alisma ve tezlerde kullanildigi i¢in iizerinde tekrar

kontroller yapilmamistir (141-149).
3.3.1. DOTA-Bn-DSPE Sentezi ve Uzerinde Yapilan Kontroller

DOTA-Bn-DSPE maddesi %Ga ile radyoaktif olarak isaretlemek icin
sentezlenecek olan selatdr bir maddedir. Bunun i¢in, 12 pmol p-SCN-Bn-DOTA, 1
mL kloroform-metanol-su (65:35:8 v/v) karisimi i¢erisinde ¢6ziilmiis ve es zamanli 22
umol DSPE, 1 mL kloroform-metanol-su karisimi igerisinde ¢dziindiiriilmiistiir. Iki
¢ozelti karistirildiktan sonra, 48 umol trietilamin ilave edilmistir. Karisim 40°C'de 2
saat ve ardindan oda sicakhiginda 16 saat karistirilmistir. Uriin olusumu ITK ve ktle
spektrumu ile dogrulanmistir (150).

Reaksiyonun ilerlemesi silika jel kapl ITK plaklari kullanilarak izlenmistir.
0,25 mm kalinlikta Silikajel 60 F254 ile kaplanmis 5x10 cm plaklar 110°C etiivde 60
dk. aktive edilmistir. p-SCN-Bn-DOTA, DSPE ve DOTA-Bn-DSPE’nin 20 pg.mL"
Llik  ¢ozeltileri, bir kilcal yardimiyla bu plaklara tatbik  edilmistir.
Kloroform:metanol:su (65:35:8 v/v) ¢oziicu sisteminde plak suruklendikten sonra
kurutulup iyot buhari ile doyurulmus tanka konmus ve lekeler UV lambasi altinda 254
nm’de incelenmistir.

Kiitle spektrum profili alinirken hareketli faz olarak; %0.1 Formik Asit: %0.1
Asetonitril (1:1, v/v) kolonsuz enjeksiyon, akis hizi: 0,3 mL/dk. olarak uygulanmistir.
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Sekil 3.1. DOTA-Bn-DSPE sentez reaksiyonu (150).
3.3.2. NAG

Calismalarimizda hedefleyici madde olarak kullandigimiz NAG i¢in analiz

sertifikas: firmadan saglanmigtir.
3.3.3. IR780 iyodiir
IR780 iyodur formilasyonlara etkin madde olarak PDT/PTT ve NIR

goriintiileme amaciyla fotoduyarlastirict olarak enkapstile edilmistir.

IR780 icin UV Spektrumu ve Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi
Lipozomlara hapsedilen IR780 miktarin1 tayin etmek ve in vitro salim
profillerini incelenmek amaciyla IR780’in farkli konsantrasyonlarda g¢ozeltilerinin

maksimum pik verdigi dalga boylarinda absorbanslar 6l¢iilerek ¢izilmistir.

IR780’n Etanoldeki UV Spektrumu ve Kalibrasyon Dogrusu
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IR780’in etanol i¢indeki ¢ozeltisinin maksimum absorbsiyon verdigi dalga
boyunu saptamak icin 200-900 nm araliginda spektrumu ¢ekilmistir. Ardindan 0,25,
0,5, 0,75, 1, 1,25 ve 1,5 pg.mL* konsantrasyonlarda etanol icerisinde 6 seri ¢ozeltisi
hazirlanmis ve bunlarin absorbansi spektrofotometre ile 783,5 nm dalga boyunda
dlgiilerek standart dogrusu ¢izilmis, dogru denklemi, “R” (korelasyon) ve “R?’

(determinasyon) katsayilar1 hesaplanmaistir.

IR780’in 20 mM Fosfat Tamponu (pH:7.4) / %2 (v/v) DMSO’daki UV
Spektrumu ve Kalibrasyon Dogrusu

IR780 iyodiir’in 20 mM fosfat tamponu (pH:7.4)/%2 (v/v) DMSO’daki
¢ozeltisinin maksimum absorbsiyon verdigi dalga boyunu saptamak i¢in 200-900 nm
araliginda spektrumu ¢ekilmistir. Sonrasinda 1, 2, 3, 4, 5, 6 pgmL?
konsantrasyonlarda 20 mM fosfat tamponu (pH:7.4)/%2 (v/v) DMSO igerisinde 6 seri
cozeltisi hazirlanmis ve absorbanslart spektrofotometre ile 775 nm dalga boyunda
olciilerek standart dogrusu ¢izilmis, dogru denklemi, “R” ve “R?’ katsayilari

hesaplanmustir.

3.4. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

Yukli Lipozomlarim Hazirlanmasi

IR780 hapsedilmis notral, pozitif yiikli hedeflendirilmemis ve
hedeflendirilmis lipozomal formiilasyonlar1 hazirlamadan once 6n formiilasyon

caligmalar1 yapilarak optimum lipozomal formiilasyonlar saptanmistir.
3.4.1. On Formiilasyon Cahsmalar

On formiilasyon calismalarinda farkli oran ve konsantrasyonda lipit bilesimi
ve IR780 miktar1 kullanilarak farkli lipozom formiilasyonlar1 hazirlanmis ve bu
sekilde optimum lipozomal formiilasyonlar elde edilmeye ¢aligilmistir.

Ayrica tez Onerisinde kullanilmasi planlanan jel yapisindaki DPPC ile
hazirlanan IR780 igeren lipozomal formiilasyonlar ile istenilen optimum partikdl

boyutu, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon verimi elde edilemedigi igin s1v1 kristal
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yapisindaki PL 90G fosfolipidi kullanilarak lipozomal formiilasyonlar hazirlanmis ve

bundan sonraki ¢aligmalara DPPC yerine PL 90G fosfolipidi ile devam edilmistir.
3.4.2. Lipozomal Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

On formiilasyon calismalar1 sonrasinda optimum partikiil boyutu ve
enkapsilasyon hacmine sahip lipozomal formilasyonlar Bangham yontemiyle (110)

40 mM konsantrasyonda Tablo 3.1.’de verilen bilesim yiizdeleri ile hazirlanmstir.

Tablo 3.1. Lipozom formiilasyonlarinin igerikleri, molar bilesim yiizdeleri ve
kodlari.

BILESIM
YUZDELERI
(%0)

FORM. FORMULASYON

KODU  iCERIiGi

PL90G:Chol:PEG2000-DSPE:IR780:DOTA-Bn-DSPE 50:29,2:5:0,5:0,3

PL90G:Chol:PEG2000-DSPE:SA:IR780:DOTA-Bn-DSPE 50:29,2:5:5:0,5:0,3
PL90G:Chol:PEG2000-DSPE:SA:NAG:IR780:DOTA-Bn-DSPE 50:29,2:5:5:10:0,5:0,3

PL90G:Chol:PEG2000-DSPE:NAG:IR780:DOTA-Bn-DSPE 50:29.2:5:10:0,5:0,3

Lipozomal formiilasyonlarin hazirlanmasiin sematik gosterimi Sekil 3.2.°de

verilmistir.

IR780 Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren Notral Teranostik
Lipozomlarin Hazirlanmasi

Tablo 3.1.’de belirtilen F1 kodlu lipozom formiilasyonu PL 90G, kolesterol,
PEG2000-DSPE, IR780 ve DOTA-Bn-DSPE’ nin kloroformda ¢ozlliip ardindan
rotavaporda kloroformun uzaklastirilip, olusan filmin fosfat tamponu (20 mM, pH:
7.4) 1le 35°C’de 45 dk. (200 rpm) hidrate edilmesiyle hazirlanmistir. Partikiil boyutunu
kiiciiltmek amaciyla elde edilen formilasyon azot gazi altinda sirasiyla 0.6, 0.4 ve 0.2
um por ¢apli polikarbonat filtrelerden 2’ser kez ge¢irilmistir. Ardindan hapsedilmeyen
serbest haldeki IR780°1 uzaklastirmak i¢in 3.5 kDa por agikligina sahip olan membran
filtreden oda sicakliginda 5 L fosfat tamponunda (20 mM, pH: 7.4) 12 saat boyunca

diyaliz edilmistir.
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NAG ile Hedeflendirilmis, IR780 Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren
Notral Teranostik Lipozomlarin Hazirlanmasi

Tablo 3.1.”de belirtilen F2 kodlu lipozom formiilasyonu hazirlanirken PL 90G,
kolesterol, PEG2000-DSPE, IR780 ve DOTA-Bn-DSPE kloroformda ¢6ziilmiistiir.
NAG %60/40 (v/v) kloroform/metanol karisiminda ¢ozlldikten sonra lipid faza
eklenmistir. Rotavaporda kloroform uzaklastirilip, olusan film fosfat tamponu (20
mM, pH: 7.4) ile 35°C’de 45 dk. (200 rpm) hidrate edilmistir. Partikiil boyutunu
kiigliltmek amaciyla elde edilen formilasyon azot gazi altinda sirasiyla 0.6, 0.4 ve 0.2
um por ¢apli polikarbonat filtrelerden 2’ser kez gegirilmistir. Ardindan hapsedilmeyen
serbest haldeki IR780°1 uzaklastirmak i¢in 3.5 kDa por acikligina sahip olan membran
filtreden oda sicakliginda 5 L fosfat tamponunda (20 mM, pH: 7.4) 12 saat boyunca
diyaliz edilmistir.

IR780 Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren Pozitif Yiiklii Teranostik
Lipozomlarim Hazirlanmasi

Tablo 3.1.’de belirtilen F3 kodlu lipozom formiilasyonu PL 90G, kolesterol,
PEG2000-DSPE, IR780, DOTA-Bn-DSPE ve yiik verici madde SA kloroformda
¢cozllip ardindan rotavaporda kloroformun uzaklastirilip, olusan filmin fosfat
tamponu (20 mM, pH: 7.4) ile 35°C” de 45 dk. (200 rpm) hidrate edilmesiyle
hazirlanmustir. Partikiil boyutunu kii¢iiltmek amaciyla elde edilen formulasyon azot
gaz1 altinda sirasiyla 0.6, 0.4 ve 0.2 um por ¢apl polikarbonat filtrelerden 2’ser kez
gecirilmistir. Ardindan hapsedilmeyen serbest haldeki IR780°1 uzaklastirmak icin 3.5
kDa por agikligina sahip olan membran filtreden oda sicakliginda 5 L fosfat

tamponunda (20 mM, pH: 7.4) 12 saat boyunca diyaliz edilmistir.

NAG ile Hedeflendirilmis, IR780 Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren
Pozitif Yukll Teranostik Lipozomlarin Hazirlanmasi

Tablo 3.1.’de belirtilen F4 kodlu lipozom formiilasyonu hazirlanirken PL 90G,
kolesterol, PEG2000-DSPE, IR780, DOTA-Bn-DSPE ve SA kloroformda
¢cOzulmiistiir. NAG %60/40 (v/v) kloroform/metanol karigiminda ¢6ziilmiis ve lipid
faza eklenmistir. Rotavaporda kloroform uzaklastirilip, olusan film fosfat tamponu (20

mM, pH: 7.4) ile 35°C’de 45 dk. (200 rpm) hidrate edilmistir. Partikiil boyutunu
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kiigliltmek amaciyla elde edilen formilasyon azot gazi altinda sirasiyla 0.6, 0.4 ve 0.2
um por ¢apli polikarbonat filtrelerden 2’ser kez gegirilmistir. Ardindan hapsedilmeyen
serbest haldeki IR780°1 uzaklastirmak i¢in 3.5 kDa por agikligina sahip olan membran
filtre ile oda sicakliginda 5 L fosfat tamponunda (20 mM, pH: 7.4) 12 saat boyunca
diyaliz edilmistir.
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-/" o a8 uzaklagtnimass um por gaph polikarbonat
ﬂ filtrelerden gegirilerek partiko!
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Created in BioRender.com bi

Sekil 3.2. Lipozomal formiilasyonlarin hazirlanmasi (BioRender ile ¢izilmistir).
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3.5. NAG ile Hedeflendirilmis Ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

YUKIU Teranostik Lipozomlarin Karakterizasyonu

Hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis noétral ve pozitif yiikli, IR780
hapsedilmis multifonksiyonel lipozomlarin karakterizasyonu goriiniis ve tip tayini,
ortalama partikiil biiyiikligii ve biiyiikliik dagilimi, zeta potansiyeli ve enkapsulasyon

etkinligi (%EE) ile saptanmaistir.
3.5.1. Goriiniis ve Tip Tayini

Hazirlanan formiilasyonlarin makroskopik goriiniisii ve rengi incelenmistir.
Ayrica lipozomal vezikiillere ait sari-mavi ¢apraz bantlar polarize 151k mikroskobu

altinda 40x biiylitme orani ile filtrasyon isleminden dnce incelenmistir.

3.5.2. Ortalama Partikil Boyutu ve Dagilim (PDI) ile Zeta Potansiyel

Degerleri

Hazirlanan formiilasyonlarin ortalama partikil buytklikleri ve biyukluk
dagilimlar1 (PDI) ile zeta potansiyalleri dinamik 1s1k sa¢ilimi (Dynamic Light

Scattering) yontemine gore 25°C’de Nano-Zeta Sizer ile 6lgiilmiistiir.
3.5.3. Enkapsulasyon Etkinligi (%EE)

Diyaliz ile serbest IR780 uzaklastirildiktan sonra, formilasyonlar etanol
icerisinde manyetik karistirici ve vorteks yardimiyla pargalanmustir. Icte tutulan IR780
miktar1 783,5 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢tilmiis ve standart dogru
denklemi kullanilarak igte tutulan miktar1 yiizde olarak hesaplanmistir. Enkapsiilasyon

etkinligi yiizdesi asagidaki esitlik ile (Esitlik 3.1.) hesaplanmustir.

Icte tutulan IR780 iyodiir miktart
EE% = — - —— x 100
Hazirlama sirasinda ilk ilave edilen IR780 iyodiir miktart
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3.6. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

Yiiklii Lipozomlarn In Vitro Salim Profillerinin incelenmesi

IR780’in hazirlanan lipozomlardan in vitro ortamda salimlarini incelemek igin
diyaliz metodundan faydalanilmigtir. 1’er mL lipozom formiilasyonlar1 alinarak
diyaliz membrana (3.5 kDa MW cutt-off) yerlestirilmis ve 37 °C’de 10’ar mL fosfat
tamponu (20 mM, pH 7.4):%2 DMSQO’ya kars1 diyaliz islemi uygulanmistir. Diyaliz
islemi dakikada 150 gidis-gelis hareketi yapan su-banyolu calkalayici iginde
uygulanmistir. Belli zaman araliklarinda (15 dk, 30 dk, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 30, 36, 48,
60, 72, 78 sa) salim ortamindan 1’er mL 6rnek alinmig ve alinan bu 6rnegin yerine
hacmi tamamlamak i¢in salim ortamina 1 mL tampon ilave edilmistir. Salim ortamina
gecen IR780 miktarlar1 spektrofotometrik olarak 775 nm’de OSlgiilmistiir.
Lipozomlarin salim kinetigi, In Vitro-In Vivo Kinetics, Sirim 1.0.40 programi ile
hesaplanan denklemlerden elde edilmis ve bu dogru denklemlerinin egim, R ve R?

katsayilarinin saptanmasi ile belirlenmistir (141, 151).

3.7. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

Ykl Lipozomlarin Ga-68 ile Isaretlenmesi
3.7.1. Lipozomal Formiilasyonlarin **Ga ile Isaretlenmesi

Eckert Ziegler Modular Lab Eazy Jenerator sisteminde kolon dolgu maddesi
olarak kullanilan TiOz(titanyum dioksit)’e Germanyum-68 emdirilmistir. Galyum-68,
0.1 M HCI kullanilarak kolondan elue edilip, fizyolojik pH’da salin ile +3 degerlikli
olarak reaksiyon vialine ®8GaCls alinmistir. Reaksiyon vialine gegen saf 8GaCls, bu
noktadan sonra lipozomlar ile inkiibe edilmistir.

Isaretleme i¢in lipozomal formiilasyonlara ®GaCl; 0,3 mCi/mL aktivite olacak
sekilde eklenmistir. Optimum isaretleme verimini elde etmek ig¢in, lipozomal
formiilasyonlar %Ga ile farkli pH (3,5 ve 4,5), sicaklik (60 ve 80°C) ve inkiibasyon
stirelerinde (5 ve 15 dk.) muamele edilerek isaretlenmistir. pH ayarlamasi 1,14 M
sodyum asetat tamponu (pH:3,5), HCI ¢ozeltisi ve NaOH c¢ozeltisi ile saglanmistir
(152).
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Ayrica, formiilasyonlar 80°C’de 15 dk. inkiibe edildikten sonra vezikiillerin
yapisinda herhangi bir degisiklik olup olmadigi siizme islemi Oncesinde polarizan
mikroskobu goriintiileri (x40 biiyiitme) ile sonrasinda ortalama partikiil boyutu, PDI,

zeta potansiyel dl¢limii ve enkapsiilasyon verimi (%EE) hesaplamast ile incelenmistir.
3.7.2. Radyoaktif Isaretleme Verimi

Isaretleme verimini hesaplamak icin ITLC-SG plaklar: kullanilmistir. Sicakta
aktive edilen plaklara isaretli lipozom formiilasyonlar1 tatbik edilmis ve hareketli faz
olarak 0,1 M sodyum sitrat ¢ozeltisi (pH:5) ve aseton/asetik asit/su ¢ozeltisinde
(3/5/1.5 v/v) yirituldiikten sonra kurutulmustur. Isaretleme verimini hesaplamak igin
ortadan ikiye kesilen seritlerin her iki pargasinin aktivitesi gama sayicida 6l¢iilmesi ile
saptanmis ve asagidaki esitlik (Esitlik 3.2.) kullanilarak isaretleme verimi
hesaplanmustir (152).

% Isaretleme Verimi (S)= [Isaretli ®®Ga (radyokolloid ve lipozom) Aktivitesi /
(Isaretli ®8Ga (radyokolloid ve lipozom) Aktivitesi + Serbest ®Ga Aktivitesi) x 100]
(0,1 M Sodyum sitrat pH:5 hareketli fazi)

% Isaretleme Verimi (A)=[isaretli ®Ga (radyokolloid) Aktivitesi / (Isaretli
8Ga (lipozom) Aktivitesi + Serbest ®8Ga Aktivitesi) x 100] (piridin/asetik asit/su
(3/5/1.5) hareketli faz1)

% Isaretleme Verimi = % Isaretleme Verimi (S-A)
3.7.3. lIsaretlemenin In Vitro Stabilitesi

%8Ga isaretli lipozomal formiilasyonlarin hiicre kiiltiirii ortaminda (phosphate
buffer saline (PBS)) in vitro stabilitesini degerlendirmek igin 10 uL %8Ga-isaretli
formilasyonlar 90 uLL PBS pH 7.4 ile oda sicakliginda karistirilarak inkiibe edilmistir.
In vitro stabilitesi 25°C’de 3 farkli zaman noktasinda (30, 60, ve 120 dk.) ITLC ile

degerlendirilmistir.
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3.8. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

YUKIU Lipozomlarin Stabilite Calismasi

Hazirlanan lipozom formulasyonlarindan 1’er mL’lik 6rnekler alinarak oda
sicakliginda (25°C’de) ve buzdolabinda (+4°C’de) bekletilerek, dnceden belirlenen
zamanlarda ornekler partikiil biiyiikligii, zeta potansiyel ve i¢te tutulan maddenin
kayb1 agisindan 3 ay suresince belirli zaman dilimlerinde (3., 5., 7., 14., 21., 30., 60.

ve 90. giinlerde) degerlendirilmistir.
3.9. Lipozomal Formiilasyonlarin In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.9.1. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve
Pozitif YUkIU Lipozomlarin Hiicre Tutulumlarmmin NIR

Gorintileme ile incelenmesi

Lipozomal sistemlerin ve serbest IR780 ¢ozeltisinin zamana bagli olarak
hiicreye giris yogunlugunun floresans siddeti in vivo goriintiileme sistemi IVIS’de
(Newton 7.0, Vilber, Fransa) goriintllenerek incelenmistir.

F1, F2, F3 ve F4 lipozomal formiilasyonlarin GBM hiicrelerini tanimasi ve
tutulumlart RG2 ve U87 hiicre hatlarinda in vitro olarak incelenmistir. Bunun igin
baslangi¢ olarak hiicreler 25.000 U87 hiicre/kuyu ve 45.000 RG2 hiicre/kuyu olacak
sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekilmis ve %10 FBS iceren DMEM’de 37°C, %5
COz2’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Hiicreler %80-doluluk oraninda plaklara
tutunduktan sonra serbest IR780 ¢ozeltisi ve lipozomlar (1,5 pg/mL IR780) RG2 ve
U87 hiicreleri ile 10 dk., 30 dk., 60 dk., 120 dk. ve 240 dk. 37 °C’de inkiibe edilmis
ve floresans goruntuleri plaklar bir kez PBS ile yikandiktan sonra in vivo gorintiileme

sistemi IVIS ile 740 nm’de tayin edilmistir (77).
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3.9.2. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Notral ve
Pozitif YUkIU Lipozomlarin Hiicre Tutulumlarinin Floresans

Mikroskobu ile Gosterilmesi

F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlarinin glioma hiicreleri ile etkilesimini
gostermek i¢cin Rhodamin-DSPE (Rhod:Total Lipit) (0.1:100 molar oranda) lipozomal
formiilasyonlarin hazirlanma asamasinda lipid faza eklenmis ve bu sekilde Rhodamin
isaretli lipozomal formiilasyonlar hazirlanmistir.

25.000 hiicre/kuyu olacak sekilde RG2 hiicreleri 24 kuyulu plaklarda lameller
uzerine ekilip, hiicreler %70-80 oraninda plaklara tutununca, plaklar 2 kez PBS ile
yikanmis ve %10 FBS igeren DMEM’de 1 saat, 37 °C ve %5 COg iceren ortamda
inkiibe edilmistir. Ardindan hiicreler Rh-PE isaretli 1,5 pg/mL F1, F2, F3 ve F4
lipozom formiilasyonu ile 37°C ve %5 COz igeren ortamda 2 saat inkiibe edilmistir.
PBS ile yikanan kuyularda bulunan lameller 1:1000 oraninda DAPI mounting medium
ile lamlarin ilizerine kapatilarak 1 gece kurumaya birakilmistir. Ertesi giin 100X
biiyiitme ile ¢ekilen fotograflar incelenerek analiz edilmis ayrica ImageJ uygulamasi

ile de bakilmustir.

3.9.3. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE TQEren, PEGIlenmis, Notral ve
Pozitif YUkIU Lipozomlarin Termal Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Oncelikle NIR 15131 (808 nm, 0,8-1W/cm?) maruziyeti sonrasi lipozomal
formiilasyonlarin sicaklik artisini incelemek ve etkinlik saglayabilecek optimum NIR
15181 uygulama siiresini saptamak amaciyla bir 6n ¢aligma yapilmistir. Bu amagla,
IR780 igeren tampon ¢ozelti ve IR780 hapsedilmis lipozomal formiilasyonlar {izerine
farkli siirelerde (5, 10 ve 15 dk.) NIR 15181 (808 nm, 0,8-1W/cm?) uygulanmasi

sonrasinda olusan sicaklik degisimleri hassas termometre yardimiyla 6l¢tilmiistiir.
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3.9.4. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve
Pozitif YUkIU Lipozomlarin PDT/PTT Etkinliginin

Degerlendirilmesi

F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlarinin in vitro olarak PDT/PTT etkinligini
degerlendirmek igin RG2 (25000 hucre/kuyu) ve U87 (12500 hiicre/kuyu)
glioblastoma hiicreleri 96-kuyulu plaklara ekilmis ve %10 FBS igeren DMEM’de
37°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler ardindan 0, 0.75 ve 1.5 pg/mL
konsantrasyonlarda IR780 hapsedilmis lipozom formiilasyonlart ve aym
konsantrasyonlarda serbest IR780 ¢ozeltisi ile inkiibe edilmis ve 4 saat boyunca
inklibasyona birakilmistir.

Dispersiyon 10 dk. (optimum sicaklik artis siiresi) boyunca NIR 1s18ina (808
nm, 0.8-1 W/cm?) maruz birakilmistir. NIR 1s181ina maruz birakilan hiicreler ardindan
24 saat boyunca CO2’li inkiibatorde tekrar inkiibe edilmistir. Hiicre yasayabilirligi

Dimetiltiazol-difeniltetrazolyum bromdr (MTT) analizi ile tayin edilmistir (153).
3.9.5. Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite ¢alismalar1 igin glioblastoma hiicre hatti olarak U87 insan
glioblastoma hiicre hatt1 ve RG2 sigan glioblastoma hiicre hatt1 ile kontrol grubu olarak
1929 fare fibroblast hiicresi kullanilmistir. RG2 (25000 hicre/kuyu), U87 (12500
hicre/kuyu) ve L929 fibroblast (kontrol grubu olarak) (15000 huicre/kuyu) hucreleri
besi yeri iginde (50 pupL/kuyu) 96 kuyucuklu plaklara formulasyonlarin
uygulanmasindan 1 gece Once ekilmis, hiicrelerin lizerine 0, 0.75 ve 1.5 pg/mL
konsantrasyonlarda F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlar1 ve etanol-fosfat tamponu (%2
v/v) igerisindeki IR780 ilave edilmistir. 24 saat boyunca %5 CO2’li inkiibatérde
kiiltiirleri gergeklestirildikten sonra sitotoksik etki kantitatif olarak dl¢lilmiistiir.

Bu amagla, htcrelerin tUzerine 25 pul MTT eklenmis ve 4 saat inkiibasyon
sonrasi kuyulara 80 pl %45’lik DMF icinde ¢oziilmiis %23 sodyumdodesilsulfat
cozeltisi (SDS) (pH 4.7) eklenerek plaklar bir gece etiivde birakilmigtir. 12-15 saat
sonra spektrofotometrik olarak 570 nm’de ekstraksiyon tamponu olan SDS/DMF

¢oOzeltisine kars1 absorbans degerleri okunmustur.
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3.10. istatistiksel Analizler

Calismada elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel acgidan fark olup
olmadigin1 degerlendirmek igin istatistiksel analizler yapilmistir. Tiim testler en az 3
kez tekrarlanmistir. Deneylerden elde edilen veri sayilar1 30’dan az oldugu igin,
degerlendirmelerde parametrik olmayan test ydntemleri uygulanmistir. Iki grubun
karsilastirilmasi igin Mann Whitney U testi, li¢ veya daha fazla grubun karsilastiriimasi
icin ise Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanilmistir. Ayni grup igerisindeki
farkliklar1 ifade etmek i¢in hiicre kiiltiiri ve in vitro ¢alismalarin sonuclarinda
Ordinary One Way Anova, diger ¢alismalarin sonuglarinda ise standart sapma (SD)
kullanilmistir. Gruplar arasindaki farklilari karsilastirirken p<0.05 istatistiksel agidan

anlamli olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve Pozitif
Ykl Lipozomlarin Yapisina Giren Hammaddeler Uzerinde

Yapilan Kontrollere Ait Bulgular

Fosfolipitler

Calismada kullanilan fosfolipitler proje kapsaminda Avanti Polar Lipids ve
Natterman Phospholipids firmalarindan temin edilmistir. Ana bilim dalimizda daha
onceki ¢alismalarda elde edilen sonuglara gore firmalarindan elde edilen sertifikalarina
gore, DPPC’nin fosfotidilkolin igerigi %99, PL 90G’nin fosfotidilkolin icerigi ise
%96,6’dir (141, 142, 148).

DPPC’ye ait kromatogramdan Rf degeri 0.137, PL 90G’ye ait kromatogramdan
ise Rf degeri 0.177 olarak bulunmustur(141, 142, 148).

DPPC ve PL 90G’nin DSC termogramindan DPPC’nin faz gecis sicakliginin
53°C civarinda ve erime derecesinin yaklagik 75°C oldugu tespit edilmistir. PL

90G’nin faz ge¢is sicakliginin ise -5°C civarinda oldugu saptanmustir (141, 142, 148).

Kolesterol

Calismada kullanilan kolesterol Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.
Daha 6nceki galigmalarda elde edilen sonuglara gére ITK’s1 yapilan kolesteroliin Rf
degeri 0.95 olarak hesaplanmistir (141, 142, 148). Aym sekilde ilgili ¢alismalarda
(141, 142, 148) kolesterolin DSC termogramindan faz gegcis sicakliginin 45°C ve
erime sicakliginin ise 152°C civarinda oldugu gozlenmistir. Kolesteroliin erime
derecesi tayininde de benzer sekilde erime derecesi 148-149°C olarak bulunmustur
(141, 142, 148).

PEG2000-DSPE
Calismada kullanilan PEG2000-DSPE proje kapsaminda Avanti Polar Lipids

firmasindan temin edilmistir. Ana bilim dalimizda daha 6nceki ¢alismalarda elde
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edilen sonuclara gore PEG2000-DSPE’ye ait Rf degeri 0.75 ve 0.76 olarak
hesaplanmistir (141, 142, 148).

SA

SA Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir. Ana bilim dalimizda daha
onceki calismalarda elde edilen sonuglara gore ITK analizi sonrasi SA’e ait
kromatogramdan Rf degeri 0,62 olarak hesaplanmistir (141, 145, 148).

4.1.1. DOTA-Bn-DSPE Sentezi ve Uzerinde Yapilan Kontroller

DOTA-Bn-DSPE selatéor maddesi Bolim 3.3.1.°de anlatildigr  gibi
sentezlenmis ve olusan iiriin kloroform i¢inde 1 ppm olacak sekilde ¢oziilerek kiitle
spektrumunda (Liquid Chromatography-Mass Spectrometer LCMS-8030, Shimadzu)
incelenmis ve 1,298 m/z'de [M + H] pikine karsilik gelen pik ile 747 m/z'de reaksiyona
girmemis DSPE'ye karsilik gelen pikler literatiire uygun olarak gozlenmistir (150).
DOTA-Bn-DSPE sentezinin kutle spektrum profili Sekil 4.1.’de verilmistir.

Ayrica reaksiyonun ilerlemesini izlemek i¢in Bolim 3.3.1.°de anlatildigi
sekilde ITK analizi yapilmistir. DOTA-Bn-DSPE sentez reaksiyonunun IiTK

kromatogrami Sekil 4.2.’de verilmistir.

nten.

747

| l

339 72 1298
] 1
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Sekil 4.1. DOTA-Bn-DSPE sentezinin kiitle spektrum profili.
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f +——+ DOTA-Bn-DSPE

p-SCN-Bn-DOTA *— <=

{ | U)=+—=nDsPe

Sekil 4.2. DOTA-Bn-DSPE sentez reaksiyonunun ITK’da izlenmesi.
4.1.2. NAG
Hedeflendirme igin kullanilan NAG, HPLC’de % >95 saflikta verilmistir.
4.1.3. IR780 i¢in UV Spektrumu ve Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi

IR780’ in Etanoldeki UV Spektrumu ve Kalibrasyon Dogrusunun
Cizilmesi

IR780’in etanol igerisindeki maksimum absorbsiyona sahip oldugu dalga
boyunu Sekil 4.3.’te gosterildigi gibi 783,5 nm olarak saptanmistir. Sonuglar
literatiirdeki benzer ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur (154). 6 serinin ortalamasi
aliarak Sekil 4.4.te verildigi gibi kalibrasyon grafigi ¢izilmis, standart dogru ve

dogru denklemi elde edilmistir.
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Sekil 4.3. IR780’in etanoldeki UV spektrumu.
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Sekil 4.4. IR780’in etanol i¢inde hazirlanan ¢6zeltisinin standart dogru ve dogru
denklemi (n=6).
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IR780%in 20 mM Fosfat Tamponu (pH:7.4) / %2 (v/v) DMSO iginde
Hazirlanan Cozeltisinin UV Spektrumu ve Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi

IR780’in 20 mM fosfat tamponu (pH:7.4) / %2 (v/v) DMSO icerisindeki
maksimum absorbsiyona sahip oldugu dalga boyunun Sekil 4.5.’te gosterildigi gibi
775 nm oldugu saptanmistir. 6 serinin ortalamasi alinarak Sekil 4.6.’da verildigi gibi

kalibrasyon grafigi ¢izilmis, standart dogru ve dogru denklemi elde edilmistir.

Ahs,

L=l
R M L M BRI
m

Sekil 4.5. IR780’in 20 mM fosfat tamponu (pH:7.4)/%2 (v/iv) DMSO’daki UV
spektrumu.

y =0,1445x - 0,0145
R=0,9995
0.9 2=0,9992

0.8
0.7
806
205
0.4
03
0.2
0.1

0 1 2 3 4 5 6 7

Konsantrasyon (pug.mL-1)

Sekil 4.6. IR780’in 20 mM fosfat tamponu (pH:7.4) /%2 (v/v) DMSO i¢inde
hazirlanan ¢6zeltisinin standart dogrusu ve dogru denklemi (n=6).
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4.2. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

YUKIU Lipozomlarin Hazirlanmasi
4.2.1. On Formiilasyon Calismalari

On formiilasyon calismalar1 sirasinda farkli fosfolipit, kolesterol ve IR780
bilesimleri ile hazirlanan formiilasyonlara ait sonuglar Tablo 4.1.’de 6zetlenmistir. Bu
sonuclara gore, diisiik ortalama partikiil boyutu ve dagilimi ile maksimum ilag
hapsetme etkinligine sahip optimum formulasyon film metodu (110) ile hazirlanan
PL90G:Chol:PEG2000-DSPE:SA:IR780 (50:29,2:5:5:0,5 molar oran) lipit bilesimine
sahip lipozomlar gelistirilerek NAG ile hedefli ve DOTA-Bn-DSPE selatorii ile

modifiye edilen lipozomal formulasyonlar se¢ilmistir.
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Swvi-kristal yapisindaki PL  90G fosfolipidi kullanilarak lipozomal
formiilasyonlar hazirlanmis ve istenilen optimum partikiil boyutu, PDI, zeta
potansiyeli ve enkapsiilasyon verimi elde edildigi i¢cin bundan sonraki ¢aligsmalara

DPPC yerine PL 90G fosfolipidi ile devam edilmistir.
4.2.2. Lipozomal Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

On formiilasyon calismalar1 sonrasinda optimum partikiil boyutu ve
enkapsilasyon hacmine sahip lipozomal formilasyonlar Bangham yontemiyle (110)
Tablo 3.1.”de verilen bilesim yiizdeleri ile hazirlanmistir. Boliim 3.4.2.°de anlatildigi
sekilde hazirlanan lipozom formiilasyonlarinin kodlanmasi, lipit miktarlar1 ve molar

bilesimler Tablo 3.1.’de verilmistir.

4.3. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve Pozitif

Yukli Lipozomlarmm Karakterizasyonu

Hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis notral ve pozitif yiikli, IR780
hapsedilmis multifonksiyonel lipozomlarin karakterizasyonu goriiniis ve tip tayini,
ortalama partikiil biyiikliigii ve bityiikliik dagilimi, zeta potansiyeli ve enkapsulasyon
etkinligi (%EE) ile saptanmistir.

Siizme islemi dncesinde lipozom formiilasyonlarina ait mikroskop goruntuleri
Sekil 4.7.‘de, ortalama partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyel
ve enkapsiilasyon etkinligine (%EE) ait bulgular Tablo 4.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Lipozom formiilasyonlarina ait 40x biiyiitme oraninda mikroskop
goruntaleri.

Tablo 4.2. Lipozom formiilasyonlarina ait karakterizasyon sonuglari (n=6) (Ort +
SD).

ORTALAMA iDi - -
) g POLIDISPERSITE ~ ZETA
FORMULASYON PARTIKUL . . - ENKAPSULASYON
BOYUTU INDEKSI (PDI) POTANSIYELI ETKINLIGI (%)

(hm) (mV)

—— 704207
187,6x1,8 0,176 -7,66+0,7 8147
181,7+£2,3 0,159 -5,12%1,1 84 £5,6
189+1,7 0,166 -5,17+£0,9 79+39

Hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis nétral ve pozitif yiiklii lipozomlar i¢in
partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyel degerleri in vitro uygulamalar igin uygun
bulunmustur. Tiim lipozom formiilasyonlarinda PDI degerleri 0,1-0,2 arasinda
bulunmustur. Hedeflendirilmis lipozomlarin partikiil boyutu hedeflendirilmemislere
oranla daha blylk bulunurken, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05).
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Hedeflendirilmemis formiilasyonlarin zeta potansiyelinin hedeflendirilmislere
oranla daha yiiksek oldugu gozlenmistir ancak bu fark anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Pozitif yiiklii formiilasyonlarin notrallere oranla yapisindaki SA nedeniyle
daha az negatif oldugu gozlenmistir (p<0,05).

Tum formilasyonlarda IR780 enkapsiilasyon etkinligi lipofilik yapisi
sebebiyle oldukga yiiksek bulunmustur (~%80). Hedeflendirilmemis lipozomlarda
enkapsilasyon etkinliginin daha yiiksek oldugu goézlenmistir (p>0,05).

4.4. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

Ykl Lipozomlarin In Vitro Salim Profillerinin Incelenmesi

F1, F2, F3 ve F4 lipozomal formiilasyonlarindan IR780 salim caligsmalari
Boliim 3.6.’da anlatildig1 gibi yapilmustir. Sekil 4.8.’de IR780 iyodiir’iin 78 saatin
sonunda F1 formulasyonundan %75,05+0,3, F2 formilasyonundan %75,51+0,2, F3
formilasyonundan %76,42+0,1, F4 formulasyonundan %76,48+0,2’inin salindigi,
aktif hedefleme icin kullanilan NAG ve yiik verici madde olan SA varliginin az da olsa
IR780 salimini hizlandirdig1 ancak anlamli bir fark olmadigi (p>0,05) bulunmustur.

IR780’in kiimiilatif salim yiizdelerinin In Vitro-In Vivo Kinetics, Version
1.0.40 programina aktarilmasi ile elde edilen salim kinetigine ait veriler Tablo 4.3.’te
verilmistir. Elde edilen R? degerleri degerlendirildiginde formiilasyonlar

Langenbucher salim kinetigi modeline uygun bulunmustur.
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Tablo 4.3. IR780 igeren lipozom formiilasyonlarinin 20 mM fosfat tamponu (pH:7.4)
icindeki salim kinetiklerinin degerlendirilmesi.

Langenbucher Hi i Sifinnci Derece Birinci Derece

FORMOLASYON [ a Rz m a Rz m a Rz m a Rz
F1 00710 02257 09712 86339 11,9177 05785 08293 269449 06933 00173 42605  0,8025
F2 00687 02101 09685 83136 137950 0766 07996 262365 06942 00168 42444 08013
F3 00725 02250 U993 gsmss 438626 08526 08160  29.0654  0,6592 20,0173 42181 07617
F4 00712 02095 09763 52535 166964 08517 07344 312835 08585 00172 41330 07675
——F1 F2 ——F3 ——F4

Kiimilatif Salim (%)

0 10 20 30 40 50 60 70

Zaman (Saat)

Sekil 4.8. IR780’in lipozom formiilasyonlarindan salim grafigi.
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4.5. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

Yiiklii Lipozomlarin Ga-68 ile Isaretlenmesi
45.1. Lipozomal Formiilasyonlarin #Ga ile Isaretlenmesi

Isaretleme icin F1, F2, F3 ve F4 lipozomal formiilasyonlara 0,3 mCi/mL
aktivite olacak sekilde eklenmistir. Optimum isaretleme verimini elde etmek igin,
lipozomal formiilasyonlar ®Ga ile farkli pH (3,5 ve 4,5), sicaklik (60 ve 80°C) ve
inklibasyon surelerinde (5 ve 15 dk.) muamele edilerek isaretlenmistir. pH ayarlamasi
1,14 M sodyum asetat tamponu (pH:3,5), HCI c¢ozeltisi ve NaOH cozeltisi ile
saglanmistir (152).

Ayrica, siizme igleminden Once formiilasyonlar 80°C’de 15 dk. inkibe
edildikten sonra vezikiler yapisinda herhangi bir degisiklik olup olmadigi polarizan
mikroskobu ile incelenmis ve lipozomlarin yapisini korudugu ve vezikiil yapisinda

herhangi bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Lipozom formulasyonlariim 15 dk. 80°C’de muamele edilmesi sonrasinda
vezikillerin polarize mikroskop goriintuleri (x40 biiyiitme orani).

Ayrica siizme islemi sonrasinda lipozomal formilasyonlar 80°C’de 15 dk.
bekletildikten sonra yapisinda degisiklik olup olmadig1 ortalama partikiil boyutu, PDI,
zeta potansiyel ve %EE ile incelenmis (Tablo 4.4.) ve lipozomlarin yapisini korudugu

ve vezikiil yapisinda anlamli bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir (p>0,05).
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Tablo 4.4. 80°C’de 15 dk. bekletilen lipozom formiilasyonlarina ait karakterizasyon
sonuglart (n=6) (Ort=SD).

FORMULASYON ORTALAMA POLIDISPERSITE ZETAPOTANSIYEL ~ ENKAPSULASYON
PARTIKUL BOYUTU  INDEKSI (PDI) \' ETKINLIGI (%)

F1 1712413 0,161 821407 80442

F2 178,1£1,6 0,153 872204 79438

F3 175,3£1,1 0,185 -6,15£ 0.3 78435

F4 172,241,5 0,170 657405 7434,9

4.5.2. Radyoaktif Isaretleme Verimi

Isaretleme verimi Béliim 3.7.2.’de anlatildig1 gibi hesaplanmistir. Tablo 4.5.’te
gortilebilecegi gibi 80°C, 3,5 pH ve 5 dk. inkiibasyon suresinde tim formilasyonlar
icin  %45-49 aras1 isaretleme verimine ulasilmistir. Ayni kosullarda farkli
formiilasyonlarin isaretleme verimleri arasinda anlamli bir fark goriilmemistir
(p>0,05). Isaretleme isleminde 80°C’de inkiibasyon 60°C’de inkiibasyona oranla, pH
3,54,5’e oranla ve 5 dk. inkiibasyon siiresinin 15 dk.’ya gore isaretleme veriminin tim

formiilasyonlarda artig gosterdigi izlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.5. Lipozom formiilasyonlarinin ®®Ga ile isaretleme verimleri sonuglari (n=6)

(Ort+SD).
F1 F2 F2 F4
pH pH pH pH
Sieaklkc6C  eire has 45 Siire 3,5 45 Siire 35 45 Siire 35 45
5 dk. 277421 PEM#1.81  Sdk 20402121 [231:18 [Sdk. | 2354114 | 2011213 [dk |251323.72( 1871223
15dk. 15,206+08 11006088 NW5dk (16082108  |1474:0.86  NSdk. | 17.05¢1.40 | 1441216 WSdk | 18,0821.0 | 1004212
Fi F2 F3 F4
pH pH pH pH
Sicaklk:30°C)  gire 35 45 | sire B35 4s | siire 35 45 Sire | 35 45
5 dk. 46382155 (3304178 Gdk  M263:160 28082108 5k 47712147 | 30.35:0.80 5 dk. | 40 75:1.57|30,001.32
5k, |3¢74:201 le71£157  Msdk.  [P084r147  18.03:178  HAdk | 37142175 | 32,76:1.73 [15dk. (32456164 | 17.5242.0
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4.5.3. TIsaretlemenin In Vitro Stabilitesi

%8Ga ile isaretli lipozomal formiilasyonlarin hiicre kiiltiirii ortaminda (PBS) in
vitro stabilitesini degerlendirmek i¢in 10 uL *®Ga-isaretli formiilasyonlar 90 uL PBS
pH 7.4 ile oda sicakliginda karistirilarak inkiibe edilmistir. In vitro stabilitesi 3 farkli
zaman noktasinda (30, 60, ve 120 dk.) ITLC ile degerlendirilmistir. TUm
formiilasyonlarin 2 saat sonunda yaklasik %40 civarinda isaretleme verimi ile

isaretlemenin stabilitesini korudugu gozlenmistir.

4.6. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve Pozitif

YUKIU Lipozomlarin Stabilite Calismasi

IR780 hapsedilmis lipozom formiilasyonlarmin 90 giinliik stabilite testleri
25°C’de ve +4°C’de bekletilerek Boliim 3.8.’de anlatildig1 sekilde yapilmistir. IR780
igeren lipozomlarin stabilite ¢alismalarina iliskin sonuglar Sekil 4.10., Sekil 4.11. ve
Sekil 4.12.’de verilmistir.

Tiim formiilasyonlarin 30 giin boyunca ortalama partikiil boyutu degisiminde
anlamli  bir fark olmamistir. 4°C’de bekletilen formiilasyonlarda 25°C’de
bekletilenlere oranla 3 ay boyunca daha az partikiil boyutu artis1 gézlenmistir (p<0,05).
Hem 4°C’de hem de 25°C’de bekletilen pozitif yiiklii formiilasyonlarda nétrallere
oranla daha az ortalama partikiil boyutu artis1 gozlenmistir (p>0,05). Ayn1 sicaklikta
saklanan ve aym1  yiikke  sahip  hedeflendirilmis  formiilasyonlarda
hedeflendirilmemislere oranla daha fazla partikiil boyutu artis1 gézlenmistir ancak bu
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Tiim formiilasyonlar i¢in ilk bir ay boyunca %EE degisiminde anlaml1 bir fark
izlenmemistir (p>0,05). 4°C’de bekletilen formiilasyonlarda 25°C’de bekletilenlere
oranla 3 ay boyunca daha az %EE azalis1 gézlenmistir (p<0,05). Hem 4°C’de hem de
25°C’de bekletilen hedeflendirilmis formiilasyonlarda hedeflendirilmemislere oranla
ve pozitif yiiklii olanlarda nétral olanlara oranla %EE azalisinda 1 ay boyunca anlaml
bir fark gozlenmemistir (p>0,05). 4°C’de saklanan nétral formiilasyonlarda pozitif
yiiklii formiilasyonlara oranla 1 aydan sonra daha fazla %EE azalis1 gozlenmistir

(p<0,05).
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Tiim formiilasyonlar i¢in 30 giin boyunca zeta potansiyel degisiminde anlamli
bir fark gozlenmemistir (p>0,05). 25°C’de bekletilen formiilasyonlarda 4°C’de
bekletilenlere oranla 3 ay boyunca daha fazla zeta potansiyel degisimi gozlenmistir
(p<0,05). 4°C’de bekletilen pozitif ylklii formiilasyonlarda notral formiilasyonlara
oranla daha az zeta potansiyel degisimi gozlenmistir (p<0,05).

350
—e—F1(4°) —e—F1(25°C) F2 (4°C) F2 (25°C)

325 —e—F3(4°C) —e—F3(25°C) —e—F4(4°C) —e—F4(25°C) /‘

300

275

250

Parikil boyutu (nm)

225
200
175

150

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zaman (Gun)

Sekil 4.10. +4°C ve 25°C’de 90 giin bekletilen lipozomal formiilasyonlarin ortalama
partikiil boyutu degisimleri.
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29 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Zaman (Gun)

an | —e—F1(4) —8—F1(25°C) —@—F2(4°C) F2 (25°C)
—8—F3(4°C) —@—F3(25°C) —@—F4(4°C) —@—F4(25°C)

Sekil 4.11. +4°C ve 25°C’de 90 giin bekletilen lipozomal formiilasyonlarin zeta
potansiyel degisimleri.
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35

30

25

20

15
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Enkapsiilasyon Etkinligi (%)
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50
Zaman (Gun)

Sekil 4.12. +4°C ve 25°C’de 90 giin bekletilen lipozomal formiilasyonlarin
enkapsiilasyon etkinligi (%EE) degisimleri.
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4.7. Lipozomal Formiilasyonlarm In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar

4.7.1. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve

Pozitif Yiiklii Lipozomlari NIR Goriintiileme ile incelenmesi

F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlar1 ve serbest IR780 ¢ozeltisinin zamana bagh
olarak hiicreye giris yogunlugunun floresans siddeti in vivo gorlntileme sistemi
IVIS’°de goriintiilerinin alinmasi ile Bolim 3.9.1.’de anlatildig: sekilde incelenmistir.

Serbest IR780 ile F1, F2, F3, F4 formiilasyonlarinin U87 ve RG2 hiicre
hatlarindaki inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen IVIS goriintiileri sirasiyla Sekil
4.13. ve Sekil 4.14.‘te ve ayn1 hiicre hattinda zamana bagl olarak formiilasyonlarin
hiicreye giris yogunlugunun bir gostergesi olarak (1/MFI) degerleri ile sirastyla Sekil
4.15. ve Sekil 4.16.’da verilmistir.

AU 7 i !
5000037500 25000 12500 0

Sekil 4.13. U87 hiicre hattinda serbest IR780 ve formiilasyonlar IVIS goriintiileri.
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AU ——
5000037500 25000 12500 0

Sekil 4.14. RG2 hiicre hattinda serbest IR780 ve formiilasyonlarin IVIS goriintiileri.

U8z

W IR780 F1 F2 F3 F4
0.000045

0.00004
0.000035 { 1
0.00003 I I

0.000025 ‘[:[
L ! III LB

1/MFI

0.00002
0.000015
0.00001
0.000005

0
10 dak 30 dak 1sa 2sa 4sa

Zaman

Sekil 4.15. U87 hiicre hattinda IR780 iceren formiilasyonlar1 ve serbest IR780
cozeltisi ve zamana bagl hiicre i¢i yogunluklari.
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RG2
0.00007
0.00006
0.00005
L
s 0.00004
=
0.00003 { I I I I I I
0.00002 I I I I I I I
0.00001 I
0
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Zaman

WIR780 WF1 mF2 mWF3 mF4

Sekil 4.16. RG2 hiicre hattinda IR780 igeren formiilasyonlar1 ve serbest IR780
cozeltisi ve zamana bagli hiicre i¢i yogunluklari.

Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.’teki IVIS goriintiileri ve Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.’da
verilen grafiklerde de goriildiigii tizere 4 saatlik inkiibasyon sonunda bile
formiilasyonlarin hiicre i¢inde tutulabildigi gorilmistiir.

Hem RG2 hem de US87 hiicre hatlarinda NAG ile hedeflendirilmis F2 ve F4
formulasyonlarinin 1 ve 2 saatlik inkiibasyon siirelerinde hedeflendirilmemis F1 ve F3
formiilasyonlara oranla daha yiiksek hiicre i¢i yogunluguna ulastig1 gozlenmistir.
Pozitif yiikli F3 ve F4 formiilasyonlarinin ise ndtral F1 ve F2 formiilasyonlara oranla
daha yuksek hicre i¢i yogunluk gosterdigi saptanmustir (p<0.05).

4 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda RG2 ve US87 hiicre hatlarinda tiim
formiilasyonlar i¢in en yiiksek hiicre i¢i yogunluk degerleri izlenmistir. 4 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda U87 hiicre hattinda F2 ve F4 formiilasyonlarinin hiicre i¢i
yogunluklar1 F1 ve F3 formiilasyonlara oranla daha diisiik bulunmustur (p<0.05). RG2
hiicre hattinda F2 ve F4 formiilasyonlarinin F1 ve F3 formiilasyonlardan daha yiiksek

hiicre i¢i yogunluga ulastig1 gozlenmistir (p<0.05).
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4.7.2. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Notral ve
Pozitif YUkIU Lipozomlarin Hiicre Tutulumlarinin Floresans

Mikroskobu ile Gosterilmesi

Rhodaminle konjuge IR780 enkapsiile edilmis F1, F2, F3 ve F4
formiilasyonlarinin RG2 hiicre hattindaki tutulumlar1 floresans mikroskobu ile Boliim
3.9.2.°de anlatildig1 sekilde incelenmistir. Sekil 4.17.’de 2 saat inkiibasyon siiresi
sonunda hicre tutulumlarmin floresans mikroskop goruntuleri ve Imagel
programindan elde edilen MFI degerleri verilmistir. Resimlerde mavi renk (DAPI)
hiicre ¢ekirdegini gostermekte olup yesil renk ise hiicreler tarafindan tutulan
lipozomlart  gostermektedir. Calismamizda kullanilan rhodamine lipozomal
vezikiillerin lipid membranina baglandig: icin hiicrelere giren lipozom vezikillerini

izleme imkani sunmaktadir.

MFI: 41.793 MFI 1: 121.486 MFI 1:58.705 MFI 1:92.421
MFI 2: 129.777 MFI 2: 62.341 MFI 2: 59.349
MFI 3: 59.062

Sekil 4.17. Formiilasyonlarin RG2 hiicre hattindaki floresans goriintiileri.

Floresans mikroskobundan elde edilen goriintiilerden anlasilacag iizere, IR780
enkapsiile edilmis hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis lipozomal formiilasyonlar
g0z oniine alindiginda ylizey yiikiiniin formiilasyonlarin hiicre girisi arasinda anlamli
bir farka neden olmadigi gdzlenmistir (p>0,05). NAG ile hedeflendirilmis IR780
enkapsiile edilmis F2 ve F4 formiilasyonlarinin hiicre igerisine giriginin
hedeflendirilmemis F1 ve F3 formiilasyonlarindan belirgin sekilde fazla oldugu tespit

edilmistir (p<0,05).
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4.7.3. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE Iceren, PEGlenmis, Nétral ve
Pozitif YUkIU Lipozomlarin Termal Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Lipozomal formiilasyonlarin termal etkinligini degerlendirmek i¢in NIR 15181
(808 nm, 0,8-1W/cm?) maruziyeti sonrasi IR780 enkapsile edilen lipozomal
formiilasyonlarinda sicaklik artis1 saglayabilen optimum NIR 1s181 uygulama suresi
saptanmistir. IR780 iceren tampon ¢ozelti ve IR780 hapsedilmis lipozomal
formulasyonlar Gzerine 5 dk. NIR 15181 uygulanmasi sonrasinda anlamli bir sicaklik
degisimi saptanmazken, 10 dk. uygulama sonrasinda hem IR780 ¢dzeltisinde hem de
IR780 hapsedilmis formiilasyonlarda 7-10°C’lik anlamli bir sicaklik artist
gbzlenmistir. 15 dk.’lik uygulama sonrasinda ise 10 dk.’lik uygulama sonrasinda
goriilene benzer sicaklik artiglart saptandigi i¢in optimum NIR 15181 uygulama siiresi

olarak 10 dk. segilmistir.

4.7.4. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve
Pozitif Yukli Lipozomlarimn PDT/PTT Etkinliginin

Degerlendirilmesi

F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlar1 ve serbest IR780 ¢ozeltisinin, U87 ve RG2
hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksisitesini incelemek amaciyla Bolim 3.9.4.°te
anlatildigr sekilde MTT analizi yapilmis ve NIR 1s18ina maruz birakilan ve
birakilmayan hiicrelerin hiicre canlilig1 IR780 hapsedilmis formiilasyonlarin PDT/PTT
etkisini degerlendirmek amaciyla incelenerek karsilastirilmistir.

Sekil 4.18. ve Sekil 4.19.’daki grafiklerde goriildiigii izere RG2 ve U87 hiicre
hatlarinin serbest IR780 ve IR780 enkapsiile edilmis lipozomal formiilasyonlar ile
inkiibe edilmesi sonrasinda NIR 1s181ma (808 nm, 1 W cm™2) maruz birakilanlarin, NIR
151¢1na maruz birakilmayanlara oranla hiicre yasayabilirligi anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.18. NIR 15181na maruz birakilan ve birakilmayan serbest IR780 ¢ozeltisi ve
formiilasyonlarin U87 hiicre hattindaki hiicre canlilig1 ylizdeleri.
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Sekil 4.19. NIR 15181na maruz birakilan ve birakilmayan serbest IR780 ¢ozeltisi ve
formiilasyonlarin RG2 hiicre hattindaki hiicre canlilig yiizdeleri.
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U87 hiicre hattinda, hiicre canliligi NIR 1s1gina maruz birakilan 1,5 pg/mL

konsantrasyonda serbest IR780 ¢ozeltisinde %40‘in altina inerken IR780 enkapsiile

edilmis lipozomal formiilasyonlarda %50°nin {izerinde kalmistir. RG2 hiicre hattinda

benzer sekilde NIR 1s1gina maruziyet sonucu serbest IR780 c¢ozeltisinde ayni
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konsantrasyonda hiicre canliligi %51’e diiserken IR780 enkapsiile edilmis lipozomal
formiilasyonlarda bu degerin {lizerinde hiicre canlilig1 tespit edilmistir.

R@G2 hiicre hattinda GLUT1 reseptor aracili olarak hiicre i¢ine alinan F2 ve F4
formiilasyonlarinin F1 ve F3 formiilasyonlarina oranla daha sitotoksik oldugu tespit
edilmistir (p>0.05). U87 hiicre hattinda NIR 1s18ina maruziyet sonucu 1,5 pg/mL
IR780 konsantrasyonunda F2 ve F4 formiilasyonlarinda F1 ve F3 formiilasyonlarina

oranla daha az sitotoksisite izlenmistir (p>0.05).
4.7.5. Sitotoksisite Calismasi

F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlar1 ve serbest IR780 ¢ozeltisinin U87, RG2 ve
L.929 hiicre hatlar1 lizerinde Boliim 3.9.5.’te anlatildigi gibi MTT analizi yapilmis
hiicre canliligina etkileri ve hiicreler iizerinde sitotoksik etki gosterebilecekleri ICso
degerleri hesaplanmistir. F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlar1 ve serbest IR780 ¢ozeltisine
ait 1Csp degerleri sirasiyla Tablo 4.6.’da hiicre canliligina etkileri Sekil 4.20., Sekil
4.21. ve Sekil 4.22.”de verilmistir.

Tablo 4.6. IR780 iceren formiilasyonlarin U87, RG2 ve L929 hiicre hatlarindaki ICso
degerleri.

IC50 (ug/mL)

FORMULASYON RG2 L.929
3,082 4,57
3,72 2,26
1,907 4,056
4,38 9,06

1,204 1,83
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Sekil 4.20. NIR 15181na maruz birakilmayan IR780 enkapstile edilen
formiilasyonlarin ve serbest IR780 ¢ozeltisinin RG2 hiicre hattinda
konsantrasyona kars1 hiicre canlilig1 yiizdelerindeki degisim.
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Sekil 4.21. NIR 1s181na maruz birakilmayan IR780 enkapsiile edilen
formilasyonlarin ve serbest IR780 ¢ozeltisinin U87 hiicre hattinda
konsantrasyona kars1 hiicre canlilig yiizdelerindeki degisim.
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Sekil 4.22. NIR 15181na maruz birakilmayan IR780 enkapsiile edilen
formiilasyonlarin ve serbest IR780 ¢ozeltisinin L929 hiicre hattinda
konsantrasyona kars1 hiicre canlilig1 yiizdelerindeki degisim.

Serbest IR780 c¢ozeltisinin RG2 ve L1929 hiicre hattinda ICso degerinin
istatistiksel acidan Onemli derecede diisiik (p<0.05) bulunmasi sitotoksisitesinin
yuksek oldugunu gostermektedir. IR780 hapsedilmis formiilasyonlarin ise genel
olarak sitotoksisiteleri IR780 ¢ozeltisinden daha az bulunmustur (p<0.05).

Formiilasyonlarin ICsp degerlerinin genel olarak kontrol grubu olan L929 hiicre
hattinda RG2 ve U87 hiicre hatlarindan daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Hedeflendirilmis pozitif yiikli F4 formiilasyonunun US87 hiicre hattinda
sitotoksisitesinin hedeflendirilmis notral F2 formilasyonuna gore anlamli derecede
diisiik olmasi hiicre i¢ine kontrolli bir sekilde girisine bagli olabilecegi
diisiiniilmektedir (p<0.05).

Ayni hiicre hatlarinda GLUT1 reseptoriine hedeflemeden bagimsiz olarak
pozitif yiiklii F3 lipozomlarinin ICsg degerlerinin nétral olan F1 formilasyonundan
daha diisiikk olmasi sitotoksisitelerinin anlamli derecede fazla oldugu anlamina
gelmektedir (p<0.05).

RG?2 hiicre hattinda hedeflendirilmis F2 formiilasyonunun ICso degerinin F1
formiilasyonundan bir miktar (p>0.05) ve hedeflendirilmis F4 formiilasyonunun F3
formiilasyonundan anlamli derecede yiiksek (p<0.05) bulunmasi hiicre igine

formiilasyonlarin reseptor aracili olarak kontrollii bir sekilde girisine bagl olarak
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gozlendigini diisiindiirmektedir. Sekil 4.20.-4.22.”den goriilebilecegi iizere, NIR 15181
uygulanmayan tiim hiicre hatlarinda lipozomal formiilasyonlar serbest IR780’e benzer
ancak formiilasyonlarin hiicre membranindan kontrollii girisine bagli olarak daha az
sitotoksik etki gosterdigi saptanmustir. Isiksiz ortamda gozlenen bu sitotoksik etki NIR
15181 varliginda gozlenen PDT/PTT etkisine sinerjistik ya da aditif sekilde katki

saglama potansiyeline sahiptir.
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5. TARTISMA

5.1. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn DSPE Iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif
YUKIU Lipozomlardaki Etkin Madde ve Diger Bilesenlerin Secimi

5.1.1. Etkin Madde

Gegtigimiz yillar iginde NIRF gorintileme, cerrahlara geleneksel gorsel
gozlemlerle saptanamayan rezidiiel malign hastaliklarin  saptanmast  ve
rezeksiyonunda yol gosterici yeni bir teknik olarak gelistirilmistir (155-157).
Goruntlleme teknikleri arasinda NIR goriintiileme, yiiksek kontrast ve hassasiyet,
diisiik maliyet, kullanim kolayligi ve giivenlik avantajlari sunmaktadir (158, 159).

NIR boyalar, kuguk organik molekdllerdir. 700-1000 nm dalga boyu araliginda
radyasyonu absorbe eder ve belirli dalga boylara sahip NIR 1s181n1 absorbe ederek
uyartlmig singlet durumuna ulasirlar (160). NIR boyalari lokalize araliklarda 1s1
uretebilir ve PTT ve PDT katkida bulunan reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturabilirler
(161).

Bir NIR boyasi/ajan1 olarak IR780, 780 nm'de spesifik absorpsiyon pikine
sahip bir lipofilik katyondur. IR780'in yapisinda siklohekzenil halkas1 ve merkezde
yiiksek hidrofobikligine yol agan bir klor atomu vardir (161). Hidrofobikligi nedeniyle
lipozomlara kolayca yiiklenebildigi bildirilmistir (31).

IR780’in, 808 nm dalga boyunda NIR 1s18ina maruziyet sonrast PDT/PTT i¢in
kullanilabilen singlet oksijen tiretebildigi bildirilmistir (33). Ayrica IR780 PTT islevi
ile 15181 etkili bir sekilde 1s1ya doniistiirebilir ve kanser hiicrelerini dldiirebilir (162).

Fotoduyarlastiricilar arasinda suda ¢6ziiniir FDA onayli bir NIR ajani olan ICG
ile karsilastirildiginda, IR780, daha yiiksek bir fotostabiliteye sahiptir ve floresan
yogunluk gosterir. IR780'in PDT, PTT ve goriintiileme ajan1 potansiyeline ragmen, bu
molekiiliin kanser tedavisi ve/veya teshisinde dogrudan uygulanmasi, biyolojik
stvilarda diisiik ¢coziintirliigii, hizli klerensi, yiiksek dozlarda akut toksisitesi ve diisiik
timor tutulumu nedeniyle klinik kullanimi kisithdir (163, 164). Bu kisitlamalarin
iistesinden gelmek i¢in IR780, nanopartikiiller gibi farkli ilag tasiyict sistemlere

yiiklenmistir. Bu yaklagim, IR780'in c¢oziiniirliigiinii biiyiik Ol¢lide iyilestirir,
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dolasimda kalis siiresini uzatir, toksisitesini azaltir ve ayrica hedeflendirilebilmesi
timor hicrelerinde birikimini artirir (34, 163, 165).

Shihong Li ve arkadaslari, glioma fare modellerinde timdére 6zgli NIR
goriintiileme 6zelligine sahip IR780 iceren miseller ve lipozomlar hazirlamislardir.
Her iki nanopartikille GBM ektopik ksenograft modelinde basarili bir NIR
goriintiileme elde edilmistir (35).

Yukaridaki bilgiler 1s1ginda ¢alismamiz kapsaminda, NIR goriintiilleme, PDT
ve PTT i¢in kullanilabilme 6zelligine sahip lipofilik IR780, timdre hedeflendirme ve
yukarida bahsedilen kisitlamalarin (biyolojik sivilarda diistik ¢oziintirliik, hizli klerens,
yuksek dozlarda akut toksisite gibi) iistesinden gelebilmek amactyla igin biyouyumilu,
biyoparcalanir ve non-toksik bir ila¢ tasiyici sistem olan lipozomlara hapsedilerek

etkinligi incelenmistir.
5.1.2. Tla¢ Tasiyicr Sistem

Lipozomlar, sulu bosluklar1 ¢evreleyen bir veya daha fazla es merkezli lipid
¢ift katmanindan olusan fosfolipid vezikiiller olarak tanimlanir. Lipozomal sistemlerin
hem lipofilik hem de hidrofilik bilesikleri hapsedebilmesi ¢esitli ilaglarin bu vezikiiller
tarafindan enkapsiilasyonunu saglar. Hidrofobik molekiiller ¢ift katmanli membranda
tutulurken, hidrofilik molekuller sulu merkezde tutulabilir (166-169).

Bunun yani sira, lipozomal sistemler; ila¢ tasinmasinda gozlenen artmis
biyoyararlanim, enkapsiilasyon sonucu ilacin enzimlerin etkisinden korunmasi, non-
toksik, esnek, biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilir olmalar1 ve enkapsiile
ajanin azalmis toksisitesi sebebiyle avantajli sistemlerdir (170).

Calismamizda; etkili glioma teshis ve tedavisi amaciyla tek bagina diisiik timor
tutulumu, akut toksisite, hizli klerens ve diislik ¢oziiniirliik 6zelliklerine sahip PDT,
PTT ve NIR goriintiileme amaciyla kullanilabilen bir fotoduyarlastirict olan IR780
hapsedilmis teranostik lipozomal sistemler gelistirilmistir. Lipozomal sistemler
timordeki artmig gecirgenlik ve tutulum (EPR) etkisine bagli olarak pasif olarak
hedeflendirilebilmesi i¢in nanoboyutta, PEG kapli ve nétral veya pozitif ytiklii olarak
farkl ylizey ytiklerinde iiretilmis, ayrica beyindeki tiimor hiicrelerinde yiiksek olarak

eksprese olan GLUT1 e aktif olarak hedeflendirilebilmesi amaciyla NAG ile modifiye
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edilmis, PET/BT gériintiileme radyoniiklidi olan ®Ga ile isaretlenebilmesi icin selat

yapict ajan olan DOTA ile modifiye edilmistir.
5.1.3. Diger Hammaddelerin Secimi

Fosfolipit

Lipozomlar, insan hiicre membraninin yapisinda bulunan ve fizyolojik olarak
uyumlu dogal veya sentetik fosfolipidlerden yapilir (171). Tez oneri formunda
lipozomal sistemlerin hazirlanmasi i¢in kullanilacagi belirtilen DPPC lipozomal
sistemlerin hazirlanmasinda stabil yapis1 nedeniyle tercih edilmistir. Literatiirde de
(162, 172, 173) siklikla kullanilan bir fosfolipid olmasina karsin, 6n formiilasyon
calismalarinda IR780 hapsedilmis DPPC igeren lipozomal sistemler ile istenilen
partikiil boyutu ve enkapsiilasyon etkinligi saglanmadigt ve slzme sirasinda
membrana yapisma gozlenmistir.

Bu nedenle formiilasyon g¢aligmalarina DPPC yerine sivi kristal yapida olan
PL90G fosfolipidi ile devam edilmistir. PL90G ile yapilan formiilasyon ¢aligmalarinda
lipozomal vezikiillerin istenilen ortalama partikiil boyutu biiyiikliigii, zeta potansiyel

ve enkapsulasyon etkinligi gosterdigi izlenmistir.

Kolesterol

Kolesterol, lipozomal vezikdllerinin agregasyonunu onlemek ve stabilitesini
iyilestirebilmek i¢in formiilasyonda siklikla kullanilan bir steroldiir (174, 175). Ayrica,
membranlardaki kolesterol icerigi, tastyici sisteme adeta iskelet sistemi gibi saglamlik
verirken, vezikiillerden istenmeyen ilag sizintisini engeller (176, 177).

Hidrofobik yapida IR780 hapsedilmis formiilasyonlara literatiirle uyumlu
olarak uygun miktarda fosfolipid ve kolesterol eklenmistir (162, 172, 173, 178, 179).
Lipozomal formiilasyonlarin karakterizasyonu Tablo 4.2.’de goriildiigii {izere uygun

bulunmustur.

PEG2000-DSPE

Polimerler ilag tastyici sistemlerin ylizey 6zelliklerini degistirerek stabilitesini
ve farmakokinetigini gelistirmek igin yaygin olarak kullanilmaktadir (180). PEG
hidrofilik yapida bir polimerdir. FDA onayli ve olduk¢a giivenilir oldugundan PEG ve
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tiirevleri pekcok ilag tastyici sistemin ylizeyini modifiye etmek i¢in en sik tercih edilen
polimerlerdendir. PEG gibi polimerler ile yapilan modifikasyonlarla ilag tasiyici
sistemlerin opsonizasyonu ve RES tarafindan wuzaklastirilmas:t biiyiik oranda
azaltilirken, dolasimda kalis siireleri arttirilabilmektedir. PEG ile ilag tasiyic
sistemlerin yuzeyleri kaplanarak hidrofilisitesinde artis saglanabilmektedir. Bu da
polimer kapli nanopartikiil ile kan bilesenleri arasinda sterik stabilizasyon ismi verilen
itici etkiye sebebiyet verir. Boylece nanotasiyicilarin makrofajlar gibi RES bilesenleri
tarafindan dolasimdan uzaklastirilmasi engellenmis olur (148, 181, 182).

Ayrica tiimor dokusunda anjiogenesis ile artmis damarlanma ve damar endotel
yapisinin bozulmasi nanoboyuttaki ilag tastyici sistemlerin bu bolgede EPR etkisi ile
birikmesine sebebiyet vermektedir. PEG ile kaplanan nanopartikillerin kan
dolagiminda kalis siireleri artacagindan kiigiik partikiil boyutuna da bagli olarak pasif
hedeflendirme ile timoér dokusunda daha fazla miktarda tutunmasi saglanmaktadir
(142, 183). Ticari ismi Doxil® olan doksorubisin yiiklii PEGlenmis lipozomlar giiglii
bir farmakolojik etkiye ve diisiik toksisiteye sahiptir ve klinik uygulamalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir (184).

Formiilasyonda kullandigimiz PEG’in yapisindaki DSPE modifikasyonu,
PEG’in lipozom membranina konjugasyonunu saglamaktadir (185-188).

Calismamizda PL 90G fosfolipidi ile hazirlanan butin formulasyonlarda
PEG2000-DSPE ile yiizey kaplanmasi saglanmis ve bdylece hem formiilasyonlarin
RES hiicreleri tarafindan hizli opsonizasyonu onlenerek dolasimda kalig siirelerinin
uzatilmasi ve EPR etkisine bagli olarak tiimdre pasif olarak hedeflendirilmesi hem de
sivt kristal yapida olan PL 90G ile hazirlanan formiilasyonlarin stabilitelerinin

artirilmasi amaglanmastir.

NAG

KBB endojen tasiyict sistemleri Glukoz tasiyic1 (GLUT), Mono Karboksilik
Asit tasiyict (MCT), Notr Amino Asit ve Amin tasiyict sistemlerinin (SLC)
molekiilleri tasimak icin gesitli yeteneklere sahip oldugu bulunmustur (189). GLUT
tagiyicisinin tagima kapasitesi, KBB'de (GLUT>MCT>SLC) bulunan diger tasiyici
sistemlerden daha yiiksek bulunmustur (190, 191). GLUT tasiyici sisteminin g¢esitli
homologlar1 arasinda GLUTI1, GLUT2, GLUT3, GLUT4, GLUTS, GLUT6 ve
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GLUT?7 bulunur (192, 193). GLUT1 KBB endotelinde yaygin olarak bulunmakta ve
tim GLUT tasiyicilarinin >%90'in1 olusturmaktadir (191, 194).

Yapilan bir ¢alismada, NAG ile modifiye edilmis, PEGlenmis lipozomlar
hazirlanmis ve Primer Beyin Mikrovaskiler Endotel Hucreleri (RPBEC) hiicre hatti
tizerinde incelenmistir. Calisma, lipozomal formiilasyonlarinin GLUT tasiyicisina
basarili bir sekilde hedeflendigini gostermistir (179). Qin ve arkadaslari, Coumarin-
6'y1 beyne GLUTI ligand olan NAG ile hedeflemislerdir (22).

Tez caligmasi kapsaminda, IR780 hapsedilmis lipozomal sistemlerin GBM
hicrelerine  NAG ile modifikasyon yoluyla hedeflendirilmesi amaglanmistir.
Hedefleyici madde olan NAG bilesimini saptamak igin literatiirden (21, 178)

yararlanilmis ve denemeler sonucunda optimum miktar se¢ilmistir.

SA

Tastyict sistemlerin yiikleri sistemik dolagimda kalis siiresini ve pasif olarak
hedeflendirilmesini etkilemektedir. Oktadesilamin olarak da bilinen SA, genellikle
lipozomlar1 pozitif yliklemek i¢in kullanilir. Yapilan baz1 ¢alismalarda, pozitif yiizey
yiikiiniin nanopartikiiliin nétrallere oranla negatif yiiklii hiicre membrani ile etkilesimi
artirdig1, negatif yiikiin ise notral ve pozitif yiiklii nanopartikiillere oranla daha diisiik
membran etkilesimi gosterdigi saptanmustir (162, 195, 196). Fosfatidilkolin-
stearilamin lipozomlarinin, tiimdr hiicrelerinin dis ytizeyindeki fosfatidilserine gliglii
bir afinite gosterdigi ve dogrudan etkilesim yoluyla tiim6r hiicrelerini
hedefleyebilecegi bildirilmistir (101, 197).

Bu nedenle c¢alisma kapsaminda, IR780 iceren hedeflendirilmis ve
hedeflendirilmemis lipozomal formulasyonlar nétral ve pozitif yukli olarak
hazirlanmis ve karakterizasyonu ile hiicre tutulumlari arasinda bir fark olup olmadig:

RG2 ve U87 hucre hatlarinda in vitro olarak degerlendirilmistir.

DOTA-Bn-DSPE

Bifonksiyonel selatorler, radyoizotop ile bir biyomolekil, peptid, protein,
antikor, antikor fragmani ya da tasiyici sistem arasinda baglayici (linker) gérevi goren
bilesiklerdir. Temel oOzellikleri, izotopu hizli ve stabil bir sekilde baglama ve
hedeflemeden sorumlu biyomolekiillerle kovalent baglar olusturma yetenegidir.

DOTA (1,4,7,10-tetraazasiklododekan-1,4,7,10-tetraasetik asit), bulunabilirligi ve



78

ozellikle pozitron yayan radyoniiklidleri baglayabilmek icin iyi bilinen koordinasyon
kimyasi nedeniyle en sik kullanilan selatorlerdendir (198).

DOTA %Ga, %Cu ve Y gibi cesitli radyoniiklitlerle bag yapabilmektedir.
Uygun kosullar altinda stabil kompleksler vermekte ve hedef doku, hastalik ya da
organlara iletimin invazif olmayan sekilde izlenmesine ve Olgiilmesine imkan
saglamaktadir.

DOTA-Bn-DSPE bifonksiyonel selator DOTA ile islevsellestirilmis DSPE’dir.
Tez c¢alismasi kapsaminda tarafimizca Bolim 3.3.1.°de anlatildigr sekilde
sentezlenmistir. Lipozomal formiilasyonlarin yiizeyinin pozitron yayan %Ga
radyoizotopu ile isaretlenerek ileride PET/BT ile glioma goriintilleme ve tedavi
etkinligini izleme imkani saglayabilmek amaciyla yiizeyi DOTA-Bn-DSPE ile
modifiye edilmistir. Bolim 3.3.1.°de anlatildig1 sekilde sentezlenen DOTA-Bn-
DSPE nin ITK kromatogramu ve kiitle spektrum profili literatiirle uyumlu bulunmustur

(150).

5.2. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve Pozitif

Yukli Lipozomlarim Hazirlanmasi

Literatiirdeki benzer ¢alismalar (162, 172, 173, 178, 179) ile Ana Bilim
Dali’mizda yapilmis 6nceki ¢alismalardan (28, 141, 142, 148) faydalanarak galismalar
sonucunda en yiiksek enkapsiilasyon etkinligini, uygun zeta potansiyeli ve en kiigiik
ortalama partikiil boyutu ve dagilimima ulagsmay1 saglayan lipid ve bilesen molar

oranlar1 ve hazirlama islemleri secilerek optimum formiilasyonlar hazirlanmistir.

5.3. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

Yukll Lipozomlarin Karakterizasyonu

Bu kisimda Bolim 3.5.°de anlatildigi sekilde gerceklestirilen lipozomal
formiilasyonlarin ortalama partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyel ve
enkapsiilasyon etkinligine iliskin ¢aligsmalar tartigilmistir.

Nanopartikuller diizgiin dizilmis endotel hiicreleri arasindan normal dokulara

gecemezken, tiimorde endotel yapisinin bozulmasi sonucu EPR etkisine bagli olarak
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tiimorlii dokuya penetrasyon saglanabilmektedir. Bu nedenle ortalama partikiil boyutu,
dagilimi1 ve zeta potansiyeli EPR etkisi ile pasif olarak tumorli dokuya hedeflemede
oldukca 6nemlidir. Partikiil biiyiikliigii lipozomun biyodagilimini, kanda kalis siiresini
ve hedef dokuya ulasma basarisini etkilemektedir.

Bolim 3.4.2.°de anlatildig1 gibi lipozom formiilasyonlariin partikiil boyutu
ekstriizyon islemi uygulanarak kiiciiltiilmistir. F1, F2, F3 ve F4 lipozom
formiilasyonlarmin ortalama partikiil boyutlarinda anlamli bir fark olmaksizin 181-
193 nm araliginda bulunmustur (Tablo 4.2.).

Literatlirde 50-300 nm partikul boyutuna sahip lipozomal formiilasyonlarin
kan dolagiminda uzun siire kalarak ve ilacin biyolojik yar1 6mriinii uzatirken, renal
klirensini azaltilabildigi belirtilmistir (199). Partikiil boyutu 200 nm’nin altinda olan
lipozomlarin RES hiicrelerince opsonizasyonlarinin azaldigi ve dolasimda uzun siire
kaldiklar1 belirtilmektedir (200, 201). Bu bilgiler g6z 6ninde bulunduruldugunda
hazirlanan lipozom formiilasyonlarinin timor dokusuna pasif olarak hedeflemeye
uygun partikiil boyutuna sahip oldugu diisiiniilmektedir.

PDI partikiillerin biiyiikliik dagiliminin homojenligi anlamima gelir ve bu
degerin 0,1 ile 0,25 arasinda olmasi dar bir partikiil biiyiikliigii dagilimi anlamina
gelitken 0,51 asmast genelde istenen bir durum degildir (202). Hazirlanan
formiilasyonlarin PDI degerleri 0.15-0.18 araliginda bulunmus ve partikiil
boyutlarinin homojen olarak dagildig1 anlagilmigtir (Tablo 4.2.).

Zeta potansiyel nanopartikiillerin yilizey tabakalari ile ortam arasindaki elektrik
potansiyeli farkidir. Zeta potansiyelin belirli seviyelerde olmasi partikiil/vezikiillerin
agregasyonunu engelleyerek in vitro stabilitesini artirmaktadir. Zeta potansiyel
nanopartikiillerin raf dmriinli ve stabiliteleri ile sistemik dolasimda kalis siirelerini
etkilemektedir (202).

Pozitif yiik verici madde olarak SA igeren F3 ve F4 formiilasyonlarinin zeta
potansiyel degerleri -5 mV civarinda, yiik verici madde icermeyen notral F1 ve F2
formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri ise -7 mV civarinda bulunmustur (Tablo
4.2.). Bulunan degerler lipozomlarin kisa siirede agregasyonunu dnlemeye yetecek
degerdedir. Pozitif yiiklii formiilasyonlarin nétrallere oranla yapisindaki SA nedeniyle

daha az negatif oldugu gozlenmistir.
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Enkapsiilasyon etkinligi IR780 hapsedilmis lipozom formiilasyonlarinin
glioma teshis ve tedavi etkinligi agisindan 6nem tagimaktadir. Hidrofobik madde olan
IR780’1 lipozomlara yiiksek verimle enkapsile edebilmek icin IR780 igeren lipozom
formiilasyonlariyla ilgili ¢alismalar incelenmistir (162, 172, 173).

Tablo 4.1.”de gorildigi tizere DPPC ile 200 ve 40 mM olmak {izere iki farkli
konsantrasyonda galigilmis ancak ekstriizyon sirasinda membran filtreye yapisma ve
IR780 ile ¢okme goriilmiis ve istenilen enkapstilasyon etkinligine ulasilamamistir. Bu
nedenle fosfolipid olarak PL 90G sec¢ilmis ve sonrasinda tekrarlanan denemelerle
formiilasyona eklenecek diger ham maddelerle birlikte IR780 molar oranit da
disiiriilerek oldukea yiiksek enkapsiilasyon etkinliklerine ulagilmstir.

Tablo 4.2.”de goriildiigii gibi F1 formiilasyonu i¢in %85, F2 formiilasyonu i¢in
%81, F3 formiilasyonu i¢in %84 ve F4 formiilasyonu i¢in %79 enkapsiilasyon etkinligi
saptanmistir. Lipozomal formiilasyonlarin IR780 hapsetme etkinlikleri arasinda

anlaml1 bir fark gézlenmemistir (p>0,05).

5.4. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve Pozitif

Ykl Lipozomlarin In Vitro Salim Profillerinin Incelenmesi

F1, F2, F3 ve F4 lipozomal formiilasyonlarindan IR780 ila¢ salimina iliskin
caligmalar Bo6liim 3.6.’da anlatildig1 sekilde yapilmistir. IR780’in kiimiilatif salim
yiizde sonuglar1 ve salim kinetigi Sekil 4.8. ve Tablo 4.3.’te verilmistir.

Lipozomal formiilasyonlardan IR780 salim kinetigi sifirinct derece, birinci
derece, Higuchi ve Langenbucher modellerine uygunluk agisindan incelenmistir. Elde
edilen sonuglarin salim modeline uyumunun gostergesi olan determinasyon katsayisi
(R?) incelendiginde, lipozomal formiilasyonlarin 1972 yilinda Weibull dagiliminin
Langenbucher tarafindan kullanilmasi sonucu tanimlanmis Langenbucher modeline
(203) uydugu saptanmistir. Fick’in difiizyon yasasina dayanan Langenbucher modeli,
salim ortaminin hacmi sabit kaldiginda ve maddenin salim ortamindaki
¢ozlnlrliigiiniin - sinirhh  oldugu durumlarda gozlenmektedir (204). Lipozom
formiilasyonlarinda yiiksek lipofilitesi sebebiyle salim ortami olan 20 mM fosfat
tamponu (pH:7.4) /%2 (v/v) DMSO’da sinirli miktarda ¢oziinen IR780 bu modele

uymaktadir.
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Literatiirde yapilan bir calismada IR780 hapsedilmis nanosfer ilag tasiyici
sistemdeki salim profilleri incelenmis ve 50 saat i¢inde yaklasik %80 IR780 salimi1
gozlenmistir (205). Baska bir ¢alismada IR780 i¢eren naopartikiillerin farkli pH’larda
salim profilleri incelenmis ve karsilastirilmistir. Farkli pH’lar i¢in anlamli bir fark
bulunmamakla birlikte nanopartikillerden 48 saat iginde IR780’in yaklagik %18’inin
salindigi bulunmustur (77).

Calismamizda, lipozomal formilasyonlardan 78 saat icinde %76,48 IR780
salimina ulagilmis olup literatiirde bulunan salim grafikleri ile uyumlu bir grafik elde
edilmistir. Zamana bagl olarak kontrollii ila¢ salim1 saglanmaktadir. Aktif hedefleme
icin kullanilan NAG ve yiik verici madde olan SA varliginin az da olsa IR780 salimin1

hizlandirdig1 ancak anlamli bir fark olmadigi gézlenmistir (p>0,05).

5.5. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

Ykl Lipozomlarin Ga-68 ile Isaretlenmesi

%8Ga jeneratorii, aliimina, SnO; veya TiO; kolonlar iizerinde emilmis *8Ge
icerir. ®8Ga’i kolondan ayristirmak icin seyreltik HC1 ¢ozeltileri kullamlir. *8Ga,
galyumun +3 oksidasyon durumunda bulundugu kompleksler olusturur (206, 207).
Ga'm birgok pratik ve ekonomik avantaji vardir. ®Ga, pozitron emisyonu
(maksimum enerji=1,92 MeV, ortalama=0,89 MeV) yoluyla %89 bozunan, kisa yar1
omiirlii (68 dk.) bir radyoniikliddir. Ana radyoniiklidin uzun fiziksel yarilanma 6mrii
(270,8 giin), jeneratoriin bir yila kadar kullanilmasina izin vererek, sahada bir siklotron
thtiyacin1 ortadan kaldirir, maliyet etkinligi ve kolaylik saglar. Bununla birlikte,
8Ga'dan yayilan pozitronun enerjisi, potansiyel olarak daha diisiik ¢oziiniirliiklii
goriintii eldesi saglayan en yaygin kullanilan PET izotopu olan 8F'den (maksimum
enerji = 0.63 MeV, ortalama = 0.25 MeV) daha ylksektir (208).

8Ga-DOTA kompleksinin in vivo iyi stabiliteye sahip olmasi nedeniyle
DOTA en yaygin olarak kullanilan selatdrdiir (207). Ancak ®3Ga-DOTA kompleksinin
olusumu ~ 90°C'ye kadar 1sitmay1 gerektirir ve bu nedenle 1siya duyarl bilesiklerin
isaretlenmesi i¢in uygun degildir (209). Calisjmada hazirlanan lipozomal
formiilasyonlarin %®Ga ile isaretlenmesi sirasinda sicakligin bir sorun teskil edip

etmeyecegiyle ilgili Boliim 3.7.1.’de bahsedilen sekilde bir 6n ¢alisma yapilmustir.
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Formiilasyonlarin 80°C’de 15 dk. inkiibe edildikten sonra vezikiil yapilarinda bir
degisiklik olup olmadigi siizme iglemi Oncesinde polarizan mikroskop gorintdleri (x40
bliyiitme) ile sonrasinda ortalama partikiil boyutu, PDI, zeta potansiyel 6l¢iimii ve
enkapsulasyon etkinligi (%EE) hesaplamasi ile incelenmis olup Tablo 4.4. ve Sekil
4.9.°da elde edilen sonuglara gore 80°C’de 15 dk. muamele sonucunda lipozomlarin
vezikiil yapisini korudugu gézlenmistir.

PET/BT, gliomalarin invazif olmayan fonksiyonel goriintiilenmesi,
dereceleme, ayirici tani, timor kapsaminin belirlenmesi, cerrahi ve radyoterapinin
planlanmasi, tedavi sonrasi izleme ve prognozu amactyla kullanilabilmektedir (54).
Ayrica tiimor niiksiiniin ameliyat veya radyoterapi sonrasi nekroz gibi degisikliklerden
ayirt edilmesinde beyin goriintiileme ¢aligmalarinda spesifik radyofarmasotiklerin
kullanilmasi ile basarili sonuglar alinabilmektedir (37).

IR 780 hapsedilmis lipozomal sistemlerin ®8Ga ile optimum bir verimle ve stabil
olarak isaretlenmesi etkili bir radyofarmasotigin gelistirilmesinde ve dogru teshis,
gorintiileme ve tedavinin izlenmesinde 6nem tasimaktadir. %Ga ile isaretleme sonrasi
radyokimyasal safsizlik olarak lipozoma baglanmayan serbest ®Ga veya
radyokolloidler incelenmelidir. Isaretleme sonrasi radyokimyasal safsizliklarin
miktarini belirlemek dispersiyondaki aktivitenin ne kadarinin lipozoma baglanmis
aktiviteden kaynaklandigini saptamaya yardimei olmaktadir.

Bolum 3.7.°de anlatildig1 sekilde isaretlenen F1, F2, F3 ve F4 lipozom
formiilasyonlarinin isaretleme verimlerine dair sonuglar Bolum 4.5.’te verilmistir.
Tablo 4.5.‘te gorildiagi tizere 80°C, pH 3,5 ve 5 dk. inkilbasyon suresinde tim
formulasyonlar icin %45-49 arasi isaretleme verimine ulagilmistir. 80°C’de 60°C’ye
gore pH 3,5°da, 4,5’a oranla ve 5 dk. inkiibasyon siiresinde 15 dk.’ya gore isaretleme
veriminin tiim formiilasyonlarda artis gosterdigi sonucuna varimistir (p<0,05).
Literatiirde DTPA iceren lipozomlarin serbest 8Ga ve radyokolloidlere iliskin yiizde
miktarlarinin ITK analizi ile saptandig1 calismalar bulunmaktadir (152, 210).

Calismamizda son donemde oldukga popiiler olan ve 6zellikle pozitron yayan
radyontiklidlerin isaretlenmesi i¢in kullanilan DOTA selator olarak sentez sonrasinda
lipozomal formiilasyonlarin vezikiillerinin yiizeyine modifiye edilmis ve %45-49 arasi

isaretleme verimine ulasilmistir. Ayrica lipozomal formiilasyonlarm %Ga ile 120 dk.
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boyunca in vitro olarak isaretleme stabilitesini korudugu ve radyokimyasal safliginin
yaklasik %40 civarinda oldugu saptanmaistir.

Literatirde Ga-68 ile isaretli nanopartikiiler formiilasyonlar ile yapilan
calismalarda (211-214) isaretleme veriminin ve selator madde olarak kullanilan
DOTA-Bn-DSPE veriminin sentez esnasinda beklenenden diisiik bulunmasi nedeniyle
lipozomal formiilasyonlarin Ga-68 ile isaretleme verimleri bir miktar diisik

bulunmustur. Elde edilen sonuglar literatiirle uyumlu bulunmustur (211-214).

5.6. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Nétral ve Pozitif

YUKIU Lipozomlarin Stabilite Calismasi

Lipozomal formulasyonlarin in vitro stabilitesinin degerlendirilmesinde
ortalama partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli ve %EE’nin izlenmesi 6nem
tasimaktadir. F1, F2, F3 ve F4 lipozom formiilasyonlarinin 4°C ve 25°C’deki 90
gunlik stabiliteleri Bolim 3.8.°de anlatildig: sekilde degerlendirilmistir. Lipozomlarin
stabilite ¢alismalarina iliskin sonuclar Sekil 4.10., Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.°de
verilmistir.

Tiim formiilasyonlarin ilk bir ay boyunca ortalama partikiil boyutu degisiminde
anlamli  bir fark olmamistir. 4°C’de bekletilen formiilasyonlarda 25°C’de
bekletilenlere oranla 3 ay boyunca daha az partikiil boyutu artis1 gozlenmistir (p<<0,05).
Hem 4°C’de hem de 25°C’de bekletilen pozitif yiiklii formiilasyonlarda nétrallere
oranla daha az ortalama partikiil boyutu artis1 gbzlenmistir (p>0,05). Bunun, pozitif
yukli lipozomlarin yapisindaki yiik nedeniyle vezikiillerde daha az agregasyon
gbzlenmesine bagli oldugu diisliniilmektedir. Ayn1 sicaklikta saklanan ve ayni yiike
sahip hedeflendirilmis formiilasyonlarda hedeflendirilmemislere oranla daha fazla
partikiil boyutu artis1 gozlenmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamh
bulunmamaistir (p>0,05).

Tiim formiilasyonlar i¢in ilk bir ay boyunca %EE degisiminde anlaml1 bir fark
izlenmemistir (p>0,05). 4°C’de bekletilen formiilasyonlarda 25°C’de bekletilenlere
oranla 3 ay boyunca daha az %EE azalis1 gézlenmistir (p<0,05). Hem 4°C’de hem de
25°C’de bekletilen hedeflendirilmis formiilasyonlarda hedeflendirilmemislere oranla

ve pozitif yiiklii olanlarda nétral olanlara oranla %EE azalisinda 1 ay boyunca anlamli
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bir fark gozlenmemistir (p>0,05). 4°C’de saklanan noétral formiilasyonlarda pozitif
yiklii formiilasyonlara oranla 1 aydan sonra daha fazla %EE azalis1 gozlenmistir
(p<0,05). Bunun, pozitif yiiklii lipozomlarin yapisindaki yiik nedeniyle daha az
agregasyon gozlenmesi ve boylece vezikiillere hapsedilen IR780 sizmasinin notrallere
oranla daha az olmasina bagli oldugu diistiniilmektedir.

Tim formiilasyonlar i¢in ilk bir ay boyunca zeta potansiyel degisiminde
anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0,05). 25°C’de bekletilen formilasyonlarda
4°C’de bekletilenlere oranla 3 ay boyunca daha fazla zeta potansiyel degisimi
gozlenmigstir (p<0,05). 4°C’de bekletilen pozitif yiiklii formiilasyonlarda noétral
formiilasyonlara oranla daha az zeta potansiyel degisimi gézlenmistir (p<0,05).

Sonuglar 1s18inda 25°C’de saklanan lipozomlarda 30. giinden sonra agregasyon
probleminin ortaya c¢ikabilecegi ve buna bagli olarak ortalama partikiil boyutunda
artis, zeta potansiyelde degisim ve sizma nedeniyle %EE’nde azalmanin anlamli
derecede olabilecegi ve lipozomal formiilasyonlarin buzdolabinda saklanmasi

gerektigi sonucuna ulagilmistir.
5.7. Lipozomal Formiilasyonlarimn In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar

In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda, glioblastoma hiicrelerinde artmis GLUT1
reseptor ekspresyonu nedeniyle NAG ile aktif hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis
noétral ve pozitif ylklii IR780 enkapstile edilmis lipozomal formiilasyonlarin hiicreler
tizerindeki etkinligini izlemek amaciyla glioma hiicre hatlarinda ¢alisilmistir.
Literatirde NAG ile hedeflendirmede GLUT-1 ekspresyonunun daha fazla oldugu
belirtilen C6 hiicre hattinda ¢alismalar daha gogunlukla yapilmigken (178, 179), temin
edilmesi tez kapsaminda yapilan projenin butge kisithligindan dolayr miimkiin
olamadigi i¢in onun yerine halihazirda varolan GLUT-1 reseptor ekspresyonu oldugu
diisiiniilen RG2 ve U87 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Sitotoksisite ¢alismalarinda
kontrol olarak yine elimizde varolan ve Amerikan Farmakopesi (USP)’nde
kullanilabilir hiicre hatlar1 arasinda bulunan 1929 fare fibroblast hiicre hatt1 tercih

edilmistir.
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5.7.1. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Notral ve
Pozitif YUkIU Lipozomlarin Hiicre Tutulumlarinin NIR

Gorintileme ile incelenmesi

Bolim 3.9.1.’de anlatildigi sekilde IR780 hapsedilmis F1, F2, F3 ve F4
formiilasyonlar1 ve serbest IR780 ¢6zeltisinin zamana bagli olarak U87 ve RG2 hiicre
hatlarindaki hiicreye giris yogunlugunun floresans siddeti in vivo goriintiileme sistemi
IVIS’te goriintiilerinin alinmasi ile incelenmistir. Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.’teki IVIS
goriintiileri ve Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.’da verilen grafiklerden de anlagilacag lizere
4 saatlik inkiibasyon sonunda bile formiilasyonlarin hiicre i¢inde tutulabildigi
goriilmiistiir.

U87 ve RG2 hiicre hatlarindan in vivo goriintiileme sistemi IVIS ile alinan
gorlntiler ile grafiklerden de anlasilacagi lizere serbest IR780’nin baslangigta
hiicrelere ¢ok hizli bir sekilde girdigi ve yine aym sekilde ¢ok hizli bir sekilde
hicrelerden ¢ikisi gozlenirken, IR780 enkapsiile edilmis lipozomal formiilasyonlarin
U87 ve RG2 hiicre hatlarina zamana bagl olarak yavas ve kontrollii bir sekilde giris
gosterdigi ve bu nedenle zamana bagli olarak hiicre icindeki IR780 siddetinde
formiilasyonlara bagli olarak artis gozlendigi saptanmistir. Serbest IR780’in ilk ve
hizli hiicreye girisine bagl olarak floresans parlakliginin arttig1 ancak inkiibasyon
stiresi arttitk¢a hiicre girisinin azaldig1 saptanmistir. IR780 iceren lipozomal
formiilasyonlarin kontrollii bir sekilde aliminin gostergesi olarak hiicre igindeki
yogunluklarinin zamana bagli olarak girislerinden dolay1r arttigi tespit edilmistir
(p<0.05).

Hem RG2 hem de U87 hiicre hatlarinda NAG ile hedeflendirilmis F2 ve F4
formiilasyonlarinin 1 ve 2 saatlik inkiibasyon siirelerinde hedeflendirilmemis F1 ve F3
formilasyonlara oranla daha yuksek hiicre ici yogunluguna ulastigi gézlenmistir.
Pozitif ytiklii F3 ve F4 formiilasyonlarinin ise nétral F1 ve F2 formiilasyonlara oranla
daha yiiksek hiicre i¢i yogunluk gosterdigi saptanmistir (p<0.05).

4 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda RG2 ve U87 hiicre hatlarinda tiim
formilasyonlar icin en fazla hiicre i¢i yogunluk degerleri izlenmistir. 4 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda U87 hiicre hattinda F2 ve F4 formiilasyonlarinin hiicre i¢i

yogunluklar1 F1 ve F3 formiilasyonlara oranla daha diisiik bulunmustur (p<0.05). RG2
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hiicre hattinda F2 ve F4 formiilasyonlarinin F1 ve F3 formiilasyonlardan daha fazla
hiicre i¢i yogunluga ulastig1 gézlenmistir (p<0.05).

Bu sonuglar, Bolim 4.7.2.°de verilen hedeflendirilmis F2 ve F4 lipozom
formiilasyonlariin floresans goriintiilerinin MFI degerlerinin daha yiiksek olmasi

sonucuyla paralellik gostermektedir.

5.7.2. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve
Pozitif YUkIU Lipozomlarin Hiicre Tutulumlarinin Floresans

Mikroskobu ile Gosterilmesi

Rhodaminle konjuge F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlarinin RG2 hiicre
hattindaki tutulumlar1 floresans mikroskobu ile Boliim 3.9.2.°de anlatildig: sekilde
incelenmistir. Sekil 4.17.’de 2 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerden alinan
goriintiiler ve ImageJ programindan elde edilen IR780 MFI degerleri verilmistir.
Resimlerde mavi renk (DAPI) hiicre c¢ekirdegini gostermekte olup yesil renk ise
hiicreler tarafindan tutulan lipozomlar1 gostermektedir. Rhodamine lipozomal
vezikiillerin lipid membranina baglandigi i¢in hiicrelere giren lipozom vezikiillerini
izleme imkan1 sunmaktadir.

Goriintlilerden anlasilacagi iizere, hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis
lipozomal formiilasyonlar g6z Online alindiginda nétral ve pozitif yUkli
formiilasyonlarin hiicre girisi arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0,05).

Hedeflendirilmis F2 ve F4 formiilasyonlarinin hedeflendirilmemis F1 ve F3
formiilasyonlarindan belirgin sekilde fazla hiicre igerisine girdigi tespit edilmistir
(p<0,05). Bu sonug, Bolim 4.7.1.°de verilen hedeflendirilmis F2 ve F4
formiilasyonlarin 1 ve 2 saatlik inkiibasyon siiresinde U87 ve RG2 hiicre hattinda ve
4 saatlik inkibasyon suresinde RG2 hiicre hattinda hedeflendirilmemis F1 ve F3
formiilasyonlarina gore daha yiiksek hiicre i¢i yogunluga ulastig1 sonucuyla paralellik

gostermektedir.
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5.7.3. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE iceren, PEGlenmis, Notral ve
Pozitif YUkIU Lipozomlarin Termal EtKinliginin

Degerlendirilmesi

NIR 15181 (808 nm, 0,8-1W/cm?) maruziyeti sonrast lipozomal
formiilasyonlarin sicaklik artigini incelemek ve etkinlik saglayabilecek optimum NIR
15181 uygulama siiresini saptamak amaciyla Boliim 3.9.3.’te anlatildig1 sekilde yapilan
calisma sonrasinda optimum stire olarak 10 dk. secilmistir.

IR780 igeren nanopartikillerle yapilan bir ¢alismada, IR780 iceren
nanopartikiller, kontrol grubu olarak serbest IR780 ¢ozeltisi ve fosfat tamponu 5 dk.
boyunca (808nm, 1W/cm?) NIR 1s1gma maruz birakilmis ve her 30 sn.de 6lgiim
alimmustir. Nanopartikiillerin sicakligi 90 sn.de ~ 25°C‘den ~ 47°C’ye ulastig1 ve
maksimum ulasilan sicakligin ~ 53°C oldugu goriilmiistiir. IR780’in fototermal

aktivitesi dogrulanmig ve literatiirle uyumlu bulunmustur (77).

5.7.4. NAG ile Hedeflendirilmis ve Hedeflendirilmemis, IR780
Hapsedilmis, DOTA-Bn-DSPE i¢eren, PEGlenmis, Notral ve
Pozitif YUkll Lipozomlarin PDT/PTT Etkinliginin

Degerlendirilmesi

F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlar1 ve serbest IR780 ¢ozeltisinin, U87 ve RG2
hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksisitesini incelemek amaciyla Bolim 3.9.4.te
anlatildig1 sekilde MTT analizi yapilmis ve NIR 151gmna maruz birakilan hiicrelerin
hlcre canliligr ile NIR 1s18ina maruz birakilmayan hiicrelerin hiicre canliligi IR780
hapsedilmis formiilasyonlarin PDT/PTT etkisini degerlendirmek amaciyla incelenerek
karsilastirilmistir.

Sekil 4.18. ve Sekil 4.19.’daki grafiklerde goriildiigii lizere serbest IR780 ve
IR780 enkapsiile edilmis lipozomal formiilasyonlar ile inkiibe edilmis RG2 ve U87
hiicre hatlarinin NIR 1518ma (808 nm, 1 W cm™2) maruz birakilanlarda, NIR 1s181na
maruz birakilmayanlara oranla hiicre yasayabilirligi anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.05).

U87 hiicre hattinda, hiicre canliligi NIR 1s1gina maruz birakilan 1,5 pg/mL

konsantrasyonda serbest IR780 c¢ozeltisinde %40°mn altina inerken lipozomal
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formiilasyonlarda %50’ nin iizerinde kalmistir. RG2 hiicre hattinda benzer sekilde NIR
1s181na maruziyet sonucu serbest IR780 ¢ozeltisinde 1,5 ug/mL konsantrasyonda hiicre
canliligt %51’e diiserken lipozomal formiilasyonlarda bu degerin iizerinde hiicre
canlilig1 tespit edilmistir. Bunun, lipozomal formiilasyonlarin kontrollii bir sekilde
hiicre i¢ine alimina bagli oldugu ve zamanla etkisini gosterebilme potansiyeline bagl
oldugu diistiniilmektedir.

RG2 hiicre hattinda GLUT1 reseptor aracili olarak hiicre i¢ine alinan F2 ve F4
formiilasyonlariin F1 ve F3 formiilasyonlarina oranla daha sitotoksik oldugu tespit
edilmistir (p>0.05). U87 hiicre hattinda NIR 1s181na maruziyet sonucu 1,5 ug/mL
IR780 konsantrasyonunda F2 ve F4 formiilasyonlarinda F1 ve F3 formiilasyonlarina
oranla daha az sitotoksisite izlenmistir (p>0.05). 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada,
Klorin 6 (Ce6) fotoduyarlastirici ajan ve doksorubisin igeren, NRP-1 reseptorini
hedeflemek igin timor hedefli peptit CGNKRTR (tLyp-1) ile modifiye edilmis
nanopartikiiller tasarlamiglardir. Nanopartikuller doksorubisin direngli  meme
kanserinin tedavisi i¢in kullanilmis ve bu kombinasyon terapisinde, fotoduyarlastirict
birden fazla rol oynamistir. Bir yandan, PDT ile hiicre apoptozunu indlklemis; 6te
yandan, ilaca direngli kanserlerde daha iyi bir tedavi etkinligi i¢in kapsiillenmis kemo-
ilacin dogrudan sitoplazmaya salinmasi i¢in endolizozom zarlarin1 bozmustur. insan
umbilikal damar endotel hiicreleri (HUVEC) ve doksorubisin direngli insan meme
adenokarsinom hiicreleri (MCF-7/ADR) {izerinde yapilan in vitro c¢alismalar,
hedeflenmemis nanopartikillere (660 nm 151K) kiyasla hedefli nanopartikillerde
hiicresel bir alim artis1 ve foto-sitotoksisite gelisimi ortaya ¢ikarmistir. Ayrica 660
nm'de 9,8 dk. boyunca 1s1ga maruz birakilan hedefli nanopartikiller ile antitimor
etkinliginde bir artis tespit edilmistir (215). Calismamizda elde edilen sonuglar
literatiirle uyumlu bulunmusgtur.

Bu da NIR 15181 varliginda her iki hiicre hattinda da IR780 hapsedilmis
lipozomal formiilasyonlarin belirgin PDT/PTT etkinligi oldugunu dogrulamaktadir.
Sitotoksik etki tumor tedavisinde NIR 15181 varliginda PDT/PTT etkinligine aditif etki

ile katki saglama potansiyelindedir.
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5.7.5. Sitotoksisite Calismasi

MTT kolorimetrik deneme, hiicre canliligint gésteren mitokondrinin islevsel
durumunu belirler. Canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenaz enzimi, sari
tetrazolyum MTT tuzunu, zarar gormemis hiicrelerde ¢oktirilen mavi MTT
formazan'a indirger. Sonrasinda hiicre canliligi spektrofotometrik olarak olgulir ve
uygulama yapilmayan hiicrelerin canliligit %100 kabul edilerek, uygulama yapilan
hiicrelerin canlilig1 bu hiicrelere gore yiizde (%) olarak belirlenir (216, 217).

Yar1 maksimum inhibitér konsantrasyon (ICsp), bir maddenin belirli bir
biyolojik veya biyokimyasal islevi inhibe etme giiciiniin bir 6l¢tisiidiir. ICs, belirli bir
biyolojik siireci veya biyolojik bileseni in vitro olarak %50 oraninda inhibe etmek igin
belirli bir inhibitér maddenin (6rnegin ilag) ne kadarinin gerekli oldugunu gosteren
nicel bir olgudur (218). Diisiik ICso degeri, yiiksek sitotoksik etki anlamina
gelmektedir.

U87, RG2 ve L929 hiicre hatlar1 iizerinde MTT analizi yapilan tiim lipozom
formiilasyonlar1 ve serbest IR780 c¢dzeltilerine iliskin sonuglar Tablo 4.6.’da
verilmigtir. Ayrica yine MTT analizi ile tespit edilen serbest IR780 ve
formiilasyonlarin hiicre canliligina etkileri Sekil 4.20., Sekil 4.21. ve Sekil 4.22.°de
verilen grafiklerde gdsterilmistir.

Serbest IR780 ¢ozeltisinin RG2 ve L929 hiicre hattinda ICsp degerinin
istatistiksel agidan onemli derecede diisiikk (p<0.05) bulunmasi sitotoksisitesinin
yiiksek oldugunu gostermektedir. IR780 hapsedilmis formiilasyorlarin ise genel olarak
sitotoksisitesinin IR780 ¢ozeltisinden daha az olmasi, formilasyonlardan IR780
saliminin zamana bagli olarak kontrolli sekilde oldugunu gostermektedir.

Formiilasyonlarin ICsp degerlerinin genel olarak kontrol grubu olan L929 hiicre
hattinda RG2 ve US87 hiicre hatlarindan daha yiliksek bulunmasi (p<0.05)
sitotoksisitenin fibroblast hiicre hattinda daha diisiik oldugunu gdstermektedir.
Hedeflendirilmis pozitif yiikli F4 formiilasyonunun U87 hiicre hattinda
sitotoksisitesinin hedeflendirilmis noétral olan F2 formiilasyonuna goére anlaml
derecede diisiik olmas1 hiicre i¢ine kontrollii bir sekilde girisine bagl olabilecegi
diistintilmektedir (p<0.05).

Ayni hiicre hatlarinda GLUT-1 reseptoriine hedeflemeden bagimsiz olarak

pozitif yiiklii F3 lipozomlarinin ICso degerlerinin nétral olan F1 formilasyonundan
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daha dusiik olmasi sitotoksisitelerinin anlamli derecede fazla oldugu anlamina
gelmekte olup pozitif yiiklii lipozomlarin nétral lipozomlara gére membran yiikleri
sebebiyle hiicre membranina tutulumunun fazla olmasina bagli olabilecegi
distiniilmektedir (p<0.05). Doksorubisin enkapsiile pozitif yukli lipozomlar ve
kontrol grubu olarak nétral lipozomlar hazirlanarak yapilan bir ¢alismada pozitif yukli
lipozomlarin KB hiicre hattinda tutulumlar1 ve KB ve L1210 hiicre hatlarindaki
sitotoksisiteleri incelenmis ve pozitif yiiklii lipozomlarin KB hiicreleri tarafindan
tutulumlarinin nétral lipozomlara kiyasla floresan mikroskobu ile analizinde oldukca
yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica pozitif yiikli lipozomlarin nétral lipozomlara
kiyasla her iki hiicre hattinda da [Csp degerlerinin daha diisiik bulunmasi
sitotoksisitelerinin daha fazla oldugunu goéstermistir. Bunun nedeni olarak pozitif
yikli lipozomlarin elektrostatik etkilesim yoluyla hiicrelerle etkilesime girme,
endositoz yoluyla i¢sellestirmeyi indiikleme ve endozomal kagis yoluyla sitozole ilag
salmmmini kolaylastirma yetenegi olabilecegi disiiniilmiistiir (219). Calismamizda
elde edilen sonuglar literatiirle uyumlu bulunmustur.

RG2 hiicre hattinda hedeflendirilmis F2 formilasyonunun I1Cso degerinin F1
formiilasyonundan bir miktar (p>0.05) ve hedeflendirilmis F4 formiilasyonunun F3
formiilasyonundan anlamli derecede yiiksek (p<0.05) bulunmasi hiicre i¢ine lipozom
formiilasyonlarinin reseptor aracili olarak kontrollii bir sekilde girisine bagl olarak
gozlendigini diislindiirmektedir. Sekil 4.20-4.22.°de de goriilebildigi gibi 151ks1z
ortamda tiim hiicre hatlarinda lipozomal formiilasyonlar serbest IR780’e benzer ancak
formiilasyonlarin hiicre membranindan kontrollii girisine bagl olarak daha az
sitotoksik etki gosterdigi saptanmustir. Isiksiz ortamda gozlenen bu sitotoksik etki NIR
15181 varliginda gozlenen PDT etkisine sinerjistik ya da aditif sekilde katki saglama
potansiyeline sahiptir. Bir fotoduyarlastirict olan mezo-tetra hidroksifenilklorin (m-
THPC) ile yapilan ¢alismada serbest m-THPC ve nanopartikiile hapsedilmis m-
THPC’nin C6 hiicre hattinda sitotoksisiteleri degerlendirilmis ve serbest m-THPC’nin
sitotoksisitesinin daha fazla oldugu saptanmistir (220). Sonuclar literattirle uyumlu

bulunmustur.
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6. SONUCLAR

Tez calismast kapsaminda glioblastomanin teshis ve tedavisi i¢in beyindeki
tiimor hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese olan GLUTI’e aktif olarak
hedeflendirilmesi amaciyla NAG ile modifiye edilmis; PET/BT goriintiilleme amaciyla
®8Ga ile isaretlenmis, PDT/PTT ve NIR goriintiileme amaciyla fotoduyarlastirica
IR780 enkapsiile edilmis, PEG kapli, nanoboyutlu nétral ve pozitif yiiklii teranostik
lipozomlar basaril1 bir sekilde formiile edilmis ve karakterizasyon, isaretleme verimi,
isaretlemenin stabilitesi, in vitro salim profilleri, stabilite ¢alismalar1 yapilmustir.
Multifonksiyonel lipozomlarin hiicre tutulumlart RG2 ve U87 glioblastoma hiicre
hattinda NIR goriintiileri, RG2 hiicre hattinda floresans mikroskop goriintiileri alinarak
ve PDT/PTT etkinlikleri 808 nm NIR 1s1¢1 10 dk. maruz birakilarak
degerlendirilmistir. Sitotoksisiteleri RG2, U87 ve L929 fibroblast (kontrol olarak)
hiicrelerinde degerlendirilmistir. Caligmalar sonucunda;

e Lipozom formiilasyonlarinin ortalama partikiil boyutu 181-193 nm ve PDI
degeri 0,1-0,2 araliginda bulunmustur.

e Pozitif yiikkli F3 ve F4 formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri -5mV
civarinda, notral F1 ve F2 formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri -7/mV
civarinda bulunmustur.

e Tiim formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi ytizdeleri %79-85 araliginda
bulunmustur.

e [R780 iceren lipozomlar Langenbucher kinetigine uygun salim gostermistir.

e Yapisinda DOTA-BNn-DSPE selat yapici iceren lipozomlar Ga-68 ile 80°C, pH:
3,5 ve 5 dk. inkiibasyon siiresinde maksimum isaretleme verimi (%45-49)
gostermis ve 2 saat sonunda yaklasik %40 civarinda isaretleme verimi ile
isaretlemenin stabilitesini korudugu gézlenmistir.

e Yapilan stabilite ¢calismalarinda lipozom formiilasyonlarinin 30 giin boyunca
ortalama partikiil boyutu, zeta potansiyel ve %EE’de anlamli bir degisiklik
olmadig tespit edilmis, 1 aydan sonra 25°C’de saklanan formiilasyonlarda
anlaml degisiklikler ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle lipozomal formiilasyonlarin

4°C’de 30 giin boyunca stabil kaldig1 saptanmustir.
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IR780 enkapsiile edilmis lipozomal formiilasyonlarin U87 ve RG2 hiicre
hatlarina zamana bagli olarak yavas ve kontrollii bir sekilde giris gosterdigi ve
bu nedenle zamana bagli olarak hiicre icindeki IR780 siddetinde
formiilasyonlara bagli olarak belirgin artis gozlendigi saptanmustir.

Hem RG2 hem de U87 hiicre hatlarinda NAG ile hedeflendirilmis F2 ve F4
formiilasyonlarmin 1 ve 2 saatlik inkiibasyon siirelerinde hedeflendirilmemis
F1 ve F3 formilasyonlara oranla daha yiksek hiicre i¢i yogunluguna ulastig
gozlenmistir. Pozitif yiiklii F3 ve F4 formiilasyonlarinin ise notral F1 ve F2
formiilasyonlara oranla daha yiiksek hiicre i¢i yogunluk gosterdigi
saptanmistir.

NAG ile  hedeflendirilmis formiilasyonlarin ~ hedeflendirilmemis
formulasyonlara oranla RG2 hiicre hattinda daha ¢ok tutuldugu floresan
goriintiileme ve ImageJ’den alinan MFI degerleri ile dogrulanmastir.

Lipozom formiilasyonlarina uygulanacak optimum NIR 15181 uygulama siiresi
10 dk. olarak saptanmaistir.

NIR 1s18ma (808 nm, 0,8-1W/cm?) 10 dk. maruziyet sonrasi lipozomal
formiilasyonlarda PTT etkinligine katki saglayabilecek anlamli sicaklik artist
(7-10°C) ve 1518a maruz birakilan ve birakilmayan IR780 igeren lipozomal
formiilasyonlarin her iki hiicre hattinda % hiicre canliliginda belirgin diisiis
gozlenmis ve potansiyel PDT/PTT etkinligi saptanmustir.

Sitotoksisite testinde lipozom formiilasyonlariyla ayni miktarda IR780 iceren
cozeltinin IR780 enkapsiile edilmis formiilasyonlardan daha yiiksek
sitotoksisite gostermesi lipozomlardan ilag saliminin istenen sekilde kontrollii
bicimde oldugunu gostermektedir. L929 hiicre hattinda formiilasyonlar daha
giivenilir bulunurken, RG2 ve US87 hiicre hatlarinda konsantrasyona bagl
olarak kontrol edilebilir sitotoksisite gosterdikleri sonucuna varilmaistir. Isiksiz
ortamda g0zlenen bu sitotoksik etki NIR 15181 varliginda gozlenen PDT
etkisine sinerjistik ya da aditif sekilde katki saglama potansiyeline sahiptir.
Hedeflendirilmis pozitif yiikli F4 formiilasyonunun US87 hiicre hattinda
sitotoksisitesinin hedeflendirilmis noétral F2 formiilasyonuna gore anlamli
derecede diisiik olmasi hiicre igine kontrollii bir sekilde girisine baglh

olabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica U87 hiicre hattinda formiilasyonlarin
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genel olarak ICsp degerlerinin RG2 hiicre hattindaki formilasyonlara oranla
anlamli derecede yiliksek bulunmasi, lipozomlarin U87 hiicrelerine daha
kontrollii girdigini diistindiirmiistiir.

e Aym hiicre hatlarinda GLUT 1 reseptoriine hedeflemeden bagimsiz olarak
pozitif yiikli F3 lipozomlarmin ICsp degerlerinin nétral olan F1
formiilasyonundan daha diisiik olmasi pozitif yikli lipozomlarin nétral
lipozomlara gére membran yiikleri sebebiyle hiicre membranina tutulumunun
fazla olmasina bagli olabilecegi diisliniilmektedir
Calismamiz sonucunda formiile edilen hedeflendirilmis, nétral ve pozitif yikli

IR780 hapsedilmis, Ga-68 ile isaretlenmis teranostik lipozomlar glioblastomanin in
vitro olarak PDT/PTT ile etkili tedavisi ve PET/BT ve NIR gorinttlemesi igin
potansiyel olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar tedavisi olduk¢a zor olan
glioblastomanin tedavisinde konvansiyonel kanser ilaclarindan daha az dozda daha
yuksek antikanser aktivite saglayabilme ve ayni zamanda hem hibrid goriintii alimi ile
teshis ve tedavi etkinliginin izlenmesi konusunda literatiire katki saglayabilme

potansiyelindedir.
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