PANKREAS KANSERI KOMBINE FOTOTERMAL/KEMO
TERAPISINDE ALTIN

NANOPARTIKULLERLE DEKORE EDILMiS SICAKLIGA
DUYARLI LIPOZOMLARIN KULLANIM POTANSIYELININ

INCELENMESI

POTENTIAL INVESTIGATION OF USING TEMPERATURE
SENSITIVE LIPOSOMES DECORATED WITH GOLD
NANOPARTICLES FOR COMBINED
PHOTOTHERMAL/CHEMO THERAPY OF PANCREATIC
CANCER

EMINE YILMAZ

PROF. DR NiHAL AYDOGAN

Tez Danismani

Hacettepe Universitesi
Lisansistl Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin
Biyomuihendislik Anabilim Dali igin Ongérdig

YUKSEK LISANS TEZI olarak hazirlanmistir.

2023



OZET

PANKREAS KANSERI KOMBINE FOTOTERMAL/KEMO
TERAPISINDE ALTIN

NANOPARTIKULLERLE DEKORE EDILMiS SICAKLIGA DUYARLI
LIPOZOMLARIN KULLANIM POTANSIYELININ

INCELENMESI

EMINE YILMAZ

Yiiksek Lisans Biyomiihendislik A.B.D.
Tez Danismani: Prof. Dr. Nihal AYDOGAN

Haziran 2023, 112 sayfa

Pankreas kanseri, bes yillik sagkalim orani %4-8 ve 6lum orani %98 olan oldukca
olumcdul bir hastaliktir. Bu hastaligin gérilme sikligi ve 6lim oranlari artmaktadir ve
2030 yilina kadar kansere bagl élumlerin ikinci 6nde gelen nedeni olacag! tahmin
edilmektedir. Pankreas kanserinin belirtileri genellikle hastaligin ileri asamalarinda
ortaya cikar ve bu da tedaviyi zorlastirir. Cerrahi rezeksiyon mevcut tek tedavi
secenegidir, ancak hastalarin yalnizca kigik bir ylzdesinde mimkuanddr.
Rezeksiyon vyapilsa bile hastaligin niks etme orani yuksektir. Rezeksiyon
yapilamayan hastalarda kemoterapi kullanilir, ancak timorlerde dusik ve heterojen
ilag birikimi, timdru gevreleyen fibrotik stroma tarafindan direng gelisimi ve toksisite
gibi cesitli faktorler nedeniyle etkinligi sinirhdir. Nanotasiyici sistemler, kemoterapinin
sinirlamalarinin ~ Ustesinden gelmenin bir yolu olarak onerilmistir. Ozellikle
lipozomlarin immunojenik ve toksik olmadigi bulunmustur, bu da onlarn terapétik
ajanlarin kapsullenmesi i¢in populer bir secim haline getirmistir. Sicakliga duyarh
lipozomlar da ila¢ salim etkinligini artirmak icin bir alternatif olarak arastiriimistir.



Ayrica, fototermal terapi, hipertermiyi indiiklemek ve kanser hicrelerini yok etmek
icin foto-emici ve yakin kizilétesi NIR 1sinlamasini kullanan yeni bir kanser terapisidir.
Altin nanopartikuller, iyi foto emici 6zellikleri nedeniyle fototermal tedavide giderek
daha fazla kullaniimaktadir. Bu calisma, fototermal terapi varliginda altin
nanopartikillerle stslenmis bir lipozomal ilag dagitim sisteminin hipertermi ve ilag
salim ozelliklerini arastirmay! amaclamaktadir. Amag, pankreas kanseri icin sinerjik
bir terapi ajani olarak kullanilabilecek bir sistem gelistirmektir. Calisma, hipertermi ve
ila¢ salinim 6zelliklerini kontrol etmek ve incelemek igin 6n arastirmalari igcerecektir.
Basarili bir sekilde tamamlanmasinin ardindan, formilasyon gelistirme ve in-vivo/in-
vitro calismalari da iceren kapsamli bir proje hazirlanacaktir. Bu calismanin bulgulari
potansiyel olarak pankreas kanseri icin etkili bir tedavinin gelistiriimesine yol agarak
hastalarin hayatta kalma oranini ve yasam kalitesini artirabilir.

Anahtar Kelimeler. Pankreas kanseri, Fototermal terapi, Au NP, Lipozom,
Hipertermi, Kemoterapi



ABSTRACT

POTENTIAL INVESTIGATION OF USING TEMPERATURE SENSITIVE
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Pancreatic cancer is a highly fatal disease with a 5-year survival rate of 4-8% and a
mortality rate of 98%. The incidence and mortality rates of this disease are increasing
and it is predicted to be the second leading cause of cancer-related deaths by 2030.
Symptoms of pancreatic cancer often appear in the advanced stages of the disease,
making it difficult to treat. Surgical resection is the only treatment option available but
is only possible in a small percentage of patients. Even with resection, the recurrence
rate of the disease is high. Chemotherapy is used in patients who cannot be
resectioned, but its effectiveness is limited due to various factors such as low and
heterogeneous drug accumulation in tumors, development of resistance by the
fibrotic stroma surrounding the tumor, and toxicity. Nanocarrier systems have been
proposed as a way to overcome the limitations of chemotherapy. In particular,
liposomes are immunogenic and non-toxic, making them a popular choice for
encapsulation of therapeutic agents. Temperature-sensitive liposomes have also
been explored as an alternative to increase drug release efficacy. Also, photothermal
therapy is a new cancer therapy that uses photo-absorbing and near-infrared NIR
irradiation to induce hyperthermia and destroy cancer cells. Gold nanoparticles are
increasingly used in photothermal therapy due to their good photo-absorbing

properties. This study aims to investigate the hyperthermia and drug release

iv



properties of a liposomal drug delivery system decorated with gold nanopatrticles in
the presence of photothermal therapy. The aim is to develop a system that can be
used as a synergistic therapy agent for pancreatic cancer. The work will include
preliminary research to control and examine hyperthermia and drug release
properties. Upon successful completion, a comprehensive project will be prepared,
including formulation development and in-vivo/in-vitro studies. The findings of this
study could potentially lead to the development of an effective treatment for

pancreatic cancer, improving patients' survival rate and quality of life.

Keywords: Pancreatic cancer, Photothermal therapy, Au NP, Liposome,

Hyperthermia, Chemotherapy
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1. GIRIS

Pankreas kanseri %4-8 bes yillik sagkalim ve %98 6lum orani ile k6t bir prognoza
sahiptir. 2030'da kansere bagl olumlerin ikinci 6nde gelen nedeni olacag!
dusunulmektedir ve gorilme sikligi ve 6lum orani giderek artmaktadir. [1] Pankreas
kanseri belirtileri genellikle hastaligin ileri evrelerinde ortaya cikar. Cerrahi rezeksiyon
pankreas kanseri icin tek tedavi secenegidir ve hastalarin sadece %210-20'sinde
hastalik rezeke edilebilmektedir. [1] Rezeksiyon yapilsa bile hastaligin tekrarlama
orani yuksektir. Rezeksiyon yapilamayan hastalarda gemsitabin, gemsitabin nab-
paklitaksel kombinasyonu ve FOLFIRINOX protokolleri uygulanmaktadir. Bu tedaviler
kalici cozimler olmayip sadece yasam siresini uzatmaya yodneliktir. Kemoterapinin
etkinligini sinirlayan bir dizi faktor vardir: Tumdrlerde disik ve heterojen ilag birikimi
genellikle tedavi basarisizliginin ana nedeni olarak kabul edilir. [2] Hastalardaki
suboptimal sonuc¢ blyuk olctiide tim kanser hucrelerine yeterli miktarda ilag
verilememesinden kaynaklanmaktadir. Toksisite nedeniyle daha yiksek ilac
seviyelerine ulasmak icin doz daha fazla artirilamaz. [3] Tumdru cevreleyen buyuk
fibrotik stroma, terapotik ajanlari, anormal vaskuilarizasyonu ve sonug olarak hipoksiyi
inhibe  ederek ilaglarin  timo6ér  mikrocevresine  alimini  sinirladigindan,
kemoterapoétiklere karsi kisa surede direng gelistirir. [4] Bu sorunun Ustesinden
gelmek icin nanotasiyici sistemlerin kullaniimasi 0Onerilmektedir. Nanotasiyicilar
anormal vaskularizasyonun neden oldugu artmis gecirgenlik ve alikonma etkisi
(EPR)'den etkilenmez, aksine timér dokusuna nufuz edebilirler. [5] Lipozomlar
immunojenik ve toksik olmadiklari icin bircok calismada kullanilabilirler. Ayrica,
lipozomlar kullanilarak terapotik ajanlarin kapsullenmesi, daha yiksek stabilite, uzun
dolasim Ozellikleri, vicuttaki sizinti bolgelerinde ekstravazasyon ve timorle iligkili
alanlarda daha iyi birikim elde edilebilir. Sicakliga duyarl lipozomlar, ortalama normal
vlcut sicakhginin birkac¢ derece tzerinde lokal hafif hipertermi ile kullanildiginda ilag
salim etkinligini artirmak icin faydali bir alternatif olabilir. Fototermal terapi,
hipertermiyi indiklemek ve kanser hucrelerini yok etmek igin foto-emici ve yakin
kizilétesi (NIR) 1sik 1sinlamasinin bir kombinasyonunu kullanan gelismekte olan
kanser terapdétiklerinden biri haline gelmektedir. Altin nanopartikiller, absorpsiyon
bandinin uygulanabilirligi nedeniyle iyi fotoabsorblama 6zelliklerine sahiptir. Onerilen
bu calismada, altin nanopartikillerle suslenmis lipozomal ilag tasiyici sistemin
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fototermal terapi varliginda hipertermi ve buna bagli olarak ila¢c salinim 6zelliklerinin

kontrol

Edilmesi/incelenmesi amaclanmaktadir. BoOylece sinerjik terapi ajani olarak
kullanilabilecek bir sistemin gelistirilmesi icin gerekli 6n calismalar tamamlanmis
olacaktir. Pankreas kanseri, yogun fibrotik stroma ve immunosupresif tamor
mikrogevresi nedeniyle tedavisi ve hedeflenmesi zor bir kanser turtudur. [6] Lokal
olarak ilerlemis pankreas kanserli hastalarin etkili tedavisi, karsilanmamis dnemli bir
klinik ihtiyac olmaya devam etmektedir. Calismamizda, bugine kadar bildirilen
kemoterapétik ajan kombinasyonlari arasinda pankreas kanserine en iyi yanit veren
dort ilagh kombinasyon olan FOLFIRINOX (oxaliplatin, leucovorin, irinotecan, 5-FU)
protokolti kullanilacaktir. [7] FOLFIRINOX protokold, pankreas kanserli hastalarda
diger ajan ve kombinasyonlara kiyasla daha iyi sagkalim iyilesmeleri géstermistir.
Ancak toksisiteler FOLFIRINOX'un tam doz kullanimini engellemistir. [8] Literattirde
FOLFIRINOX grubu ilaglarla yapilan calismalara bakildiginda, bu dort ilag
kombinasyonundan iki veya (c¢unin mikrokabarcilk veya biyotin avidin
fonksiyonellestirmesi ile kapsullendigi gortulmektedir. [8,10] Ancak literatirde bu
dortli kombinasyonun bizim 6nerdigimiz sekilde enkapstle edildigi bir ila¢ tasiyici
sistem calismasi bulunmamaktadir. Calismamizda, dnerdigimiz nanoformulasyonun
ana bileseni olarak lipozomlar kullanilacaktir. Basit hazirlanmalari ve iyi
biyouyumluluklari nedeniyle piyasadaki birka¢ drtinle (Doxil, ThermoDox, Lipoplatin)
yaygin olarak translasyonel olarak kabul edilirler ve bu dortli ila¢ kombinasyonu
kapsullenecektir. Calismamizda tasarlayacagimiz isiya duyarl lipozomlarimiz klinige
en yakin formulasyondur. Nanomedikal trtnlerden biri olan ThermoDox, hipertermi
ve pankreas kanserinde klinik deneme asamasinda olan sicakliga duyarli bir lipozom
formulasyonudur (sadece DOX iceren). [ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04852367].
Literaturde pankreas kanseri ile ilgili yapilan ¢alismalara bakildiginda i1siya duyarli
lipozom ve polimerlerin sinirfh sayida c¢alismada kullanildigr  gorilmektedir.
Calismamizda lizolipidler kullanilarak daha etkin ve guvenli kemo-fototermal sinerjik
tedavi icin kullanilabilecek bir sistem tasarlanmasi planlanmaktadir. Fototermal terapi
ile birlikte kullanilacak olan sicakliga duyarli lipozomal tasiyici sistemimiz, Au NP'lerin
konumu ve yogunlugu ayarlanarak daha etkin bir performans ile ¢oklu ila¢ salinimina
uygun cift katmanh bir ilag tasiyici sistem icerisinde kapsullenecektir. Pankreas

kanseri icin benzer bir uygulama olmadigindan literatlirdeki énemli bir boslugu



dolduracaktir. Ayrica FOLFIRINOX kemoterapi rejimi diger kanser tdrlerinin
(kolorektal, karaciger vb.) tedavisinde de kullaniimaktadir. Bu yeni ila¢ tasima

sisteminin diger kanser turlerinin tedavisinde de kullanilabilecegi dusunilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreas

Sindirim sisteminin hayati bir parcasi ve kan sekeri seviyelerinin kritik bir kontrolori
olan alti in¢ uzunlugunda mide, ince bagirsak, karaciger, dalak ve safra kesesi ile
cevrili bir salgl bezidir. Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin hiicrelerden olusur
ve iki ana iglevi vardir: sindirim ve kan sekerinin dizenlenmesi. Pankreasin ekzokrin
hicreleri sindirime yardimci olan enzimler Uretir. Yiyecekler mideye girdiginde,
ekzokrin hicreler pankreatik enzimleri ana pankreatik kanala giden kucik kanallar
sistemine birakir. Pankreatik kanal pankreasin uzunlugu boyunca uzanir ve
pankreatik enzimleri ve topluca pankreas suyu olarak adlandirilan diger salgilari tasir.
Ana pankreas kanali, safra kesesinden safra tasiyan ortak safra kanali ile birlesir ve
birlikte vater ampulla adi verilen bir noktada duodenuma baglanirlar. Burada safra ve
pankreatik enzimler yaglarin, karbonhidratlarin ve proteinlerin sindirimine yardimcli
olmak icin on iki parmak bagirsagina girer. Pankreasin endokrin hicreleri hormon
uretir. Hormonlar vicuttaki belirli islevleri kontrol eden veya diizenleyen maddelerdir.
Genellikle vicudun bir boliminde dretilir ve viicudun baska bir béliminde harekete
gecmek icin kan yoluyla tasinirlar. iki ana pankreas hormonu insilin ve glukagondur.
Adacik hucreleri, pankreas iginde insulin ve glukagon ureten ve kan dolasimina
salgilayan endokrin hiicrelerdir. insiilin kan sekeri seviyesini dusuriirken glukagon
kan sekeri seviyesini yukseltir. Bu iki ana hormon birlikte kandaki uygun seker
seviyesini korumak i¢in calisir. Pankreas dort ana bélimden olusur: Bas balimd,
pankreasin en genis kismidir. Karnin sag tarafinda duedonumun kivrimina
yerlesmistir. Pankreasin basi ve govdesi arasindaki ince kisim boyun bolimuddr.
Govde, pankreasin boynu ve kuyrugu arasindaki kisimdir. Ust mezenterik arter ve
ven bu kismin arkasinda kalmaktadir. Dalaga yakin olan ince ucu ise kuyrugu olarak
adlandiriimaktadir. Unsinat prosesi, pankreasin bas bélimintn geriye dogru kivrilan
ve pankreasin gévde bolumunin altinda kalan bdlgesidir. Unsinat proses, iki 6nemli
kan damarinin kesistigi superior mezenterik arter ve superior mezenterik ven kesistigi

yerdir. Bas bolimunun en genis kismidir.



2.2. Pankreas Kanseri

Kanser hem dunyada hem de ulkemizde %22'lik oran ile kardiyovaskuler
hastaliklardan sonra ikinci 6lim nedenidir. Dinyada her alti olimden birinin,
Ulkemizde ise her bes o6lumden birinin nedeni kanserdir. [9] Aslinda son yillarin
verilerine bakinca kanseri bir toplum sagligi problemi olarak gormek hi¢c de yanlis

olmayacaktir.

Pankreas kanserinin 2030 yilinda ABD'de kansere bagl olimlerin ikinci dnde gelen
nedeni olmasi beklenmektedir. Dinya Saglik Orgiiti (WHO)'ne gore pankreas
kanseri, dinya c¢apinda kanserden 6lumlerin 7. 6nde gelen nedenidir.[1] Pankreas
kanseri insidansi bolgelere gore biyuk farkliliklar géstermekte olup en yiksek oranlar
Kuzey Amerika ve Avrupa'da, en dusuk oranlar ise Afrika ve Asya'da gorulmektedir.
Pankreas kanseri gorilme sikligi erkeklerde kadinlara goére biraz daha yuksektir.
Pankreas kanseri yasl yetiskinlerde daha yaygindir ve en yuksek insidans oranlari
65 yasin Uzerindekilerde gorular. [1] Pankreas kanseri genellikle ileri bir asamada
teshis edilir, bu da tedavisini zorlastirir ve kéti prognozuna katkida bulunur.
Pankreas kanseri icin 5 yillik hayatta kalma orani sadece yaklasik %10'dur, yani
hastaligi olan her 10 kisiden sadece 1'i tanidan sonra 5 yil veya daha uzun stre
hayatta kalacaktir. [10]

Pankreas kanseri midenin arkasinda yer alan ve sindirime yardimci olmak igin
hormon ve enzim ureten bir organ olan pankreasin hicrelerinde baslayan belirsiz tst
abdominal semptomlar ve baska rahatsizliklara yorulabilecek benzerlikleri ile hastalik
ileri invazyon gostermis bir evresinde teshis edilebilmekte ve dinyada o6lumcl
kanser siralamasinda dordinci sirada yer almaktadir. [11,12] Nispeten nadir gorilen
bir kanser turudur. Prognozu genellikle kétudur ve ¢ok dusik hayatta kalma oraniyla

en 6limcdul olanlardan biridir.

Derin yerlesimi nedeniyle pankreas tumdrlerinin ¢ogu karina bastinidiginda
hissedilemez. Pankreas kanseri belirtileri genellikle tumér pankreasin veya mide,
onikiparmak bagirsagi, karaciger veya safra kesesi gibi diger yakin organlarin islevini
engellemeye baslayana kadar ortaya cikmadigindan, bu durum geg teshise yol acar.
Pankreasin iki iglevini anlamak 6nemlidir ¢link: Buylk pankreas timarleri bu onemli

vicut fonksiyonlarinin her ikisini de engelleyecektir. Tiumorler ekzokrin veya endokrin



olmak Uzere her iki bilesende de ortaya cikabilir. Pankreas ttimorlerinin buydk
cogunlugu ekzokrin kisimda ortaya c¢ikar ve bu kanserler mikroskop altinda pankreas
kanallar1 gibi gortnur.[13] Bu nedenle bu timorler "duktal adenokarsinomlar”" veya
basitce "adenokarsinom” veya daha da basitce "pankreas kanseri" olarak adlandirilir.
[13] Tumorler ekzokrin sistemi bloke ettiginde, hastalar sindirim enzimlerinin bagirsak
yerine pankreas maddesine anormal salinimindan kaynaklanan pankreatit ve agri
geligtirebilir ve yiyeceklerin tam olarak sindiriimemesinden kaynaklanan ishal gibi
sindirim sorunlari gelistirebilirler. Daha az yaygin olarak, timorler pankreasin
endokrin bileseninden kaynaklanir ve bu endokrin timoérler "pankreatik néroendokrin
tumorler" veya kisaca "adacik hicre tumorleri" olarak adlandirihir. Tamorler
pankreasin endokrin islevini yok ettiginde, hastalarda seker diyabeti (anormal
derecede yuksek kan sekeri seviyeleri) gelisebilir. Pankreas kanseri genellikle
sindirim sistemini etkileyerek kilo kaybina ve/veya diyabete neden olur. Buna ek
olarak, pankreas kanserinin cerrahi tedavisi sirasinda sindirim sisteminin akisi
siklikla degismektedir. Erken teshis etmek zor olabilir ¢tinki genellikle viicudun diger
bdlgelerine yayilana kadar belirtilere neden olmaz. Belirtiler arasinda karin veya sirt
agrisi, aciklanamayan kilo kaybl, istahsizlik, sarilik, bulanti ve kusma yer alabilir.
Sigara icilmesi, obezite, genetik faktorler, Lynch ve Peutz-Jeghers gibi sendroma
sahip bireylerde de kansere yatkinlik sonucu goérulme riski de artmaktadir. Ayrica
kronik pankreatitin erken teshis ve tedavisinin yapiimamasi da pankreas kanserine
sebep olabilmektedir. [14] Pankreas kanserinde tiUmorl cevreleyen genis fibrotik
stroma, terapotik secenekleri engeller, timor mikro ortami ila¢ alimini sinirlar ve
kemoterapoétiklere kisa sirede direng gelistirir. TUmor hicrelerinin direng kazanma
kapasitesi tedavinin basarisiz olmasina neden olan bir faktérdir ve sonrasinda kot
bir prognoz ve mortalite ile sonuclanir. [13] Sonuc¢ olarak kemoterapinin etkinligini
sinirlayan bir dizi faktér vardir: Tiumaorlerde genellikle diisik ve heterojen ila¢ birikimi
tedavi basarisizliginin baslica nedeni sayilmaktadir. Kati bir timér anormal bir
vaskuler ag, fibrotik stromanin yani sira yuksek diizeyde kati ve sivi stresi olusturur.
Sizdiran timor kan damarlari artmis interstisyel sivi basincina neden olur ve bu,
yeterli sivi drenajina izin vermeyen sikistiriimis lenfatik damarlar tarafindan daha da
siddetlenir. interstisyel sivi basinci (IFP) sirayla, yiksek IFP'li tumor bolgeleri
tarafindan ilag alimini engelleyen kan akisinin durmasina ve ters kan akisina neden
olur. ilag alimini engellleyen baska bir durum kati stres ve timér damarlarina katkida

bulunan hicre disi matris proteinlerinin asiri Uretimidir. Bu engellerle, nekrotik ve
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perfiize olmayan tumor boélgeleri hipoksi ve asidoz ile sonuclanir. Bu bélgelerde
kanser hucreleri genellikle kemoterapétik ilaclara daha direnclidir. [15] Pankreas
kanseri tedavisi kanserin evresine baglidir ve cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi
veya bu tedavilerin bir kombinasyonunu icerebilir. Pankreas kanserinde tedavisinde
oncelikli yoéntem, cerrahi olarak tumorin cikarilmasidir. Ameliyat sonrasi donemde
kemoterapi ve radyoterapi neredeyse hastalarin timtnde ihtiya¢c haline gelmektedir.
Tumorun cerrahi olarak c¢ikarilmasinin mimkin olmadigi lokal ileri evrede kemo-
radyoterapi ile kitle boyutlarinda kicllme saglanarak cerrahi sansi elde
edilebilmektedir. Pankreas organ olarak karin arka duvarinda yerlesmis ve bir¢cok kan
ve lenf damarinin akim yolu tzerinde yer almaktadir. Bu nedenle tedavi sonrasinda
hastaligin niksetme olasiligi yiuksektir. Kemoterapi, pankreas kanseri icin kullanilan
ana sistemik tedavi turuddr. Bununla birlikte, hedefe yonelik tedavi ve immunoterapi
bazen kullaniimaktadir. Asagidaki ilaclar pankreas kanseri icin ABD Gida ve ila¢

Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir:
*Kapesitabin (Xeloda)

*Florourasil (5-FU)

*Gemsitabin (Gemzar)

sirinotekan (Camptosar)

sLeucovorin (Wellcovorin)
*Nab-paklitaksel (Abraxane)
*Nanolipozomal irinotekan (Onivyde)
*Oksaliplatin (Eloksatin)

Son zamanlarda ¢oklu ilag kombinasyonu FOLFIRINOX (5-FU, l6kovorin, irinotekan
ve oksaliplatin) kemoterapi amacl kullanilmaktadir. Alternatif secenek, tek bir ila¢
olarak veya kapesitabin adi verilen ikinci bir ilacla kombinasyon halinde
gemsitabindir. Coklu ilag kombinasyonlarinin tek basina gemsitabinden daha etkili
oldugu gosterilmistir, ancak ishal, yorgunluk, néropati, dusik beyaz kan hicresi
seviyeleri ve el-ayak sendromu gibi daha fazla yan etki ile iligkilidir. Ameliyattan 6nce

tedavi gdrmuis hastalarda ameliyat sonrasi ek tedavi ihtiyaci her hastanin durumuna



ve genel saghgina baglidir. Lokal ileri pankreas kanserinde birinci basamak tedavi

secenekleri sunlari icerir:
*Agresif seyirli hastalar icin FOLFIRINOX, gemsitabin+nab-paklitaksel.

*Saglkli olmayan hastalar icin gemsitabin tek basina. Bazen, gemsitabin+sisplatin,
gemsitabin+kapesitabin veya FOLFOX gibi baska bir gemsitabin bazli veya

florourasil bazli kombinasyon kullanilabilir.

ikinci basamak tedavi hastaligin kétilestigi veya hastalarin birinci basamak tedavi
sirasinda ciddi yan etkiler yasadigi durumlar icindir. Fluorourasil tek basina veya
nanolipozomal irinotekan, irinotekan veya oksaliplatin ile kombine olarak hastanin
genel saghgina bagli olarak 6nerilebilir. Gemsitabin tek basina veya nabpaklitaksel
ile kombinasyon halinde uygulanabilir. Pembrolizumab, kanser yiksek mikro uydu
kararsizligina (MSl-yiksek) veya uyumsuzluk onarim eksikligine (dMMR) sahip
oldugunda o©nerilmektedir. Pankreas kanseri olan Kkisilerin sadece %1l'inde MSI-
yiksek hastalia sahip olduguna dikkat etmek 6nemlidir. idame tedavisi, hastalig
birinci basamak tedavide ilerlememis ancak yan etkiler nedeniyle artik orijinal
tedavilerine devam edemeyecek durumda olan hastalar i¢in de bir secenek olarak
onerilmektedir. Onaylanmis tek idame tedavisi, birinci basamak platin bazli
kemoterapiyi takiben kalitsal BRCA mutasyonu ile iliskili metastatik pankreas kanseri
olan kisilerde faydali olan olaparib'dir (Lynparza). Diger hastalar i¢in idame tedavisi,
orijinal  kemoterapi rejimlerini  basitlestirmek anlamina gelebilir.  Ornegin,
gemsitabin/nab-paklitakselden tek basina gemsitabine veya FOLFIRINOX'tan
FOLFOX, FOLFIRI veya kapesitabine basitlestirilebilir. Anormal damarlanma
yapisina sahip tumor boélgeleri, lokal timoérin niksetmesine katkida bulunur ve hatta
ilag direncine neden olabilir. [15] Kot iletimi telafi etmek i¢in kemoterapi dozunun
arttirlmasi bu nedenle tipik olarak bir secenek degildir, ¢inki bu ayni zamanda
sistemik dokularin maruz kalmasini da arttirir ve bu nedenle daha yuksek toksisite ile
sonuglanir. Bu bilesiklerin cogu hem kanser hicreleri hem de normal doku hicreleri
icin oldukga sitotoksiktir. Ortaya ¢ikan morbidite o kadar siddetlidir ki, uygulanan doz
tipik olarak toksisiteler ile sinirlidir. Bu toksisiteler, kemoterapoétiklerin sadece kanser
hicrelerine ulasmayi hedeflememesinin ve ajanlarin kanser hiicrelerine segici olarak
sitotoksik olmamasinin sonucudur. Bu doz sinirlayici toksisiteler sonucunda

tumorlerde nispeten dusuk ilag seviyeleri elde edilmektedir. Pankreas kanserinin



nedenleri, 6nlenmesi ve tedavisine yonelik arastirmalar devam etmektedir, ancak
yonetilmesi zor bir hastallk olmaya devam etmektedir. Genel olarak pankreas
kanseri, yuksek 6lum orani ve erken teshis ve tedavideki zorluklar nedeniyle dnemli
bir kiresel saglik sorunudur. Hastaligin nedenlerini daha iyi anlamak ve etkili dnleme
ve tedavi stratejileri gelistirmek icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Bu nedenle,
pankreas kanseri tedavisi amaciyla hem mikrocevrenin Ustesinden gelebilmek icin
hiperterminin hemde yiiksek doz kemoterapinin saglikli dokuya zarar vermemesi igin
nanotasiyici sistemlerin kullanildigi ve terapdétik ajanlari dogrudan pankreasa

iletebilen bir sistemin tasarimi 6ngoérilmektedir.

2.3. Nanopartikiiller, Nanoteknoloji ve Nanotip

Nanopartikiller, tipik olarak 1 ila 100 nanometre boyutlarinda kiiguk parcaciklardir ve
metaller, polimerler ve lipitler gibi ¢esitli malzemelerden olusabilirler. [20] Artan ylzey
alani ve gelismis optik ve manyetik 6zellikler de dahil olmak Uzere benzersiz
Ozellikleri, onlar biyoteknoloji, tip ve malzeme bilimi gibi cesitli alanlarda 6nemli
kilmaktadir. [17]

Ulusal Nanoteknoloji Girisimi tarafindan nano oOlcekte madde veya madde
topluluklarinin sentezi, karakterizasyonu ve kontroli olarak tanimlanan nanoteknoloji,
Allhoff ve arkadasglari tarafindan kapsaml bir sekilde genisletilerek “Blyuk 6lceklerde
bulunanlardan énemli 6lctde farkh 6zelliklere sahip malzemeler, cihazlar ve sistemler
gelistirmeyi ve kullanmay! iceren genis bir bilim ve muhendislik alani.” olarak
tanimlamistir. [18,19] Tip alaninda nanopartikuller, belirli hicreleri veya dokulari
hedefleme ve ilaglari kontrollii bir sekilde salma yetenekleri nedeniyle ilag dagitimi
icin bir platform olarak incelenmektedir. Ayrica, benzersiz 6zellikleri sayesinde tibbi
goéruntileme ve radyografi tarama tekniklerinde kolayca tespit edilebilmektedirler.
Ancak, hucrelere ve dokulara girebildikleri ve biyolojik molekdllerle beklenmedik
sekillerde etkilesime girebildikleri icin nanopartikillerin potansiyel etkileri, toksisitesi,
kontrol edilebilirligi ve guvenligi degerlendirilmelidir. [20] Nano tip, nanoteknoloji ve
nanopartikillerin diger kullanimlarinin yani sira hastaliklarin teshisi, tedavisi ve
Oonlenmesinde uygulanmasidir. Goruntileme ve tedavi ajanlari, sensorler ve ¢ip

Uzerinde laboratuvar cihazlarn gibi ¢ok cesitli buluslari kapsar. [21] Nanopartikuller



nano tipta temel bir rol oynar ve ilaclar, gérinttleme ajanlari ve terapdétik ajanlar igin
tasiyici gorevi gordr. Vicuttaki belirli hiicreleri veya dokulari hedef alacak ve viicudun
mikro cevresindeki dedgisikliklere yanit verecek sekilde tasarlanabilirler, bu da onlar
hedefe yonelik ilag dagitim sistemleri gelistirmek icin umut verici bir secenek haline
getirir. [22] Genel olarak nanoparcaciklar, onlari ayni malzemenin daha buylk
parcaciklarindan ayiran benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahiptir.
Cesitli islevsellikleri, ila¢ dagitimi, gorintileme ve teshis testleri de dahil olmak tzere
tipta genis bir uygulama vyelpazesi icin yararh olmalarini saglar ve hem

nanoteknolojinin hem de nano tibbin ayrilmaz bir bilesenidir. [23]

2.4. Lipozomlar

Vezikul ilag dagitim sistemleri, ilaglari vicuttaki belirli bdlgelere tasimak igin lipid bazli
vezikulleri kullanan bir ila¢ dagitim sistemi turaddr. Bu vezikiller iki ana tipte
siniflandinlabilir: lipozomlar ve eksozomlar. [24] Lipozomlar, bir ilaci veya terapotik
ajani kapstlleyen bir lipid cift tabakasindan olusan kiiresel vezikiillerdir. [25] ilaci
kontrolli bir sekilde salmak Uzere tasarlanabilirler ve ilacin uzun bir sire boyunca
surekli olarak salinmasina izin verirler. Lipozomlar kemoterapi ajanlari, antibiyotikler
ve gen terapisi vektorleri de dahil olmak Uzere c¢ok cesitli ilaglari vermek icin
kullaniimistir. [26,27] Eksozomlar ise hucreler tarafindan salgilanan ve hicreler arasi
iletisimde rol oynayan dogal vezikillerdir. Kan ve idrar dahil olmak Uzere cesitli
biyolojik sivilardan izole edilebilirler ve hedefe yonelik ila¢ dagitimi icin terapotik
ajanlarla yuklenebilirler. Eksozomlar kanser tedavisi, rejeneratif tip ve asi gelistirme
dahil olmak Uzere bir dizi uygulamada umut vaat etmektedir. Genel olarak, vezikdl
ilac dagitim sistemleri, geleneksel ilagc dagitim yodntemlerine gore gelismis ilac
hedeflemesi, azaltiimis toksisite ve artan terapotik etkinlik gibi bir dizi avantaj
sunmaktadir. [28] Bununla birlikte, vezikil boyutu ve bilesiminde tekduzeligin
saglanmasindaki zorluklarin yani sira stabilite ve depolama ile ilgili sorunlar da dahil
olmak Uzere vezikil ilag dagitimiyla ilgili bazi zorluklar da vardir. Bu tez ¢alismasinda
Ozellikle nano tibbin kemoterapétikler vermek Uzere daha ©nce tasarlanmis,
ticarilestiriimis, FDA onayli iki lipozom formulasyonuna odaklanarak pankreas
kanserinde suana kadar en iyi terapttik etkinin elde edildigi FOLFIRINOX ilag
grubunda ve pankreas gibi intrapertoneal birgok organ kanserinde meydana gelen
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karin ici asidik mai artisiyla birlikte kanserin kot bir hal alarak 6lumcul hale gelmesini

engelleyebilecek hipertermi uygulamasi ile birlestiriimesine odaklanmaktayiz.

Lipozomlarla ilk calisma Bangham ve ark., (1964) tarafindan yapilmistir. [33] Sadece
hicre membranina model olusturmak Uzere baslatilan bu calismalar lipozomlarin
etkin madde tasiyici olarak kullanilabileceg@inin anlasiimasi ile yogunlasmistir. Bugin
tedavide kullanilan az sayida lipozomlanmis etkin madde olmasina karsin Klinik
arastirma asamasinda birgok ¢alisma vardir. Lipozomlar ampfifilik lipid molekdllerin
kendiliginden bir araya gelmesiyle olusan kolloidal kiresel yapilar olarak tanimlanir.
Sulu bir ortamda, fosfolipidler, amfipatik karakterlerinden dolayi kararl cift tabakalar
olusturabilmektedir.[30] Ayrica fosfolipidlerin amfifilik karakteri, dogal hiicre zarlarini
taklit ederek lipozomlar ile memeli hiicre zarlar arasinda etkilesimlere izin vererek
hicre alimini tesvik etmektedir. [30] Lipozomal membran, polar bas gruplari i¢c ve dis
sulu faza yonlendirilmis bir i¢ sulu cekirdek etrafinda organize edilmis bir veya daha
fazla lipid cift katmanindan olusabilir. [30,31 Hem hidrofobik hem de hidrofilik
maddelerin iletimi igin tercih edilen biyobozunur, toksik ve imminojenik olmayan
biyouyumlu yapilart nedeniyle gucli ilag dagitim sistemleridirler. Lipozomlar,
yapilarina goére, lipid cift katmanlarinin sayisina ve vezikil boyutuna gore
siniflandinlir. Katmanhliklarina gore lipozomlar tek katmanh (ULV), ¢ok katmanli
(MLV, >500 nm) ve multivezikuler (MVV, >1000 nm) vezikiller olarak siniflandirilabilir.
[32] ULV ayrica boyutlarina gore kucuk tek lamelli vezikdller (SUV'ler, 20 — 100 nm),
buyik tek lameldi vezikiller (LUV'ler, >100 nm) ve dev tek lamelli vezikiller (GUV'ler,
>1000 nm) olmak Uzere u¢ kategoriye ayrilabilir. ULV'ler, hidrofilik bilesiklerin
kapsullenmesi icin daha fazla yetenege sahip tek bir ¢ift katmanin varligi ile
karakterize edilmektedir. [32] MLV'ler, lipofilik bilesiklerin kapsullenmesi igin uygun
sekilde, iki veya daha fazla es merkezli lipit ¢ift katmani sunar. Lipozomlar ylksek
derecede biyouyumluluk ve biyobozunurluga sahiptir, bu da onlar viicut tarafindan iyi
tolere edilir hale getirir. Hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglari kapsullemek icin
kullanilabilirler ve cok cesitli terap6tik ajanlarin verilmesine izin verirler. Lipozomlarin
boyutu ve yizey yiku, farmakokinetiklerini ve biyodagilimlarini optimize etmek igin
uyarlanabilir. Lipozomlar, belirli hiicre tipleri veya dokulara 6zgulltklerini artirmak igin
hedefleme molekiilleri ile islevsellestirilebilir. Sentezleri ve saflastinimalari zor ve
zaman alici olabilir, bu da yaygin kullanimlarini sinirlayabilir. Lipozomlar bagisikhk

sisteminin  bilesenleriyle etkilesime girebili, bu da farmakokinetiklerini ve

11



immunojenisitelerini etkileyebilir. [33] Belirli kosullar altinda lipozomlar, depolama ve
tasima sirasinda etkinlik ve guvenliklerini etkileyebilecek agregasyona, sizintiya ve
destabilizasyona egilimlidir, bu da terap6tik etkinliklerini tehlikeye atabilir. Sentezleri
ve saflastirlmalari zordur ve zaman alici olabilir. Bu da yaygin kullanimlarini
sinirlayabilir. Lipozomlarin boyut ve sekli davraniglarinda ve terapotik etkinliklerinde
rol oynayabilir. Uygulamaya bagli olarak belirli bir boyut ve sekle sahip olacak
sekilde tasarlanabilmektedirler. [25] Ornegin, daha kiigiik lipozomlar en kiguk kilcal
damarlardan gecebildikleri igin intraven6z enjeksiyon icin tercih edilebilirken, daha
blyuk lipozomlar timorlere lokalize dagitim icin tercih edilebilir. En yaygin sekil olan
kuresel bir sekle veya belirli hiicreler veya dokular tarafindan daha fazla alim gibi
farkli avantajlar saglayabilen cubuk benzeri veya diskoid bir sekle sahip olacak
sekilde tasarlanabilmektedirler. [34] Lipid secimi, lipozomlarin stabilitesi, boyutu ve
ilac salim ozellikleri gibi 6zellikleri ve davranislari Gzerinde énemli bir etkiye sahip
olabilir. [25] Ornegin, fosfatidilkolin lipitlerinden yapilan lipozomlar tipik olarak daha
kararlidir ve diger lipit turlerinden yapilan lipozomlara kiyasla kan dolasiminda daha
uzun bir dolasim suresine sahiptir. [25] Lipid tiriine ek olarak, lipozomlarin bilesimi
de belirli 6zellikler veya islevler elde etmek icin uyarlanabilir. Ornegin, kolesterol
ilavesi lipozom membraninin stabilitesini ve sertligini artirabilirken, hedefleme
ligandlarinin veya antikorlarin dahil edilmesi belirli hiicrelere veya dokulara baglanma
yeteneklerini artirabilir. [30] Lipozomlarin stabilitesini artirmak icin stabilize edici
ajanlarin kullanimi veya kaplama malzemelerinin eklenmesi gibi cesitli yontemler
kullanilabilir.  Stabilize edici ajanlar, lipozom membrani ile sulu ortam arasindaki
arayuzey gerilimini azaltmak, serum proteinlerinin lipozom ylzeyine adsorpsiyonunu
Onlemek veya lipozomlarin birbirleriyle fuzyonunu engellemek gibi cesitli
mekanizmalarla etki edebilir. Lipozom formulasyonlarinda kullanilan yaygin stabilize
edici ajanlar arasinda trehaloz, sukroz veya mannitol gibi sekerler bulunur; bunlar
lipozomlarin etrafinda camsi bir matris olusturarak agregasyon veya flizyonu onler.
[35] Lipozomlarin stabilitesini artirmanin bir baska yontemi de lipozomlarin yizeyine
lipitler, polimerler veya proteinler gibi kaplama malzemeleri eklemektir. Ornegin,
PEG-lipid konjugatlari lipozom formulasyonuna eklenerek kaplanmamis lipozomlara
gore daha stabil ve agregasyona daha az egilimli lipozomlar olusturulabilir. Bagisiklik
sistemi tarafindan opsonizasyonu azaltan ve kan dolasimindaki dolasim suresini
uzatan bir "gizli"* kaplama olusturmak icin lipozom ylzeyine kovalent olarak

baglanabilen polietilen glikol (PEG) gibi polimerler bulunur. [36]
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Lipozomlar, 6zellikle antikanser ajanlar ve antimikrobiyal ilaclar icin ilag dagitim araci
olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Ayrica gen iletimi ve goéruntileme
uygulamalari i¢cin de kullanilabilirler. Lipozomlar asi ve immunoterapinin yani sira
yara iyilesmesi ve doku muihendisligi uygulamalarinda kullaniimak Uzere

arastirilmistir.

Cizelge 2.1. Klinige uyarlanmis lipozomal formtlasyonlar

Ticari adi Aktif bilesen Lipit Bilesimi
Doxil Doksorubisin Hydrogenated soy
PC/cholesterol [37]
DaunoXome Daunorubicin Egg PC/cholesterol [38]
Myocet Doksorubisin Soy PC/cholesterol [39]
DepoCyt Sitarabin DPPC/cholesterol [40]
Visudyne Verteporfin DSPCl/cholesterol [41]
AmBisome Amfoterisin B HSPC/cholesterol [42]
Abraxane Paklitaksel Soy PC/cholesterol [43]
Onivyde Irinotekan DSPCl/cholesterol [44]
Margibo Vinkristin sulfat | HSPC/cholesterol [45]
lipozom enjeksiyonu

2.4.1. Lipozomlarin Hazirlama Yoéntemleri

Lipozom nanoformilasyonun olusumunun ana hedefleri, dar bir boyut dagilimina
sahip monodispers partikiller olusturmak, istenen lamellarite derecesini elde etmek,
ilaglari verimli bir sekilde dahil etmek ve uzun vadeli kolloidal stabiliteyi korumaktir.
Lipozom hazirlama icin geleneksel yontemler, lipidlerin organik bir ¢6zucide
¢ozlilmesini, elde edilen lipid ¢Ozeltisinin kurutulmasini, lipidin sulu bir ortamla
hidratlanmasini, partikillerin kigultilmesini, olusum sonrasi lipozom dispersiyonunu

karakterizasyonunu igerir. Bununla birlikte, geleneksel yontemlerde organik
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coziculerin  kullaniimasi, aktif bilesiklerin kimyasal 06zelliklerini ve elde edilen

nanoformilasyonun stabilitesini etkileyebilir.

2.4.1.1. ince Film Hidrasyon Yéntemi

ince film hidrasyon teknigi olarak da bilinen Bangham yéntemi, multilamellar
vezikullerin (MLV'ler) hazirlanmasi icin yaygin olarak kullanilan basit bir yontemdir.
Bu yontemde, fosfolipid bilesenleri 6nce organik bir ¢dzuciude ¢ozullr ve ardindan
ince, kuru bir lipid filmi olusturmak igin vakum altinda buharlastirilir. Bu lipid film daha
sonra distile su veya tampon c¢oOzelti kullanilarak hidratlanir ve sonucta MLV'lerin
heterojen bir siispansiyonu elde edilir. ila¢c yiikleme islemi, ince lipid filmin
olusumundan ©6nce veya hidrasyon asamasi sirasinda yapilabilir. Bu ydntemin
dezavantajlari arasinda organik ¢ozucunin uzaklastiriimasindaki zorluklar, dusuk
hapsetme verimliligi ve kiiciik olcekli iretim yer almaktadir. ince film hidrasyon
tekniginin cesitli avantajlari vardir. ilk olarak, lipozom iiretmek icin nispeten basit bir
yontemdir. ikinci olarak, yaygin olarak kullanilan ve kokli bir ydntemdir, bu da farkli
calismalar arasinda sonuclari yeniden dretmeyi ve karsilastirmayi kolaylastirir.
Uclincii olarak, kullanilan lipit bilesimine ve hidrasyon kosullarina bagh olarak bir dizi
lipozom boyutunun ve lamellaritesinin hazirlanmasina izin verir. Dérdincl olarak,
cesitli hidrofilik ve lipofilik ilaglarin enkapsilasyonu igin uygundur. Son olarak,
Olceklenebilir bir yontemdir ve ticari uygulamalar icin buytk miktarlarda lipozom
dretmeyi mumkidn kilar. Bu yontemin bir diger avantaji da basitligi ve kullanim
kolayligidir; yalnizca temel laboratuvar ekipmani ve minimum teknik uzmanlk
gerektirir. Ayrica, lipid konsantrasyonu ve hidrasyon kosullarini ayarlayarak MLV'ler,
SUV'ler ve LUV'ler dahil olmak tzere gesitli lipozom formulasyonlari hazirlamak igin
kullanilabilen ¢ok yonli bir yontemdir. Ek olarak hem hidrofilik hem de lipofilik ¢ok
cesitli ilaclarin ve biyomolekillerin kapsillenmesine izin vererek ilac dagitim
uygulamalari icin yararl bir ara¢ haline getirir. Dahasi bu yéntem yiksek oranda
tekrarlanabilir ve olgeklenebilirdir, bu da onu buyuk olcekli lipozom dretimi icin uygun
hale getirir. Ayrica diger yontemlere kiyasla nispeten dusuk bir maliyeti vardir, bu da
onu sinirl kaynaklara sahip arastirmacilar icin cazip bir secenek haline getirir. Genel
olarak, ince film hidrasyon yontemi basitligi, cok yonlulagd, tekrarlanabilirligi ve
Olceklenebilirligi sayesinde lipozomlarin hazirlanmasi icin popller ve yaygin olarak
kullanilan bir teknik olmaya devam etmektedir. [47]
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2.4.1.2. Deterjan Giderme Ydntemi

Deterjan uzaklastirma yontemi, lipozom olusumu icin lipitleri ¢éztindurmek Uzere
deterjan kullanimini iceren ve daha sonra lipozomlari olusturmak tzere uzaklastirilan
bir surectir. Yontemde, karisik miseller olusturmak Uzere fosfolipidlerle birlesen
sodyum kolat, Triton X-100, sodyum deoksikolat ve alkil glikozit gibi yiksek CMC'ye
sahip deterjanlar kullanihr. Deterjanin kademeli olarak uzaklastiriimasi lipid
konsantrasyonunda artisa yol acarak unilamellar vezikullerin olusumunu tesvik eder.
Deterjan giderimi, seyreltme, diyaliz, kolon jel kromatografisi, santriflijleme ve
hidrofobik regine boncuklarina adsorpsiyon dahil olmak Uzere farkh yaklasimlarla
elde edilebilir. Bununla birlikte, deterjan diyaliz yontemi, homojen boyutta lipozom
populasyonlarinin olusumu ile en iyi tekrarlanabilirligi sunar. Deterjan giderme
yontemi, dar bir boyut dagihimina ve yiksek derecede lamelli lipozomlar tGretmenin
yani sira etkili ilag dahil etme ve uzun vadeli kolloidal stabilite avantajina sahiptir.
Ayrica hidrofobik ilaglar, peptitler ve nikleik asitler de dahil olmak tzere ¢ok cesitli
aktif bilesiklerin dahil edilmesine olanak saglar. Bununla birlikte, yontemin dusuk
lipozom konsantrasyonu ve hidrofobik bilesiklerin disik hapsetme etkinligi gibi bazi
dezavantajlari vardir. Ayrica, nihai Urinde artik deterjan kalabilir ve bu da
lipozomlarin stabilitesini ve biyolojik aktivitesini etkileyebilir. [46]

2.4.1.3. Solvent Enjeksiyon Yéntemi

Etanol enjeksiyon yontemi, fosfolipidlerden olusan lipozomlar olusturmak icin
kullanilan basit ve tekrarlanabilir bir tekniktir. Bu yontem, etanolde ¢dzinmus bir
fosfolipid ¢Ozeltisinin 1sitilmis bir tampon ¢ozeltisine hizla enjekte edilmesini igerir. Bu
da etanolin seyrelmesine ve lipidlerin sulu fazda kendi kendine birlesmesine neden
olur. Bu da iki katmanli dizlemsel parcalarin olusumuyla sonuclanir ve bunlar daha
sonra birleserek kapali unilamellar vezikiller olusturur. Eklenen etanolin hacmi,
lipozomlarin boyutunu ve homojenligini belirlemede kritik bir faktordir; daha kiguk
miktarlar kicuk, homojen unilamellar vezikillerin olusumuyla sonuclanir. Kalan
etanol, diyaliz veya filtrasyon kullanilarak lipozom ¢o6zeltisinden c¢ikarilabilir. Bununla
birlikte, artik etanolin uzaklastirlmasi zor olabilir ve yontem, distk miktarlarda
etanol varliginda bile biyolojik olarak aktif makromolekiillerin inaktivasyonu icin

potansiyel risk tasiyan heterojen bir lipozom populasyonu ile sonuclanabilir. [48]
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Eter enjeksiyon yontemi, lipidlerin eter icinde ¢dzulmesini ve isitiimis bir sulu faza
yavasca enjekte edilmesini icerir. Cozlcl daha sonra LUV'ler veya SUV'ler
olusturmak icin dusuk basing altinda uzaklastirilir. Bu yéntem, organik ¢ozicinin
daha verimli bir sekilde uzaklastiriimasi avantajina sahiptir ve yiksek hapsetme
verimliligine sahip konsantre lipozom co6zeltilerine yol acar. Bununla birlikte, nihai
lipozom populasyonunun yiksek polidispersitesi (60 ila 200 nm) ve aktif maddelerin
organik c¢ozucilere ve yuksek sicakliklara maruz kalmasi guvenlik ve stabiliteyi
tehlikeye atabilir. Bu yontem, partikil boyutu ve ilag katilmi Gzerinde hassas kontrol
ile tekrarlanabilir SUV'larin olusumuna ve 6lceklendirme icin ytksek potansiyele izin
verir. [48]

2.4.1.4. Ters Fazli Buharlastirma Yontemi

Bu yontem, ters ¢evrilmis miseller olusturmak igin lipidlerin organik bir ¢ozticu iginde
c6zilmesini icerir. Yag icinde su mikroemulsiyonu olusturmak igin sulu bir faz eklenir

ve daha sonra homojen bir dispersiyon olusturmak icin emulsifiye edilir.

Verimliligi artirmak icin genellikle distile su ya da fosfat salin tamponu eklenir. Dusuk
basin¢ altinda devam eden déner buharlastirma organik ¢ozticlyl uzaklastirarak
lipozom olusumunu tesvik eder. %65'e kadar kapsulleme elde edilebilir ve bu da
buyuk miktarda makromolekilin kapsullenmesine olanak saglar. Bununla birlikte, bu
yontemin organik ¢ozicinin kalinti varligi, olcek buyutme ile ilgili zorluklar ve
peptitler gibi kirllgan molekdller icin uygun olmamasi gibi dezavantajlari vardir.
Ayrica, biyomolekuller mekanik calkalama ve organik c¢oziciye maruz kalma
nedeniyle konformasyonel degisikliklere ugrayabilir. Genel olarak, bu ydntemin
avantajlari olsa da lipozom olusumunu iceren deneyler tasarlarken sinirlamalarini

g6z 6nunde bulundurmak énemlidir. [49]

2.5. Uyariciya Duyarh Sistemler

pH, sicaklik, 1sik veya belirli molekillerin varhgi gibi belirli bir tetikleyiciye yanit
olarak yapilarini degistirerek veya iceriklerini serbest birakarak cevrelerindeki
degisikliklere yanit verebilen, hedeflenen ila¢g dagitimina izin veren, geleneksel ilag
dagitim yontemleriyle iliskili yan etkileri en aza indirebilen sistemlerdir.[55] ilag
dagitimi icin nanotasiyicilara uyariciya duyarl 6zellikler kazandirmak amaciyla pH,

enzim, redoks ve i1sik gibi farkli kimyasal aktivasyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu
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yontemler, tasiyicilarin yapisal durumunu degistirerek belirli bir biyolojik ortamda bir
ajanin salinmasini tesvik edebilirler. Lipozomlar tetiklenen ilag dagitim sistemleri
olarakta kullanilabilmektedir. Kimyasal (pH, hipoksi vb.) ve fiziksel (1sik, ultrason,
manyetik alan vb.) uyaranlar tarafindan tetiklenme saglanabilmektedir.[56] Uyariciya
duyarl lipozomlar kullanilarak, ilaclar saglikli hicrelerden kacginarak, yan etkileri en
aza indirerek ve terapotik etkileri en Ust dizeye cikararak dogrudan tamor
hicrelerine iletilebilir. Lipozom sinifi icerisinde sicakhiga duyarli lipozomlar klinige en
yakin formulasyon gruplarini olusturmaktadir. Lipozom belirli bir sicakhga kadar
Isitildiginda, lipozomun zari kararsiz hale gelir ve icerigin serbest kalmasina izin
verir. Bu tip lipozomlar érnegin iltihaph dokular gibi sicaklik degisimlerinin meydana
geldigi viicut bolgelerine ilag iletimi icin kullamishdir. [57] Ozellikle kanser tedavisinde
revagta olan sinerjetik kemo ve hipertermi tedavisinin kombinesi disiundldigiunde
sicakhga duyarli lipozomlarla ilgili yapilan calismalara buydk bir ilgi vardir. Su ana
kadar en ¢cok FDA onay! almis lipozom grubu ve en c¢ok klinik calisma yapilan
sistemleri olusturmaktadirlar. Pankreas kanserindede pan-DOX kilinik ¢alismasi ile
birlikte bu tarz sistemlerin klinige uygulanma umudu daha da artis géstermistir. Genel
olarak, uyariciya duyarl lipozomlar, hedeflenen ilagc dagitimina izin vererek ve
geleneksel ilac dagitim yontemleriyle iliskili yan etkileri en aza indirerek ilac

dagitiminda devrim yaratma potansiyeline sahiptir.

2.5.1. Sicaklhiga Duyarh Lipozomlar

Termosensitif lipozomlar, belirli bir sicaklikta akiskan hale gelen ve iceriklerini
serbest birakmasina izin veren lipitlerden olusurlar. Odaklanmis bir ultrason veya
lazer tarafindan Uretilen 1si ile ilacin istenen bélgede salinmasina neden olarak
hedeflenen ila¢ dagitimi icin kullanilabilir. Bu, 6zellikle kanser tedavisinde yararli olan
belirli dokulara veya hucrelere ilag dagitimini hedeflemenin bir yolunu saglar.
Ornegin, 1siya duyarli lipozomlar, normal viicut sicakliji olan 37°C'den biraz daha
yuksek olan bir tumorin yiksek sicakliginda iceriklerini serbest birakacak sekilde
tasarlanabilir. Bu, saglikh dokular Gzerindeki yan etkileri azaltirken ilaglarin timdre
daha etkili ve secici bir sekilde verilmesiyle sonuclanabilir. Kiictik molekdlli ilaglar,
biyolojik maddeler ve nukleik asitler de dahil olmak Uzere c¢ok cesitli terapotik
ajanlarla yuklenebilirler, sicakligin yani sira pH ve 1sik gibi cesitli uyaranlara yanit
olarak iceriklerini serbest birakacak sekilde uyarlanabilirler.
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Termosensitif lipozomlarin ilk versiyonlari, hafif hipertermi (HT) ile uygulama igin ideal
olan, 16 karbonlu doymus yag asidi zincirlerine sahip bir fosfolipit olan ve 41°C'lik bir
erime sicakligina (Tm) sahip dipalmitoil fosfokolin (DPPC)'ye dayanmaktadir. Yatvin
ve arkadaslari tarafindan DPPC ile hafif HT araliginda terapotik ozellikte lipozom
olusturan ilk kisilerdir [53]. Daha sonra yapilan calismalar DPPC bazli lipozomlar
hipertermi ile kombinasyon halinde kullanildiginda timor ekstravazasyonunu arttirip
terapotik etkinlige arttiran bir ilac seviyesi elde edildigi gorilmustir. Termal doz
dlcuimlerine dayal olarak, bu termosensitif lipozom formulasyonlari, saglikli doku igin
onemli bir nekroz tehdidi olusturan isitma kosullari gerekmektedir. DPPC'nin diger
lipidlerle desteklenmesinin membranin gecirgenligini artirabilecegi dusunulmastr.
Mills ve arkadaslari ilag saliminin, ¢ift tabakada artan ila¢ ¢6zunurligu nedeniyle
basit bir gelistrmeden ziyade lizolipid ile stabilize edilmis nanogdzenekler yoluyla
meydana geldigini gostermislerdir. LTSL'de MPPC (monopalmitolfosfotilkolin), MSPC
(1stearoyl-2-hidroksi-sn-gliserol-3-fosfokolin) gibi lizolipitler bu sinirlarda birikir ve
stabilize kusurlar olusturarak ila¢ saliniminin artmasina neden olur. Lipid karisimlarini
kullanmanin mantigi, coklu lipid tdrlerinin mevcudiyetinin, bir nevi nanoboyutta
kusurlar olusturarak gozenek artisina ve dolayisiyla gecirgenligin artmasina yol
acmasidir. Yapilarin termal doz esiklerini hafif hipertermi (39-42°C) aralgina
dusurerek bir patlama salimi olusturabilmektir. Ayrica termal doz maruziyetinin

suresini azaltarak saglikli huicrelerin nekroza ugramasi da engellenmektedir. [8]

Termosensitif lipozomlarin bilesimi ve tasarimi, belirli terapotik hedeflere ulasmak ve
in vivo davraniglarini optimize etmek igcin uyarlanabilir. Bu da onlari ¢esitli
biyomedikal alanlarda potansiyel uygulamalari olan ¢ok yonli ve umut verici bir ilag

dagitim platformu haline getirmektedir.

Genel olarak, TSL'ler de kullanilan lipidlerin sec¢imi stabilitelerini, salim 6zelliklerini ve
terapotik etkinliklerini etkileyebilir. Bu nedenle, ila¢ dagitim uygulamalari igcin TSL'ler
tasarlanirken lipidlerin secimi 6énemli bir husustur. TSL cesitleri acisindan, bilesimleri,
boyutlari ve stabiliteleri bakimindan farklik gdsteren birkag farkli TSL tara vardir.
Ornegin, bazi TSL'ler fosfolipitlerden olusurken, digerleri kolesterol veya polimerler
gibi ek bilesenler icerebilir. TSL'lerin boyutu da amaclanan uygulamaya bagl olarak

birka¢c nanometreden birkac mikrometreye kadar buyik 6l¢ctide degisebilir.

Sicakliga duyarli lipozomlar g tip formilasyon halinde diizenlenebilmektedir:[8]
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*Sicakliga bagh faz gecislerine maruz kalan lipitlerden olusan geleneksel isiya

duyarli lipozomlar (TTSL),
sLizolipid iceren isiya duyarh lipozomlar (LTSL) ve

*Polimerle modifiye edilmis isiya duyarl lipozomlar (PTSL). Polimerle modifiye

edilmig 1siya duyarlh lipozomlar (PTSL).

Termosensitif lipozomlar (TSL'ler), bilesimlerinde kullanilan lipitlerin tlrine goére
siniflandirilabilir: Belirli uygulamalar icin gelistirilmis cesitli TSL turleri de vardir.
Ornegin, "tetiklenerek salinan" TSL'ler belirli bir uyariciya yanit olarak iceriklerini
salmak Uzere tasarlanirken, "duyarli” TSL'ler pH veya diger cevresel faktorlerdeki
degisikliklere yanit olarak iceriklerini salmak Uzere tasarlanmistir. Termosensitif
lipozomlar ila¢ dagitimi, gen terapisi ve goéruntileme gibi cesitli biyomedikal
uygulamalar igin kullanilabilir. ilag dagitimindaki kullanimlarina ek olarak, isiya
duyarli lipozomlar goruntileme gibi diger biyomedikal uygulamalar icin de
arastiriimistir. Ornegin, kontrast maddeleri veya gorintiileme problari lipozomlarin
icine yerlestirilerek, manyetik rezonans goéruntileme (MRI) veya ultrason gibi tibbi
goruntileme tekniklerinin hassasiyetini ve 6zgulluguni artirmak igin kullanilabilirler.
[8] Ayrica gadolinyum veya demir oksit nanopartiktlleri gibi kontrast maddelerle
yuklenebildikleri géruntileme alaninda da potansiyel uygulamalara sahiptir. Bu
kontrast maddelerin salinimi, ilag salinimini tetikleyen ayni sicaklik ipuclari
tarafindan tetiklenebilir ve timorlerin veya ilgilenilen diger bolgelerin sicaklhiga duyarli
goruntilenmesine olanak tanir. Tasarimlarini optimize etmek ve in vivo davraniglarini

daha iyi anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyac vardir.

Istya duyarli lipozomlar, geleneksel ila¢c dagitim sistemlerine gére cok sayida avantaj
sunan umut verici bir ila¢ dagitim platformudur. TSL'ler geleneksel lipozomlardan
daha uzun bir dolasim siresine sahiptir, bu da ilac dagitim araclari olarak
etkinliklerini artirabilir. [59] Devam eden arastirmalar, tasarimlarini iyilestirmeye,
terapOtik etkinliklerini artirmaya ve biyotipta yeni uygulamalar gelistirmeye
odaklanmistir. TSL'lerin geleneksel lipozomlara gore cesitli avantajlari da vardir.
Ornegin, TSL'ler yiklerini belirli bir sicaklikta serbest birakacak sekilde tasarlanabilir,
bu da ilag salinimi Gizerinde daha fazla kontrol saglar ve toksisiteyi en aza indirmeye
yardimci olabilir. [58] Isiya duyarli lipozomlarin birden fazla ila¢ veya terapotik ajanin

ayni lipozom icinde kapsullenebildigi kombinasyon tedavileri icin potansiyelleridir.
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Sicaklikla tetiklenen mekanizmalar araciligiyla her bir ajanin salinimini kontrol
ederek, kombinasyon tedavileri sinerjik etkiler elde etmek ve terapdtik sonuclari
iyilestirmek icin uyarlanabilir. Isiya duyarl lipozomlarin bir diger avantaji da ilaclari
viicutta bozulmaya ve eliminasyona karsi koruma yetenekleridir. [60] ilaclar
lipozomlar icinde kapsullenerek vicudun bagisiklik sisteminden korunabilir, bu da

temizlenme oranlarini azaltabilir ve kan dolasimindaki dolasim surelerini uzatabilir.

TSL'ler geleneksel ilag dagitim yontemlerine gore birgok avantaj sunarken, hala ele
alinmasi gereken cesitli zorluklar vardir. Bunlar arasinda TSL stabilitesinin ve in vivo
dolasim sdresinin iyilestiriimesi, TSL'nin sicakliga tepkisinin optimize edilmesi yer
almaktadir. Ornegin, ilag salinimlari 6zellikle karmasik biyolojik ortamlarda her zaman
ongorulebilir veya tek tip olmayabilir. Ayrica, ilag salinimini tetiklemek igin gereken 1si
saghkh dokuya zarar verebilir, bu nedenle Isitma isleminin dikkatli bir sekilde kontrol
edilmesi gerekir. Bazi calismalar TSL'lerin enjeksiyon veya inflzyon bdlgesinde
toksisiteye veya enflamasyona neden olabilecegini ve TSL'lerle iligkili riskleri tam
olarak anlamak icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢c oldugunu 6ne strmustir. [56]
Bununla birlikte, bu calismalarin c¢cogunun hayvan modellerinde yapildigini ve
TSL'lerin insanlarda guvenligini ve etkinligini belirlemek icin daha fazla arastirmaya

ihtiya¢ oldugunu belirtmek énemlidir. [57]

TSL'lerin gelistiriimesindeki zorluklardan biri, lipozomlarin faz degisimine ugradigi ve
iceriklerini serbest biraktigi sicaklik olan istenen faz gecis sicakhgina ulasmaktir. Bu
sicaklik, lipozomlarin kan dolasiminda ve vicudun daha dusik sicakliklara sahip
diger bolgelerinde stabil kalmasini, ancak iltihaplanma veya diger faktorler nedeniyle
daha yuksek bir sicakliga sahip olabilecek hedef bdlgede iceriklerini serbest
birakabilmelerini saglamak icin dikkatlice kontrol edilmelidir. Bu zorlugun Ustesinden
gelmek igin arastirmacilar TSL'lerin faz gegis sicakligini modile etmek icin ¢esitli
stratejiler arastirmislardir. Ornegin, lipozom membranina farkli lipitlerin dahil edilmesi,
yardimci c¢ozuculerin veya yuzey modifikasyonlarinin kullanilmasi gibi faz gecis
sicakligini etkileyebilir. [58,59] Guvenlik endiselerine ek olarak, TSL'ler i¢in su anda
insanlarda kullanim i¢in onaylanmis TSL bazh bir ila¢ trinu bulunmamakla birlikte,

TSL bazl birkag tedavi su anda klinik deneylerde yer almaktadir.

Her yeni ilag veya ilag dagitim sisteminde oldugu gibi, klinik dncesi ve Kklinik
calismalarda TSL'lerin guvenligini ve etkinligini dikkatle degerlendirmek ve
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kullanimlariyla iligkili potansiyel riskleri ve faydalari g6z o©ninde bulundurmak
onemlidir. Son birka¢ yildir arastirmacilar TSL tasarimi ve islevinin cesitli yonlerini
arastirmaktadir. Odaklanilan alanlardan biri TSL'lerin salim profilini optimize etmeye
yonelik yontemlerin gelistirilmesi olmustur. Ornegin, arastirmacilar TSL'lerin salim
Ozelliklerini module etmek icin farkh lipid bilesimlerinin kullaniminin yani sira faz
gecisini indiikleyen ajanlarin dahil edilmesini arastirmislardir. [59] Ote yandan, etilen
polioksitin (PEO) lipozomun stabilitesini ve dolasim suresini modile edebilecedi
tespit edilmistir [65,66]. Kolesterol ve polietilen glikolden (PEG) olusan diblok
kopolimerler, lipozomlarin hidrofilikligini, protein adsorpsiyonunu ve bozunmaya karsi
korumay!i gelistirmistir. [54] Triptofan amino asidi ile lipid etkilesimleri, lipozomlarin in
vivo dolasim sdresini, stabilitesini ve 6zgulliguna artirir [62]. Bir baska arastirma
alani da TSL'lerin cesitli terapotik ajanlarin iletimi igcin kullanimina odaklanmistir.
Ornegin, TSL'ler doksorubisin ve paklitaksel gibi kemoterapétik ajanlarin yani sira
sitokinler ve siRNA gibi immunoterap6tik ajanlarin iletimi icin arastiniimistir. [63] Cok
sayida calisma TSL'lerin kanser tedavisi igin kullanimini arastirmig, klinik 6ncesi
modellerde ve erken faz klinik ¢galismalarda umut verici sonuglar elde edilmigtir. Bir
calismada, kemoterapi ilaci doksorubisin yukli TSL'lerin timo6r dokusunda biriktigi ve
lazer isinlamasinin neden oldugu hafif hipertermiye yanit olarak ilaci saldigi
gosterilmistir. [64] Diger calismalar, kan-beyin bariyeri terapotik ajanlarin girigini
sinirlayabildiginden, beyne hedefli ila¢ iletimi icin TSL'lerin kullanimini arastirmistir.
[65]

TSL'lerin ilag dagitiminda kullanimi, 6zellikle kanser tedavisinde klinik o6ncesi
calismalarda umut verici sonuclar gostermistir. TSL'lerin kemoterapi ilaclarinin
tumorlere iletimini artirdigl, ilac etkinligini artirdigi ve sistemik toksisiteyi azalttigi
gOsterilmistir. [66] Bu klinik 6ncesi calismalara ek olarak, insanlarda TSL'lerin
guvenligini ve etkinligini degerlendirmek icin ¢esitli klinik calismalar da yurutilmustur.
Ornegin, tekrarlayan meme kanseri olan hastalarda doksorubisinin  TSL
formulasyonunun faz I/Il klinik calismasi, TSL'lerin iyi tolere edildigini ve umut verici
antitimor aktivite gosterdigini ortaya koymustur. [67] Benzer sekilde, ilerlemis solid
timorlt hastalarda paklitakselin TSL formulasyonunun faz | klinik galismasi, TSL'lerin
iyi tolere edildigini ve antitimdr aktivite kaniti gosterdigini ortaya koymustur. [68]
Klinik uygulamalar acisindan, su anda insanlarda kullanim icin onaylanmis birkac

TSL formilasyonu bulunmaktadir. Ornegin, ThermoDox® birincil karaciger kanserinin
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tedavisi icin onaylanmis bir doksorubisin TSL formulasyonudur ve Onivyde®
pankreas kanserinin tedavisi icin onaylanmis bir irinotekan TSL formulasyonudur.
ThermoDox® su anda primer karaciger kanseri tedavisinde RFA tarafindan Uretilen
Isilya yanit olarak doksorubisini serbest birakmak Uzere tasarlanmistir, bu da ilag

dagitimini ve etkinligini artirabilir.

ThermoDox'a ek olarak, diger bazi TSL formulasyonlari su anda meme kanseri,
prostat kanseri ve melanom tedavisi gibi ¢esitli uygulamalar igin klinik ¢calismalarda
degerlendiriimektedir. Bu denemeler TSL'lerin insan hastalarda guvenlik ve etkinligini
degerlendirmeyi amaclamaktadir ve TSL'lerin potansiyel klinik faydasi hakkinda

degerli bilgiler saglayacaktir.

Cizelge 2.2. Klinige uyarlanmig sicakhga duyali lipozomal formulasyonlar

Ticari adi Aktif bilesen Lipit Bilesimi

ThermoDox Doksorubisin DSPC/cholesterol/DSPE-
PEG2000 [69]

Vyxeos TSL Daunorubicin ve | DPPC/DSPE-PEG2000/
Sitarabin Cholesterol [70]
STEALTH Liposomal | Doksorubisin DSPC/cholesterol/DSPE-
PEG2000[72]
Lipo-Dox Doksorubisin HSPC/cholesterol/DSPE-
PEG2000[44]
Onivyde Irinotekan DSPCl/cholesterol [44]

Ayrica, Pan-Dox, PharmaCyte Biotech tarafindan pankreas kanseri de dahil olmak
Uzere cesitli kanser turlerinin tedavisi icin gelistirimekte olan kemoterapi ilaci
doksorubisin icin nanopartikil bazli bir dagitim sistemidir. Pan-Dox heniiz hastalarda
kullanim i¢cin onaylanmamis olsa da guvenligini ve etkinligini arastiran preklinik ve
klinik calismalar devam etmektedir. (NCT04852367) Pankreas kanserinin tedavisi zor

bir hastalik oldugunu ve yeni ve etkili tedavilere ihtiyac duyuldugunu belirtmek
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gerekir. Klinik arastirmalar, yeni tedavilerin givenligini ve etkinligini degerlendirmede
onemli bir rol oynamaktadir ve pankreas kanserli hastalarin sonugclarini iyilestirmek
icin bu alanda surekli arastirma yapilmasi gerekmektedir. Sonu¢ olarak, TSL'ler
geleneksel ila¢ dagitim yontemlerine goére cesitli avantajlar sunan umut verici bir ilag
dagitim platformudur. TSL tasarimini optimize etmek ve klinik sonugclari iyilestirmek
icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulsa da bu alanda devam eden cabalarin
kisisellestiriimis tip ve hastalik tedavisine yeni ve yenilik¢i yaklasimlar getirmesi

muhtemeldir.

2.6. Hipertermi

Hipertermi, vicut sicakliginin tedavi amaciyla kasten normal seviyelerin (zerine
ctkariimasini iceren tibbi bir tedavi yontemidir. Bu teknik bulasici hastaliklardan
kansere kadar cesitli durumlari tedavi etmek icin yuzyillardir kullaniimaktadir.
Teknolojideki gelismelerle birlikte altta yatan etki mekanizmalarinin anlasiimasi, umut
verici bir terapotik yaklasim olarak hipertermiye olan ilginin artmasina yol agmistir.
Hiperterminin tibbi ve bilimsel arastirmalardaki ©6nemi, geleneksel tedaviler in
etkinligini artirarak yan etkileri azaltma ve hasta sonuclarini iyilestirme potansiyelinde
yatmaktadir. Bir tedavi yontemi olarak hipertermi, cesitli rahatsizliklar icin isi
terapisini kullanan Misirhlar, Yunanhlar ve Romalilar gibi eski uygarliklara kadar
uzanan uzun bir gegmise sahiptir. 19. yuzyilda hipertermi frengi ve tuberkiloz
tedavisinde kullaniimistir. Hipertermi Uzerine ilk bilimsel calismalar 20. ylzyilin
baslarinda, bulasici hastaliklarin ve kanserin tedavisinde 1si kullanimina odaklanarak

yapimistir.

1950'lerde kanser hastalarini tedavi etmek icin tim vicut hipertermi kullaniimis,
ancak standartlastiriimis protokollerin eksikligi ve sicakhgin kontrol edilememesi
nedeniyle denemeler basarisizlikla sonuglanmistir. 1970'lerde boélgesel ve lokal
hipertermi daha etkili ve kontrol edilebilir bir teknik olarak tekrar dikkatleri tizerine
cekmistir. Bu durum bas, boyun ve uzuvlar gibi belirli viicut bolgelerini i1sitmak icin

0zel ekipmanlarin gelistiriimesine yol agmistir.

1980'lerde ve 1990Q'larda hiperterminin kemoterapi ve radyasyon tedavisi gibi diger

tedavi yontemleriyle birlikte kullanimi populerlik kazanmistir. Bu durum, kanser
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tedavisinde hiperterminin kullanimina odaklanan termo-onkoloji adi verilen yeni bir

arastirma alaninin ortaya ¢ikmasina yol acmistir.

Hiperterminin tarihsel gelisimi, bu teknigin altinda yatan etki mekanizmalarini ve klinik
kullanim potansiyelini anlamamizda 6nemli ilerlemelere yol acmistir. Kanser
hastalarinda damar gecirgenliginin artmasi sebebiyle yiuksek interstisyel sivi
basincina duzensiz vaskulatir kan beslenmesine sahip timoér mikro ortami ilag
salimini sinirlar. Buda zamanla ila¢ direncine sebep olur. Nekrotik ve perfuze
olmayan tumoér bdolgeleri hipoksi ve asidoz ile sonuglanir. Bu bolgeler kemoterapik
ajanlara daha direnclidir. Bu desmoplazmik reaksiyon timaor elemanlarinin etrafindaki
hiicre disi matris proteinleri iceren yogun bir matris aginin ¢cokmesine neden olur ve
timor kan damarlarini sikistirir ve bozar. Kemoterapi ilag uygulamasina fiziksel bir
engel olusturur. Hipertermi tedavisi terapotik etkilerini hiicresel metabolizma, immun
yanit ve tumoér mikro cevresindeki dedgisiklikler de dahil olmak Uzere coklu
mekanizmalar yoluyla gosterir. [74] Bu etki mekanizmalari, geleneksel tedavilerin
etkinligini artirabilir ve tedavi sonuglarini iyilestirebilir. Protein sentezi glikoliz ve
mitokondriyal fonksiyonlar da dahil olmak (zere cesitli hicresel tepkileri
indukleyebilir.[75] Ayni zamanda hicre zarlarinin gecirgenligini degistirerek ilac ve
besin maddelerinin daha iyi alinmasini saglar. [77] Hipertermi ile birlikte kullanilan
kemo ve radyasyon tedavisinin etkinligi hicresel metabolizmadaki degisiklikler ile
birlikte arttinlabilir.[83] Ayrica hipertermi isil soku proteinlerinin (HSP) ekspresyonunu
arttirarak bagisiklik sistemini aktive edebilir. [78] HSP’ler bagisiklik hticrelerini timor
bélgesine iten sitokin ve kemokinlerin Uretimini uyarabilir. Bagisiklik aktivasyonunu
arttirarak immunoterapi etkinliginde arttirabilir. Hipertermi tedavisi timor kan
akisinda, oksijenasyonda ve pH ‘da degisikliklere neden olarak timaor mikro ¢evresini
degistirebilir. [79] Hipertermi timdre giden kan akisini artirabilir, bu da ilac iletimini
iyilestirebilir kemoterapi ve radyasyon tedavisinin etkinligini artirabilir. [77] Hipertermi
ayrica tumor hicrelerinin kemoterapi ve radyasyon tedavisine duyarlligini artirabilen
timor oksijenasyonunu da iyilestirebilir. Ek olarak, hipertermi timor mikrogevresinde
asidozu indukleyerek kemoterapi ve radyasyon tedavisinin sitotoksik etkilerini
artirabilir. [77]

Hipertermi, farkh tibbi durumlara ve hedef alanlara uyarlanabilen ¢cok yonlu bir teknik
olmasiyla birlikte teknigin secimi, spesifik klinik senaryoya ve tedavinin hedeflerine

bagh olabilmektedir. Tibbi duruma bagli olarak lokal veya sistemik olarak
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uygulanabilmektedir. Lokal hipertermi viicudun belirli bir bélgesine uygulanmaktadir.
Mikrodalgalar, radyofrekans, ultrason ve kizilétesi radyasyon gibi cesitli teknikler
kullanilarak verilebilmektedir. Bu teknikler hedeflenen dokuyu 40°C ile 45°C
arasindaki sicaklklara kadar isitir, bu da kanser hicrelerine veya vicuttaki diger
anormal hicrelere zarar verebilmektedir. Lokal hipertermi genellikle kemoterapi veya
radyasyon tedavisi gibi diger tedavilerin etkinligini artirmak icin bu tedavilerle birlikte
kullaniimaktadir. Sistemik hipertermi ise vicudun genel sicakhginin yukseltiimesini

icermektedir.[80]

Gunumtuzde hipertermi, tedavi parametrelerini optimize etmeye, yeni uygulamalari
belirlemeye ve hasta sonugclarini iyilestirmeye odaklanan devam eden calismalarla
aktif bir arastirma alani olmaya devam etmektedir. Antwerp Universitesi'nin bir yan
kurulusu olarak kurulan ElmediX sirketi tarafindan hastalarin birka¢ saat boyunca
41,5°C'ye kadar kontrolll 1sitmaya tabi tutulmasini saglayan bir teknoloji platformu
gelistirilmigtir. Bu tur bir tedavi, kanser hucrelerinin kemo ve radyoterapiye
duyarlih@ini artirarak tedavinin basarili olma sansini yikseltebilecegi vaadi ile yola
cikmistir. Ozellikle pankreas kanseri veya metastatik kanserler gibi zor timorlerde
ElmediX teknolojisinin 6nemli bir etkiye sahip olabilecedi dusiunidlmis ve pankreas
kanseri tedavisinde, Flaman yenilik¢i teknoloji platformu tarafindan gelistirilmis bu
yeni sistemle ilerleme kaydedilmistir. (NCT04467593)

2.7. Altin Nanopartikuller

Altin nanopartikiller, tipik olarak 1 ila 100 nanometre boyutunda olan kicuk altin
parcaciklandir. Kicuk boyutlari nedeniyle altin nanoparcaciklari, yigin altininkinden
farkli olan benzersiz optik ve elektronik 6zelliklere sahiptir. [81] Boyutlarina ve
sekillerine bagli olarak kirmizidan maviye kadar farkli renklerde goérunebilirler. [81]
Altin nanopartikiller kimyasal indirgeme, elektrokimyasal yontemler ve lazer
ablasyon dahil olmak Uzere cesitli yollarla sentezlenebilir. [88] Nanopartikillerin
boyutu, sekli ve yuzey 6zellikleri bu sentez yontemleriyle kontrol edilebilir ve bu da
optik ve elektronik 6zelliklerini etkileyebilir. [81]

Genel olarak, altin nanopartikiller, onlari cesitli alanlarda genis bir uygulama
yelpazesi icin cazip kilan benzersiz 6zelliklere sahiptir. Altin nanopartikillerin optik ve

elektronik Ozellikleri boyutlarina ve sekillerine baghdir. Boyut ne kadar kuicikse,
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ylzey alani/hacim orani o kadar yiksek olur, bu da ylzeyde daha fazla sayida atom
ve dolayisiyla daha yiksek reaktivite saglar. Nanopartikiliin sekli de 6zelliklerini
etkiler; kuresel partikiller, kiresel olmayanlara gbére daha dizgun bir ylizey yuku
dagilmina sahip olma egilimindedir. Altin nanopartiklller, elektronlarinin belirli dalga
boylarinda 1s1g1 emdigi ve sactigl ylzey plazmon rezonansi adi verilen bir fenomen
sergiler. Bu durum, altin nanoparcaciklarin boyutlarina ve sekillerine bagh olarak
kirmizi, mavi veya diger renklerde gorunebildikleri benzersiz bir optik 6zellik ile
sonuglanir. Altin nanopartikiller kimyasal olarak inerttir, yani diger maddelerle
kolayca reaksiyona girmezler. Bu 6zellik onlari kararli hale getirir ve zaman icinde

bozulmalarini dnler.

Altin nanopartikuller, sentetik prosedurler sayesinde iyi karakterize edilmis elektronik
ve fiziksel 6zelliklere sahip genis bir uygulama alani icin ¢ok yonli malzemelerdir.
Optoelektronik 6zellikler organik fotovoltaikler, duyusal problar, terapdtik ajanlar,
biyolojik ve tibbi uygulamalarda ilag dagitimi, elektronik iletkenler ve kataliz gibi
yuksek teknoloji uygulamalarinda arastiriimis ve kullaniimistir. [82, 83,84,85] Altin
nanopartikillerin optik ve elektronik 6zellikleri, boyut, sekil, ylizey kimyasi veya

agregasyon durumu degistirilerek ayarlanabilir.

[86,87] Altin nanopartikillerin 1sikla etkilesimi, cevresel etkiler ve fiziksel boyutlari
tarafindan belirlenir. Kolloidal bir nanoparcacigin yakininda yayilan bir 1sik 1Sininin
salinan elektrik alanlari, serbest elektronlarla etkilesime girer ve gorindr 1S1gIn
frekansiyla rezonans iginde olan elektron yukindn uyumlu bir salinimina neden olur.
Bu rezonans salinimlari ylizey plazmonlari olarak bilinir. Yizey plazmon rezonansi,
nanopartikillerin  boyutu veya sekli degistirilerek ayarlanabilir, bu da farkh
uygulamalar icin uyarlanmis optik Ozelliklere sahip partikillere yol acgar. [86] Bu altin
cOzeltisine fazla tuz eklendiginde de gorullr. Altin nanoparcacigin yuzey yuku notr
hale gelir ve nanoparcaciklarin toplanmasina neden olur. [96] Sonug olarak, ¢ozelti
rengi kirmizidan maviye degisir. Bu ylzey modifikasyonu, altin nanopartikillerin
biyomedikal uygulamalarda dolay! siklikla kullanilir. Biyomedikal uygulamalar igin
arastirilan nanoparcacik yapilar kati altin kireler olan nanokureler (20-35nm), altin
tabakasi ile kaplanmis kati silika cekirdek nanokabuklar (143nm), kuabik altin
nanokafesler (45nm), kati altin silindirler olan nanorodlardir (46,5-57nm). [38] Altin
nanopartikilin geometrisine goére UV-vis spektrumunda farkli dalga boylarinda pik

elde edilebildigi dolayisiyla ¢ozeltisinin renginin farkli oldugu bilinen bir gercekliktir.
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Altin nanopartikiller Uzerine arastirmalar devam etmektedir ve kanser tedavisinde,
cevresel iyilestirmede ve nanoelektronikte kullanimlari da dahil olmak Uzere
gelecekte bircok potansiyel gelisme vardir. Genel olarak, altin nanopartiktller cesitli
alanlarda genis bir uygulama yelpazesi icin potansiyele sahip umut verici bir

arastirma alanidir.

2.7.1. Altin Nanopartikiillerin Sentez Ydntemleri

In situ sentez yontemi; Altin nanopartikillerin sentez yontemine uygun spesifik bir
ajan kullanilarak kimyasal indirgeme yontemiyle hazirlanmasidir.[91] Altin
nanopartikil sentezinde, altin klorr iyonlarinin sodyum borohidrit vb. bir indirgeyici
ajan kullanilarak 6nce tohum hazirlanmasi ve ardindan sicaklik pH ve reaksiyon
suresi ayarlanarak ek indirgeyici ajan veya stabilize edici kimyasallarla tohum
¢Ozeltisine eklenmesi ile nanopartikil buyimesi adimi ile sonlanmaktadir. Bu yéntem
nanopartikil uniform boyut dagilimina sahip partikil elde etmek ve iyi kontrol

edilebilir sekil 6zellikleri acisindan tercih edilmektedir.

Turkevich yontemi, 1951 yilinda, Turkevich ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir
Kloroaurik asit kaynatilir, karistirilir ve trisodyum sitrat dihidrat eklenerek altin
nanopartikiller stabilize edilir. [91] Daha sonra ¢ozelti dinlenmeye birakilir. Belirli bir
sure bekletildikten sonra sarap kirmizi kolloidal bir siispansiyona dénusdr. ilk adimda
sitrat dikarboksilik asetona oksitlenir ve ikinci adimda aurik tuzlar, altin
nanopartikilleri olusturmak icin AuO atomlari Uzerinde toplanan bir aurdéz tuza
indirgenir. [88] Temel stabilize edici etki, reaksiyonda Uretilen dikarboksilik asetondur.
Sitrik asit indirgenmesiyle sentezlenen altin nanopartikillerin yani sira, indirgeyici

olarak askorbik asit kullanimi da oda sicakliginda ise yaramaktadir. [89]

Brust-Schiffrin, 1994 yilinda Onerilen iki fazli bir sentez olarak, tiyolat-stabilize
AuNP'leri Uretebilen ilk spesifik yontemdir. [90] Tetraoktilamonyum bromir faz
transfer reaktifi olarak kullanilir ve sodyum borhidrir indirgeyici ajan olarak kullanihr.
Daha kararli ve monodispers bir partikil elde edebilmeicin tiyol eklenir. Elde edilen
partikiller 2-6nm araligindadir. Sodyum borhidririin hizli bir sekilde eklenmesi ve
cOzeltinin  sogutulmasi da daha kiucik ve daha monodispers AuNP'lerle
sonuglanmistir. [90]

NaBH4 ve sitrat yoluyla metal iyonu indirgenmesinin bir dizi dezavantaji mevcuttur.

Brust-Schiffrin yonteminde indirgeme isleminde sodyum borhidrar kullaniimistir. [90]

27



Bu yontemde kolayca boyut kontrolii saglansada sodyum borhidrir toksiktir ve
biyolojik aktivitede degisime sebep olabilir. Turkevich yontemi sitrat indirgeyici ajan
olarak kullanilsada bu islemin gerceklesebilmesi icin gereken yuksek sicaklik
lipozomlari tahrip edebilir. Bu sebeple; AuNP’lerin sentezi igin toksik olmayan,
ekonomik, yuksek verimli ve basit bir sire¢ olan tetrakloroaurik asitin sulu ¢ozeltisi
icinde ¢ozundugunde biyouyumlu ve basit bir metodoloji olarak hizli ve kontrolli bir
reaksiyonla sonuclanan askorbik asit ve gliserol vb. indirgeyici ajanlariyla altin
nanopartikil sentezleri gergeklestirilmistir. Bizde bu tez ¢calismamiz kapsaminda altin
nanopartikillerimizi elde edebilmek icin indirgeyici ajan olarak dogal ve biyouyumlu
olan askorbik asiti kullanmaktayiz. Askorbik asit (C Vitamini) en cok biyokimyasal
reaksiyonlardaki antioksidan roltyle bilinir. Cevre dostudur ve biyolojik olarak
parcalanabilirlige, biyouyumluluga, dusuk toksisiteye ve yuksek suda ¢ozunurlige
sahiptir.

Altin nanopatrtikilleri ters misel olarak kullaniimis ve lipozom yuzeyinde in situ olarak
olusturulmustur. Lipozom ylzeyine indirgenecek bu altin nanopartikillerin boyutu,
saylsi ve agregasyonu kullanilan lipidin konsantrasyonu yik secimi ile
belirlenebilmektedir. Altin nanopartiktllerin sayisi ve toplanma derecesi Uzerindeki
kontrol derecesi, yuklu vezikillerin islevi igcin temel dneme sahiptir. Negatif yukli
lipidler lipozom yuizeyinde izole nanopartikullerin olusumuna yol agarken pozitif yukli
lipidler, lipozom vyiizeyinde daha yuksek derecede nanopartikil agregasyonuna
neden olabilir. Lipozom-nanopartikil kompoziti icin lokalize fotokimya, optik
spektroskopi icin lipozom yuzeyinde gelismis elektrik alanlarinin optik tretimini ve
lipid membranindan kontrollt diflizyon igin lokalize 1sitmanin tetiklenebilir bir Gretimini
icermektedir. Altin nanopartikillerin lipozom membranlarina kontrolll ytklenmesi icgin
pratik, oda sicakliginda ve biyouyumlu bir metodoloji tez yonteminde tercih edilmistir.
[92]

2.8. Altin nanopartikiiller ve altin kaplh sicakliga duyarl lipozomlar

Son yillarda, Ozellikle kanser tedavisi alaninda, ila¢ dagitimi icin TSL'lerin
kullanimina olan ilgi artmaktadir. Arastirilan yaklasimlardan biri, TSL'lerin dokularin
normal vicut sicakhginin Gzerindeki sicakliklara lokalize olarak isitiimasini iceren
hipertermi ile birlikte kullaniimasidir. Tumor dokusunun cevresindeki dokudan biraz
daha yuksek bir sicakliga isitiimasiyla, saglkli hicreler nispeten zarar gérmeden
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kalirken kanser hicreleri secici olarak yok edilebilir. Termosensitif lipozomlar, belirli
bir sicakliga yanit olarak Isiya neden olan ajanlari serbest birakacak sekilde
tasarlanabilir, bu da hipertermi tedavisini belirli dokulara veya hiicrelere hedeflemenin
bir yolunu saglar. Hiperterminin ila¢ iletimini gelistirdigi ve kemoterapinin etkinligini
artirdigi, ayrica tumoér hicresi 6lumuna tetikledigi gosterilmistir. Lazerle 1sitma, TSL
tabanli hipertermi tedavisinde kullanim icin umut verici bir tekniktir. Termosensitif
lipozomlarin (TSL'ler) lazer uygulamalari, ila¢ dagitimini ve goérintilemeyi iyilestirme
potansiyelleri agisindan incelenmistir. TSL'lerin birincil lazer uygulamalarindan biri,
ila¢c salinimi tzerinde hassas uzamsal ve zamansal kontrol saglayabilen odaklanmis

lazer 1s1gina yanit olarak ilaclarin veya diger kargolarin salinimini tetiklemektir. [54]

Lazer Isitmanin avantaji, saglikl dokuya zarar vermekten kaginirken timor
bdlgesinin hassas bir sekilde isitiimasini saglayabilmesidir. Bunun nedeni, lazer
ISIninin timore sikica odaklanabilmesi ve yuksek oranda lokalize isitmaya izin

vermesidir. [93]

Kanser tedavisi icin TSL'lerden lazerle tetiklenen ila¢ saliminin kullanimini arastiran
cesitli calismalar yapilmistir. Ornegin, 2015 yilinda Journal of Controlled Release'de
yayinlanan bir calisma, TSL'lerden lazerle tetiklenen doksorubisin saliminin, lazerle
tetiklenmeyen salima kiyasla bir fare meme kanseri modelinde timoér buylmesi
inhibisyonunu 6nemli 6lcude iyilestirdigini gostermistir. [94] Kanser tedavisine ek
olarak, TSL'lerden lazerle tetiklenen salim, gen tedavisi gibi diger uygulamalar igin de
incelenmigtir. [95] TSL'lerin bir baska lazer uygulamasi da goriintiuleme, 6zellikle de
fotoakustik goruntileme (PAI) icindir. PAI, dokuda akustik dalgalar olusturmak icin
lazer 1s1gini kullanan, daha sonra tespit edilebilen ve yuksek ¢ozunurlukli gortntiler
dretmek i¢in kullanilabilen invazif olmayan bir gorintileme teknigidir.[96] TSL'lere
kontrast maddeler veya floresan boyalar yiklenebilir ve ardindan lazer 1sigina yanit
olarak bunlari serbest birakmalari icin tetiklenebilir, bu da PAI kontrastini artirabilir ve
gorantileme c¢ozuanarliguna iyilestirebilir. PAI icin TSL'lerin kullanimini arastiran
cesitli calismalar yapilmistir. Ornegin, 2020 yilinda Jin ve ark. tarafindan yayinlanan
bir calisma da TSL'lerden lazerle tetiklenen indosiyanin yesili (ICG) saliminin, bir fare
modelinde meme timdrlerinin PAl'sinde kontrasti ve c¢ozunarlugi iyilestirdigini

goOstermistir. [97]
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TSL tabanli hipertermi tedavisinde lazer isitmanin kullanimi umut vaat ederken, ele
alinmasi gereken bazi sinirlamalar da vardir. Dikkat edilmesi gereken énemli bir
husus, I1sitma sirecinin hassas bir sekilde kontrol edilmesi gerekliligidir. Bu, saghkli
dokuya zarar vermekten kacinirken hedeflenen dokunun istenen sicakhk araligina
Isitilmasini saglamak icin gereklidir. Bunu basarmak icin manyetik 1sitma, ultrason ve
lazer i1sitma dahil olmak Uzere cesitli 1sitma teknikleri arastiriimistir. Sinirlamalardan
biri, derin yerlesimli timdrlerde kullanimini kisitlayabilen lazer 1sininin penetrasyon
derinligidir. Diger bir sinirlama ise lazer 1sininin uygun sekilde kontrol edilmemesi

durumunda doku hasari potansiyelidir.

Benzer sekilde, altin nanopartikiller iceren TSL'ler de hipertermi tedavisinde
potansiyel kullanimlari agisindan arastirilmistir. GNP'leri hipertermi tedavisinde
kullanmak icin, tipik olarak TSL formulasyonuna ya birlikte kapstlleme ya da lipozom
ylzeyine konjugasyon vyoluyla dahil edilirler. TSL'ler bir lazer 1sini tarafindan
Isitildiginda, altin nanopartikdller lazer enerjisini emer ve i1siya donusturerek TSL'lerin
yuklerini serbest birakmasina neden olur. TSL tabanh hipertermi tedavisinde
GNP'lerin kullanilmasinin avantajlarindan biri, lazer isinlamasina yanit olarak yerel
olarak ve hizla isi uretebilmeleridir. Bu, tumor bdlgesinin hedeflenmesinde yuksek
derecede hassasiyetin yani sira TSL kargosunun hizli bir sekilde salinmasina yol
acabilir. Altin nanopartikullerin lazer enerjisi igin yuksek emilim katsayilarina sahip
oldugu gosterildiginden, 1sitma elemani olarak altin nanopartikillerin kullaniimasi
Isitma isleminin verimliligini artirabilir. Ayrica, GNP'ler biyouyumludur ve vicuttan

kolayca atilabilir, bu da onlari klinik kullanim i¢in gtvenli bir segenek haline getirir.

Altin nanopatrtikdllerin kullanimina ek olarak, TSL tabanli hipertermi tedavisinde lazer
Isitma icin baska yaklasimlar da arastiriimistir. Yaklasimlardan biri, dokuya goruntr
Isiktan daha derin nifuz edebilen yakin kizilotesi (NIR) lazer 1sinlamasini
kullanmaktir. TSL'ler NIR 1sigini absorbe edecek sekilde tasarlanabilir ve

Isitildiklarinda kargolarini serbest birakirlar.

Cesitli calismalar lazerle isitilmis TSL'lerin Kklinik ©6ncesi kanser modellerinde
etkinligini gostermistir. Ornegin, bir calismada doksorubisin ve altin nanopartikiiller ile
yuklenmis TSL'lerin bir fare meme kanseri modelinde kullanimi arastiriimistir. TSL'ler

timor bolgesine iletilmis ve ardindan bir lazer i1sini kullanilarak isitiimistir. Sonuglar,
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TSL'lerin lazerle 1sitilmasinin, tedavi edilmemis kontrollere kiyasla timor hacminde

onemli bir azalmaya yol actigini gostermistir. [98]

TSL'lerin lazerle 1sitilmasinin, tedavi edilmemis kontrollere kiyasla timoér hcresi
oliuminde 6nemli bir artisa yol actigini gostermistir. [99,100] Genel olarak, TSL'lerin
lazer uygulamalari, 06zellikle kanser tedavisi ve PAI icin ila¢ dagitimini ve
goruntilemeyi iyilestirmek igin blyuk umut vaat etmektedir. Bu uygulamalar igin TSL
tasarimini ve lazer parametrelerini optimize etmek igin daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulsa da bu alanda devam eden cabalarin kisisellestirilmis tip ve hastalik teshisine

yeni ve yenilikci yaklasimlar getirmesi muhtemeldir. [101]

Bununla birlikte, TSL tabanli hipertermi tedavisinde GNP'lerin kullanimiyla ilgili bazi
zorluklar da vardir. Baslica zorluklardan biri, 1sI Uretimi ve TSL kargo saliniminin
verimliligini  etkileyebileceginden, GNP'lerin  timdr bolgesi iginde optimum
konsantrasyon ve dagiliminin saglanmasidir. Bir diger zorluk ise lazer
parametrelerinin  (6r. gug¢, dalga boyu, sire) cevredeki saglikh dokuya zarar
vermekten kacinmak icin dikkatli bir sekilde kontrol edilmesini saglamaktir. Bu
zorluklara ragmen, TSL tabanl hipertermi tedavisinde GNP'lerin kullanimi preklinik
calismalarda ve erken faz klinik deneylerde umut vaat etmektedir. Devam eden
arastirmalar, TSL-GNP komplekslerinin tasarimini ve formilasyonunu optimize
etmeye, daha hassas ve etkili lazer 1sitma teknikleri gelistirmeye ve bu yaklasimlarin
guvenligini ve etkinligini degerlendirmek icin daha fazla klinik calisma yuritmeye
odaklanmistir. Ancak devam eden arastirmalar, lazerle isitilan hipertermi tedavisinde
kullaniimak tizere TSL'lerin tasarimini ve formulasyonunu optimize etmenin yani sira
klinik ortamlarda kullaniimak Uzere daha hassas ve etkili lazer 1sitma teknikleri

gelistirmeyi amaclamaktadir.

2.9.Hipertermide Altin Kapli Sicakliga Duyarh Lipozomlarin Kullanimina
iliskin Onceki Calismalar

Hipertermi kemoterapiyle birlikte kullanilan revacta tedavi yontemlerinden birini
olusturmaktadir. Bu kombinasyonun hasta tedavi yanitini iyilestirdigi gortlmustar.
Hipertermi sicakhga duyarli lipozomlarla birlestirildiginde timor vaskulatir
gecirgenligini arttirarak lipozom birikimini saglar. Lipozomlardan timor vaskulatiriine
ve interstiyumuna ilag salimini tesvik ettigi gorilmustur.[102] MO 1700'deki eski

kullanimindan bu yana, meme kanserini tedavi etmek icin atesin parlayan ucu
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kullanildiginda 1s1, tumor tedavisindeki islevselligini goéstermistir, William Cole
1800’lerde islyla kanser tedavisini gindeme getirmis ve dokulari tim vicut ya da
lokal olarak fizyolojik sinirlarin Ustiinde 42-45°C arasinda 6zel cihazlarla isitarak
tumarlt bolgenin 1sisini arttirmayr amagclamistir. Hipertermi tumorde damar gézenek
boyutunu arttirarak kombine kemoterapi tedavisinde tedavi ajan etkinligini
arttirmaktadir.  insan  klinik deneylerinde manyetik rezonans gériintileme
rehberliginde yiksek yogunluklu ultrason kullanilirken hayvan klinik deneylerinde ise
mikrodalga cihazlari ve fotodinamik, fototermal terapi gibi cesitli 1SIk kaynaklari
kullaniimaktadir. Kanserli hiicreler diuzensiz vaskulatir, disik oksijen seviyesi, asit
konsantrasyonunun yiksekligi ve yetersiz besin sebebiyle stres altindadir ve
sicakliga normal hiicreler kadar dayanikli degildir. Bu yizden daha umut verici bir
modalite olan hedeflenmis, nanoparcacik ile lokal hipertermidir. Son zamanlarda,
endoskopik ultrason kilavuzlugunda ablasyon, gercek zamanh géruntileme ve fokal
ablasyon sayesinde, rezeke edilemeyen pankreas tumoérd (timor boyutu 3 cm'den
kiicuk) icin potansiyel olarak guvenli ve etkili bir tedavi secenegi olarak gelistirmek
Uzere calismalar yapilmaktadir. Lokal pankreas timorlerini dogrudan tedavi etmek
icin yuksek yogunluklu odaklanmis ultrason (HIFU), radyofrekans ablasyon (RFA) ve
interstisyel lazer ablasyon (ILA) gibi cesitli ablatif termal teknikler Uzerinde
durulmaktadir. [102] Fototermal terapi, NIR lazer isimasi kullanimiyla 1siga
duyarlilastirici ajanlari/yapilari aktive ederek timor dokularina hipertermi yonteminde
sicakhk artisini induklemek icin kullanihir. PTT'nin temel avantajlari, derin doku
penetrasyonu ve saghkh dokulara daha az zarar veren 1sigin kolayca
diuzenlenebildigi, odaklanabildigi ve kontrol edilebildigi daha iyi hedeflenmis tedavileri
mumkdan kilar. [102]

Altin nanoparcaciklar kanser dokularinda lokalize is1 Uretimine imkan vermesi ve
beraberinde terapdtik ajanlarin kontrolli ve hedefli bir sekilde salinimina izin
vermektedir. Bu nanoparcaciklari fototermal terapide kullanmak icin bircok 6zellige
sahiptir, 6rnegin: yiuksek biyouyumluluk, sentezleme, yiizey modifikasyonu kolaylig,
optik ve fiziksel 6zellik ayarlama kolayligi, spesifik olmayan dagilimi en aza indirirken
lokal timdr alanina uygulanabilirler, biyolojik dokulara derinlemesine nifuz etme
yetenegi yaratarak yakin kizilotesi (NIR) lazer 15131 ile etkinlestirilebilirler ve ¢cok yonlu
kanser PTT ve ilac dagitim sistemleri olusturmak icin moditle edilebilirler. Ayrica

AuNP’lerin radyasyon icermeyen oOzellikleri, fototermal kanser tedavisinde buyik
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potansiyel gostermistir. [103,104 Altin kaph lipozomlarin absorbansi, eklenen HAuCI
miktarina baglidir ve doksorubisin, kapsullenmis altin kapli lipozomlar tarafindan NIR
lazer 1s1gInin absorpsiyonu igin uygun olan 636'dan 795 nm'ye kaydirmaktadir.
Sicakliga duyarh lipozomlarla kapsullenmis ilacin, NIR lazer isinlamasi (660nm)
altinda 1 dakika icinde %80’den fazla doksorubisin altin kapli lipozomlardan salindigi
rapor edilmistir [105]. Bu calismada HAuUCI miktar altin kaph lipozomlarin partikdl
boyutuna ve lazer gug, parametresinin sicaklik artigi Uzerindeki etkisi incelenmistir.
ilk olarak eklenen HAuCI4 miktarinin altin kapli sicakhda duyarl lipozomlarin
olusumu Uzerindeki etkisini arastinimistir. Altin kaph sicakliga duyarli lipozomlarin
partiktl boyutu dagilimi, eklenen HAuCI4 miktari arttirilarak degistirilmistir. HAuCI4'in
eklenmesi sicakliga duyarl lipozomlarin yiizeyinde altin bir nanoyapinin kaplanmasi
icin ayni zamanda altin kaph sicakhga duyarli lipozomlar tarafindan emilen dalga
boylarinin araligini ayarlamak icin de gerekli oldugu goéralmastir. NIR lazer
Isinlamasi ile birlestirilen doksorubisin kapsillenmis altin kaph sicakhga duyarli
lipozomlar, akciger kanseri hicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi goralmuastar. Tek
basina serbest doksorubisin solisyonu kullanan monoterapi veya tek basina altin
kapl sicakliga duyarli lipozomlar kullanan fototermal tedavi orta derecede sitotoksik
iken, ikisinin birlestiriimesiyle sinerjistik bir etki gdzlemlenmistir. [105] Sicakliga
duyarli lipozomlarla yapilan baska bir calismada Au nanopatrtiktllerle lipozomlari
dekore etmek istikrarli 1s1 Gretimi ve dusuk yan etkilere sahip olma avantajlarina
sahip nanotasiyici Uretilebilecegini gostermistir [104]. Yapilan bu calismada NIR
(780nm) isinlamasi icin farkli sdreler secilmistir. Kullanilan hidrofobik ilacimiz
kurkuminin sicakhga duyarli lipozom kullanimiyla polar 6zelligi basarih bir sekilde
degistirilmis sudaki ¢ozunurligu iyilestirilmis ve kapsulleme saglanmistir ve gugli bir
anti bakteriyel, antikanser etkinlik gostermistir. Altin nanopartikillerin kisa dolasim
suresi nedeniyle dusiuk timor hedefleme yetenegi, vicut sisteminde uzun sdreli
tutulma nedeniyle potansiyel toksisite ve biyolojik dagiimin invaziv olmayan
degerlendirmesinin zorlugu gibi dezavantajlari gz 6ninde bulundurularak yapilan
baska bir calismada altin kapl lipozomlardan tekrar lipozomla kaplanarak daha stabil
ve kararl terapétik etkinligi yuksek bir tasiyici sentezlenmis ve meme kanserinin
ortotopik fare modelinde gdsterilmistir. Boylece fototermal veriminin daha yuksek
olarak elde edildigi de gosterilmistir. [L09] Anjiyotensin-(1-9) peptiti kanda kisa bir yar
Omre sahip altin kapl sicakhiga duyarli lipozomlarla yapilan bir calisma da

hipertansiyon tzerinde olumlu etkiye sahip olan kontrollli bir salinima ihtiyaci oldugu
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gorulmustir. Bu peptit lipozomlarla kapstllenerek yeterli bir yerel sicaklik kontroli
elde etmek amaciyla altin kaplanmistir. NIR 1simasi (808nm) altinda hafif hipertermi
uygulanmigstir. MSPC(1-stearoyl-2-hidroksi-sn-gliserol-3fosfokolin), 1,2-distearoyl-
snglycero-3 phosphatidylcholine (DSPC) gibi lizolipitlerin lipozomlarin lipid gift
katmanlh yapisina dahil edilmesiyle, yiklenen miktari artirmak ve Tm'de lipid cift
tabakas! icinde nanogodzenekler olusturarak terapdtik maddenin sulu cekirdekten

salinimini hizlandirmanin mimkun oldugu gosterilmistir. [110]
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Sekil 1.1: Farkh tedavi stratejileri kullanilirken timoér icine ilac verilmesinin tasviri.
[107]

Sekil 1'de Li ve arkadaglari tarafindan onerilen iki asamali hafif hipertermi yaklasimi
ele alinmaktadir. Bu vyaklasimdaki amac¢ hipertermi aracili ekstravazyonu ve
hipertermi aracili tetiklenen ila¢ salinimini birlestirmektir. Tamor hucreleri 6nce
42°C’ye kadar isitilmaktadir. Endotel htcreleri arasindaki bosluklar buylimekte,
nanopartikiller ekstravaze olmaktadir. Nanopartikiller, timoér interstisyel bosluga
yayllmis ve tiumdral dokuya afinite oldugu gorulmistir. Calismada 6nceki maksimum
ilag birikimini tetiklemek amaciyla ikinci bir i1s1 uygulamasi daha gergeklestirilmistir.
[104] Yine pankreas kanseri hiicreleri Uzerinde yapilan baska bir calisma da
polimerlerle modifiye edilmis sicakliga duyarl lipozomlarda gemsitabin ve sisplatin
kemoterapi ilac kombinesi termal olarak tetiklenmistir. Bu calismada hicre
canlihginin azaldigi goralmuastir.[109] Bu c¢alismada da lipozomlarin kemoterapik
ilaglarin kanser hicrelerine iletimi icin etkili nanotasiyicilar oldugu goérulmustur. EPR
etkisinden dolayr timorli bdlgede yeterli ilag birikimi saglanamamaktadir. Bu
nedenle, pankreas kanseri tedavisi icin lokal bir ila¢ salim sistemi gelistirmek cok
Onemlidir. Tum bu calismalar hipertermi uygulamasinin kanser tedavisine farkli

acllardan katkida bulunabilecegini gostermektedir. Yapilan bir baska calismada
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iyontoforetik cihaz ile iletimi yoluyla lokal kemoterapi uygulamasi in vivo deneylerle
gOsterilmistir. Burada en iyi terapdétik etkinligin dortli ilag kombinesi oldugu
gosterilmistir. [111] Hastanin boy kilo vb. gibi parametrelerine bagl olarak doz
ayarlanmasi, dozun yuksek toksisite sebebiyle artirllamamasi ve plazmada klirense
ugrayarak tumoral bolgeye yeterli miktarda ulasamayan kemoterapi ajanlari pankreas
kanseri tedavisinde yetersiz kalmaktadir. Tumor dokusunun kompleks olmasi
sebebiyle yeterli miktarda kemoterapi ilaci ekstravaze olamamaktadir ve hucreler
kemoterapik ilaca direng gbstermeye baslamaktadir.

3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Calisma kapsaminda ilac tasiyici sistemler olarak DPPC (Sigma Aldrich), DSPC
(Avanti Polar Lipids, AL), kolesterol (Sigma Aldrich), MSPC (Avanti Polar Lipids,
AL), DSPE-PEG (Avanti Polar Lipids, AL)'den olusan lipit bilesimleri kullanilarak
lipozomlar sentezlenmistir. Lipozomlarin sentezi icin organik ¢6zicl olarak
kullanilan kloroform, sistemin ilag alim/salim yeteneginin test edilebilmesi icin
model ilaglar olan 5Fluorouracil(5-FU), Rhodamin B(RhoB) ve Resveratrol (Res)
Sigma-Aldrich’den, Oxaliplatin (OXA) TCI chemicals (Tokyo, Japan)'dan temin
edilmigtir. Bu lipozomlarin altin nanopartikil ile kaplanmasi amaciyla altin (ll1)
klorur trihidrat ve indirgeyici ajan olarak askorbik asit Sigma-Aldrich’den temin
edilmistir. HPLC analizleri kapsaminda mobil faz karisimlarini hazirlamak
amaciyla asetonitril, metanol, izopropil alkol ve pH ayarlamak amaci ile de

hidroklorik asit kimyasallarida yine Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Sentez ve
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seyreltme icin ultra saf su kullaniimistir (Millipore Direct- Q3 UV). Tidm
malzemeler daha fazla saflastiriimadan kullaniimigtir. Dinamik Isik Sagihm (ALV
GmbH); boyut dagihmi, UV-vis spektrofotometre (Thermo-Scientific); dalga boyu
absorbans egrisinden etken maddelerin tutunma/salinma hesaplamalari, optik
rezonans analizleri, Atomik Kuvvet Mikroskobu (Park Systems); boyut dagilim ve
morfoloji HPLC (Thermo-Scientific), etken maddelerin salinma/tutunma

hesaplamalari icin miktar tayini amaciyla kullaniimistir.

3.2. ilac¢ Tasiyici Sistemin Hazirlanma

Literaturde ilag tasiyici sistemler olarak kullaniimak Uzere lipozomlari hazirlamak
amaciyla kullanilan cesitli yollar mevcuttur. Tez calismasi kapsaminda hazirlanan
lipozomlar ince film hidrasyon yontemi kullaniimis altin nanopartikiller lipozom

ylUzeyine in situ reaksiyon yontemi ile indirgenerek hazirlanmistir.

3.2.1.Lipozomlarin Hazirlanmasi
Model calisma kapsaminda erime sicakligi 41 °C 0 olan DPPC (1,2-Dipalmitoylsn-

glycero-3-phosphocholine) fosfolipiti ile vezikil olusturmakla baslanmistir. 2.7mM
DPPC lipiti kloroform iginde 5mg/mL konsantrasyonda ¢oOzundurdik ve ardindan
organik c¢6zicunin buharlasmasi amaciyla desikatore birakilmistir. Organik
¢6zlcunun tamamen buharlastiindan emin olundugunda ise lipit ince filmin daha iyi
hidrate olmasi i¢in 4°C’ye gece boyu birakilmistir. Ertesi gun, lipit ince filmi 2.5 ml
PBS (7.2) ile hidrate edilmigtir. DPPC dispersiyonu 55-60°C’de otuz dakika
Isitilmistir. Daha sonra 55-60°C’de bir saat manyetik bir karistirici ile karistirilmistir.
Yine 55-60°C’de yedi saat sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Lipid vezikilleri
sonikasyona tabi tutuldugunda, gorinumlerinde vezikldl olusumunun bir gostergesi
olan sit renginden daha homojen yari saydam bir renge gecgis gozlemlenmesi
beklenmistir. Ekstrizyon yodnteminde ise yukarda anlatilan tim bu asamalar
tekrarlanarak sonikasyon islemi yedi saat yerine ¢ saatlik bir periyotta
gerceklestiriimigtir. Ekstrider aparati ve lipozom dispersiyonu lipit faz gegis
sicakhginin Uzerinde 1sitilarak 100nm boyutta polikarbonat membranlardan yirmi
donguli ekstriizyona tabi tutulmustur. Tamponlu ¢ozeltilerde, lipozom preparatlarinin
spektral 6zelliklerini ve dolayisiyla yapisal stabilitelerini korumasi amaciyla 4 °C'de

saklanmistir. DPPC’ nin vezikul hazirlanmasinin yani sira tez ¢calismasi kapsaminda
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gerceklestiriimesi planlanan iki temel lipit kompozisyonumuzla gerceklestiriimesi
planlanan biri L1 ve digeri L2 iki sicakhga duyarli lipozom formulasyonu
hazirlanmistir. L1 formulasyonunun hazirlama protokoli, Celsion'un ThermoDox'unu

mumkun oldugunca yakindan taklit etmektedir. Bu lipid bilesimleri;
L1=DPPC: MSPC: DSPE-PEG2000=86:10:4 M,

L2=DPPC: DSPC: chol=59:39:2 M lipid bilesim oranlar kullaniimistir.
Uygulanacak yontem 6zetle su sekildedir;

Sicakliga duyarli lipozomlar, ince lipid film hidrasyon yoéntemi kullanilarak L2
lipozomu DPPC: DSPC: chol 59:39:2 M oraninda olusturulmustur. 100 pmol lipid
olacak sekilde 5mg/ml oranindaki kloroform iginde ¢ozulmus, ardindan desikatorde
organik ¢odzlcl buharlastinimis cozicinin tamamen uzaklastirildiindan emin
olundugunda lipid film 4°C'de gece boyunca daha iyi hidrate olabilmesi icin
bekletilmistir. Burada L1 lipozomu DPPC: MSPC: DSPE-PEG2000=86:10:4 M
oraninda kloroform iginde c¢o6zundurdlmustir ve organik c¢ozucinin tamamen
buharlastigindan emin olunmustur. Daha iyi hidrate olabilmesi icin 4°C'de gece
boyunca birakilmistir. L2 lipozomunun hidratlanmasi asamasinda PBS (7.2) ile degil,
L2 lipozom siuspansiyonu ile hidratlanmistir. Sirasiyla sonikasyon ve ekstriizyon

islemleri gergeklestiriimistir.

=
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Sekil 3.1: Lipozomlarin ince film hidrasyon yontemiyle hazirlama

3.2.2. Lipozomal ilac Tasiyici Sistem Yiizeyine Altin Nanopartikillerin
Indirgenmesi

Lipozomlar elde edildikten sonra ytzeylerinde altin NP olusturulmasi amaci ile 6nce
39,4mg/mL altin (Ill) Klorar trihidrat tuzundan hazirlanan c¢o6zeltisi ve ardindan
indirgeyici ajan olan 88,06 mg/mL askorbik asit ilave edilmistir ve on bes dakika
hafifce calkalanmistir.  Lipozom dispersiyonlarina askorbik asit farkli oranlarda
(stokiyometrik oranin doért katina kadar fazla) eklenerek reaksiyonun gdzlenmesi
planlanmistir. Lipozom yuzeyinde olusan altin nanopartikill miktarina bagl olarak
lipozomlarin karakteristik yari saydam beyazindan mavi-yesil renk degisimi goérilmesi
beklenmistir. Renk degisimini takiben on sekiz dakika boyunca manyetik karistiricida
karistirlmistir. Altin kaplanmis lipozom dispersiyonu suya karsi 4 °C'de diyaliz
edilmigtir. Altin nanopartikillerin indirgenmesi ¢alismalari igin kullanilan lipid miktar
altin tuzu ve indirgeyici ajan askorbik asit farkli oranlari denenmistir ve bu oran
optimize edilmistir. TUm numuneler ¢ozeltide esit miktarlarda lipid ve dolayisiyla birim
hacim basina esit sayida lipozom olacak sekilde hazirlanmis ve karakterize edilmistir.
Lipozom vyizeyine altin nanopartikil indirgeme islemine 0©ncelikle model
calismalarimiz icin kullandigimiz DPPC vezikuli ile baslanmistir. Kullanilan lipid
basina 18.91 pg altin tuzu ve 70.45ug askorbik asit sulu cozeltileri eklenmistir.
Burada DPPC vezikilumuz altin kaplandiktan sonra olusturulan DPPC lipid filmini
hidratlamak igin kullaniimigtir. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilmasi hedeflenen iki
lipid kompozisyonumuz vardir. Lipozomlarin hazirlanmasi asamasinda aciklanan iki
lipid kompozisyonumuzdan L2 lipozomu Uzerine altin nanopartiktller kullanilan lipid
miktarina gore altin tuzu ve indirgeyici ajan askorbik asit eklenerek indirgenmigtir.
Altin kaph L2 lipozomunun dispersiyonu L1 lipid filmini hidratlamak icin kullaniimistir.
(L1AL2) Lipozom vyilizeyde altin nanopartikil varligi zeta potansiyeldeki degisim,
AFM, DLS ve UV-vis spektrofotometre (Thermo Scientific) ile karakterize edilerek

degerlendirilmistir.

3.3.Fototermal Etki ve Fototermal Verimlilik Calismalari
Fototermal etkiyi gostermeden o©nce, lipozom, altin kaph lipozom ve lipozom

kaplanmis altin kapl lipozomlarin absorbans spektrumlari, 600-1000nm’de 1s131
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emdigini dogrulamak icin UV-vis spektrofotometre (Thermo Scientific) ile élgtlmustdr.
Altin kaplh lipozom ve lipozom kaplanmis altin kapli lipozomlarin fototermal etkisi ve
etkinligi 1 W/cm2 gucte 808 nm lazer ile gosterilmistir. Termal gortntileme kamerasi
kullanilarak lipozom, altin kapli lipozom ve lipozom kaplanmis altin kapli lipozomlarin
lazer 1sinlamasi altindaki sicaklik degisimleri 15 dakika boyunca 6lgtlmuis ve termal
goruntiler es zamanli olarak elde edilmistir. Altin kaplh lipozom ve lipozom kaplanmis
altin kapli lipozomlarin termal kararhliklar, 15 dakika boyunca lazer i1sinlama ve
acma/kapama dongusu ile gosterilmistir. Bu dongu 3 kez tekrarlanmis ve sicakliklar

her 60 saniyede bir 6lctlmus ve kaydedilmistir.

Fototermal dénistum verimliligi;

hA|Tmax — Tsur |- Qdiss mc|Tmax — Tsur | — Qdiss

FDV= =
Il1-107*) TsI(1-107")

(Esitlik 1)

Tmax: Cozeltinin en yiksek sicakligi

Tsur: Cozeltinin baslangig sicakhgi

Qdiss: Isi dagilimi

A:808nm’deki absorbans

M: Cozelti agirhgi

C: Suyun 6zgul 1s1 kapasitesi

T=[-t//In6 (Esitlik 2)
t: Karsilik gelen zamani

©: Boyutsuz itici kuvveti

3.4. Lipozomal Taslyici Sisteme llaglarin Enkapsiilasyonu ve Salim
Ozelliklerinin incelenmesi

Lipozomlar tarafindan tutulan ilag miktarini belirlemek igin diyaliz ydntemi
kullanilmistir. ilac yiikli nanotasiyicilar ¢ozeltisinden 1 ml diyaliz membrana (MW
cut-off = 14,000) eklenerek hidrofilik ilag etken maddeler i¢cin 10ml PBS (7.2) iginde
hidrofobik maddeler i¢cin 10ml PBS (7.2, %3 Tween-20 (w/v%)) her bir ilag igin altmis
dakika buz banyosu veya buz aki dstinde bekletilmistir. Bu sire¢ sonunda,
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kapsillenmemis daha kicik ilag molekllleri membrandan gecebilirken
nanotasiyicilar torbanin icinde kalir. Dis ortam daha sonra toplanabilir ve
kapsillenmemis ilag miktarini  belirlemek icin analiz edilebilir. Lipozomlarda
tutunmayan ila¢ miktari Rhodamine B ve Resveratrol igin UV-vis spektrofotometre
(Thermo Scientific) kullanilarak sirasiyla 553nm ve 304nm'de incelenmigtir.
5Fluorouracil icin  265nm’de, oxaliplatin icin 210nm’de HPLC-UV detektétrle
belirlenmistir.  ilag miktarlarini belirleyebilmek icin her bir ilag icin 6nceden
olusturulmus kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmistir. C6zeltideki serbest ilac
belirlenmis ve eklenen toplam ila¢ miktarindan ¢ikariimistir. ilag etken maddelerin
kapsilleme verimliligi ve ilag yukleme kapasitelerini sayisal olarak belirlemek icin;

Wtoplam — Wserbest
Wserbest

Enkapsulasyon Verimi % = x100 (Esitlik 3)

Wtoplam — Wserbest
Wlipid

llac Yukleme Kapasitesi % = x100 (Esitlik 4)

Esitlik 3 ve 4 kullaniimistir.

3.4.1. Salim Calismalari

3.4.1.1. Sicaklikla indiiklenen ila¢ Salimi
Lipozom Ornekleri 1ml olarak diyaliz membrana yerlestiriimis ve 10ml pbs (7.2) salim

ortamina birakilmistir. Salim 37-65 °C'de degerlendiriimis ve Salim ortaminin her ¢
saatte bir sicakligi yukseltiimisti. Numuneler altmis dakika araliklarla toplanmistir.
Numuneler 1:15 seyreltme faktoriine bagli olarak HPLC ile analiz edilmistir.

3.4.1.2. NIR ile indiiklenen ilag Salimi

llac tasiyici partikillerin NIR-Tetiklemeli performansini arastirmak icin calisiimistir.
Deney icin lipozom ornekleri 1ml olarak diyaliz membrana yerlestirilmis ve 10ml PBS
(7.2) 37°C'de salim ortamina birakilmistir. PTT'yi gostermek icin, 808 nm lazer, 5
dakika boyunca 2,5 W/cmz2 ile her bir zaman noktasinda salim ortamindaki ilag
tasiyici sistemin iceren diyaliz membrana isinlanmistir. Partikllerin 1sinmasi bir

termal kamera kullanilarak kaydedilmistir.
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3.4.1.2.1. 5-Fluorouracilin Salim Calismalari
Model lipid salim calismalari kapsaminda DPPC vezikillerin hidratlanma

asamasinda hidrofilik 5-Fluoruracil kapsulleme c¢alismalar gergeklestiriimistir. 1
mg/ml  5-Fluorouracil ¢ozeltisi 20:1 fosfolipit/ilac agirhigi  oraninda lipozom

suispansiyonuna eklenmistir.

i) Belirli bir miktari igin 37 °C'de,

i) ilkalan miktari ise altin kaplanarak 37 °C ve 55 °C'de salim baslatiimistir.

Salim ortami 10ml PBS (7.2) iginde gergeklestiriimistir. Salim ortamindan 0.25, 0.5,
1,2,3,4,5,6,24,48 saatte 100ul olacak sekilde 6rnek alinarak HPLC-UV (Thermo
Scientific) detektér ile mobil faz distle su pH (3.2)de analiz iglemleri
gerceklestiriimistir. Tez calismasi kapsaminda 5-fluorouracil L2(DPPC: DSPC: chol)
vezikalimizin hidratlanma asamasinda yine 20:1 fosfolipit/ila¢c agirhgr oraninda
vezikiul dispersiyonumuza eklenmigtir. Altin kaplayarak ve kaplanmamis vezikullerde

salim calismalari HPLC-UV (Thermo Scientific) detektor ile analiz edilmistir.

3.4.1.2.2. Resveratrol’ iin L2 Vezikiiliine Enkapsiile Edilmesi Salim Calismalari
Model lipid salim calismalari kapsaminda DPPC vezikillerin hidratlanma

asamasinda hidrofobik Resveratrol kapsilleme calismalart gerceklestirilmistir.
Resveratrol ¢ozeltisi 20:1 fosfolipit/ilac agirhgr oraninda lipozom sispansiyonuna

eklenmistir.

i) Belirli bir miktari icin 37 °C'de,

i) Kalan miktari ise altin kaplanarak 37 °C ve 55 °C'de salim baglatiimistir.

Salim ortami 10ml PBSPBS (7.2, %3 Tween-20 (w/v%)) icinde gerceklestirilmistir.
Salim ortamindan 0.25, 0.5, 1,2,3,4,5,6,24,48 saatte ornekler kuvetlere alinarak, UV-
vis spektrofotometre (Thermo Scientific) cihazi ile analizlenmistir. Her analizin

ardindan salim ortamindan alinan drnekler salim ortamina geri dokulmastar.

Tez calismasi kapsaminda Resveratrol L2(DPPC: DSPC: chol) vezikilimtzin
organik ¢oziciude ¢ozdurulduglu asamasinda yine 20:1 fosfolipit/ila¢ agirligr oraninda
vezikulimuize kapsullenmesi gerceklestirilmigtir. Altin kaplayarak ve kaplanmamis
vezikullerde salim calismalari UV-vis spektrofotometre (Thermo Scientific) cihazi ile

analiz edilmistir.
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3.4.1.2.3. 5-Fluorouracil ve Resveratrol ‘iin L2 Vezikiiliine Enkapsiile Edilmesi
ve Salim Calismalari

Model calisma kapsaminda DPPC vezikilimuz ile tez calismamiz kapsaminda
L2(DPPC: DSPC: chol) vezikulumiz ile; vezikullerin organik c¢ozicude
¢cbzundurdlduglu asamada 20:1 fosfolipit/ila¢c agirhgr oraninda Resveratrol lipid film
asamasinda dahil edilmistir. Daha iyi hidrate olabilmesi icin 4 °C'de gece boyu
bekletilmistir.  Hidratlama asamasindan ©6nceden hazirlanmis 5-fluorouracil
cozeltisinden 20:1 fosfolipit/ilac agirligi oraninda eklenmis ve lipid film hidrate edilmis
ardindan yedi saat boyunca sonikasyona tabi tutulmustur. Hem 5-FU ve RES iceren
lipozomlar hem de altin kaplanmis 5-FU ve RES igeren lipozomlara 37°C' ve 55°C'de
salim baslatiimistir. 5-FU HPLC-UV detektér, RES UV-vis spektrofotometre (Thermo
Scientific) cihazlari ile 0.25, 0.5, 1,2,3,4,5,6,24,48 saatte 6rnekler analiz edilmistir.

3.4.1.2.4. Rhodamine B’nin L1 Vezikiiliine Enkapsiile Edilmesi Salim
Calismalari
Model hidrofilik ila¢ olarak lipid salim calismalari kapsaminda; DPPC lipidi organik

¢oziicu icinde ¢ozinduriulmis ve lipid film olusturulmustur. Onceden sentezlenmis
altin kaph DPPC vezikilimiz (AL) ile hidratlama asamasinda Rhodamine B ile
hidratlanmistir. Bu asamadan sonra yedi saat sonikasyon islemi gerceklestirilmistir.
Sonikasyonun hemen ardindan 6.5mg/ml glikoz 1mg/ml jelatin eklenmis ve tekrar
hidratlanmistir. Stabilitesini korumasi ve lipozomdan ilag etken madde sizintisi

olmamasi icin 4 °C'de saklanmistir.

i) 37 °C'de,

1)) 55 °C'de ve

iii) 37 °C'den baslayarak 55°C, 65°C'ye kadar kademeli sekilde sicaklik
artistyla salim calismalari gerceklestiriimistir. UV-vis spektrofotometre
(Thermo Scientific) ile 553nm’de 0.25, 0.5, 1,2,3,4,5,6,24,48 zaman

noktalarinda drnekler analiz edilmigtir.
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3.4.1.2.5. Oksaliplatin’ in L1 Vezikiiliine Enkapsiile Edilmesi Salim Calismalari

Lipidlerimiz organik ¢o6zucu iginde ¢ozindurulmus ve lipid film olusturulmustur.
Onceden sentezlenmis altin kapli vezikulimiiz (AL1) ile hidratlama asamasinda oxa
hidratlanmistir. Bu asamadan sonra yedi saat sonikasyon islemi gerceklestirilmigtir.
Sonikasyonun hemen ardindan 6.5mg/ml glikoz 1mg/ml jelatin eklenmis ve tekrar
hidratlanmistir. Stabilitesini korumasi ve lipozomdan ila¢ etken madde sizintisina
karsilik 4 °C'de saklanmistir I) Sicakhga bagh salim (37 °C, 55 °C, 65°C) ii) NIR’ la

induklenen salimlar gerceklestirilmistir.

HPLC-UV detektor ile %10’luk asetonitril %90 distile su mobil fazinda pH 3.0’da
calisiimis ve pH’I ayarlamak icin hidroklorik asit kullaniimis olup 210nm’de 0.25, 0.5,
1,2,3,4,5,6,24,48 zaman noktalarinda ornekler analiz edilmistir. Lipozomlarin
hidratlanma asamasinda hidrofilik oxa kapsulleme calismalari gergeklestirilmistir. 1
mg/ml oxa cozeltisi 20:1 fosfolipit/ilag agirhigr oraninda lipozom sidspansiyonuna

eklenmistir.

i) Belirli bir miktari igcin 37 °C'de,

i) Kalan miktari ise altin kaplanarak 37 °C ve 55 °C'de salim baglatiimistir.
Salim ortami 10ml PBS (7.2) iginde gergeklestiriimistir. Salim ortamindan 0.25, 0.5,

1,2,3,4,5,6,24,48 saatte 100ul olacak sekilde ¢érnek alinarak HPLC-UV detektor ile

mobil faz distile su pH (3.2)'de analiz islemleri gerceklestirilmistir.

Tez calismasi kapsaminda oxa L2(DPPC: DSPC: chol) vezikilimizun hidratlanma
asamasinda yine 20:1 fosfolipit/ilagc agirhgr oraninda vezikdl dispersiyonumuza
eklenmistir. Altin kaplayarak ve kaplanmamis vezikillerde salim calismalari HPLC-

UV (Thermo Scientific) detektor ile analiz edilmistir

3.5. ila¢ Tasiyici Sistemin Karakterize Edilmesi
*Dinamik 1sik sacihmi (DLS) kullanilarak fosfat tamponlu Salin (PBS) icinde 1:20 kat

seyreltmede lipozomlarin boyutunu ve boyut dagilimini belirlemek icin kullaniimistir.
sLipozomlarin zeta potansiyeli, deiyonize suda seyreltildikten sonra 6lcuimastur.

sLipid formulasyonlari i¢in lipozomlarin jelden sivi-kristal faza gecis sicakligini
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(Tm) belirlemek tizere DSC kullanilmistir. Ornekler 25 °C'den 80 °C'ye kadar 1
°C/dak hizla isitiimistir.

*Altin indirgeme islemleri ve altin kapli lipozomlarin tekrar lipozom ile
kaplanmasindan sonra optik rezonansi UV-vis spektrofotometre (Thermo Scientific)

ile analiz edilmigtir.

*Ayrica lipozom, altin kapli lipozom ve lipozom kaplanmig altin kapli lipozomlar boyut
profili ve statik degerleri de AFM ile olculmustir. Ornekler cam lamel Uzerinde
1:300,1:400 ve 1:600 oranlarinda seyreltiimis ve liyofilize edildikten sonra analiz

edilmigtir.

eilac yikleme etkinligi, yukleme asamasinda lipozomlara eklenen toplam ilacin,
serbest ilacin diyaliz ile uzaklastinimasinin ardindan kalan ylzdesi olarak
hesaplanmigtir. Nihai ilag konsantrasyonlart HPLC kullanilarak 6lgulmustar.

3.5.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)
Ylzey topografyasinin gorintilenmek istenen yuzey cesidine baglh olarak uygun

kantilever secimi yapilarak, yuzeyde x-y-z tarama hareketleriyle, kantilever ucundan
yansiyan lazer isini ve ylzey arasindaki sinyal degisiklerinden yuizey topografyasinin
Ozelliklerini iceren bir goranti olusturur. Yuzey topografyasini yani sira, ylzeyin
sertligi, puorazlalugu, partikdillerin aglomerasyonu ve mekaniksel 6zelliklerini
incelemek mumkundur. Olgimler (PSIA Corporation, XE- 100E) noncontact modda
ACTA 10M tipi Cr-Au cantilever’lar kullanilarak ve 0.30-0.40 Hz. tarama hizinda
gerceklestirilmistir.

3.5.2. Zeta-potansiyel dlclimleri
Zeta Potansiyel 6lcultrken lazer i1sini partikillerin arasinda itme ve ¢ekme kuvvetleri

olusturur ve icinde bulundugu sivida bir kayma dizlemi meydana getirir. Bu kayma
duzlemi ve partikil ylzeyi arasinda ayni kuvvetlerin birbirini itmesi farkli kuvvetlerin
cekmesi ile stern tabakasi meydana gelir ve zeta potansiyel degeri olgulir. Bu
potansiyel degeri; Partiklllerin  stabilitesini, partikilin ylzey kimyasindaki

degisiklikleri belirlemek icin kullaniimaktadir.
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3.5.3. Isik Sacinim Yontemi (LS)
Dinamik Isik Sacilim Cihazinda, farkl acilarda lazer 1s1g1 uygulanarak, lazer 1S191

siddetinin partikillerden sacilan 1s1gin siddeti arasindaki degisimiyle boyut analiz ve
dagiliminin élcimu, sayica ve kitlece yorumu yapilabilmektedir. Ayrica cihazla statik

Isik sacilimi dlcimuide yapilarak partikil yapisi hakkinda fikir edinilebilmektedir.

3.5.4. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)
DSC termogramlarindaki sicaklik pikleri, gecis sicakliklari ve sicaklklardaki genis

gecis araliklari nanotasliyici sistemlerin termal davranisi, kararlihgi, uyumlulugu, ilag
kapsillemesi ve fiziksel 6zellikleri hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir. Bu bilgiler
nanotasiyici formuilasyonlarin optimizasyonu icin énemlidir. Ayrica; farkli bilesenler
iceren bir nanotasiyici sisteminde her bir bilesendeki farkli termal gecisler ve yeni
piklerin ortaya cikmasi, bilesenleri arasindaki faz ayriminin varligi sistem ve
bilesenler arasindaki etkilesimin bir kanitidir. Daha ytiksek baslangi¢ sicakhgdi ve
genis gecis araliklari da termal kararhdinin bir gostergesi olmaktadir.
Termodiyagramda camsi gegis sicakligi icerdigi bilesenlerin amorf yapida oldugunun

bir gostergesidir.

3.5.5. Yiuiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
Bir pompa yardimiyla mobil fazi sabit faz ile dolu bir kolondan numuneler gegirilir.

Dedektorden gecen analitin spesifik 6zellikleri 6nceden chromelon server
programinda secilir. Buna gére 6nceden olusturulmus kalibrasyon standartlarina gore
kolondan ayirma islemi analitin tutulma zamanina goére belirlenmis olur ve bu spesifik

surede elisyondan sonra analit 6lgimi cihaz tarafindan otomatik olarak saptanir.

3.5.6. UV-vis spektrofotometre
Ultraviyole-gorunidr (UV-vis spektrofotometre (Thermo Scientific) spektrofotometre

elektromanyetik spektrumun ultraviyole ve goruntr araliklarinda 1sik absorbansini
olcmek icin kullanilan bir tekniktir. Spesifik bir dalga boyunda numuneden emilen isik
miktarinin 6lctlmesi prensibine dayanir. UV-vis spektrofotometre (Thermo Scientific)
bu prensibi kullanarak bir numunedeki analitleri absorpsiyon 6zelliklerine gore olger.
Belirli zaman noktalarinda alinan numunelerin yiizde ilag salimi, tutunmayan ilag

miktari vb. hesaplamalar icin kullaniimistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calisma kapsaminda oOncelikle lipozom eldesi gerceklestirilmistir. Lipozom
olusturuldugundan emin olundugunda altin nanopartikillerin lipozom yizeyine

indirgeme islemleri gerceklestiriimis ve optimizasyonu Uzerinde calisiimistir.
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Optimizasyon parametreleri altin nanopartikillerin - fototermal etkilerinin  viicut
sicakhginin biraz Gzerinde olan hafif hipertermi (39°-41°C) geleneksel hipertermi (42-
45 °C) ve ablasyon (>50 °C) hipertermi degerleri ve lipozom ylizeyindeki stabilite ve
dagihimi degerlerinin iyilestiriimesine gore belirlenmigtir. Artan altin tuzu ve indirgeyici
ajan miktari ve kaplanilan lipozom boyutu ile optik rezonans arasindaki iligki tartisildi
ve literatlirle karsilastirildi. Bu calismada daha sonra, altin kapl lipozomlar
lipozomlar ile kaplanarak pankreas kanserinde su ana kadar en iyi terap6tik etkinin
goruldigis FOLFIRINOX grubu ilaglar ve bu ilaglarin modelleriyle nanotasiyici
sistemden coklu ve sirall ilag salim davranis ve kinetigi arastiriimistir. Burada model
ilaclar ve 5-FU ve oxaliplatin ayri ayri, ikili veya ucli ila¢ gruplar olarak
kapsullenmistir. Sicaklikla indiklenen salim kinetigi ve hipertermi potansiyel

incelenmigtir.

4.1. Lipozomlarin Hazirlanmasi

4.1.1. Lipidlerin ve Y6ntemin Belirlenmesi

Sectigimiz lipid bilesimleri lipozom sinifi icerisinde sicakliga duyarl klinige en
yakin formulasyon gruplarini olusturmaktadir. Termosensitif lipozomlarin ilk
versiyonlari, 16 karbonlu doymus yag asidi zincirlerine sahip bir fosfolipit olan
ve 41°C'lik bir erime sicakligina (Tm) sahip dipalmitoilfosfokolin (DPPC)'ye
dayanmaktadir. Yatvin ve arkadaslari tarafindan DPPC ile hafif HT araliginda
terapotik Ozellikte lipozom olusturan ilk kisilerdir. Daha sonra yapilan ¢alismalar
DPPC bazl lipozomlar hipertermi ile kombinasyon halinde kullanildiginda timor
ekstravazasyonunu arttirip terapotik etkinligi arttiran bir ilag seviyesi elde
edildigi goralmustur. Termal doz ol¢cimlerine dayali olarak, bu termosensitif
lipozom formulasyonlari, saglikli doku i¢cin 6nemli bir nekroz tehdidi olusturan
Isitma kosullari gerektirmektedir. DPPC'nin diger lipidlerle desteklenmesinin
membranin gecirgenligini artirabilecegi disunulmustir. Mills ve arkadaslari ilag
saliminin, ¢ift tabakada artan ila¢ ¢ozunurligia nedeniyle basit bir gelistirmeden
ziyade lizolipidler ile stabilize edilmis nano gb6zenekler yoluyla meydana
geldigini goéstermislerdir. LTSL'de MPPC (monopalmitolfosfotilkolin), MSPC (1-

stearoyl-2-hidroksi-sngliserol-3-fosfokolin) gibi lizolipidler bu sinirlarda birikir ve
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stabilize kusurlar olusturarak ilag saliniminin artmasina neden olur. Lipid
karisimlarini kullanmanin mantigi, coklu lipid tarlerinin mevcudiyetinin, bir nevi
nano boyutta kusurlar olusturarak gézenek artisina ve dolayisiyla gecirgenligin
artmasina yol agmasidir. Dolayisiyla faz gecis sicakliginda membran sizintisini
kolaylastirmak icin MSPC ve kolloidal stabiliteyi artirmak icin DSPE-PEG2000
dahil edilmistir.

Kanser tedavisi icin FDA onayli nanotasltyici bilesimlerin ¢cogu lipozomlara aittir.
Ozellikle kullanacagimiz lipid bilesimlerinden biri olan L1 formulasyonunun
hazirlama protokoll, Celsion'un ThermoDox ‘unu mimkin oldugunca yakindan
taklit etmektedir. Bu lipid bilesimi 'PanDOX’ adi altinda pankreas kanseri igin
baslatilmis hipertermi calismalarini kapsamaktadir. Belki de FDA tarafindan bu
kadar onay almis tasiyici grubuna olan ilginin yetersiz kalmasi ve bu bilesimin
Doxorubisin ilaci ile sinirli birakilmis olmasi kanser icin kritik bir nokta olmus
olabilir. Sadece doxorubisin ile sinirli kalmayarak bu bilesim ve diger
bilesimlerin daha ¢ok calisiimasi buyik 6nem arz etmektedir.

Literatirde ilag tastyici sistemler olarak kullaniimak (zere lipozomlari
hazirlamak amaciyla kullanilan gesitli yollar mevcuttur. Bu tez calismasinda,
literatirde siklikla tercih edilen ince film hidrasyon yoéntemiyle lipozomlar
hazirlanmistir. Daha 6nce de belirtildigi gibi, eski ve guvenilir bir yéntem olup,
lipid film olusum asamasi ve hidratlama asamasinda ayri ayri hidrofobik ve

hidrofilik ilaclarin kapsullenmesine olanak tanimasi agisindan avantajhdir.

Calisma kapsaminda model ila¢ tasiyici sistem sentezi olarak DPPC lipidi ile
baslanmistir. Model calismaya bu lipid ile baslanmasinin sebebi aslinda tez
calismasinda kullaniimasi hedeflenen MSPC, DSPC, kolesterol lipidleri ile
olusturulacak olan bilesimlere olan benzerliginin taklididir. Tez calismasi
kapsaminda tercih edilen bu lipidler 6zellikle farmasétik ve biyomedikal
uygulamalarda tercih edilen, biyouyumlu ve biyolojik ortamda parcalanabilen,
FDA onayl lipidlerdir. Lipozomlar, daha 6nce sicakhga duyarli kontrolli salim
sergiledigi bir lipit bilesimi kullanilarak sentetik lipitlerden hazirlanmistir; L1
lipozomumuz, dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC), 1-stearoyl-2-hidroksi-sngliserol-
3-fosfokolin (MSPC) ve dipalmitoilfosfatidiletanolamin- [N-metoksi (polietilen
glikol)-2000] (DSPE-PEG2000, 86:10:4 molar oraninda olusturulmustur. L2
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lipozomumuz ise; dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC), DSPC ve kolesterol
lipitlerinden olusmaktadir ve 59:39:2 M orandadir. Bu lipid bilesimlerine dayall
lipozomlarin  sentezi, lipid kompozisyonlari arasindaki erime noktasi
farklihgindan faydalanilarak sicaklija duyarli sirali ¢coklu ila¢ salimi yapan ic ice

lipozomal bir tasiyici sistemin gelistiriimesi mantigina dayanir.
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Sekil 4.1: DPPC vezikulin a AFM topografya gorinti b AFM ¢izgi profili ve ¢ DLS

analizi sonucu 90°’de elde edilen hidrodinamik yaricap goruntusa.

4.1.3. Lipozomlarin Karakterizasyonu

Sekil 4.1'a de goruldugu tGzere sonikasyon dncesi olusan dispersiyon opak-bulutlu bir
gorinime sahiptir.  Sonikasyon (320W, 7saat) islemi lipozom olusumunun
gerceklesmesini saglamistir. DLS ile vyapilan incelemede hazirlanan DPPC
lipozomlarin hidrodinamik yarigaplari 69.45+7,95 olarak belirlenmistir. Temiz bir cam
yuzey Uzerinde hazirlanan orneklerin AFM goruntileri incelendiginde ise yapilarin
kuresel (globuler) geometrisi acik olarak gortlmekle birlikte caplart 111.4+9.5nm
olarak belirlenmigtir. DLS’den elde edilen sonuglarin hidrodinamik yaricapin bir
karsihgidir ve her iki karakterizasyon yontemi ile analizlenen sonuclarin birbirlerini

dogrular nitelikte oldugu goérilmustdir.
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Sekil 4.2: Lipozomlarin ekstride edilmemig(lstteki) ve ekstride edilmig(alttaki)

¢Ozelti renginin Hamilton siringalarindaki gorantisu.

Lipozomlarin hazirlanmasinda sonikasyon ile enerji verilmesine ve dolayisi ile
lipozomlarin olugsmasini saglanmasinin yani sira ekstrizyon yontemi de siklikla
kullaniimaktadir. Ekstrizyon yontemi ile dar bir boyut dagiliminda lipozom
hazirlanabilmektedir.  Sekil  4.4'te ekstrlzyon oOncesi ve sonrasi DPPC

dispersiyonlarin goérinttsid sunulmustur.
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Sekil 4.4: DPPC dispersiyonu DLS analizi sonucu 90°°de elde edilen hidrodinamik

yaricap goruntusu.

Sonikasyon o6ncesi ve sonrasi yapilarin boyutlari DLS ile de incelenmistir.
Sonikasyon sonrasi lipozom yapilart olusmakta ancak boyut dagilimlari
oldukca genis oldugu Cizelge4.1'de gorilmektedir. Ekstriizyon islemi sonrasi
ise dar bir boyut dagilimina sahip 69.45+7.957 nm vyari ¢capli vezikillerin elde

edildigi anlasiimaktadir.
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Cizelge 4.1: DPPC dispersiyonunun 90°'de elde edilen hidrodinamik yaricap
degerleri.

Partikdl PDI DLS, nm

DPPC-sonikasyon 0.49 +0.02 40 +6
352+107

DPPC-ekstriizyon 0.143 *0.035 69.5+8

4.2. Lipozomlarin Yiizeyine Altin Nanopartikiillerin Kaplanmasi Altin Kapl
Lipozomlarin (AL) Karakterizasyonu

Olusturulan unilamellar lipozom sistemi altin nanopartikil ile kaplanacaktir.
Nanopartikiller, insan hastaliklarinin tespiti ve tedavisi icin umut vaat etse de
toksisite ila¢ kapsiilleme ve salim kapasiteleri model calisma olarak DPPC
lipozomunun 6nce altin kaplanip daha stabil ve erime noktasi daha ytksek bir
kompartmana donustirtlerek tekrar DPPC lipozomuyla kaplanmasi ve bu
erime noktasi farkindan yararlanilarak sicakliga duyarli sirali salim yapan
coklu i¢ ice bir tasiyict sistemin gelistiriimesi mantigina dayanir.  Ayrica
fototermal terapi calismalarinda altin nanopartikiliin ayarlanabilir plazmon
rezonans 0Ozelligi sayesinde etkili bir hipertermi tedavisi elde edilebilir. Tez
calismasinda kullaniimasi hedeflenen asil lipidler ise farkli erime noktalarina
sahip lipid kompozisyonlarinin lipozomal sistemlerini icermektedir. Ardindan
olusturulan bu unilamellar lipozom sistemi altin nanopartikil ile kaplanacaktir.
Nanopartikiller, insan hastaliklarinin tespiti ve tedavisi icin umut vaat etse de
toksisite potansiyel klinik ¢evirinin dntindeki en biyuk engel olmaya devam
etmektedir. ABD Gida ve ilag idaresi (FDA) insan viicuduna enjekte edilen
ajanlarin, oOzellikle de teshis ajanlarinin, makul bir sire igcinde tamamen
temizlenmesini sart kosmustur. Bu politika, tim vicut klirensinin maruziyet
egrisi altindaki alani en aza indirmesi agisindan mantikhdir. Ayrica ajanin diger
tani testleriyle etkilesime girme olasiigini da en aza indirir. Ornegin,
nanoteknoloji literatiriinde yaygin olarak kullanilan altin, kemikten bile 150 kat

daha ylksek bir dogrusal zayiflama katsayisina sahiptir ve intraven6z olarak
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enjekte edilen dozlarda, 6Ozellikle biriktigi karaciger gibi organlarda, dogru
bilgisayarli tomografik (BT) taramay! muhtemelen engelleyecektir.[88] Bu arka
planin karsisinda nanopartikiillerin dogal stabilitesi yer almaktadir. Nitekim
yakin zamanda yapilan bir calisma, organik kaplamaya sahip kuantum
noktalarinin vicutta en az iki yil boyunca tutuldugunu ve floresan kaldigini
gostermektedir.[88] Klinik kullanim icin 6nerilen bircok nanometre boyutundaki
nanotasiyici sistemin agir metaller icerdigi dusunuldiginde, bu tir stabil
partikullerin onayi olasi degildir ve bdyle bir onay i¢in gerekli olacak uzun
vadeli toksisite calismalari, klinik ceviriyi caydirmaya devam edecektir.
Toksisite ve vicut Klirensi endiseleri g6z ©6nunde bulunduruldugunda

calismada sentezlenmesi hedeflenen altin nanopartikiller;

1) vicuttan tamamen atilmasina izin vermek icin 3-5 nm boyutunda

velveya
2) toksik olmayan bilesenlere sahip bir formilasyon ve/veya

3) temizlenebilir bilesenlere biyolojik olarak parcalanabilirlik gibi 6zelliklere
sahiptir.

Soyle ki; sentezlenmesi planlanan lipozomal tasiyici sistem ylzeyinde altin
nanopartikdller in situ reaksiyon yontemiyle indirgenecektir. Bu sayede, 3-5nm
boyut araligina ve optik rezonans spektrumuna gore kiresel ve 590nm’de pik
vermesi beklenen bu partikiller, lipozomal ylizeye indirgendiginde daha buyuk
bir altin nanopartikiler sistem gibi davranmakta ve literatiire gore kirmizi
olmasi beklenen ¢ozelti altin partikl ¢ozeltisi mavi-yesil renginde bir reaksiyon
gOstermektedir. Lipozomlara altin  kaplama asamasinda; Altin
nanopartikillerin lipozom ytzeyine tutturulmasinda iki ana yaklasim kullanmak
mimkindiar. Bunlardan biri altin prekdrsorlerin lipozom ile etkilesmesini
saglamak ylzeye adsorbe olan altin tuzunun eklenen indirgeyici ajan askorbik
asitle indirgenmesini saglar. Daha sonra indirgeyici ajanin eklenmesiyle
ylizeyde indirgemenin gerceklesmesi beklenmektedir. ikinci yaklasim ise Au
NP’lerin olusturulmasi ve ylzeye elektrostatik hidrojen bagi, vanderwalls
etkilesimleri gibi etkilesimlerle tutunmasi saglanabilir. Bizim calismamizda

bahsedilen birinci yaklasim kullanilacaktir.
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Sekil 4.5: a DPPC lipozomu ve AL dispersiyon goruntisu b AL lipozomu semasi.

Spektral ayarlanabilirlik, altin kaplamanin kati metalik bir nano kabuk yerine
destekleyici lipozomun yluzeyinde kucik metalik kiimelerden olusan bir kaplama

olusturdugunu gostermektedir. Bu nedenle, bu diizenegin plazmon rezonansinin
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Sekil 4.6: AL vezikulinin a AFM topografya goruntt b AFM c¢izgi profili ve ¢ DLS
analizi sonucu 90°'de elde edilen hidrodinamik yarigap gorintisu.

Lipozomal iskelenin stabilitesine baglh oldugunu varsaylyoruz. Kendi kendini
destekleyen kati metalik bir kabuk, lipozom bozulduktan sonra bile seklini ve iliskili

optik 6zelliklerini korumasi anlamina gelmektedir. Yapilan model ¢alismalarda sadece
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DPPC kullanilarak vezikil olusturulmus bu vezikillerin boyutlari sonikasyonla 39.9
5.7, 352.3 £106.9nm ekstriizyonla 69.45+7.957 civarinda oldugu tespit edilmistir. Bu
vezikiuller 39,04mg/ml altin tuzu ve 88,06mg/ml indirgeyici ajan askorbik asit
eklenmis ve ylzeyde nanopartikil olusumu takip edilmis yapilar UV-vis
spektroskopisi ve DLS ile karakterize edilmistir. Altin kapl lipozomlarin boyutlari
incelendiginde ise DLS sonuclarli sonikasyon yontemiyle 37 +22.1; 366 +184.6
ekstriizyon yontemiyle ise78 £32nm olarak belirlenmistir. AFM analizlerinin sonugclari
incelendiginde ise lipozom boyutu 130+33nm olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.7: Altin kapli lipozomlarin 46,8ug HAuCl4/mg lipid oraninda UV-vis

spektrumu.

Daha sonra bu altin kaph lipozomal tasiyici sistem, thiol grubu olan uygun
konsantrasyonda DTT eklenerek daha stabil bir yapi halini almasi beklenmektedir.
Once 1ml altin kaph nanopartikil dispersiyonu basina 0.5pul ve 1ul DDT ile
calisiimistir. AL cozeltisine 0.5ul DTT eklenmesi durumunda partikillerin daha stabil
ve monodispers boyut dagihmina sahip oldugu S$ekil4.7.’de goéruldugu Uzere bu
oranla ¢alismalara devam edilmistir. Cizelge 4.2’deki hidrodinamik yaricap verilerine
gore AL+1ul DTT inkUbesinde 50.9833 +26.544; 341 £173.707nm araliginda
partikiller elde edilmistir. 0.5ul DTT eklenmesi durumunda bu boyut arahdr 29.1
+23.38; 239 +44.337nm araligina dismustur. Bu da 1pl DTT eklenmesi durumunda
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partiktllerin aglomere olabilecegini distundiurmustir ve bu yizden 0.5ul DTT ile

calismalara devam edilmistir.

AL AL+ 1pl DTT

it X, | (IE SN Dutyl] = 73001
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Sekil 4.8: Altin kapli lipozomlarin farkli oranlarda DTT inklibesi sonucunda DLS

analizi sonucu 90°’de elde edilen hidrodinamik yaricap goruntusa.

Cizelge 4.2: Altin kaph vezikillerin farkli oranlarda DTT ile inkiibe edilmis DLS
analizi sonucu 90°'de elde edilen hidrodinamik yaricaplari.

Partikul PDI DLS
AL 0.452 +0.022 37 £22.1
366 +184.6

AL+1pul DTT 0.4718 £0.0107 50.9833 +26.544

341 £173.707
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AL+0.5ul DTT ]0.3356 +0.0218 29.1 +23.38
239 +44.337

4.2.1. Altin Miktarinin ve indirgeyici Ajan Askorbik Asit Oraninin Belirlenmesi

Lipozom ylzeyindeki altin nanopartikillerin stabilizasyonunu sagladiktan sonra aurik
klorir ve indirgeyici ajan askorbik asitin oranlari hafif ve ablasyon hipertermi
araliginda fototermal terapi etkisi gosterebilmesi amaci ile optimize edilmeye
calisiimistir. Bunun igin 6ncelikle galismalarda farkli aurik klortr ve askorbik asit
oranlari ile baslanmistir. DTT inkubesi ile fototermal etkiyi arttirdigi g6z 6ninde
bulunduruldugunda lipid basina 56.66ug/ml oraninda aurik klorir ve 70.45ug/mL

askorbik asit kullaniimaya karar verilmistir. (Sekil 4.9)
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Sekil 4.8: Farkli oranlarda HAuCl4/mg lipid UV-vis spektrumu.

Oncelikle altin tuzu ve indirgeyici ajan askorbik asidin farkli oranlariyla calisiimistir.
Optik rezonans ve boyutlari analizlenmistir. UV-vis spektrofotometreleri ise en yiksek
altin tuzu olan 140,5ug HauCl4/mg lipid ise daha yiksek ve genis bir pik ile
sonuclanmis ayrica yapilan analizlerde piklerde beklenen yiksek dalga boylarinda

pikler gorulmekle birlikte spektrumlarda kaymalar gozlemlenmistir. (Sekil 4.8)
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Buradaki spektrum kaymalari lipozom ve altin nanopartikil kaplama kalinhiginin

oranina gore degismektedir. [88]
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Sekil 4.9: Altin kaph lipozomlarin (sari egri) ve DTT ile inkibe edilmis altin kaph
lipozomlarin (kirmizi egri) 15 dakika 1 W/cm2 808nm’de NIR uygulama isinma
grafigi.

Nano kabuklar buyudigiunde, morétesi ve gorinir aralikta daha fazla 1sik emerler.
Buydmenin ilk asamalarinda nano kabuklar, 1sik emiliminde belirli bir tepe noktasina
sahip cozeltideki kirmizi altin partikillere benzerler. Buyudikce bu tepe noktasi
hafifce daha uzun dalga boylarina kayar. Biyuyen kolloidal adsorbatlar birlesmeye ve
nanoparcacik yuzeyinde adalar olusturmaya basladikca, bu tepe noktasi, en boy
oranlari dagilimina sahip parcgaciklarin genis bir omuz karakteristigine dondsur. Yani,
rezonans piklerinin konumu ve boyutu ile emilen ve sacilan 1sik arasindaki denge,
nano kabugun toplam boyutuna baghdir. Dolayisiyla, c¢ekirdegin kabuga oraninin
yani sira, nano kabugun gercek boyutu da farkli dalga boylarindaki isikla nasil
etkilesime girdigini etkiler. Bu asamada, gozlemlenen isik emilimi, Mie 151k sa¢limim
teorisi ile aciklanir. (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10: A) Mie hesaplamalarinda kullanilan altin kapl lipozomlarin sematik
modeli. B) Lipozom preparatlarinin spektrumlari.[135]
Cizelge 4.3: Farkhh HAuCl4 Kkonsantrasyonlarina isleme tabi tutulan
lipozomlarin DLS analizi sonucu 90°’de elde edilen hidrodinamik yaricaplari.

Partikal PDI DLS

AL (23,4pg HauCl4/mg 0.38 +£0.03 50.3 £42.3

lipid)
359 +96.54
AL (46,8ug HauCl4/mg 0.49 +0.013 77 £25
lipid) 456 £200
AL (93,7pg HauCl4/mg 0.34 +0.05 14.12 +8.4
lipid) 70 +28
463 £115

AL (140,5ug HauCl4/mg __ |0.36 +0.06 22.5 £5.23
lipid) 422 +110.5

Cizelge 4.3'te goruldagu uzere DPPC vezikil c¢ozeltisine eklenen altin tuzu ve
askorbik asit miktari arttikca AL vezikulinin boyut araligi giderek artmistir. Altin tuzu
ve askorbik asit oraninin artmasiyla birlikte boyut dagihmindaki ve UV-vis

spektrumundaki anlamli artis yizeye indirgenen altin varligini dogrular niteliktedir.

58



4.2.2. Altin Kaph Lipozomlarin Triton X-100 ile Bozulmasi

Lipozomu plazmon rezonant yapilar icin destek olarak kullanmanin gizelligi,
bozunma yetenekleridir. Bu 6zelligin yarari, plazmon rezonans yapilarinin in vivo
kullanimini mamkin kilabilmesidir, oysa bu cekirdek yapi olmadan yakin kizil6tesi
araliginda rezonans olusturmak igin gerekli boyut, bunlarin bdbrekler yoluyla
vicuttan hizli bir sekilde temizlenmesini engelleyecektir. Bu deney dizisinin amaci,
altin kaph lipozomlarin parcalanabilecegini dogrulamak, bu sistemdeki plazmon
rezonansinin lipozomun yapisiyla dogrudan baglantii oldugunu gostermek ve
ylzeydeki altin parcaciklarinin boyutuna dair kanit saglamaktir. Dispersiyona eklenen
ylzey aktif madde, lipit cift katmanlh zari kirar. Triton X-100, bu tir calismalar igin
yaygin olarak kullanilan iyonik olmayan yuzey aktif maddedir. Lipozomlarin 55°C'de 1
mL %20 Triton X-100 ile bir saatlik inkiilbasyonu, daha 6nce var olan solisyondan
optik yogunlugun tamamen giderilmesi ile sonuglanarak yapilarin parcalandigini
gOstermektedir.

Sekil 4.10: AL (sol) ve Triton X-100 ile inkiibe edilmis AL (sag) goruntisa.

Altin kaph lipozomlarin iyonik olmayan bir ylzey aktif madde olan Triton X-100 ile
inkiibasyon yoluyla c¢6zinmesi, altin nano kabuklarin plazmon rezonans
karakteristiginin yani sira lipozomlarin kisa dalga boylu sacilma karakteristiginin
kaybiyla sonuclanmistir. (Sekil 4.11)
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Gorundr veya yakin kizilétesi aralikta plazmon rezonansinin olmamasi, altinin artik
kabuk benzeri yapilarda organize olmadigini ve kalan altin nanoparcaciklarin capinin

tek nanometre mertebesinde oldugunu gosterir. (Sekil 4.11)
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Sekil 4.11: Altin kaplh lipozom ve Triton X-100 ile inkiibe edilmis altin kapli lipozomun

UV-vis spektrumu.

Sekil 4.12'te Triton X-100 ile inkibe edilmis altin kapl lipozomlarin DLS analizi
sonucu 90°'de elde edilen hidrodinamik yaricap goruntileri ve Cizelge 4.4’te 90°'de
elde edilen hidrodinamik yaricap degerleri yer almaktadir. Bu gortntiler sonuclar
incelendiginde altin kaph lipozomlarin 90°'deki hidrodinamik yaricaplarinin boyut
dagilim pikleri yaricaplari daha kucuk yapilarin meydana geldigi gorilmektedir. Bu da

yapisal stabilitedeki bozulmanin bir gostergesidir.
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Sekil 4.12: Triton X-100 ile inkube edilmis altin kapli lipozomlarin DLS analizi sonucu
90°'de elde edilen hidrodinamik yari¢cap goruntisu. A) AL, B) AL+ Triton x-100

Cizelge 4.4: Altin kapli vezikul ve Triton X-100 ile inkibe edilmis altin kapli
lipozomlarin sonucu 90°'de elde edilen hidrodinamik yaricap tablosu

Partikul PDI DLS
AL (46,8ug [0.34 £0.05 (14 =8
HauCl4/mg lipid)
lipozom 70 £28
463 =115
AL (46,8ug [0.51 £0.03 3.6+
HauCl4/mg lipid) 0.5
Triton x-100 '
lipozom 60
+32
203+88
805 203
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4.3. LAL

Model calisma kapsaminda DPPC(L) ile ¢calisiimistir. Altin kaph DPPC tekrar DPPC
ile olusan cift tabaka ile kaplanmistir (i¢ ice vezikil). Tez ¢alismasi kapsaminda asil
calisiimasi planlanan bilesimler ise; AL'yi tekrar ¢ift tabaka ile kaplamanin daha stabil
bir yapiya sahip olmasi beklenmektedir. Ayrica Au inert ve biyouyumlu bir malzeme
olarak kabul edilse de vucut sisteminde Au birikimi, kontrolsiiz dagihmi dnemli saglik
problemlerine yol agabilmektedir. Au NP’ler kisa dolasim siresi nedeniyle dusuk
tumor hedefleme yetenegi, viicut sisteminde uzun sireli tutulma nedeniyle potansiyel
toksisite ve biyolojik dagilimin invaziv olmayan degerlendirmesinin zorlugu gibi

dezavantajlari vardir. LAL bu yiizden de AL’ den her bakimdan daha avantajlidir.

Curnce i) Etire) Angwidey)

HRes [0 0.2 -0.088
W Geeen 0104 18129 -18.386
L= 000 22378 15603

Channel . 25 wathi = ZB0E+002 D.slaf1] = 1.002+000

Sekil 4.13: LAL lipozomlarinin a) AFM topografya gorintistu b) AFM cizgi profili, c)

DLS analizi sonucu 90°'de elde edilen hidrodinamik yaricap gorintisu.

Lipozom kaplanmis altin kapli lipozomlarin boyutlari incelendiginde ise DLS sonuclari
ortalama 241.7 38,2 olarak analizlenmistir. AFM analizlerinin  sonuclari
incelendiginde ise 216+22nm olarak analizlenmistir. DLS ve AFM ile analizlenen
partikul boyut degerlerinin birbirini dogrular nitelikte oldugu gorulmektedir. (Sekil 4.13)
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Sekil 4.14: DPPC, AL ve LAL UV-vis spektrumlan A) 46,8ug HAuCl4/mg lipid B)
93,7ug HAuCI4/mg lipid

Cahisma kapsaminda farkh oranlarda LAL oranlarinda denenmistir. Sekil 4.14'te
DPPC, AL ve LAL UV-vis spektrumlarinda da goruldigu gibi DPPC ve LAL piki daha
yuksek absorbans degerinden basladigi goértulmektedir. AL 'nin daha asagidan
baslayan piki ise lipozom yuzeyinde altin indirgenme isleminin basarili bir sekilde
gerceklestirildiginin ayrica LAL 'in de basari bir sekilde olustugunun bir géstergesidir.

Hazirlanan lipozomlarin DLS analiz sonuglari Cizelge 4.5'te sunulmustur. Bu
sonuclarda farkli konsantrasyonlarda kloroaurik asit kullanilarak hazirlanmis AL
lerden olusturulan LAL ‘lerin 90°de elde edilen hidrodinamik yaricap degerleri
gorulmektedir. Kullanilan Kloroaurik asit orani arttikga hidrodinamik yaricap degerleri

artmaktadir.
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Cizelge 4.5: LAL 90°de elde edilen hidrodinamik yaricap boyut degerleri.

Partikul PDI DLS (nm)
LAL (23,4pg HauCl4/mg|0.42 +£0.023 28 *14
lipid)

251 +£30.2
LAL (46,8ug HauCl4/mg|0.51 +£0.02 (81.23 +48
lipid)

537 £342.2
LAL (140,5pg HauCl4/mg|0.5 £0.03 20 *12
lipid)

162 *77

776 £183
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Sekil 4.15: DPPC, AL ve LAL AFM topografya gorintist ve ¢izgi profilleri.

DPPC lipozomu, altin kaph lipozom (AL) ve lipozom kaplanmis altin kapl
lipozomlarin (LAL) sekil4.15te gorulmektedir. ‘Cizgi Profilleri’ de sekillerin hemen
ardindan verilmigtir. Bu profiller arasinda bir karsilastirma yapildiginda; lipozomun ve
LAL ‘in profillerinin AL profillerine kiyasla daha purtzsiz oldugu goérilmektedir. AFM
statik degerlerinden biri olan ve yilizey purizluliginin bir karsiligi olan Ra ortalama
degerleri lipozom igin 1.3 £1, AL i¢in 16.88 2.3, LAL i¢in 5. 1
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+2.3 nm araligindadir. Bu degerler arasindaki iliskiden de goruldigu Uzere yuzey
purazltlaga altin kaph lipozomda daha fazladir. Lipozom kaplama ile de diismektedir.

Bu da bu ¢l kompartmanin olusturulduguna dair bir kanit saglamaktadir.

18
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ylizey plrtizlilik degeri(nm)
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partikil

o M OB oG @
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Sekil 4.16: DPPC lipozomunun, AL ve LAL ‘in ylzey purizlilik bar grafigi ve

sematize goruntisa.

Altin kaplama islemi yukli lipozomlarin boyutunu veya zeta potansiyelini dnemli
Olcude degistirmemektedir. TUm numunelerin 6lcllen zeta potansiyeli oldukca disik
olup mutlak degeri 1 mV veya altindadir; DPPC veziklli 6.51mV zeta potansiyel
degerine sahiptir. AL ‘de 0.69 mV' luk dusik zeta potansiyeli gdzlenmistir ki bu,
ciplak Au NP’lerin- 20 ila 40 mV arasinda degisen disuk zeta potansiyeline sahip
olmasi nedeniyle lipozoma basarili Au kaplamasinin dolayh kaniti olabilir. (Sekil 4.16)
AL bir lipozomal katman daha kapladiginda, dis lipozomal katmanin zeta potansiyeli
2.12 mV' a yukselmigstir. Literatirdeki diger potansiyel degerleriyle birlikte tekrar

lipozom kaplandigini destekler niteliktedir.
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4.4. Stabilite Calismalari

AL ve LAL sentezlendikten tG¢ ay sonra DLS ile tekrar analiz edilmis ve

sentezlendikten sonraki analiz degerleriyle karsilastiriimistir.

Cizelge 4.6: AL ve LAL ug¢ ay sonra 90°de elde edilen hidrodinamik yaricap
boyut degerleri.

Partikal PDI DLS Sentezden 3 ay |Sentezden 3 ay
Sonra, PDI Sonra, DLS
AL (46,8ug |0.34 14+8 0.5+0.01 29+12.14
+0.05
HauCl4/mg 70+28 67 +18
Lipid)
463 +115 183 +72
500 +194
LAL (46,8ug [0.51 81 +48 0.5+0.09 54+40.34
+0.02
HauCl4/mg 537 +342 242+60.34
Lipid)
570+162

Cizelge 4.6'da verilen degerlere bakildiginda, AL icin hidrodinamik yaricapta
%7,99'lik bir artis gbzlemlenmistir. LAL’ de ise %5,95’lik artis hesaplanmistir. Burada
AL de fazla artis olmasinin sebebinin altin nanopartiktllerin ¢ékme egilimidir. Burada
LAL ’'de AL ‘'ye oranla daha dusuk hidrodinamik yaricap arisi ise altin
nanopartikillerin tekrar lipozom kaplanmasiyla birlikte daha stabil hale geldiginin bir
gostergesidir. Yapilan bir ¢calismada altin kapli lipozom stabilitelerinin eklenen altin
miktarina bagh oldugu gorulmustur. Lipozom ylzeyine indirgenen altin miktarina
bagli olarak ¢okelmeyi hizlandirdig1 dusunulmustur. Partikillerimizde boyut artisi ve

stabilite degerlendirmesi literattirle uyumlu bulunmustur. [88]

4.5. Fototermal Etki ve Fototermal Verimliliklerinin incelenmesi

lla¢ tastyan bir altin nanopartikile NIR uygulamak, terapotik kargonun salinimini
tetiklemek icin etkili bir yol olabilir. Calismanin bu asamasinda farkli oranlarda AL ve
LAL partiktllere fototermal terapi uygulanmis ve LS ve UV-vis spektrofotometresi ile
degisiklikler takip edilmigtir.
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Hem AL hem de LAL 500 nm'den baslayan ve 900 nm'de pik yapan genis bir
absorbans bandina sahiptir. Sekil 17° de AL ve LAL ‘in 15 dakika boyunca 1 W/cm2
808 nm lazer i1sinlamasi altinda sicaklik artisi etkili fototermal dontisum yeteneklerine
sahip oldugunu gostermistir. LAL ve AL ¢Ozeltilerinin sicakliklari 15 dakika boyunca
sirasiyla 25 °C'den 45.6 +4,8 °C'ye ve 53%0,8 °C'ye yikselmistir.
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Sekil 4.17: AL ve LAL ‘in fototermal etkisi. 15 dakika boyunca 1 W/cm2 giicte 808 nm
lazer isinimi altinda AL ve LAL ‘in fototermal etkisinin degerlendirilmesi. A) 46,8ug
HAuCl4/mg lipid B) 93,7ug HAuCl4/mg lipid

AL ve LAL fototermal donusimde benzer sekilde etkili olmustur. Ayrica fototermal
etkinin LAL c¢ozeltisindeki Au konsantrasyonuyla orantili olarak arttigini gézlemledik.
(Sekil 4.17) Hem AL hem de LAL, lazer i1sinlama a¢cma/kapama dongusunin g
tekrari sirasinda kararli sicaklik artisi gostererek pratik uygulamalarda tek
enjeksiyonla birden fazla PTT kdrd icin kullaniimalarina olanak saglayabilir. (Sekil
4.18)
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Sekil 4.18: Lazer agma/kapama dongusunin 3 tekrari sirasinda AL ve LAL'nin termal
kararhliginin dogrulanmasi. A) 46,8ug HAuCl4/mg lipid B) 93,7ug HAuCl4/mg lipid

Lazer 1sinlamasindan sonra hiperterminin nano sistem Uzerindeki etkisi UV-vis
spektrofotometresi, DLS ile degerlendirilmistir. 15 dakikalik 1sinlamadan sonra nano
sistem, Isinlama yapilmayan nano sisteminkine kiyasla daha yiksek yogunlukta bir
NIR absorpsiyon spektrumu go6stermistir. Boyut dagihimi, 1sinlamadan sonra
nanoparcaclk populasyonunda bir degisiklik gostererek daha yiksek polidispersiteye
sahip bir dagilim ve daha kuagik boyutlarda nanopargacik populasyonu
olusturmustur. UV-vis spektrofotometresi ve DLS'den elde edilen bu sonuglar, altin

nanopartikiler tabanli bu nano sistemlerin, muhtemelen NIR aydinlatmasi sirasinda
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AuNP'nin maruz kaldigi lokalize yuksek sicakliklarin ve fiziksel olaylarin etkisiyle altin

nanopartikil ayrismasina ugradigini gosterebilir. (Sekil 4.19)
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Sekil 4.19: Lazer isinlamasinin 46,8ug HAuCl4/mg lipid oranina sahip AL, LAL

lipozomlarinda UV-vis spektrumu.
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Sekil 4.20: Lazer isinlamasinin 93,7ug HAuCl4/mg lipid oranina sahip AL, LAL
lipozomlarinda UV-vis spektrumu etkisinin degerlendirilmesi.

Sekil4.20'de gorilen mavi egri LAL PTT 6ncesi ve mavi egri ise LAL PTT sonrasi
lipozom dispersiyonlarina ait spektrumlardir. Absorbans degerinde artis gorulmus
bunun ise lipozom Ust katmaninin kismen bozunmasi ve disariya serbest altin
partiktlleri cikmasi olarak yorumlanmistir. Yine LS sonuclarina da bakildiginda LAL
partiktllerin PTT 6ncesi boyut dagiliminin 81.23 +48; 537 +342.2 PTT sonrasi ise
28.41 +8.216; 264.2 +65.881 boyutlarda daha kucuk partiktller meydana gelmistir bu
da dis katmanin bozuldugunun diger bir gostergesidir. Sekil 4.19 ve 4.20
karsilastinildiginda absorbans spektrumundaki degisimin 46,8ug HAuCl4/mg lipid

oranindaki lipozomda daha stabil kaldigi gérulmektedir.
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4.6. Lipozomal ilac Tasiyici Sistemin Enkapsiilasyon ve Salim Ozelliklerinin
Incelenmesi

Yiksek ila¢ yuklemesi ve ilaclarin kontrolli salinimi, biyoyararlanimi iyilestirdigi ve
ilaglarin normal dokulara toksisitesini azalttigr icin ila¢c yukli nanopartikillerin
avantajlandir. ilag yukli LAL ve L1AL2 tasiyici sistemleri 5-Fu, oxaliplatin,
Resveratrol ve Rhodamine b karakteristik absorpsiyon bantlarina sahip oldugundan,
ilaclarin  LAL ve L1ALZ2'lerde basarili bir sekilde kapsullendigini yiiksek performansli
sivi  kromatografisi (HPLC) analizleri ile dogrulanmistir. Daha sonra ilag
enkapsulasyon verimleri incelenmis ve sonuglar hibrit LPNP'lerin hidrofilik ve
hidrofobik ilaclarin birlikte dagitimi icin etkili oldugunu, 6zellikle Resveratrol’ Un
enkapsulasyon verimliliginin %92'ye kadar cikabilecegini ve 5-Fu ve Oxa ve
Rhodamine b'nin en yiksek enkapsulasyon verimliliklerinin sirasiyla %49, %46,
%36,7 oldugunu gostermistir. ilac yuklii LAL ve L1AL2 boyut dadilimi DLS ile analiz

edilmistir.

l. 5-Fu ve RES igeren AL'ler

Il. 5-Fu, RES ve Oxa iceren LAL'ler
Il. 5-Fu ve RES iceren AL2'ler

V. 5-Fu, RES ve Oxa iceren L1AL2'ler

llac taslyici sistemlerin salim calismalari, sicaklikla indiiklenen ve NIR’la indiklenen
olarak ikiye ayrilmistir. Sicaklikla indiklenen salim calismalari 37°C’den 65°C'ye
kadar yukseltilerek 0.25, 0.5, 1,2,3,4,5,6,24,48 zaman noktalarinda érnekler alinarak
salim profili elde edilmistir.

Salim calismalarina 5-fluorourasil ile baslanmistir. 5-Fluorourasil LAL kompozit
malzememizde ilk lipozomun hidrofilik sulu cekirdek kisminda bulunmaktadir.
Kapsullemek icin DPPC lipit filmi ile hidratlanmakta daha sonra bu lipozomun
ylzeyine altin nanopartikiller indirgenmektedir. 5-FU kapsullenmis AL lipozomu
hazirlandiktan sonra tekrar DPPC lipit filmi olusturulmakta ve bu lipit filmi 5-fu

kapsillenmis AL dispersiyonu ile hidrate edilmektedir.
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Sekil 4.21: 5-Fluorourasilin DPPC lipozomu, AL ve LALdeki salim profilleri.

1. ilk olarak DPPC lipozomumuzun hidrofilik sulu béliimiinde kapstillenmistir.

2. Tutunmayan ilacin hesaplanabilmesi icin 4°C’de PBS (7.2) ortaminda altmis

dakika boyunca diyaliz edilmistir.
3. Tutunmayan ilag miktari esitlik 3'e goére %EE=37 olarak hesaplanmistir.

DPPC vezikilumuzden yapilan salim calismamizin ardindan 5-fu kapstllenmis
vezikillerimizin yilizeyine altin indirgeme calismalarn gerceklestiriimistir. 5-fu-AL

tasiyici sisteminin hazirhginin ardindan;

4.. 4°C’de PBS (7.2) ‘de altmis dakika boyunca tutunmayan ilacin hesaplanmasi icin
diyaliz edilmistir. (Kaplanmanin her adiminda sistem bu sekilde tutunmayan ya da o
anda sizinti olabilecek herhangi bir ila¢ miktarini g6z éntinde bulundurularak diyaliz

edilerek calisma gerceklestirilmistir.)
5. %EE= 29,25 hesaplanmistir.

6. Daha sonra 1ml lik 5-fu-LAL c¢ozeltilerimizi 37°C’de salima tabi tuttuk. (Sari ¢izgi)
5-FU-L salim profiline gdre salimin yuzeye altin nanopartikil indirgeme islemi ile
yavas hatta yok denecek kadar az oldugunu Sekil 4.21°'de goériimektedir. Buradan

vezikll ylzeyine altin nanopartikil indirgenmesiyle birlikte tasilyici sistemin erime
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sicakhginin yikseltebilecegi diusunulmustir. Daha sonra 5-FU-AL vezikulimuzin ile
DPPC lipit filmi hidrate edilmistir.

7. Bu calismalarimizin ardindan salim c¢alismalari icin dncelikle 4°C’de PBS (7.2) ‘de

altmis dakika boyunca tutunmayan ilacin hesaplanmasi icin diyaliz edilmistir.
8. 5-FU %EE= %38,2 olarak hesaplanmistir.

9. 1ml lik 5-FU-AL cozeltilerimizi 37°C’de salima tabi tuttuk. Salimin 3.saatinden
sonra sicakligi 55°C’ye yukselttik ve 37°C’de gergeklestiriimis 5-FU-AL salim profiline
gore salimin aslinda sicaklikla kontrol edilebilecedi Sekil4.21'de salim profilinde

gorilmektedir.

Calismada kullanilan diger molekullerden biri resveratroldir. Resveratrol hidrofobik

ila¢c olarak kullandigimiz model ilacimizdir.
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Sekil 4.22: Resveratrol DPPC lipozomu, AL ve LAL'deki salim profilleri.

1. Resveratrol kapstlleme calismalarimiz icin dncelikle DPPC lipit filmi elde edilirken
organik c¢ozucu ile ¢ozundurulerek lipit film olusturulmustur. Daha PBS (7.2) ile

hidrate edilmistir. Bu asamadan sonra;
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2. 1ml RES kapsillenmis DPPC vezikulimuz 4°C’ye karsi %3 tween 80 10 ml PBS

(7.2) icinde diyaliz edilmistir ve tutunmayan kisim hesaplanmistir.
3. %EE= %86'd!.

4. Bu asamay! takiben 37°C ve 55°C’de ayri ayri salimlar baslatiimistir. 55°C’deki
salim degerleri 37°C’deki salim degerlerine gore daha yuksektir. Bu da DPPC
lipidinin 41-42°C arasinda bulunan erime sicakligindan ileri gelmektedir. Erime

sicakhginin tzerinde lipit zar daha gecirgen hale gelmesiyle aciklanmaktadir.

DPPC vezikilimuzden salim ¢alismalarini takiben Res yukli dppc vezikill yizeyine
altin nanopartikiller indirgenerek bir sonraki asama icin veziktl hazirhgr aynen tekrar

edilmistir. Altin nanopatrtiktller yiizeye indirgendikten sonra,;

5,4°C’de PBS (7.2)'de diyaliz edilmis ve tutunmayan ilag miktari hesaplanmigtir.
%EE=89

6. Daha sonra RES-AL vezikulimuz ile DPPC lipit filmi hidrate edilmistir. RESLAL

vezikillerimiz sentezlenmigtir.

7. Tutunmayan miktarin hesaplanmasi igin 4°C’'de PBS (7.2)'de diyaliz edilmistir.
%EE=%84,4 olarak esitlik 3’'e gore hesaplanmigtir.

Sekil 4.22'de ortam sicakhgl 37 C iken lipozom yapisi stabil oldugu icin %30 luk bir
salim gerceklestiriimektedir. Sicakhgin 55 dereceye cikmasi sonucu Resveratrol’ tn
blylk kisminin salindigi gérulmektedir. LAL yapisinda 37 C Res salimi %5 civarina
oldugu gorulmuas, kademeli sicaklik artisi ile (37-55°C) salinan ilag miktari sadece
%10 olarak tespit edilmistir. Bu durum altin nanopartikil kaplama ve ardindan
lipozom kaplamanin salimi kontrol altina aldiginin ve bulundugu ortama karg! stabil

bir sistem elde edildiginin bir géstergesidir.

Coklu ilag calismalarn kapsaminda gerceklestiriimis ve dis lipozomal katmanin
hidrofilik kisminda olan Rhodamine b salim profilleri Sekil 4.23'te gorilmektedir.
Oncelikle dppc lipozomuna Rhodamine b kapstllenmis ve 37 derecede salim profili
elde edilmistir. Daha sonra altin kapli lipozomda ve LAL'de ayni profillerin ¢calismalari
zamana bagh degisimi takip edilmisti.  Coklu ila¢ calismalari kapsaminda

gerceklestiriimis ve dis lipozomal katmanin hidrofilik kisminda konumlanmis olan
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Rhodamine b salim profilleri sekil 4.22’de goriilmektedir. Oncelikle dppc lipozomuna
Rhodamine b kapsullenmis ve enkapsulasyon verimi %75 olarak hesaplanmistir.

37°C’de L, AL ve LAL ‘den saliminin zamana bagl degisimi takip edilmistir.
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Sekil 4.23: Rhodamine B DPPC lipozomu, AL ve LAL'deki salim profilleri.

Sekil 4.23 incelendiginde DPPC lipozomundan %40 oraninda rhodamin B salimi
gOzlenmistir. LAL'de dis taraftaki hidrofilik tabakaya yuklenen rhodamin B nin salim
profili incelendiginde salim profillerinde herhangi bir degisme gézlenmemistir. Clnku;
Rhodamine B’nin lipozomal tasiyici sistemde dis katmanin hidrofilik cekirdek
bolumundedir. Bu sebeple salim profillerinde herhangi bir degisme olmamistir. Cinku
hem dppc lipozomunda calismasi yapildiginda hem de kademeli sicaklik artisi
altinda LAL' de salim ortamiyla etkilesimde oldugu bdélimler aynidir. Rhodamine B
lipozomal tastyici sistemin ilk katmaninin hidrofilik boliminde, icteki lipozomun

hidrofobik kisminda Resveratrol, hidrofilik kisminda ise 5-FU yer almaktadir.
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Sekil 4.24: DPPC lipozomu ve LAL lipozomu salimlarinin karsilastiriimasi.

Sekil4.24’te ili ayri yapi olan DPPC lipozomu ve LAL salim profilleri ayni grafikte
incelendiginde aslinda elde edilmek istenen ¢oklu ilaglarla sirali salim elde edilmistir.
iki guin boyunca yiklerinin yalnizca kicik bir kismini (%20'den az) kaybetmistir.
Dolayisiyla, bu nanopartikiller dis ortamlarina karsi duyarsiz gorinmektedir. Altin
kapl lipozomlardaki, altin nanopartikillerin stabiliteleri ve konumlanisi kuguk ilag
molekdillerinin c¢ekirdekten serbestce diflize olmasini 6nleyebilir. Hidroliz hizinin
azalmasi, lipidik cekirdege su penetrasyonunun azaldigini yansitabilir, bu da
nanopartikillerden daha yavas ilag salinimi ile tutarli olacaktir. Deneysel kanitlar ve
Ist dagihminin analizi, icerigi secici olarak serbest birakma yeteneginin, NIR’la
indukleme dikkate alinarak optimize edilebilecegini géstermektedir. Biyolojik ve tibbi
uygulamalar baglaminda, altin kapli lipozomlar, fizyolojik olarak guvenli bir ilac
dagitim sistemi kullanarak lipozomal tasiyicillardan c¢oklu ajanlarin mekansal ve
zamansal olarak kontrollii salinimini saglama potansiyeli vaat eden kompozit bir yapi
sunmaktadir. Sirasiyla 5-fluorourasilin kapstillendigi DPPC vezikil, 5-FU ve RES ’in
kapsillendigi AL vezikili ve 5-FU, RES ve RhoB ’'nin kapsullendigi LAL tasiyici
sistemin cgizelge 4.7’de 90°’de elde edilen hidrodinamik yaricap degerleri verilmigtir.
Burada sistemde ilacglar sirasiyla kapsillendikge boyut degerleri artmaktadir. Buda
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aslinda kapsullemenin arttiginin - ve katmanl bir yapinin olustugunun bir
gOstergesidir.
Cizelge 4.7: DPPC, AL ve LAL vezikillerinin sirasiyla 5-fu, 5-fu ve Res, 5-fu,

Res ve RhoB kapsullenmis vezikillerin DLS sonucu 90°°de elde edilen
hidrodinamik yaricap degerleri.

Partikul ilac etken madde  PDI DLS, nm
L 5-fu 0.5 £0.07 39.3 x14
459 +125.1
AL 5-fu, RES 0.3 +0.08 62 £63
741 £128
LAL 5-fu, RES, RhoB 0.382 £0.0649 97+97
978

4.7.L2, AL2 ve L1AL2 Lipozomlariyla Yapilan Deneysel Calismalar

Tez calismasi kapsaminda DPPC lipidi ile olan model ¢alismalarimizi tamamladiktan
sonra asil hedefledigimiz lipid bilesimleri ile ayni deney prosedurlerini takiben

calisma tekrarlanmistir Burada 6ncelikle

L1=DPPC: MSPC: DSPE-PEG2000=86:10:4 M,

L2=DPPC: DSPC: chol= 59:39:2 M lipid bilesimleriyle lipozom sentezlenmistir.
Ardindan lipozomlarimizin karakterize edilmesi amaciyla 6nce DLS daha sonra

AFM analizleri gergeklestirilmistir. Burada L2 ve AL2
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Cizelge 4.8: L2, AL2 ve L1AL2 lipozomlarinin DLS sonucu 90°'de elde edilen
hidrodinamik yaricap degerleri.

Partikal PDI DLS, nm AFM, nm
L2(DPPC: DSPC: chol) 0.23 +0.03 42 +6 73%15
AL2 0.27 £0.02 19 =7 164 =33
115 +17
L1AL2 0.5+0.05 15+8 250 =34
121+58
694 +200

Burada L2 ve AL2 DLS ve AFM sonuglari birbirini tamamlar niteliktedir. L1AL2’de
artis L1 lipozom bilesimimizde PEG varhginin hidrodinamik cap artisina sebep
oldugu dusunilmektedir. DLS 6lgiimlerinde numune sivi formda analiz edilmistir. Bu
nedenle, partikullerin boyutlari hidrodinamik yaricaplaridir. Numunelerin AFM ‘de
dondurularak cam lamel Gzerinde kurutulmus halde analiz edildiginde boyutlarin
daha kucik degerlerde okunmasi beklenmektedir. Kullanilan tekniklerin farklidir.
DLS'de hidrodinamik yaricapin su iginde hidrasyon tabakasinda yanina aldigi
partikullerin difuzyonundan hesaplanan bir 6lcim teknigidir. AFM’ de ise dondurularak
cam lamel tizerinde kurutulmus halde analiz edilmistir. Ornegin kurutulmasi sebebiyle
yap! Uzerinde ¢cokme gerceklesebilir. AFM’de ise dlcim alinacak alan AFM tip dzelligi
ve ayarlanmis 6lgum o6zellikleriyle birlikte belirli bir alanin sec¢imi de bu sonuglarda
etkili olmustur. Ayrica sekil 4.24, 25 ve 26'da AFM topografyas! hidrodinamik cap

goruntuleri ve c¢izgi profilleri de verilmistir.

79



23052 4Tepography 003 copy copy copy

= b

16

0 a0 80 120
nm

Cursor A fum) A inm) Angle(deg)
C M Red 0.075 -1614 -1.238

Chanrel | 27 with = = 3H2E<007 D.sta[1] = 1.00E+000

Sekil 4.24: L2 lipozomlarinin a) AFM topografya goruntist b) AFM c¢izgi profili, c)
DLS analizi sonucu 90°’de elde edilen hidrodinamik yari¢gap goruntusu.
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Sekil 4.25: AL2 lipozomlarinin a) AFM topografya gortntusu b) AFM cizgi profili, )
DLS analizi sonucu 90°'de elde edilen hidrodinamik yari¢gap goruntusu.
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Sekil 4.26: L1AL2 lipozomlarinin a) AFM topografya goruntisu b) AFM cizgi profili, c)

DLS analizi sonucu 90°'de elde edilen hidrodinamik yari¢cap goruntisu.

L2 lipozomunun ylzeyine altin nanopartikillerin indirgenmesi ve tekrar L1 lipozomu
ile kaplama calismalarinda AFM ile goruntulerden boyut analizi yapilmis ve statik
degerler olan yuzey puruzliluk degerleri karsilastiriimistir. Sonuglar 250 +34nm ve
DLS cihazinda ¢ikan 121.3 £58.4; 694 £198nm boyutlari ile koreledir.

Ylzey purlzluligu olan ve lipozom ylizeyinde altin indirgemesi islemiyle birlikte artis
gostermesi gereken deger mantikhdir. Daha sonra tekrar L1 lipozomu kaplanmasiyla
birlikte daha purtzsiuz bir ylzey olusmasi beklenmis ve purizliluk degeri 2.6£0.2nm

degerleri arasina dusmustar.

81



| .
-0,1

zeta potansiyel(mV)

partikul

Sekil 4.27: L2, AL2 ve L1AL2'nin yUzey zeta potansiyeli degerleri

Sekil 4.27'de L2, AL2 ve L1AL2'nin ylzey zeta potansiyeli degerleri gorulmektedir. L2
lipozomunun yilizeyine altin nanopartikillerin indirgenmesiyle birlikte zeta potansiyel
degeri altin nanopartikillerin zeta potansiyeli ile uyumlu olarak duser. AL2
lipozomunun tekrar lipozom ile kaplanmasiyla zeta potansiyeldeki dusus
gorulmektedir. Zeta potansiyel degerindeki dustsun degisen lipid bilesimi dolayisiyla
kolin gruplarinin oryantasyonundaki degisiminden ileri gelmesi ve eksi bir zeta
degerinde davranis gostermesi ile sonuclanmistir ve dramatik bir farklihk s6z konusu
degildir.

Calisma kapsaminda altin kaplamanin ve ardindan tekrar lipozom ile kaplamanin
gerceklesip gerceklesmedigini kontrol etmek icin UV-vis spektrofotometre ile analiz
edilmistir. [134] Nanotaslyici sistemde AL2 ve L1AL2 partikillerinin $Sekil30a’'da
fototermal terapi etki ve verimliligi 15 dakika boyunca 1 W/cm2 gugte 808 nm lazer
Isinlamasi analiz edilmistir. Lazer 1sinlamasi Sekil30b’de gorildigi Gzere ¢ dongi
uygulanmis ve AL2, L1AL2'nin termal kararlihgi incelenmistir. Lazer isinlamasi
altindaki sicaklik artislari etkili fototermal donisum verimliliklerine sahip olduklarinin
bir gostergesidir. Sirasiyla AL2 igin 25 °C’den 51.3 +3°C L1AL2 ise 57.1 +1°C'ye
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yukselmistir. AL2 ve L1AL2''In hesaplanan fototermal verimlilik degerleri sirasiyla
%35,37 ve %49,97 olup, LAL'In fototermal verimliliginin AL ‘den biraz daha yiiksek
oldugunu gostermektedir. Bu sonugclar, ortalama 100nm boyutundaki altin kaplanmig
lipozomlarin diger morfoloji ve boyutlardaki altin partikillerle rekabet edebileceginin
bir go6stergesidir ve onlara kiyasla renal filtrasyona uyumludur ve vicuttan

temizlenebilirlik gibi avantajlara sahiptir.
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Sekil 4.28:AL2(46,8ug HAuCl4/mg lipid) ve L1AL2(46,8ug HAuCI4/mg lipid)in
fototermal etkisi. A) 15 dakika boyunca 1 W/cm2 gucte 808 nm lazer isinimi altinda
AL ve LAL ‘in fototermal etkisinin degerlendiriimesi. B) Lazer ac¢cma/kapama

déngusunin 3 tekrari sirasinda termal kararlihginin dogrulanmasi.

Sekil4.28'de model sisteme gore kullanilan lipid bilesimi farkhligr sebebiyle L1AL2,
AL2'den daha fazla isinmistir. Burada PTT ‘den sonra UV-vis spektrumlari
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incelendikten sonra absorbans degerlerindeki artis yapinin kismen bozularak altin

nanopartikillerin serbest hale gegmesi anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.29: Lazer 1sinlamasinin 6,8ug HAuCl4/mg lipid oranina sahip AL2, L1AL2

lipozomlarinda uv-vis spektrumu etkisinin degerlendiriimesi.
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Sekil 4.30: OXA, RES ve 5-FU’nun sicaklikla indiklenmis salim profilleri.

Calisma kapsaminda, salimlar NIR ve kademeli sicaklik artisi ile induklenerek
incelenmistir. Sekil4.30’da sicaklikla indikleme asamasinda 37°C’den 55°C’ye daha
sonra 65°C'ye sicaklik artisi saglanarak incelenmistir.
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Sekil 4.31: OXA, RES ve 5-FU’nun NIR’la indiklenmis salim profilleri.

NIR tetiklemede Sekil4.31 ‘de salim zaman noktalarinda beser dakika 2.5 W/cm2
glcte 808nm lazer uygulanmistir. Kullanilan ilac tasiyici sistemin bes dakikada NIR
tetikleme ile sicaklik artisi 55°C’dir. Bu salimlar sistemin i¢c kismindaki lipozomun
erime sicakhgi literattirdeki veriler gz dninde bulunduruldugunda 55°C civarlarinda
olmasi beklenmektedir. Bu yuzden grafiklerde NIR tetiklemeli salimlar kismen yiksek
olsa da sicaklikla artista ve PTT uygulamasi salim profillerinin hemen hemen ayni
oldugu goérulmustir. Cunkd sicaklikla artis salimlarinda da  PTT uygulamasi da

hemen hemen ayni sicakliklarda olmaktaydi. Bu da hipertermiye duyarh bir tasiyici
sistem oldugunu kanitlamaktadir.
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5. YORUM

Gergeklestirilmis calisma kapsaminda pankreas kanseri gibi kompleks ve zor
tumorlere sahip ve c¢oklu ajanlarla kombine edilebilen tedavi yontemleri ile
ancak ustesinden gelebilecek ilaclarla tedavinin saglanmasi gerekmektedir. Bu
tedavi standartlari yiksek dozlari beraberinde getirmekte bu dozlar sebebiyle
de toksisitenin giderek artmasi saglikli dokuya verilen zararin artmasi anlamina
gelmektedir. Pankreas kanserinde primer tumorin dlimculligu degil pankreasin
retroperitoneal bir yapiya sahip olmasi nedeniyle periton kanserine olan
yatkinhgr ileri gelmektedir. Periton metastaziyla birlikte hastalar bircok
fonksiyonlarini yerine getirememekte ve coklu organ yetmezliginden tedavi
mortaliteyle sonuc¢lanmaktadir. Su anda periton metastazi icin revagta olan
yontem HIPEC yani sicak kemoterapidir. Bu kanser tir igin uygun olabilecek
hem sicakhgin devrede oldugu hem de tetiklenebilir ve ilaci istenen bdlgede
tumorli dokuya iletebilecek bir nanotasiyici sistemin tasarimi ele alinmalidir.
Tdm bu sorunlar g6z 6ninde bulunduruldugunda sinerjik terapi ajani olarak
kullanilabilecek hipertermi yetenegine sahip ve su ana kadar pankreas
kanserinde en iyi terap6tik etkinin gorildigu FOLFIRINOX grubunun
kapsillenebilecegi coklu ilaclarin sirali bir sekil salindigi model bir sistemin
gelistiriimesi amaclanmis ve bu dogrultuda yapilan calismalarin sonuglari ve
literatiirdeki 6Gnemini degerlendirmekteyiz. Calismada 6ncelikle

Daha 6nce Klinik olarak FDA tarafindan onaylanmis Celsion'un ThermoDox’ unu
mumkun oldugunca yakindan taklit eden ice ice sicakliga duyarl lipozomal bir
nanotasiyicinin tasarimi gergeklestirilmigtir. Bunun igin oncelikle ilk katman
sentezlenmistir. Bu katmanin analiz edilebilmesi icin zeta, LS ve UV-vis
spektrofotometresi ile analiz edilmistir. Sistemin i¢ ice olmasi sebebiyle zeta
potansiyel degeri bir sonraki katmanin olusup olusmadiginin ispati agisindan
onem arz etmektedir. DPPC’ nin zeta potansiyel degeri 6.51mV ‘tur.
Zwitteriyonik oldugu icin mantikli bir deger oldugu dusunulmustir. Daha sonra
sonikasyon yontemiyle boyut dagilimina bakildiginda PDI degeri 0.49 +0.02 ve
hidrodinamik yaricapin ortalama 352.3£106.9 oldugu gorulmustur. Ekstriizyon
yonteminde ise PDI degeri 0.143 +0.035 ve hidrodinamik yarigapin ise ortalama
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69.4538 +7.957'dir. Burada ekstriizyon yontemiyle monodispers bir dagihm elde
edilmistir. UV-vis spektrofotometresi alinmis ve lipozomlarin kisa dalga boylu

sacllma karakteristiginin olustugu gorulmustar.

Daha sonra bir sonraki katman olan altin nanopartikillerin lipozom yilizeyine
indirgenme  sentezleri  gergeklestiriimistir.  Burada altin  nanopartikuller
indirgemesiyle birlikte ¢ozelti mavi rengine kaymustir. indirgenen altin oranlari
degistirildikce 600-1000nm civarlarinda bir optik rezonansa sahip oldugu
gorulmastir. Bu absorbans spektrumu normalde kirmizi altin nanopartikil pikine
ve araligina ait olsa da lipozomun verdigi destek ile daha buyik bir altin
nanopartikil gibi davranmaktadir ve lipozomun buyukliginden absorbans
spektrumunda saga sola dogru kaymalar gerceklesmektedir. Ayrica tekrar zeta
potansiyel degeri olctiimustir. DPPC vezikilinde 6.51mV olan zeta degeri altin
nanopartikil indirgenmesiyle birlikte 0.69mV degerine dismustir. Degerler
literatrle anlamlidir. Boyut degerleri ise 37 +22.1; 366 +184.6 ekstriizyon
yontemiyle ise AFM analizlerinin sonuclari incelendiginde ise 130+33nm olarak
analiz edilmistir. Boyutlar bir dnceki katmanin boyutuyla uyumlu ve mantikhdir.
Daha sonra altin nanopartikullerin gercekten yiizeye indirgenip indirgenmedigini
anlayabilmek igin altin kapl lipozom %20 Triton x-100 ile bozulmustur ve Triton
destek lipozomu parcalamis ve altin nanopartikil piki kaybolmustur. Bu da altin
nanopartikillerin aslinda tek nm boyutunda oldugunun bir kanitini sunmaktadir.
Altinin bu seklinde ytzeye indirgenerek olusturulmasinin renal filtrasyondan ve
vicutta atilma islemleri igin uyumlu olmasi sebebiyle tercih edilmistir. Cunki Au
inert ve biyouyumlu bir malzeme olarak kabul edilse de vicut sisteminde Au
birikimi 6nemli saghk risklerine yol acabilir. Au NP’ler kisa dolasim suresi
nedeniyle disik tiumoér hedefleme yetenegi, vicut sisteminde uzun sureli
tutulma nedeniyle potansiyel toksisite ve biyolojik dagihmin invaziv olmayan
degerlendirmesinin zorlugu gibi dezavantajlari vardir. Ayrica altin nanopartikil
vb. Metalik nanoparcaciklar kanser hastalari gibi belirli araliklarla radyografi
cihazlarinda PETscan veya BT c¢ekiimek zorunda olmasi agisinda
dezavantajhdir. Clnku renal filtrasyona uyumlu olmayan altin nanopargaciklar
vlcuttan iki-i¢ ay gibi bir sirede atilmaktadir. Bu da klinik ceviri konusunda
tedirginlik yaratir ctnkd altin nanopartikil varhgr gortntileme sistemlerinde

yanlis teshislere yol acabilir.

87



* Daha sonra altin kapli lipozomlar tekrar lipozom kaplanmistir. Ctink hem
altinin direkt olarak ytzeyde bulunmasi plazmadaki varhgini tehlikeye
atabilir. ALyi tekrar lipozomla kaplamak daha yuksek tumoér hedeflemesi,
daha iyi PTT etkisi, terapotik etki, stabilite ve tumoér hedefleme kabiliyetine
sahip oldugu gorulmustiar. LAL bu yizden de AL 'den her bakimdan daha
avantajlidir. Bunun igin tekrar zeta ve UV-vis spektrumu alinmigtir. Zeta
degeri 2.12 mV degerine yukselmistir. Cunkd altinin varligi lipozomlarin i
sulu cekirdeginde kalmistir ve zwitteriyonik DPPC lipozomunun
kaplanmasiyla zeta potansiyel degeri artmistir. LS sonuclarina bakildiginda
ise altin kapli lipozomdan daha yuksek 537 £342.2 ortalama hidrodinamik
¢apa sahiptir. Lipozom altin kapli lipozom ve Lipozom kaplanmis altin kapl
lipozomlar arasi boyutun artigi kaplandigini dogrulamaktadir. Ayrica zeta
potansiyel degerlerinde kaplandigini destekler niteliktedir. AFM gorintaleri
boyut profillerine  bakildiginda da yuzey puoraziulik degerleri
karsilastiriimistir.  DPPC’ nin ylzey purtzliligunin AL ve LAL'e oranla
dusuk olmasi beklenmektedir ve LAL kaplanmasiyla birlikte de AL’'e gore
daha pdurizsuz bir cizgi profili eldesi gorilmesi beklenmistir. Ylzey
partzlulik degerleri bu hipotezlerimizi destekler nitelikte ve Ra ortalama
degerleri lipozom icin 1.2965 +0.976, AL i¢in 16.88 +2.248, LAL i¢in 5.0996

+2.278 nm araligindadir.

* Fototermal etki ve verimliligin degerlendiriimesi, AL2 ve L1AL2'In
hesaplanan fototermal verimlilik degerleri sirasiyla %35,37 ve %49,97 olup,
LAL'in fototermal verimliliginin AL den biraz daha yuksek oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglar, ortalama 100nm boyutundaki altin kaplanmis
lipozomlarin diger morfoloji ve boyutlardaki altin partikillerle rekabet
edebileceginin bir gostergesidir ve onlara kiyasla renal filtrasyona
uyumludur ve vicuttan temizlenebilirler. Deneysel kanitlar ve 1si
dagiliminin analizi, icerigi secici olarak serbest birakma yetenegdinin NIR’ la
indukleme dikkate alinarak optimize edilebilecegdini goéstermektedir.
Sicakliga duyarl lipozomlar, ortalama normal vicut sicakhginin birkac
derece uzerinde lokal hafif hipertermi ile kullanildiklarinda ilag salim
etkinligini arttirmak icin yararl bir alternatif olabilmektedir. Biyolojik ve tibbi

uygulamalar baglaminda, altin kapl lipozomlar, fizyolojik olarak guvenli bir
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ilac dagitim sistemi kullanarak lipozomal tasiyicilardan coklu ajanlarin
mekéansal ve zamansal olarak kontrollii salinimini saglama potansiyeli vaat

eden kompozit bir yapi sunmaktadir.

e Salim calismalarinin degerlendirilmesi, lipozom altin kaph lipozom ve
lipozom kaplanmis altin kapl lipozomda degerlendirilmistir. Bu sekilde Ug¢
farkli kompartmanda yapilmasinin sebebi son katman olan LAL ‘deki
salimlarla lipozom arasindaki %ila¢ salimlarini iliskilendirmekti. Burada en
ic katmada olan hidrofilik ilacimiz 5-FU ile baslamamiz gerekirse
lipozomdan salimi %80 civarlarinda iken AL ve LAL ile birlikte son derece
yavas bir salim gerceklesmis ve %5 civarlarina dismustir. Hidrofobik
ilacimiz olan Resveratrol salimimiz 37-55 derece olarak %30-80 oranindan
%5-11 arasinda dusmustiur. Rhodamine B de ise en dis katmanda olan
hidrofilik ilacimiz ise her zaman bu katmanda oldugu icin herhangi bir salim
deger degisimi olmamistir. %40-50 araliginda seyretmistir.  Bu
nanopartikuller dis ortamlarina karsi duyarsiz gorinmektedir. Altin kapl
lipozomlardaki, altin nanopatrtiktillerin stabiliteleri ve konumlanisi kiiguk ilag
molekdllerinin cekirdekten serbestce difiize olmasini 6nleyebilir hidroliz
hizinin azalmasi, lipidik cekirdege su penetrasyonunun azaldigini
yansitabilir, bu da nanopartikillerden daha yavas ilag salinimi ile tutarh
olacaktir. Tez calismasi kapsaminda c¢alismamizda kullanmayi
planladigimiz lipid bilesimlerimiz olan L1 ve L2 ile calismalara devam
edilmisti. Once L2 lipozomu elde edilmis altin nanopartikil yizeyine
indirgenmistir. Model sistemin mavi olan altin kapl lipozomuna oranla
absorbans degerleri ve c¢oOzeltinin gorinimid mavi yesil rengindeydi.
Fototermal etki ve verimliligi AL2 L1AL2’den yuksekti. Bu da kullanilan lipid
bilesimlerinin yukleriyle ilgili olabilecegini dusundurdd. Bu tarz lipid
bilesimlerinden elde edilen literatirdeki calismalarla benzerdi ve
sonuglarimizi destekler nitelikteydi. L1 lipozomuyla kaplandiginda AFM
cizgi profillerinin ylzey puruzlulugu kaplanma verileri destekler nitelikteydi.
Daha sonra zeta degerlerine bakildi ve L1AL2 lipozomunda PEG-lipid
olmasi sebebiyle zeta potansiyel de@eri diusmustir. Bu da gbzlemlenen
kolloidal stabilitenin elektrostatik itmenin aksine polietilen glikol kaplama

tarafindan kontrol edildigini distndirmektedir.
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Salim degerleri model sistemdeki nano tasilyiciya benzer sekilde salim
profillerine sahiptir. Tasarimi gerceklestiriimis katmanlh tasiyici sistemdeki
siraslyla oxa, Res ,5-FU salimlari sirasiyla kontrol bir sekilde sicakliga
bagli olarak gerceklestirilmistir. Baslatilmis bir diger ilag salim calismasi
deneyinde ise her salim zaman noktasinda bes dakika NIR uygulanmistir.
Sicakliga bagl NIR tetiklemeli salimlar benzer degerlere sahiptir. Clnku
sistem 55-60 C isinmaktadir. Sicaklga bagl salimda ise 37 C'den 55 C'ye
ve en sonunda 65 C deki salim kontrol edilmigti. Bu da ayni sicaklik
zaman noktalarinda hemen hemen ayni degerlere sahip olmalarina
sebebiyet vermistir fakat NIR tetiklemeli salim noktalarinda salim kismen

daha yuksektir.
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7. EKLER

Ek 1- HPLC 5-Fluorourasil standart kalibrasyon egrisi.

Sample Mame: flurosil20PPM Injection Volumes: | 20,0
Vial Number: GE3 Channei: UV_WVI5 1
Sample Type: standard Wavelength: 265
Control Program: flurosil Bandwidth: n.a.
Quantif. Method:  flurosil Dilution Factor: 1.0000
Recording Time:  sEEEREEEERH Sample Weight: 1.0000
Run Time (min):  8.00 Sample Amount: 1.0000
__ FLORASIL External V_VIS_
120 —
Frea [mALmin]
100
20
80
40
20
PFM
:I""I""I"I' T T TTT T L |
a 13 25 38 5D 83 75 28 100 120
No. Ret.Time Peak Name CalType Points Coeff.Det. Offset Slope Curve
min “a
1 123 na n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 213 na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
3 §.12 FLORASIL Lin i) 5593385 00000 1.08%6  0.0000
Average: 95,9838  0.0000  1.08%  0.0000
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Ek 2- HPLC Oksaliplatin standart kalibrasyon egrisi.

Sampile Name: cksaliplatin 100ppm Injection Volume: 20.0
Vial Number: BCT Channel: uv_VIs_1
Sample Type: standard Wawvelength: 210
Control Program:  oksaliplatin Bandwidth: n.a.
Guantif. Method: oksaliplatin Dilution Factor: 1.0000
Recording Time:  #aaaaa Sample Weight: 1.0000
Run Time (min): | 6.00 Sample Amount: 1.0000
- OKBA-CALYBRE Extemna Uv_WIS
45,0 — - -
fFres [mALTmin]
o 04
20,0
1 +
. 1 ::l.ll
e T T T T T T T T T
0 13 25 38 50 63 75 ] 106D 120
Nao Ret.Time Peak Name Cal.Type Points Coeff.Det. Offset Slope Curve
min %0
1 1.82 n.a. n.a. n.a. n.a n.a. n.a. n.a.
2 251 na n.s. n.s. n.a n.a. n.a. n.a.
3 288 na. n.a. n.a. n.a n.a. n.a. n.a.
= 2.3 n.s. n.s. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
5 337 na. n.a. n.a. n.g. n.a. n.a. n.a.
(5] 2.53 n.a. n.s. n.s. n.a. n.a. n.a. n.a.
il 402 OKSA-CALIBRI Lin 5 59.5139| 0.000 0.382 0.000
Awverage: 595139 | 0.0000 @ ©0.3923 | 0.00D0
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Ek 3- UV-vis spektrofotometre Resveratrol standart

kalibrasyon denklem grafigi

0,6
0,5

0,4

f(x) = 163,69 x
R2= 0,99

0,3

Absorbans

0,2
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0 0
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Ek 4- UV-vis spektrofotometre Rhodamine B standart

kalibrasyon denklem grafigi
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1,2

0.8
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f(x) =0,57x+0
RZ=1
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Ek 5- AL2 ve L1AL2'nin fototermal terapi etkisinin

degerlendirilmesi
a b
60 70
50 60
50
40
% ¥
5 g0
w
20 20
- AL2 —— AL2
10 ——L1AL2 10
0 0
0 2 4 Gzamarﬁdk) 10 12 14 16 0 10 20 30 zangan(deD 60 70 80 90
c d
1600 1400
1400 1200
1200 1000
#1000 _
E 800 %«500
g 600 f(x)=140,75x + 914,77 £ 600 f(x) = 154,3 x + 797,58
400 R?=0,86 N 400 R?=0,96
200
o 200
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
6 0.00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3.50
In8

aAL2 ve L1AL2'nin 15 dakika boyunca 1 W yogunlukta 808 nm lazer isinlamasi
altinda sicaklik degerlendirmesi. b Lazer agma/kapama dongusunin 3 tekrari
sirasinda AL2 ve L1AL2'nin termal stabilitesinin dogrulanmasi. Fototermal sistemden
c L1AL2 ve d AL2 isI transferi igin zaman sabiti.
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