INTRATUMORAL UYGULAMAYA YONELIK
NANOLIPOZOM FORMULASYONLARININ
GELISTIRILMESI

DEVELOPMENT OF NANOLIPOSOME
FORMULATIONS FOR INTRATUMORAL
APPLICATIONS

UMRAN YAMAN

DOC. DR. iPEK EROGLU

Tez Damsmam

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Yonetmeliginin
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dah igin Ongdrdiigii

YUKSEK LISANS TEZI olarak hazirlanmistir.

2019



UMRAN YAMAN’1n hazirladiga “Intratiimoral Uygulamaya Yénelik Nanolipozom

Formiilasyonlarmin Gelistirilmesi” adli bu ¢aligma asagidaki jiri tarafindan

NANOTEKNOLOJi VE NANOTIP ANABILIM DALI’nda YUKSEK LISANS

TEZI olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Aysegiil KARATAS

Baskan

Dog. Dr. Ipek EROGLU

Danigman

Dog. Dr. Eda Ayse AKSOY

Uye

Doc. Dr. Samiye YABANOGLU CIFTCI

Uye

Dog. Dr. Emirhan NEMUTLU

Uye

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti tarafindan YUKSEK LISANS

TEZI olarak ...... ' tarihinde onaylanmigtir.

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

Fen Bilimleri Enstitiisii Mudiirt




Aileme. ..



ETIK

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazzm kurallarina uygun olarak

hazrladigim bu tez ¢absmasmda,

e tez i¢cindeki biitin bilgi ve belgeleri akademik kurallar cercevesinde elde
ettigimi,

e gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar: bilimsel ahlak kurallarma uygun
olarak sundugumu,

e bagkalarmm eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel
pormlara uygun olérak. atiffta bulimdugumuy, |

e atiffta buhmdugum eserlerin timinii kaynak olarak gosterdigimi,

e kullamlan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi,

e ve bu tezin herhangi bir bolimiinii bu iiniversite veya baska bir iiniversitede

bagka bir tez cabsmas1 olarak sunmadiimi

beyan ederim.

25/06/2019




YAYINLANMA FiKRi MULKIYET HAKKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamimi veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta argivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe iiniversitesine verdigimi bildirrim. Bu izinle
Universiteye verilen kullamm haklar1 disimdaki tiim fikri miilkiyet haklarm bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da br bolimiiniin gelecekteki calismalarda (makale,

kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklan bana ait olacaktr.

Tezin kendi orijinal ¢gahsmam oldugunu, baskalarmm haklarm ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakk1 bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanmasi zorunlu metinlerin yazih
izin alarak kullandigmmi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit

ederm.

Yiksek6gretim Kurulu tarafindan yaymlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge”
kapsammda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H. U.
Kiitiiphaneler1 Ag¢ik Erigim Sisteminde erisime acilr.

a Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime a¢ilmasi mezuniyet

tarhimden itbaren 2 yil ertelenmigtir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu gerekceli karart ile tezimin erisime a¢imasi

mezuniyet tarthimden itibaren .... ay ertelenmistir.

o Tezim ile ilgili gizlilk karan verimistir.

25/06/2019




OZET

INTRATUMORAL UYGULAMAYA YONELIK NANOLIiPOZOM
FORMULASYONLARININ GELISTIRILMESI

Umran YAMAN

Yiiksek Lisans, NANOTEKNOLOJI ve NANOTIP ANABILIM DALI
Tez Damsmam: Dog. Dr. ipek EROGLU

Haziran 2019, 85 sayfa

Malign melanom, deride melanin iretimini saglayan melanosit hiicrelerinden
kaynaklanan ve 0liim orani en yiksek cilt kanseri tiirli olarak bilinmektedir. Metastaz
gerceklestiginde, cerrahi yontemlerle miidahale, tedavi i¢cin tek basmma yeterli
olmamaktadir. Bir pirimidin analogu olan 5-Florourasil (5-FU), birgok kanser tiiriiniin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan sitotoksik bir ilagtr. 5-FU, cerrahi yontemlerin
hasta i¢in uygun olmadigi durumlarda, cilt kanserinin tedavisinde topikal formda
uygulanmaktadr. Fakat deriden penetrasyonu yeterli olmadigi i¢in, tedavi siiresi smirh
kalmakta ve epitel dokuya penetre olan ilag konsantrasyonunun yetersiz olmasi
sebebiyle, etkin tedavi saglananamaktadir. Gliniimiizde, kemoterapdtik ajanlarin direkt
istenen dokuda birikimini saglamak, buna bagh terapotik etkinligini artirmak ve yan
etkilerini azaltmak amaciyla, nanotasiyicit sistemler siklikla kullanilmaktadir. Bu
sistemler arasinda yer alan nanolipozomlar, biyolojik membranlara benzer yapida
olmalar1 nedeniyle biyouyumlu olup, yikksek penetrasyon kabiliyetine sahiptirler. Tez
kapsaminda, intravenéz uygulamalar1 takiben yarilanma 6mrii kisa olan (6-20 dk),
dokulara genis dagilim gosteren ve dermatit, kardiyak toksisite, merkezi sinir sistemi
hasar1 gibi yan etkilere neden olan 5-FU etkin maddesinin, nanolipozom
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Kontrollii salim yapabilen bu formiilasyonlar ile, hem

terapoOtik etkinin arttrilmasi hem de yan etkilerin azaltilmas1 amaglanmistir.



Son yillarda, malign melanom tedavisinde sadece ila¢ uygulamalarmnin yetersiz kaldigi,
ilag/gen kombinasyonu iceren formiilasyonlarin gelistirildigi gozlenmistir. Tez
kapsaminda, ileri donem gen uygulama g¢alismalarma yOnelik formiilasyonlar
tasarlamak icin, 5-FU yikli nanolipozomlara, ylizey kaplama/modifikasyon islemleri
yaptmistr. Bu amagla Oncelikle, anyonik ve katyonik lipitler ile yilizey yiki
degistirilmis nanolipozom formiilasyonlar1 hazirlanmis, daha sonra polimer ile
kaplanarak modifikasyon iglemi uygulanmistir. Katyonik lipit olarak stearilamin (SA)
ve anyonik lipit olarak disetilfosfat (DCP) kullanilarak nanolipozomlar hazrlanmus,
Poli-L-lizin (PLL) ve Polietilenimin (PEl) kullanilarak polimerik kaplama islemi
gerceklestirilmistir.

Tez kapsammnda Oncelikle yontem ve formiilasyon optimizasyon c¢alismalari
yuriitiilmiistiir. Bu amagla; 5-FU yiiklii katyonik ve anyonik 6zellikteki nanolipozom
formiilasyonlar1 ince film tabaka olusturma yontemi ile hazirlainms ve farkh
parametrelerin (sonikasyon siiresi, lipit yapisi pozitif/negatif lipit orani, pH ve
stirfaktan etkisi), formiilasyon karakterizasyon parametreleri (partikiil boyutu (PB), zeta
potansiyeli (ZP), polidispersite indeksi (PDI) ve enkapsiilasyon etkinligi (EE)) tlizerine
etkileri degerlendirilmistir. Ardindan nanolipozomlar polimer ile kaplanmis ve
fiziyokimyasal Ozellikler tekrar degerlendirilmistir. Formiilasyonlarm, ylizey
karakterizasyonu, molekiiler yapilar1 ve termal 6zellik aydmlatmasi, swrasiyla SEM,
FTIR ve TGA-DSC analizleri ile gergeklestirilmis, stabilite ¢alismalar1 yiirtitiilmiistiir.
Optimize edilen formiilasyonlar ile in-vitro salim ¢aligmalar1 yapilmis, ardindan A431

epidermal karsinom hiicre hatt1 lizerinde etkileri incelenmistir.

Optimum formiilasyon olarak dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC), DCP ve kolesterol
(7:2:1 molar oran) ile hazirlanan, 5-FU yiikli nanolipozom (Lipo-FU) (%EE ~ 42) ve 5-
FU vyikli PLL kapli nanolipozom (PLL-Lipo-FU) (%EE ~ 88) secilmistir. /n-vitro
salm deneyleri, Lipo-FU, PLL-Lipo-FU ve 5-FU ¢ozeltisi kullanilarak, diyaliz
membran yontemi ile yapilmistir. Cozelti formu ile kiyaslandiginda, Lipo-FU ve PLL-
Lipo-FU formiilasyonlarinin her ikisiyle de siirekli salim profili elde edilmistir. Bu
formiilasyonlar ile, sirasiyla 1. saatin sonunda %47.17 ve %20.84 oranda salim (p<0.05)

elde edilmistir. Salim profillerine kinetik modeller uygulandiginda, Lipo-FU



formiilasyonunun  birinci derece  kinetik modele  (r’=0.9675), PLL-Lipo-FU
formiilasyonunun ise Higuchi kinetik modeline (r=0.9918) uyum sagladigi tespit
edilmisti. Son olarak, formiillasyonlarinin hiicre canlilig1 {izerine etkileri
degerlendirilmis ve etkin madde icermeyen formiilasyonlarin (Lipo ve PLL-Lipo)

hiicreler icin toksik olmadigi saptanmustir.

Sonug olarak, nanolipozomlar ile uzun siireli etki elde edilerek, 5-FU’nun yarilanma
Oomriiniin uzatildigi, tekrarlayan dozlarda kullanimin 6nlenmesine baglh olarak yan
etkilerinin azaltildig1 ve hasta uyuncunun arttrrilabildigi formiilasyonlar gelistirilmistir.
PLL kapli nanolipozom formiilasyonunun, nano boyutu ve yiksek penetrasyon
kabiliyeti nedeniyle, arttirilmis gegis ve alikonma (EPR) etkisi ile intratiimdral
uygulamayi takiben, vaskiiler bir tiimér olan malign melanom tiimdrlerinde, lokal
seviyede artmis bir terapdtik cevap olusturabilecegi dngoriilmiistiir. Ayrica formiilasyon
ylizeyinin niikkleik asit baglanmasimna elverigli olmasi sebebiyle, kombine ilag/gen terapi

uygulamalar1 i¢in aday nanolipozom modeli gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Malign melanom, nanolipozom, 5-Florourasil, poli-L-lizin,

mtratiimoral enjeksiyon
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Malignant melanoma is known to have the highest mortality rate due to melanocyte
cells that produce melanin in the skin. When metastasis occurs, surgical intervention is
not sufficient for treatment alone. 5-Fluorouracil (5-FU), a pyrimidine analogue, is a
cytotoxic drug commonly used in the treatment of many types of cancer. 5-FU is
applied in topical form in the treatment of skin cancer when surgical methods are not
suitable for the patient. However, since the penetration through the skin is insufficient,
the treatment time is limited and effective treatment cannot be provided due to
insufficient concentration of the drug penetrating the epithelial tissue. Nowadays,
nanotransmitter systems are frequently used in order to provide the accumulation of
chemotherapeutic agents directly in the desired tissue, increase the therapeutic efficacy
thereof and reduce the side effects. Nanoliposomes which are among these systems are
biocompatible due to their similar structure to biological membranes and have high

penetration ability. In this thesis, nanoliposome formulations of 5-FU active substance

iv



which have short half-life (6-20 minutes), widely distributed to tissues and cause side
effects such as dermatitis, cardiac toxicity and central nervous system damage following
intravenous applications, have been prepared. With these controlled release
formulations, it is aimed both to increase the therapeutic effect and to reduce the side
effects.

In recent years, it has been observed that only drug applications are insufficient in the
treatment of malignant melanoma and formulations containing drug/gene combinations
have been developed. Within the scope of the thesis, 5-FU loaded nanoliposomes were
subjected to surface coating/modification processes in order to design formulations for
advanced gene application studies. For this purpose, firstly, nanoliposome formulations
with surface charge modified with anionic and cationic lipids were prepared and then
modified with polymer coating. Nanoliposomes were prepared using stearylamine (SA)
as the cationic lipid and disethylphosphate (DCP) as the anionic lipid. Polymeric
coating was carried out using Poly-L-lysine (PLL) and Polyethyleneimine (PEI).

Method and formulation optimization studies were carried out primarily within the
scope of the thesis. For this purpose; 5-FU loaded cationic and anionic nanoliposome
formulations were prepared by thin film layer method and different parameters
(sonication time, lipid structure, positive/negative lipid ratio, pH and surfactant effect),
formulation characterization parameters (particle size (PB), zeta potential (ZP),
polydispersity index (PDI) and encapsulation efficiency (EE) were evaluated. The
nanoliposomes were then coated with polymer and the physicochemical properties were
re-evaluated. Surface characterization, molecular structure and thermal property
illumination of the formulations were performed by SEM, FTIR and TGA-DSC
analyzes, and stability studies were conducted. In-vitro release studies were performed
with optimized formulations, followed by their effects on the A431 epidermal

carcinoma cell line.

Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), DCP and cholesterol (7: 2: 1 molar ratio), 5-
FU loaded nanoliposome (Lipo-FU) (% EE ~ 42) and 5-FU loaded PLL coated

nanoliposome (PLL- Lipo-FU) (EE ~ 88%). In-vitro release experiments were
v



performed by dialysis membrane method using Lipo-FU, PLL-Lipo-FU and 5-FU
solution. Compared to the solution form, a sustained release profile was obtained with
both the Lipo-FU and PLL-Lipo-FU formulations. With these formulations, 47.17% and
20.84% release (p <0.05) were obtained at the end of the 1st hour, respectively. When
kinetic models were applied to release profiles, it was found that Lipo-FU formulation
was compatible with first order kinetic model (R* = 0.9675) and PLL-Lipo-FU
formulation was compatible with Higuchi kinetic model (R?> = 0.9918). Finally, the
effects of the formulations on cell viability were evaluated and it was determined that

the active ingredient-free formulations (Lipo and PLL-Lipo) were not toxic to cells.

As a result, long term effect was obtained with nanoliposomes, formulations were
developed to prolong the half-life of 5-FU, reduce side effects due to prevention of
repeated doses and increase patient compliance. It is envisaged that the PLL-coated
nanoliposome formulation may produce an increased therapeutic response at the local
level in malignant melanoma tumors, a vascular tumor, following intratumoral
administration due to enhanced penetration and retention (EPR) effect due to its nano
size and high penetration ability. Furthermore, since the formulation surface is suitable
for nucleic acid binding, a candidate nanoliposome model has been developed for

combined drug/gene therapy applications.

Keywords: Malignant melanoma, nanoliposome, 5-Fluorouracil, poly-L-lysine,

intratumoral injection
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1. GIRIS

Kanser, ilikemiz ve tiim diinya iilkeleri i¢in, en Onemli hayati risk teskil eden
hastaliklarin basinda gelmektedir. Konvansiyonel kemoterapide etkin tedavi saglamak
icin yliksek dozda kullanilan ilaglar, kanserli dokularin yaninda saghkl hiicrelere de
zarar vermekte ve sonu¢ olarak ciddi yan etkiler gozlenmektedir. Ayrica ilaca karsi
gelisen direng, tedavinin basart oranmi dislirmektedir. Cilt kanseri, deriden
kaynaklanan kanser tiirii olup, tiim kanser vakalarinin yaklasik yarisini olusturmaktadir.
Malign melanom (melanositlerden kaynaklanan), en tehlikeli cilt kanseri olup, yayilma
riski cok fazladir. Erken teshis edildiginde ya da heniiz metastaz yapmadiginda, cerrahi
yontemlerle  yok edilebilmektedir. Ancak ileri evrede, anjiyogenez ile
vaskiilarizasyonun artmasi sonucunda tiimor dokusu biiylimekte ve bunu engellemeye
yonelik konvansiyonel yaklasimlar yetersiz kalmaktadir. Yeni nesil formiilasyonlar ve
ileri teknoloji tedaviler ile, tiimor gelisiminin 6nlenmesi ve hastanin yasam kalitesinin

arttmlarak yasam siiresinin uzatilmasi hedeflenmektedir.

21. ylizyilda, nanoteknolojik yontemlerin gelismesine paralel olarak nano boyutta ilag
tasima sistemleri gelistirilmistir. Etkin maddenin enkapsiilasyonu ve hedef bdlgeye ilag
tagmmas1 ¢aligmalary, kiiciik molekiiler ilaglarin yani sira proteinler, peptidler ve genler
gibi makromolekiillerin nanopartikiiler bir ila¢ tagima sistemi vasitasiyla kontrollii
salinmasina yonelik ¢aligilmaktadir. Nano boyutta malzemelerin yiizey fizikokimyasi
degismekte ve ayni zamanda partikiil boyutlarinin ¢ok kii¢iik olmas1 sebebiyle ¢ozeltide
Brownian hareketleri yapmaktadir. Atomik diizeyde yeniden yapilanma swrasmda olusan
ist atomik tabakanin denge halindeki yapisi, kiitledeki (bulk) atomik diizlemlerin
kargilik gelen yapilarindan farkli olur. Bu durum, 6zellikle, ylizeye 6zgii benzersiz
ozelliklerin ortaya ¢ikmasima (6rnegin, elektronik yiizey durumlarmna) neden olmaktadir.
Bununla birlikte, nanopartikiiller ¢ozelti igerisinde, homojen dagilarak ve zamandan
bagimsiz olarak fiziksel Ozelliklerini koruyarak, partikiil boyutu biiyik olan
sistemlerden daha stabil olmaktadirlar. Tanecik boyutu kadar, ylizeyin elektriksel yik
Ozellikleri de stabil bir nanopartikiiler sistemin olusturulmasinda 6nemli bir parametre
olmaktadr. Biyouyumlu, biyobozunur ve stabil nanotasiyici sistemler, antikanser

ilaclar1 ve gen gibi molekiillerin tasinmasinda ilgi odagi haline gelmistir. Ozellikle de,
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nanolipozomal ila¢ sistemleri, yapilarinda, hiicre membraninda bulunan lipitleri ihtiva
etmelerinden dolay1 toksik olmamalar1 ve amfifilik yapida olmalar1 sebebiyle hem
hidrofilik hem de hidrofobik ilaglarin tasmiminda kullanilabilmektedirler. Bu agidan
nanolipozomlar; biyolojik membranlara benzer yapilar1 ile hiicre penetrasyonunu
artirma ve ilac1 istenen bolgeye hedefleme gibi 6zellikleri nedeniyle, etkili ilag tastyict
sistemler olarak dikkat ¢ekmektedirler. Nanolipozomlarm yilizeyinde ¢esitli
modifikasyonlar yapilarak ilacin tiimorli bolgede daha ¢ok birikmesi, enkapsiilasyon
etkinliklerinin arttirilmas1 saglanabilmektedir. Bu formiilasyonlar ile, daha disiik
dozlarla hem etkin tedavi saglanabilmekte hem de ilaca bagh yan etkiler
azaltilabilmektedir.

Nanolipozomlar ayn1 zamanda gen ile kombine olarak hazirlanabilmekte, boylelikle gen
ve etkin madde iceren kombine nanolipozomal ilag sistemleri olusturulabilmektedir.
Yiizeye adsorbe olacak negatif yiikli nikkleik asitlerin ylizeye tutunabilmeleri i¢in ,
nanolipozomu olusturan lipitler katyonik olarak secilebilmekte ya da anyonik
nanolipozom yiizeyi katyonik ve hidrofilik bir polimer ile kaplanabilmektedir. Polimer
kaplh nanolipozomlar ve katyonik nanolipozomlar, viral olmayan gen transfeksiyon
sistemlerine model olusturmaktadr. Katyonik lipitlerin toksik etkileri bilindigi icin,
anyonik lipit lizerine yapilan polimer kaplamalar1 6zellikle dikkat ¢ekmistir. Polimer
kaplamalari, ayn1 zamanda negatif hiicre membrani ile daha kolay flizyon yapabilmekte
ve endozomal kagista daha basarili olmaktadir, béylece hiicre penetrasyonunu artmakta
ve etkin madde endozomal veya lizozomal kagista basarili olup, icerigini sitoplazmaya

brrakilabilmektedir veya gen transfeksiyonunda etkili olabilmektedir.

Son yillarda, kemoterapotik ajanlarm tiimor igine (intratiimoral) enjeksiyonu (lokal
enjeksiyon) ile, ilacn dogrudan tiimér bolgesinde Ilokalizasyonunun saglandigi ve
yiksek konsantrasyonda ila¢ ile tedavi etkinliginin arttrildigi gézlenmistir. Ayrica,
sadece hedef bdlgede saglanan ilag salimi ile, ilacm diger dokularda dagilimimnmn
azalarak yan etki gosterme olasiligimm azaldig1r goriilmiistiir. Bu bilgiler 1s18inda tez
caliymast kapsaminda; intratimoral uygulamaya yonelik, ila¢ tasiyan nanolipozom
formiilasyonlari ile polimer kaph ilag tasiyict nanolipozomlar hazirlanmus, olusturulan

nano ilag tasiyici sistemlerin 6nemli karakterizasyon parametreleri olan ZP , PB, PDI
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ve EE iizerine, formiilasyon ve iiretim parametrelerinin etkisi degerlendirilmis, analitik
yontemlerle etkin madde miktar tayini ¢alismalar1 yapilmis, salim profilleri belirlenmis
ve hiicre kiiltiri ¢aligmalar1 yapilmustir. PLL-Lipo-FU, Lipo-FU ve serbest 5-FU
gruplar1 karsilagtirilarak 5-FU’nun PLL kapl veya anyonik nanolipozomal sistemlerle
ve serbest olarak sitotoksik etkileri, A431 epidermoid karsinom hiicre hatt1 tizerinde
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Boylece, mevcut tedavilerin dezavantajlarini

ortadan kaldrmaya yonelik, etkin ve giivenilir bir tedavi yaklagmmi gelistirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Derinin Genel Ozellikleri

Deri, insan viicudunu dis ortamdan ayran organdir. Viicudu ultraviyole 1gmlara, toksik
bilesenlere ve enfeksiyonlara karsi korumaktadir. Epidermis, cildin en dis tabakasidir.
Keratinositler, dendritik melanositler, Merkel ve Langerhans hiicreleri, epidermiste
bulunan hiicre ¢esitleridir (Sekil 2.1.). Epidermisin altinda bulunan dermis, dermal

dendritik hiicreleri, mast hiicreleri ve T-hiicreleri ile birlikte bag dokusunu
icermektedir[15, 16].

e Stratum cormeum

— Stratum granulosum
KERATINOSIT
LANGERHANS — EPIDERMIS
e ST SPINGELITY
MERKEL
MELANOSIT
MERXEL TACTIL
= Stratum basal
NORON —
_|— DERMIS

Sekil 2.1. Derinin yapisi [1]

2.2. Cilt Kanseri

Hem malign melanom (MM), hemde non-melanom cilt kanseri (NMSC), beyaz rkta en
sikk goriilen malignitedir. Hem MM hem de NMSCin goriilme sikhgi gittikge
artmaktadir, 50 yas ve lizeri erigkinlerde MM'de yillik % 0,6 artis goriilmistiir[17].
2016 yilinda tahmini yeni melanom vakasi sayis1 76.380'dir, bu da tiim yeni kanser
vakalarmm % 4.5'ini olusturmaktadr[18].



Melanom insidansindaki artisa ragmen melanoma bagh 6liim oranlarinda orantili bir
artis goriilmemistir. MM goriilme sikligimmm, muayene ve biyopsi sayisi ile paralel
olarak artmig olabilecegi diisiiniilse de, melanom insidanslarinin salgin gibi hizla
artmakta oldugu yoniinde de arastirmalar mevcuttur. Non-melanom cilt kanseri ise,
Bowen hastaligi, bazal hiicreli karsinom (BCC) ve skuamdéz hiicreli karsinomu (SCC)
tirlerini icermektedir. Beyaz rkta, NMSC goriilme riski, MM’ye gore 18-20 kat daha
fazladr[19-21].

Cilt kanserinin olusmasinda birgok faktor etkilidir. Bunlar arasinda, NMSC
goriilmesinin yashlarda daha ¢ok olmasmnm yanisira, yastan bagimsiz olarak UV 1smina
maruz kalmak da yer almaktadir. Yapilan bir arastirmaya gore [22], 40 yas altindaki
kadmlarda, 1973-2009 yillar1 arasinda, BCC insidans1 UV 1smma maruziyetle orantil
olarak % 6.3 artmustir. Benzer sekilde, BCC ve SCC goriilme riskinin, geng yasta (<25)
solaryum kullanimi ile 6nemli bir sekilde arttig1 da bilinmektedir[23]. Ancak, agik tenli
olmak, ultraviyole 1smlara maruziyet gibi g¢evresel faktorler, genetik faktorler
(CDKN2A geninde mutasyon), daha onceden bulunan melanositik neviislerin sayisi,
displastik neviis varligi ve melanomun daha 6nceden gecirilmis olmasi 6nemli risk

faktorleri arasmmdadir.

2.2.1. Kutanoz Malign Melanom (M M)

Malign melanom, derideki melaninin {iretiminden sorumlu “melanosit” adi verilen
hiicrelerden malign transformasyonu sonucu ortaya ¢ikan malign (kotii huylu) bir
kanser tiirtdir, kutan6z malign melanom olarak da adlandirilmaktadir. Melanositler,
noral krestteki multipotent hiicrelerden farkhilagsma ve olgunlasma siirecinde, temel
olarak deri ve kil folikiilii olmak iizere viicudun g¢esitli bolgelerine gd¢cmekte ve
yerlesmektedirler (Sekil 2.2.). Goz, kulak, beyin, kalp, akcigerler ve adipoz doku bu
bolgelerden bazilaridir. Bununla beraber, melanositler bagisiklik sistemi fonksiyonlari
icin dnemlidir; gdrme, isitme ve denge unsurlarinda, uyku ve solunum ritminin olusmasi

gibi yasamsal faaliyetlerde de rol oynadiklar1 disiiniilmektedir.



Melanositler, kanser olustuktan sonra melanin {iretmeye devam edebilir, bu da ciltte
koyu lekelenmelere neden olmaktadir. Melanin iretilmedigi durumlarda ise, pembe,

sarmmst kahverengi hatta beyaz olarak izler olugmaktadir.

Sekil 2.2. Epidermal melanin iinitesi

Malign melanom klinikte A, B, C, D, E harfleri ile teshis edilir. Baglica melanom
bulgular1 sunlardir (Sekil 2.3.):

e Asimetri (A)- Neviisiin ortasindan ¢izgi ¢ekildiginde, iki tarafin birbirinden

farkh olmasidrr.

e Smir Diizensizligi (B) - Melanomun smm ¢ogunlukla piiriizlii ve bulaniktir.

e Renk (C)— Benign neviisler tek bir renkte bulunurken, melanom birden fazla

rengi iginde barmdirabilir.



e Biiyiikliik (D) — Benign neviislerin boyutu degismezken melanom biiyliimeye
devam etmektedir. Caplar genellikle, 6 mm’den biiyiik olmaktadir.

e Cap artis1 (E) - Lezyonlarin biiyiimesi durumu.

Sekil 2.3. Melanom bulgular1 6rnekleri[3]

2.2.2. Histolojik Melanom Tipleri

Malign melanomlar Clark ve Breslow’un okiiler mikrometreyle yaptiklari
siniflandirmaya gore ince tiimorler (timor kalinligi 0.75 mm’den az olanlar) ve kalin
timorler (tlimor kalinligi 0.76-1.5 mm, 1.5-3.0 mm ve 3.0 mm’den fazla olanlar) olmak
iizere ikiye ayrimaktadir. Malign melanomlarm morfotipleri ise; ylizeye yayilan

melanom, lentigo malina, nodiiler melanom, akral lentijindz melanom ve desmoplastik
melanomdur (Sekil 2.9.).



2.2.2.1. Yiizeyel Yayillan Melanom

En siklikla goriilen melanom tipidir, genellikle diiz ve diizensiz sekilli olup, renkleri
degisken olabilmektedir. Siyah veya kahverenginin farkli tonlarini igerebilir, yastan
bagimsiz olarak olugabilmektedir. Yatay olarak yayilmaktadirlar. Tiim melanom cilt
kanseri tiplerinin yaklasik olarak %70’ini olusturmaktadir (Sekil 2.4.).

Sekil 2.4. Bifazik yiizeyel yaylan malign melanomun invaziv evresi [4]

2.2.2.2. Lentigo Malign Melanom

Yaslanma ile birlikte ortaya ¢ikmaktadir, biiyiik, diiz ve kahverengi tonlarinda lezyonlar
olarak goriilmektedir. Dikey olarak yayimaktadrlar. Tim melanom cilt kanseri
tiplerinin %10-15"ini olusturmaktadir (Sekil 2.5.).



Sekil 2.5. Invaziv déneme yeni gegmekte olan lentigo malign melanomun erken evresi

2.2.2.3. Nodiiler Malign Melanom

Siyah, koyu mavi veya kirmizimsi mavi renginde lezyonlar1 bulunmaktadwr, renksiz
lezyonlar1 da bulunmaktadir. Nodiiler melanom cilde yapisik yumru seklinde ortaya
¢ikmaktadwr. Bu tiir yumrulara polip olarak adlandirilmakta ve daha once leke veya
lezyonun goriilmedigi yerlerde de olusabilmektedirler. Tiim melanom cilt kanseri
tiplerinin %15-20’ini olusturmaktadir. Nodiiler melanom genellikle siyah renktedir
fakat mavi, gri, beyaz, kahverengi, koyu cilt rengi, kirmizi veya ciltle ayni renkte
olabilmektedirler. Nodiiler melanom, bir kdk veya sap gibi bir ¢ikintiyla mantar
goriintimii verebilir (Sekil 2.6.). Yiizeyi piriizsiiz, piriizlii veya kabuklu olabilir.
Kanayabilmekte ve ¢ogunlukla sert bir dokudan olugmaktadirlar. Nodiiler melanoma
viicudun herhangi bir yerinde rastlanabilmektedir, ancak en sik gdgiis, sirt, bacaklar ve
yiizde ortaya ¢ikmaktadirlar.



Sekil 2.6. Monofazik nodiiller malign melanom [4]

2.2.2.4. Akral Lentijinoz Melanom

Malign melanom tiirleri arasinda insidans oranmin en az oldugu tiptir. Tipik olarak,
avue icinde, ayak tabaninda, parmak ve ayak tirnaklarinin altinda ortaya ¢ikmaktadir
(Sekil 2.7.). Yatay olarak yayilmaktadirlar. Tiim melanom cilt kanseri tiplerinin %5 ’ten
az bir oranm olusturmaktadir[24].

Sekil 2.7. Bifazik akral lentijindz malign melanomun invaziv evresi [4]
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2.2.2.5. Desmoplastik Melanom

Teshisi zor, bolgesel olarak agresif bir melanom tipidir. Yash kisilerde daha ¢ok goriiliir
ve lezyonlar genellikle iist ekstremitede ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.8.). Lezyonlarmn
yaklagik yarist amelanotiktir. Melanom insidanslarmin %1.7’sini olusturmaktadir[25].

Sekil 2.8. Desmoplastik melanoma[5]

Lentigo malin melanom —‘.
Okiiler malin melanom

Primeri bilinmeyen malin melanom

Akral lentijin6z malin melanom

Nodiiler malin melanom

Yiizeye yayilan malin melanom

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Sekil 2.9. Malign melanom tiirleri ve genel olarak insidans oranlart [6]
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2.3. 5-Florourasil

5-FU (5-Floro-2,4-dihidroksipirimidin), intravenoz ve topikal uygulama ile farkli kanser
tirlerinin tedavisinde kullanilan kanser onleyici bir antineoplastik ajandr (Sekil 2.10.).

O
i
HN /

O F

Sekil 2.10. 5-FU’nun Kimyasal Yapisi [7]

Anjiyojenezin, molekiiler mekanizmasmin anlagilmasi ile, bu mekanizmada rol oynayan
efektor molekiilleri veya reseptorleri hedefleyerek endotelyal biiylime faktorii (VEGF)
sinyal kaskadin1 inhibe edilmesine yonelik ¢esitli ilaglar gelistirilmistir. 5-FU, primidin
analogu antineoplastik bir ajandir. Literatiirde ve Kklinikte melanom kaynakli cilt
kanserlerinin tedavisinde kullanilmistir. Molekiil formiilii C4H3FN2,O,; ve molekiil
agirhigr 130.08 g/mol’diir. 5-FU, tiimdr hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebilen bir anti-
metabolittir. 5-FU, DNA sentezinin inhibisyonu sonucu dengesiz hiicre biiyiimesi ve
hiicre olimiine sebep olur.
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5-FUMP 5-FUdP
5'FL|"DP 5-FdUdP
dUMP _ I dTMmP
Timidilat
RNA Sentaz DNA

Sekil 2.11. 5-FU’nun etki mekanizmasi

Timidilat sentaz (TS), DNA sentezinin temel enzimidir. Aktif 5-FU metabolitleri,
enzimle kompleks olusturarak timin sentezini, dolayli olarak da DNA sentezini inhibe
ederler (Sekil 2.11.). Viicuttaki 5-FU’nun %80’inden fazlasi ise DPYD geni ile etkisiz
hale getirilmektedir. DPYD geni DPD’yi kodlayarak, 5-FU’yu pargalayan ve pirimidin
katabolik yolunda sinirlayici bir enzim olan dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD)’mn

sentezlenmesini saglar.

2.4. Nanoteknoloji ve fla¢c Tasima Sistemleri

Son yillarda, nanoteknolojinin farkli alanlara uygulanabilmesi, gelistirilen araglarla
miimkiin hale gelmistir. Nanoteknolojinin kullanimu, tip ve farmakolojiyi 6nemli 6l¢iide
etkilemistir. Nanomalzemelerin hiicre alt1 seviyede goriintiilenebilmesi ve ilaglarmn

hedefe yonelik tasarlanabilmesi ile onemli gelismeler kaydediimistir.

Nanoteknoloji, bulk malzemelerin, miihendislik yaklagimlar1 kullanilarak molekiiler
veya atomik seviyelerde ¢alisilmasi olarak tanmmlanmaktadir. Bu alan genel olarak,
nanoaygitlar veya nanoyapilar kullanilarak molekiiler seviyede biyolojik sistemlerin
aydmlatilmasini, hastaliklarin varsa Onlenmesini ve tedavisini kapsamaktadir.
Yigin(bulk) malzeme, malzeme boyutundan bagimsiz olarak sabit fiziksel 6zelliklere

sahiptir, ancak nano Olgcekte bu genellikle bdyle olmaz.
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Ilag tasiyici sistemler olarak, nanomalzemelerin kullanilmas1 yeni ve etkili ilag
formiilasyonlarinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Spesifik ilag tastyici sistemler, hedefe
yonelik, biyouyumlu ve biyobozunur olarak tasarlanabilmektedir. Etkin maddelerin
giivenligini ve etkinligini, etkin maddeyi enkapsiile ederek dokularin ve organlarin
etkilenmemesini saglamaktadirlar. Istenmeyen yan etkileri azaltmak, belirlenen siire
icerisinde, etkili bir tedavi saglamak ve bu sayede biyoyararlanimi artirmak ilag tagtyici
sistemlerle olusturulan formiilasyonlarm gelistirilmesinin temel amacidir. Lipozomlar,
polimer veya metal nanopartikiil-etkin madde konjugatlari, miseller ve dendrimerler,

formiilasyonlarda kullanilan ilag tastyic1 sistemlerden bazlaridir.

2.4.1. Nanolipozomlarin Tamm ve Ozellikleri

Nanolipozomlar ilk olarak Ingiliz hematolog Dr. Alec D. Bangham tarafindan 1961°de
Cambridge’de bulunan Babraham Enstitiisi’'nde (yaym tarihi 1964) kesfedilmistir.

Kesifleri Bangham ve R. W. Horne’un enstitiiye alinan elekton mikroskobu sayesinde,
fosfolipitlere negatif yiiklii boya yikklemeleriyle olmustur.

Nanolipozomlar son yillarda olduk¢a dikkat ¢eken yenilik¢i ilag tasiyict sistemlerdir,
boyutlar1 10 - 1000 nm arasmda degismektedir. Nanolipozomlarin temel yapilarini
fosfolipitler olusturmaktadir ve kendiliginden olusan, lipit molekiillerden meydana
gelen, disperse edildiklerinde sulu fazda ilac1 hapseden, Sekil 2.12.’de gosterildigi lizere
lipit ¢ift tabakadan olusmus kolloidal partikiillerdir[26].
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Sekil 2.12. Tek tabakah lipozomun yapisi[8]

2.4.1.1. Nanolipozomlarin Fiziksel Ozellikleri

Nanolipozomlar, fosfolipitlerin ge¢is sicakliklarinin (T;) Ustiindeki bir sicaklikta jel
halindeyken hidrate edilmesiyle olusan vezikiillerdir. Gegis sicakhig1 (T¢), bir lipozomu
olusturan lipit diziliminin jel (kat1) formdan, kristal (siv1) forma gecisi ile olmaktadir.
Faz degisimi sicaklii iizerinde, lipozomlar seklini korumaktadirlar, fakat lipit
molekiilleri sivi haldedir. Fosfolipitlerin zincir uzunlugu, bu zincirlerin gliserol
iskeletine baglanmalarmin faz degisimi sicakligma olan etkisi bilinmektedir [27].
Yiksek lipit konsantrasyonunda lipitler sivi kristaller olusturmakta, daha diisik
konsantrasyonlarda ise fosfolipit tabakasini olusturan lipitlerin hidrofilik fazdan
uzaklagabilmek i¢cin skigik bir dizilim olusturmaktadir[28].

Fosfolipitler, yapilarnda hem lipofilik hem de hidrofilik yapilar oldugu i¢in
amfililiktirler. Sulu ¢ozeltilerde fosfolipitlerin bas kisimlarinin, bir ¢ift tabaka
olusturdugu disiniilirse, hidrofilik bas kisimlari bu ¢ift tabakanin en dig ve en i¢
boliimlerinde kalmaktadir, yag asitlerinden olusan kuyruklar da tabakanin i¢ kismini
olusturmaktadr.

Nanolipozomlar, biiyikliklerine ve katman sayilarina gore lic temel gruba ayrilirlar.
Cok katmanh vezikiiller(MLV’ler), birbirlerinden sulu ortamla ayrilmis birden fazla
fosfolipit tabakasindan olusmaktadir. Bu lipozomlarmn ¢ap1 genellikle birkag yiiz ile

binlerce nanometre arasinda degismektedir. Ote yandan, hem kiicikk tek katmanh
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vezikiiller (SUV'lar) hem de biiylk tek katmanh vezikiiller (LUV'lar), sulu alam
cevreleyen tek bir ¢ift katmandan olusmaktadir. SUV'lar 100 nm'den kiigtiktiir, LUV'lar
ise 100 nm'den biiyik yapilardr (Sekil 2.13.).

Wy S ) P
SINESS LA FF NS
o2 SRS o —— RS

(~ A o Peveet
DS
Sekil 2.13. MLV, LUV ve SUV lipozomlar

Nanolipozomlarin i¢ kismi, hidrate edildigi ortamla ayni 6zellikleri tagidigindan, burada
hidrofilik etkin maddeler enkapsiile edilebilmektedir; katmanlarm arasini ise organik
¢oziiciide ¢Oziinen lipit, stabilite artirict vb. dzellikte maddeler olusturdugu i¢in, burada
hidrofobik veya lipofilik etkin maddeler enkapsiile olabilmektedir. Bu sayede, dis ve i¢
tarafa bakan iki polar ucun olusturdugu apolar fosfolipit tabakanin icerisinde hapsolmus
ilag, sulu fazla temas halinde olmamakta, etkin madde 6zelligini koruyabilmektedir.
Ayni sekilde, sulu fazda ¢6ziinen etken madde de, polar uglar sayesinde hidrofobik faz
ile etkilesime girmemektedir[29].

2.4.1.2. Nanolipozomlarin Kimyasal Ozellikleri

Nanolipozomlar ¢ogunlukla fosfolipitlerden meydana gelmektedir. Fosfolipitler
arasinda fosfotidilkolin, fosfotidiletanolamin, fosfatidilinositol, fosfatidilgliserol,
fosfatidik asit yer alir. Genellikle lipozomlar, fosfolipitler (dogal, sentetik, yar1 sentetik
kaynakli) yaninda, yiik vericiler (pozitif, negatif) ve kolesterol gibi kimyasal
bilesenlerden olusmuslardir

Fosfolipidler, sfingolipidler ya da gliserofosfolipidler olarak siniflandirihirlar [30, 31].
Fosfolipitlerden en ¢ok kullanilan1 fosfotidilkolindir(PC) ve bu lipit lesitin olarak da
bilinmektedir (Sekil 2.14.). Fosfotidilkolinin pH=7’de net yikii 0’dr[32]. Ayrica,
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PC’nin merkezi sinir sisteminde dikkat ve uyarilma, periferik sinir sisteminde kaslarin

kontrolii gibi 6nemli gorevleri bulunan asetilkolinin prekiirsoridir [33].

0 \CH—0—C—R
I |
R—C—0— clH ﬁ
CH,— 0 — P — 0 —|CH,CH,N(CH,),
I | .
0

Sekil 2.14. PC’nin kimyasal yapisi
2.4.1.2.1. Fosfolipit Cesitleri

En cok tercih edilen lipitler, pH=7’deki net yiikleri ve kat1 halden sivi forma gegis
sicakliklart (T¢) Cizelge 2.1.°de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Lipit tiirevleri, notr ortamda yiikleri, Tc degerleri [12-14]

Lipit Ach Kisaltmasi Net Yiikii T Degeri
Distearoilfosfatidilkolin (DSPC) 0 58
Dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) 0 41
Dimiristoilfosfatidilkolin (DMPC) 0 23
Dilaurilfosfatidilkolin (DLPC) 0 0
Dimristoilfosfatidiletanolamin (DMPE) 0 48
Yumurta Fosfatidilkolini Egg PC 0 -5'den-15'e
Soya Fosfatidilkolini Soy PC 0 -20'den-30'a

Fosfolipitler, genis bir pH araliginda negatif yiikli olmaktadrlar, pozitif veya notr
lipozomlar elde etmek i¢in fosfatidiletanolamin gibipozitif yiikli lipitler kullanilmalidir
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veya negatif yiiklii lipitler tercih edilip, elektrostatik depozisyon ile pozitif yikli bir
polimer kaplamas1 yapimalidir.

Bu polimerlere 6rnek olarak, tez kapsaminda da nanolipozomlar1 kaplamada kullanilan
PElI ve PLL polimerleri verilebilir. Sentetik fosfolipitlerden DPPC yiksek gegis
sicakhigma sahip oldugu i¢in stabilitesini yiiksek sicakliklarda daha ¢ok koruyabilir, bu
acidan PC’ye gore daha avantajlidir ve daha ¢ok tercih edimektedir[14, 34].

2.4.2. Lipozomlannn Faz Degisimi

Lipozomal formiilasyonlarin hazirlanmasinda, lipitlerin = gegis sicakliklart (T¢)
kullanilmaktadir. Bu sicakligin istiinde veya altinda calismak, enkapsiilasyon verimini
ve stabiliteyi etkilemektedir. Faz degisimi sicakliga, lipidi olusturan bilesenlere ve

kullanilan yardimc1 maddelere bagh olarak degisiklik gosterebilmektedir[28].

Bir diger faktor de, yardimc1 madde ilavesidir. Ayni cins lipitten olusan lipozomlarin
keskin bir faz degisimi sicakligi bulunmaktayken, stabilite artirici maddelerin veya
bagska tiir lipitlerin varhginda T sicakligi degisebilmektedir. Kolesteroliin, lipozomlarm
faz gecisini zorlastirdig1 bilinmektedir; Tc degerinin altinda, jel faza gegisi, Tc degerinin
istlinde ise kristal faza gecisi zorlastirmaktadir. Burada kolesteroliin konsantrasyonu
onemlidir; %9 oraninda kullanildiginda polariteyi artrmakta, %13 oranmnda
kullanildiginda ise polariteyi azaltmaktadir[28]. Lipozomun stabilitesi bu faz
degisiminden etkilenmektedir, polaritenin artirilmasi ise hidrofilik etkin maddelerin

enkapsiile edilebilmesi i¢in avantajlidir.

2.4.3. Lipozom Hazirlama Yontemleri

Nanolipozomlar film olusturma, ektriizyon, ters faz buharlastirma, emiilsiyon
olusturma, enjeksiyon, siiperkritik ¢ozelti ve diyaliz yontemi gibi pekcok yontemle
hazirlanabilmektedir. Sonikasyon yontemi ile biiylik ¢ok tabakali vezikiiller (MLV)
biiylik tek tabakali (LUV) veya kiiciik tek tabakali (SUV) vezikiillere kiiciiltiilebilirler.
Literatiir incelemeleri sonucunda, kanser tedavisine yonelik hazirlanan lipozomal

formiilasyonlarin genellikle film olusturma ve sonikasyon ydntemi ile hazirlanmig
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olduklar1 ve bu yontem ile yaklask 100-200 nm boyutuna sahip olduklari tespit
edilmistir.

2.4.3.1. Cok Tabakah Lipozom (MLYV) Olusturma

Cok tabakali lipozomlar, Bangham tarafindan ortaya atilan ince film lipit kurutma ve
ardindan hidratasyonu metodu ile olusturulabilir. Ince lipit tabakasi, lipitlerin organik
bir ¢oziiciide ¢oziiliip, ¢oziicliniin rotavaporda belirli bir basing altinda ugurulmasi ile
elde edilmektedir. Elde edilen lipit tabaka, sulu faz ile vorteks veya elle karistirma ile
hidrate edilerek MLV’leri olusturmaktadir.

Bunun sonucunda, diisiik enerji ile yiiksek enkapsiilasyon verimine sahip lipozomlar
olusturulmaktadir. MLV’ler depolama stabilitesi agismdan avantajlidir[9].

2.4.3.2. Biiyiik Tek Tabakah Lipozom (LUV) Olusturma

Cok tabakali lipozomlarmm membran ekstriizyonundan gecirilmesi ile, ultrasonikasyon
ve yiiksek basig homojenizasyonu yapilmasiile elde edilebilmektedirler. MLV’ ler gibi
disiik enerji ile yiiksek enkapsiilasyon verimine sahip lipozomlar olusturulabilmektedir.
Ayrica yapilan bir ¢calismadan LUV’larn SUV’lara gore depolama stabilitesinin daha
cok oldugu, daha genis bir sicaklik araliginda faz doniigiimiinii tamamladiklari
belirtilmektedir.

2.4.3.3. Kiiciik Tek Tabakah Lipozom (SUV) Olusturma

MLV’lerin ve LUV’larin membran ekstriizyonu, u¢ sonikatdor veya ultrasonik banyo,
diyaliz, yiksek basing homojenizasyonu ile boyutlarmm kiiciiltiilmesi sonucu
olusmaktadir. Tez kapsaminda olusturulan lipozomlar cogunlukla bu gruba girmektedir.
Kii¢ik tek tabakali lipozomlar yiiksek homojeniteye sahiptir, boylelikle polidispersite
indeksi 0’a daha yakindir, berrak bir ¢dzelti olusturmaktadrlar. Diigikk enkapsiilasyon
verimine ragmen, bircok uygulamada etkin madde enkapsiilasyonu i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadirlar.
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2.4.4. Ozel Karakterli Lipozomlar

Lipozomlar, farkl yontemler ile MLV, LUV ve SUV olarak ve farkli kompozisyonlarda
olusturulabilir ve bu durumda in-vivo ortamdaki davranislar: tamamen yapilarina bagl
olmaktadir.

2.4.4.1. Stealth Lipozomlar

Lipozomlarm, istenen bolgede uzun siire kalmasiy ve bdylece belirlenen salim
kinetiginde ilacin salimmas1 istendiginde, ylizeylerine PEG zincirleri eklenmektedir.
PEG polimerinin zincir uzunlugu ve konsantrasyonu degistirilerek, lipozomun hedef
bolgeye ulagsmasi saglanabilmektedir. Bunun yani swa, gangliosit GMI1 eklenmis

lipozomlar da sirkillasyonda uzun siire kalarak, kan-beyin engelini asabilmistir[35, 36].

2.4.4.2. Katyonik Lipozomlar

Stealth lipozomlarin tersine, pozitif yiklerinden dolayy, negatif yiikli hiicre
membranina kolaylikla baglanabilmektedir. Ayn1 zamanda, RNA ve oligoniikleotidler
gibi genetik materyallerin sitozole tagmmasi i¢in non-viral gen vektorleri olarak
kullanilmaktadirlar. Hiicre membrani ile flizyona ugrayarak birlesip, icerigindeki etkin
maddeyi sitozole birakmaktadirlar. Daha fazla miktarda etkin madde tasmnimi i¢in pH
duyarl hazirlanabilmektedirler.

2.4.4.3. pH'a Duyarh Lipozomlar

Bu tip lipozomlarin diisik pH’da, stabilitesi bozulmakta ve ihtiva ettikleri etkin
maddeyi salmaktadirlar. pH asidik iken, hiicre membrani ile kolayca flizyona
ugrayabildikleri i¢in, hiicre i¢ine etkin maddenin tagmmasi uygulamalari i¢in tercih
edilmektedirler. Hiicre i¢cinde lizozomal degredasyona ugramamasi i¢in stealth 6zellikte

yapilabilmektedirler.
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2.4.4.4, Hedeflenmis Lipozomlar

Lipozomlarm belli bir hiicreye ya da dokuya hedeflendirilmesi, monoklonal antikorlarmn
veya baglanma i¢cin uygun olan bir proteinin, kovalent baglarla lipozomun dis ylizeyine
baglanmasi ile olmaktadir. PEI gibi pozitif yiike sahip bir bilesigin yapiya eklenmesi ile
PEl’nin amin gruplar1 ile proteinler arasmda kovalent bag olusacak ve dolayist ile

proteinler yapiya kolayca eklenebileceklerdir.

2.4.4.5. Kaph Lipozomlar

Lipozomlarn yiizeyleri, belli bir bolgeye hedeflendirme ve stabilite artrma gibi
amaglarla  kaplanabilmektedir. Kaplama materyali olarak, biyouyumlu ve
biyodegradasyon sartlari canli viicuduna uygun polimerler siklik la tercih edilmektedir.
En ¢ok kullanilan polimerler arasinda, dekstran, mannan, kitosan, PLL ve PEI 6rnek

verilebilir.

2.4.4.6. Sicakhga Duyarh Lipozomlar

Lipozomlarm faz degistirme sicakligindan yararlanilarak olusturulmaktadmlar. Lipit
membran, faz degistirme sicakhgmda esnek oldugu igin, igerigini ortama
birakmaktadirlar. Ortam sicakliginin, faz degistirme sicakli§a esit veya yiiksek olmasi
ile sicakliga duyarli lipozomlar hazirlanabilmekte, ortam sicakligi ile birlikte etkin
maddenin hizli bir sekilde salmmasi saglanabilmektedir.

2.3.5. Nanolipozomlarin Avantajlan ve Dezavantajlan

Nanolipozomlarin avantajlar1 arasmnda;
e Enkapsiile haldeki ilacm etkinligini ve terapdtik indeksini artwrmalari,
e Enkapsiile ettikleri ilacin stabilitesini artrmalari,
e Sistemik veya sistemik olmayan uygulamalar i¢in uygun; biyouyumlu, tamamen
biyobozunur, toksik olmayan, esnek ve immiinojenik olmayan sistemler

olmalari,
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e Enkapsiile ettikleri ajanmn toksisitesini diigiirmeleri,
e Hedeflendirilecekleri dokuya 6zgii ligantlar ile aktif hedeflendirme i¢cin uygun
olmalar1 bulunmaktadir.

Nanolipozomlarin dezavantajlar1 ise;

e Uretim maliyetlerinin yiiksek olmasi,

e Enkapsiile ettikleri illacin ya da molekiiliin, lipozomal tabakadan sizmt1 yapma
ve/veya lipozomlarin agregasyon yapma ihtimalinin bulunmast,

e Nanolipozomu olusturan fosfolipit tabakasinin, oksidasyon ve hidroliz gibi
kimyasal reaksiyonlara ugrama ihtimali,

e Boyutlarindan dolayr yarilanma Omiirlerinin kisa olmasi,

e Cozimirliklerinin disik olmasidr[37].

2.3.6. Nanolipozom Karakterizasyon Parametrelerinin Onemi

2.3.6.1. Partikiil Biiyiikliigiiniin Etkisi

Opsonizasyon orani ve enjekte edilen lipozomlarin retikiiloendotelyal sistem (RES) ile
kan dolasimmndan atilmasi, lipozoumun bilesenlerine ve boyutuna baghdir. RES’in,
bagisiklik sisteminin bir parcasit olarak temel islevi yabanci maddeleri viicuttan
uzaklastirmakti. RES, esas olarak karaciger, akciger ve dalaktaki Kupffer hiicrelerinde
bulunan kan monositleri ve makrofajlar gibi hiicrelerden olusur. Damar igi
enjeksiyondan kisa bir siire sonra, nanolipozomlar opsonin ad1 verilen serum proteinleri
ile kaplanr. Lipozomlar opsonize olduklarinda, RES hiicreleri tarafindan hizla fagosite
olurlar ve enjekte edilen lipozomlar, biiyiik oranda karaciger ve dalakta

birikmektedirler.

Biiytk lipozomlar (> 200 nm) hizla opsonizasyona ugrar ve kisa siirede kan
dolagimindan atilir ve yiksek oranda dalakta birkirler. Opsonizasyon lipozom
boyutuyla orantilidir. Kii¢iik lipozomlar nispeten daha biiylk bir yiizey alanina sahiptir
ve membran ylizeyinde opsonin yogunlugu daha diisiik olacaktir, bu da makrofajlar

tarafindan daha az oranda tutulmalar1 demektir[38].
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70 - 200 nm boyutunda olan lipozomlarm, RES'den kagma olasilig1 daha ytiksektir, bu
sebeple, dolasimda daha uzun siire kalacaklar ve boylece hedefe ulasma ihtimalleri de
artacaktwr. Karacigerin kilcal duvarlarmdan ekstravazasyon (¢evre dokuya sizma)
yapabilmeleri nedeniyle, kiicikk lipozomlar (cap <70 nm) daha kisa siire dolasimda
kalrlar. Kan kapillerinin yapist ve sekli organ ve dokulara gore degisiklik
gostermektedir. Saglikli dokularin kilcal damarlary, tiimorlerin kilcal damarlarindan
yapisal olarak farklilik gostermektedir ve bu kilcal damarlarin organlara ve dokulara

kan temini birbirinden farkhdir[39].

2.3.6.2. Lipozom Bilesenlerinin Etkisi

Lipozom katmanimndaki lipidik organizasyon; geg¢irgenlik, membran esnekligi, yiizey
yikii ve proteinlerin baglanmasi gibi dzellikler iizerinde etkilidir ve RES tarafindan

tutulmada en az lipozomun boyutu kadar 6nemlidir[40].

Esnek olmayan notr lipozomlar, dolasimda daha uzun siire kalabilmekte ve yikli
sistemlere kiyasla ilacidaha uzun siire tutabilmektedirler. Esnek olmamalar1 ve nispeten
daha rijid membranl olmalar1 sebebiyle de opsonin proteinleri yiizeye daha zor
baglanmaktadir. Lipozom formiilasyonlarina kolesterol eklenmesi, fosfolipitlerin
membrandaki organizasyonunu daha diizenli yapmakta ve daha sert bir katman
olusturmaktadr, bu da stabiliteyi artrir; ilag sizintisin1 dnler. Ayrica, opsoninlerin
lipozomlar iizerine baglanmasini azaltarak ve lipozomlarmn in vivo ortamda stabilitesini
artirabilir ve RES tarafindan tutulmasini engelleyebilir[41]. Bazi plazma proteinlerinin
lipozomlara afinitesi lipozom belirli bir yilkke sahipse artmaktadir. Ozellikle katyonik
sistemler, sistemik dolasimdaki bilesenlerle hizli bir sekilde etkilesime girmekte ve bu
nedenle in vivo olarak daha kisa bir yar1 dmre sahip olmaktadrlar[42]. Fosfatidilserin
(PS), fosfatidik asit (PA) ve fosfatidilgliserol (PG) gibi negatif yiikli lipidler iceren
anyonik lipozomlarin makrofajlar tarafindan hizli bir sekilde tutuldugu ve bdylece kisa

stirede dolagimdan atidig1 da bilinmektedir[38, 43].

2.4.7. Lipozomlarda Stabilite

2.4.7.1. Kimyasal ve Fiziksel Stabilite
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Lipozomlarm metal yiizeyle etkilesmesi sonucu oksidasyon gerceklesir. Doymamis yag
asitlerinden olusan lipitler, doymus yag asitlerinden olusan lipitlere kiyasla daha
dayanaksizdir; gecis metallerinden (demir vb.) daha kolay etkilenmektedir[44, 45].
Kimyasal stabiliteyi artirmak i¢in yilizeye katyonik polimer kaplanabilmekte, bu sayede
art1 yiklii gecis metalleri ile polimerdeki katyonlar birbirini itecek ve gegis metalleri
lipozom yiizeyine ulasamayacaktir.

Tez kapsaminda da, kimyasal stabilitenin artrilmasi amaciyla katyonik polimerler

tercih edilmistir.

Te gegis sicaklhigmin iistline ¢ikilmasi veya partikiillerin agrege olmasi durumunda,
lipozomun yapis1 bozulmakta ve boylece etkin madde partikiilden agiga ¢ikmaktadir[9].
Ortamin sicakhgmm, pH’m, partikiil biiyikliigiiniin, zeta potansiyelin ve lipit ¢esidinin
ilag tasiyici sistemin bilesenlerine ve etkin maddeye gore optimum segilmesi fiziksel

stabilite i¢in esastir.

2.4.7.2. Stabilitenin Artirilmasi

Lipozomlar, dolasimdayken, kanda bulunan plazma proteinleri ile etkilesip
Retikiiloendotelyal sistem tarafindan atilmaktadir. RES sisteminde bulunan organlar,
hedef organ olmadik¢a bu durum dezavantaj yaratmaktadir. Bunlarin tistesinden gelmek

icin lipozom ylizeyinde cesitli modifikasyonlar yapilmaktadi[46].

Bunun yanisira, lipozomun yiizeyi de hedefleme ¢aligmalari igin uygundur; gesitli

ligandlar ve polimerler ile modifikasyona elverislidir.

Lipozomal ila¢ tasima sistemlerinin kullanimmin, lipozomlarin yapisindaki bilesenler,
insan hiicre zarlarmin bilesenlerinden olustugu icin birgok yarar1t bulunmaktadir.
Lipozomlar, kan dolasiminda, lipozomal olmayan bir ilaca kiyasla uzun bir siire
dolasimda kalabilir, bu da uygulanan tedavinin uzun siireli ve boylece daha etkili
olmasmi saglamaktadr. Lipozomlarmn bir diger 6zelligi, kanser hiicrelerini hedeflemede
ve kanserli bolgede birikebilmeleridir, bdylece ilacin istenilen bolgede kendiliginden

ulastirilmasini saglamaktadir.
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Saglhikli bir insanin kan damarlarmdaki endotel duvari, siki kavsaklar ile birbirine
endotel hiicreleri ile kaplidir, bu da kandaki herhangi bir biiyik partikiiliin damardan
sizmasini onlemektedir. Tiimor damarlarinda ise, endotel hiicreleri arasindaki a¢iklhik
s1zintiya sebep olacak 6lglide daha fazladir, bu nedenle, belirli boyutlardaki (<400 nm)
lipozomlar, kan dolasmindan timérli bolgelere kolaylkla girebilir.

2.4.7.2.1. Kolesterol Kullanmim

Kolesterol molekiilleri hidrokarbon zincirlerinin jel yapidayken bir araya gelmesini
engellemektedir. Faz doniisiim sicakliginin Gistiinde kolesterol, kristal lipit molekiillerini
daha az swvi bir hale getirmis, ge¢irgenlik azalmigtwr. Sert sterol molekiillerinin

hidrokarbon zincirlerinin hareketini engellemektedir[9].

Faz degisimine etkileri sebebiyle, kolesterol iceren fosfotidilkolin formiilasyonlary,
kolesterolsiiz formiilasyonlara  kiyasla, farkli  sicakliklarda iceriklerini
koruyabilmislerdir [29].

2.4.7.2.2. Yiizeye Polimer Kaplamasi

Elektrostatik depozisyon metodu ile zit yikli lipitler ile polimerler etkilesebilmekte,
polimerler yilizeye katmanlar seklinde kaplanabilmektedir. En ¢ok kullanilan
lipozomlarin genis pH araliginda negatif yiiklii olmas1 sebebiyle, pozitif yikli bir
polimer ylizey kaplanmasinda kullanilabilir. Kitosan, poli-L-lizin, polietilenimin
kullanilan polimerlerden bazilaridir. Bu tiir kaplamalar, lipozomlardan ila¢ sizintismni
engellemekte, stabiliteyi artirmaktadir[9]. Ayrica polimer kaplanmasi, kimyasal
bozunmaya karsi da olumlu etkiler gostermekte[45], lipaz enziminin lipozomla
etkilesimini belirli siire icerisinde engelleyerek, lipozomun daha uzun siire dolagimda

kalmasmi saglamaktadir[47].

2.4.7.3. Stabilite Kontrolii

25



Partikiil biiyiikliiglindeki degisim ve yiizey yiklerinin incelenmesi ile stabilite
kontrolleri yapilabilmektedir. Belirli bir partikiill boyutundan daha biiyik olan
nanolipozomlar, polidispersite indeksine bagl olarak, agrege olmaya egimlidirler.
Ayrica ¢ahgmalarimizdan da elde ettigimiz sonuglara gore zeta potansiyeli 0’a yakin
olan partikiiller de fiziksel stabilitesinin koruyamamakta, maksimum 1 hafta icerisinde
agrege olmaktadr. Bu sebeple tez kapsaminda, zeta potansiyeline, polidispersite
indeksine ve partikiil biiyiikliigline dnem verilmistir. -30 mV ve +30 mV’dan, sirastyla
disik ve yiksek olan nanolipozomlar, 0’a yakin PDI degerleri ile stabilitesini
koruyabilmiglerdir. Partikiil biyikligii 300 nm’den kiigiik nanolipozomlarm da,
partikiil biiytikligiindeki degisim 300 nm’den biiyik olanlara kiyasla daha yavas
gerceklesmistir.

2.4.7.3.1. Partikiil Biiyiikliigii, Zeta Potansiyeli ve PDI Ol¢iimii

Partikiil biyiikligli ve polidispersite indeksi Olglimleri, zeta potansiyel analizleri,
genellikle lazer 1sk sagilimi yontemi ile yapilmakta ve bu amagla ¢aligmalarda,
genellikle Malvern marka Zeta-Sizer NanoS cihazi kullanilmaktadir. Polidispersite
indeksi Ol¢limleri formiilasyonun homojenitesi, zeta potansiyel Ol¢limleri ise

formiilasyonun stabilitesi hakkmnda bilgi vermektedir.

Malvern Zeta-Sizer NanoS sisteminde 633 nm dalgaboyundaki 4 mW helyum/neon
lazer bulunmaktadir ve Ornekleri 1738 algilama agisinda non-invaziv backscatter
teknolojisi ile 6lgmektedir(Sekil 3.2.). Sonuglar, polidispersite indeksi (PDI) ile birlikte
lipozom siispansiyonunun ortalama cap1 (zeta ortalama partikiil biiyiikliigii) olarak elde
edilmektedir. Bu indeks, tamamen monodispers bir sistem i¢in 0.0, tamamen polidispers
olan partikiiller i¢in 1.0 olmaktadir. Par¢cacik biiyikliigii dagilimi, biiytkliik dagilimmimn
genisliginin bir dl¢iisii olan PDI kullanilarak tammlanmaktadir[48].

Lazer 151k sagcilimi metodu ile, nanolipozomlarm 1s1k yayma miktarindan yararlanilarak
partikiil ¢ap1 belirlenebilmekte ve bu amagla 6zel kiivetler kullanilmaktadir (Sekil 3.2.)
[9]. Hassas bir yontemdir, partikiil biiyiklLigii belirleme c¢alismalarinda siklikla
kullanilmak tad 1r[44].
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2.4.8. Faz Doniisiimiiniin Analizi

Lipozomlarm fiziksel stabilitesini etkiledigi i¢cin faz doniisiimiiniin analizinin yapilmasi
gerekmektedir. Bu amgla genellikle Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR),
Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) ve Termogravimetrik Analiz (TGA)
yontemleri kullanilmaktadir.

2.4.8.1 Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Fourier Transform Infrared Spektroskopi’sinde(FTIR), IR 1s1gmin hiicresel
bilesenlerince sogurulmasi ile, molekiillere 0zgili titresim sonucu, sinyaller
olusmaktadir. Sinyallerin siddetinde, band genisliginde ve frekans degerlerinde olusan
degisiklikler, sistemin molekiiler yapis1 hakkinda bilgi vermektedir. Tez kapsaminda,
nanolipozom formiilasyonlarinda kullanilan lipitler ile katk1 maddeleri veya polimerler

aras1 etkilesimleri anlamak amaciyla kullanilmistur.

2.4.8.2. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Orneklerin kiitlesindeki degisim, atmosferdeki degisime, sicakliga veya zamana bagh
olarak belirlenebilmektedir. Burada DSC’de oldugu gibi 181 degil, drnegin kiitlesi
olciilmektedir. Orneklerin kiitlesindeki degisim, kimyasal veya fiziksel baglarm
kopmas1 sebebiyle olmaktadir. TGA sonuglari, 6rnek boyutundan,6rnegin analiz
srasinda hareket etmesinden, polidispersite indeksinden, gaz akis hizindan, termal

iletkenlikten, isitma hizindan ve atmosfer ortammdan etkilenebilmektedir.

2.4.8.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Bu yontem, 1s1analizi i¢in kullanilan termal analitik bir yontemdir; 6rnek sitildiginda,
sogutuldugunda veya sabit sicaklikta tutuldugunda sogurulan ya da salman enerji
miktar1 dlciilmektedir. Boylelikle faz degisimlerinin endotermik ya da ekzotermik
oldugu tepecik veya ¢ukurlar halinde goriilebilir, DSC egrilerinden Ty (faz degisimi
baslangic sicakhigr), Tm (faz degisim tepe sicakligr), doniisiimiin yar1 noktasinin
genisligi, AH (entalpi) degerleri elde ediimektedir.
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pH degerlerinin de Ty, faz degisim tepe sicakligini degistirdigi bilinmektedir, bununla
birlikte, sistemdeki kontaminasyonlar da DSC metodu ile gozlenebilmektedir.

2.4.9. Yiizey Karakterizasyonu

2.4.9.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Formiilasyonlarin  morfolojik degerlendirilmeleri genellikle taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak yapilmakta ve lipozomlarm morfolojik sekilleri

degerlendirilmektedir.

2.4.10. Nanolipozomlara Etkin madde Yiiklenmesi

Etkin madde, lipozomlara iki farkli sekilde yiklenebilmektedir. Bunlardan birincisi
lipozom olusturulurken etkin madde yiiklenmesi, bir diger ad1yla pasif yiikleme; iKincisi
ise lipozomlar olusturulduktan sonra etkin madde yiklenmesi, diger adiyla aktif

yikleme seklindedir.

2.4.10.1. Pasif Yiikleme

Lipozom hazirlanirken, lipitlerin ¢ ziindiiriildiigli organik fazda, hidrofobik ilaglarin da
lipitlerle beraber ¢ozdiiriilmesi, hidrofilik ilaglarin da sulu fazla ¢oziindiiriilmesi ile
yapiya etkin madde eklenebilmektedir. Hidrobofik ilaglarin yapiya yiiklenme oranlary,
ilag-lipit etkilesimlerine bagh olmaktadwr. Eger ilag, lipozom membraninda iyi

coziinebiliyorsa tutulma ihtimali yiiksektir.

Lipozom formiilasyonunda hidrofilik veya hidrofobik etkin madde ya da her iki tip

etkin madde aym lipozomun yapismda bulunabilmektedir.

2.4.10.2 Aktif Yiikkleme
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Aktif yikklemeye uzaktan yiikleme veya kademeli pH’da yikleme de denmektedir.
Sadece hidrofilik ilaglarm yiiklenmesinde kullanilabilmektedir[49]. Lipozom
membranin  i¢ ve dig taraftaki pH farkindan yararlanilarak etkin madde
yiklenebilmektedir. Bos lipozomlar ile belli bir pH ve sicaklikta ¢oziinmiis halde
bulunan etkin maddenin, ayni ¢ozeltide bekletilmesi ile gerceklestirilir. Tutulmamis

etkin maddeler diyaliz yontemi, jel filtrasyon, ultrasantrifiij veya iyon degistirici
regineler ile uzaklastirilmaktadir[50, 51].

2.4.11. Lipozomlarmn Hiicre Etki Mekanizmalan

Lipozomlar hiicreye adsorbsiyon, endositoz, lipit degisimi veya fiizyon ile entegre
olabilirler. ~ Adsorbsiyon, lipozomun hiicre ylizeyine tutunup, etkin maddeyi
hiicreleraras1 siviya aktarmasi sonucu, etkin maddenin hiicreye girisi ile olmaktadir.
Lipozomlar, hiicre membrani ile birleserek fagositoz ile hiicre i¢ine alinabilmektedir.
Ayrica, hiicre membaranindaki lipitlerden olustuklari i¢in, membran ile lipozom

yapisindaki lipitler yer degistirebilmektedir. Son olarak, hiicre ile lipozomun dis kismi
birleserek flizyon yolu ile hiicreye etki edebilmektedirler[52-54].

2.4.12. Nanolipozomlarin Kullamm Alanlan
2.4.12.1. Lipozomlarin Kanser Tedavisinde Kullanimm

Lipozomlar, bircok avantajli 6zellige sahip oldugu icin kanser tedavisinde
kullanilmaktadir. Ana igerik olarak lipitlerden olusmalar1 nedeniyle viicutta toksik
olmama ve parcalanabilirlik gibi belirgin avantajlar1 bulunmaktadr. Lipozomlar ayni
zamanda hem hidrofilik hem de lipofilik ilaglar1 enkapsiile edebilme ve kontrollii bir
salm yapabilme o6zelliklerine sahiptir[43]. Lipozomlarin ilag enkapsiilasyonu, kalp,
bobrekler ve bagirsak gibi organlara ilacin asgari diizeyde etkisinin olmas1 nedeniyle

lacin toksisitesini de azaltmistur.

Enkapsiile edilen ilaglarin kan dolagiminda degrede olmasmm engellenmesinin yani
stra, gecirgenlik ve tutma etkisi olarak bilinen EPR etkisi nedeniyle pasif hedefleme ile
timorlerde birikebilmektedirler. EPR etkisi, tiimorlerde vaskiiler yapi ile saglikh
dokular arasindaki farklardan kaynaklanmaktadr (Sekil 2.15.). Anjiyogenez nedeniyle,
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hiicresel paketlenme daha azdr ve hiicreler arasinda biiylik bosluklar sebebiyle de kan
damarlar1 daha sizdiric1 6zelliktedir. Ayrica, lipozomlar veya diger nanopargaciklar gibi
maddelerin dokulardan uzaklastirilmasindan sorumlu olan lenfatik sistem normal
dokuya kiyasla tiimorlii dokularda daha az miktarda ifade edilmektedir[55]. EPR etkisi
ile, kiiciik boyuttaki lipozomlar (<70 nm) tiimérler i¢indeki damarlardan girip ve pasif
hedefleme etkisiyle orada birikebilir[39].

Saglikli doku

Endotel hiicreleri

— Kan damari

Nanolipozom

Sekil 2.15. Lipozomlarm EPR etkisi ile tiimorlii dokularda birikmesi [10].

Kanser tedavisine yoOnelik olarak klinik kullanima girmis (Ambisome, Doxil,
DaunoXome, Lipo-dox, vs.) (Sekil2.16.) veya halen faz ¢alismalar1 devam eden pekg¢ok
lipozom formiilasyonu (Cizelge 2.2.) (EndoTAG-1, LEP-ETU, Atragen, ThermoDox,
Lipoplatin, vs.) bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda ise, kanser tedavisine yonelik tek
basma gen tasiyan veya antikanserojen madde iceren nanotasiyici sistemler olarak,
polimerik veya lipidik nanopartikiiller, lipozomlar, niozomlar, karbon nanotiipler,

miseller ve dendrimerler yer almaktadir[56-60].
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DaunoXome®

Epaxal®

Inflexal® V

Onayl_l Lipozomal
llaglar

Analjeziklel

Sekil 2.16. Lipozomlarn kullanildig: terapdtik alanlar ve FDA onayh lipozomal ilaglar
[11]

Cizelge 2.2. Faz 1, II ve Il asamalarindaki lipozomal ilaglar [11]

Faz Il

*LEM-ETU * Aroplatin (Platinum » Arikace ( Amikasin
(Mitoksantron analog lipozomlari) lipozomlart)
lipozomlari) *5-ANNA (Annamycin * Stimuvax ( Tecemotide

*Grb-2 (Antisens lipozomlart) lipozomlart)
protein lipozomlary) *SPI-077 (Cisplatin «T4N5 (T4 endoniikleaz

+INX-0125 (Lipozomal lipozomlar) V lipozomlari)
vinorelbin) +0SI-211 (Lurtotecan «Liprostin (PGE-1

«INX-0076 (Lipozomal lipozomlar) lipozomlart)
topotekan) *5-CKDS602 (CEDa02 * Thermodox

*LiPlaCis (Cisplatin lipozomlart) (Doksorubisin
lipozomlari) «LEP-ETU (Paklitaksel lipozomlar)

*SGT-53 (p-53 lipozomlari) +Lipoplatin (Cisplatin
lipozomlari) lipozomlart)

2.4.12.2. Lipozomlarin Gen Terapisinde Kullaninm

Lipidik vezikiillerin morfolojileri, bilesimleri, birgok terapotik biyomolekiilii
hapsedebilme ve koruyabilme yetenekleri, immiinojenik cevap vermeme, disik

maliyetleri ve diferansiyel salim dzellikleri, lipozomlar1 ilag veya gen tasimak i¢in ideal
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tastyicilar yapmaktadr[61-63]. Lipozomlar siklikla gen tedavisi amagh olarak
kullanilmig, RNA veya DNA gibi molekiillerin tagmmasi1 amaciyla lipopleksler
olusturulmustur. Bu tiir lipopleksleri olusturmak i¢in kullanilan lipitler katyonik,
anyonik, notr veya bunlarn karisimi olabilmektedir. Katyonik lipitler bas
kisminda(polar) bulunan bir veya daha fazla amin grubundan dolay1 pozitif bir yiik
kazanmaktadirlar. Pozitif yiikli aminlerin varhigi, DNA'da bulunan anyonlarla bag
yapmayr miimkiin kilmaktadir. DNA veya RNA molekiilleri katyonik lipozomun
ylizeyine elektrostatik ve Van der Waals baglar1 ile baglanmaktadr. DNA'nin
polianyonik dogasi nedeniyle, katyonik (veya notr) lipitler siklikla gen transferinde
kullanilirken anyonik lipozomlarm kullanimi bu alanda smirlidir. Genlerin lipozomlara
yiklenmesi  silirecinde,  lipozomlarin  sekli  degiserek, farkli  yapilarda
olabilmektedirler[62-67]. Her yap1, kullanilan lipitlerin Ozelliklerine dayanarak
enerjetik olarak en uygun konformasyonda olusturulur.

2.4.13. Nanolipozomlarda Hedefleme

2.4.13.1. Pasif Hedefleme

Tiimorli dokulara nanolipozomlar: pasif hedeflendirmenin temeli, esas olarak endotel
hiicreleri arasindaki gdzenek biiylkliklerine dayanmaktadir. Normal kilcal
damarlardaki  endotel  hiicrelerinin  arasindaki  bosluklara  kiyasla, tiimor
mikrovaskiilatiiriindeki endotel hiicreleri daha aralikli olmaktadir, bu sebeple
ektsravazasyon miimkiin olup, nanolipozomlar tiimoér dokularina ulagmaktadwr. Timor
mikrogevresinde vaskiiler endotelyal biiylime faktdrlerinin (VEGF) anormal miktardaki
artis1 bu bdlgede anjiyojenezin ve kilcal damar gegirgenliginin artmasina sebep
olmaktadr. Boyutlar1 400 nanometreye kadar olan nanopartikiillerin, bu ag¢ikliklardan
ulasmas1 ve birikimi, EPR(gecirgenlik ve tutma etkisi) etkisi olarak bilinmektedir.
Birikmis olan nanolipozomlar, etkin maddeyi bu agikliklardan tiimorli dokuya ulastirp,

kanser hiicrelerinin apoptoza ugramasini saglamaktadir[68].
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2.4.13.2. Aktif Hedefleme

Ila¢ tasima sistemleri viicudun spesifik bir bdlgesine birgok sekilde aktif olarak
hedeflendirilebilmektedir. Kanser bolgelerinin aktif hedeflenmesi i¢in, kanser hiicreleri
tarafindan eksprese edilen spesifik antijenlere baglanmasi amaciyla ¢esitli ligandlar
partikiill  ylizeyine  baglanmaktadwr.  Retikiiloendotelyal  sistem  tarafindan
immiinolipozomlarin tutulmasi, aktif hedeflemede temel zorluklardan biridir. Yiizeyin
PEG veya c¢esitli polimerle kaplanmasi ile RES sistemi tarafindan tutulmadan
nanolipozomlar, hedefe basariliyla ulastirilabilmektedir. PEGilasyon isleminin herhangi
bir antijen-antikor baglanmasini engellemedigi de gdsterilmistir.

Aktif hedeflendirmeyi etkileyen faktorler, ligant yogunlugu, nanopartikiil bliyik ligi ve
sekli, yiizey ve ligant yiikiidiir.

2.4.14. Gen Transferi Uygulamalar i¢in Yapilan Yiizey Modifikasyonlan

2.4.14.1 Disetilfosfat (DCP) Eklenmesi

Disetilfosfat, setil alkol ve fosforik asit diesterlerinin kompleks bir karigimdir.
Membran modellerinin {iretiminde kullanilan negatif ytiklii bir lipittir. Tez kapsamimnda

yiizeye negatif yik vermesi amagh kullanilmistir.

2.4.14.2. Stearilamin (SA) Eklenmesi

Stearilamin (SA) nanolipozomlar da dahil olmak iizere bir¢ok ila¢ tagima sistemlerinde
kullanilan katyonik bir lipittir. Zeta potansiyelini artirarak formiilasyonun stabilitesini
artirmak veya korumak amacgl olarak kullanilmaktadir. Ayrica, elektrostatik

etkilesimler sonucunda yiizeye negatif ylklii polimer veya ligandlarm baglanabilmesini

mimkiin kimaktadir.

2.4.14.3. Polietilenimin (PEI) Kaplanmasi

Katyonik lipozomlarda DNA’nin lizozomlarda degrede olmasindan dolayr DNA
transfeksiyon verimlerinin diisik olmasi ve toksik etki gostermelerinden dolay1
polietilenimin gibi polikatyonlar kullanilmaktadir. PEI kapl nanopartikiiller, fizyolojik
kosullarda PEI’nin icerdigi amino gruplarmin %15’ inde bulunan azot gruplaripDNA ile
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etkilesmektedir. Bu yiizden, kalan amin gruplary, disik pH araliklarinda, endozom
ve/veya lizozomun asidik pH’inda(4 ile 6 arasi), proton siinger etkisi
gosterebilmektedir. Proton yakalama 6zelliginden dolays, hiicre, endozom veya lizozom
icine proton pompalanmaya zorlanmaktadir. Endozoma veya lizozoma giren H iyonlar1
ile beraber kloriir iyonlar1 ve su molekiilleri de girmektedir. Sisen endozom, icerigini
sitoloze birakmaktadir [69-72]. Bu sayede sitozoldeki PEI kapli nanopartikiiller etkinlik
gosterebilmektedir.

2.4.14.4. Poli-L-lizin (PLL) Kaplanmasi

Poliamino asitler hiicre ve proteinlerin kat1 yilizeylere baglanmasini kolaylastirir. Hiicre
kiiltlirlerinde normal baglanma, biiylime ve birgok hiicre tiirliniin gelisimi baglanma
faktorlerine ve hiicre dis1 matris bilesenlerine baghdir. Bazi hiicreler bu bilesenleri
sentezleyebilse de, bazilar1 serumsuz kiiltiirlerde yetistirildiginde ek bir kaynak
gerektirir.  Hiicrelerin  baglanmasmi, yayilmasmi, biiylimesini, morfolojisini,

farklilasmasin1 ve hareketliligini kolaylastirmaya yardimci olmaktadirlar.

Histokimyasal uygulamalarda, hiicrelerin baglanmasmi desteklemek igin hem D- hem
de L-lizin polimerleri kullanihr. PLL’nin protein baglanmasm artirdigi  da
bilinmektedir[73]. PLL, ayrica, poliaminoasitler igerisinden, niikleik asit transferi i¢in
ilk kullanilan dogal polimerdir[74]. PEI’nin aksine hiicre i¢ine alimmin daha fazladir,
bunun yanmiswra PLL c¢ok fazla proton barmnmdirmadigindan endozomal kacista daha

basarihidir fakat bu 6zelliklerinden dolayr gen transferinde cok etkili degildir[75].

Tez kapsaminda ylizey yikleri degistirilerek farkli nanolipozom formiilasyonlar

hazirlanmustir.



3.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Cizelge 3.1. Nanolipozom formiilasyonlarmnin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal

malzemelerin listesi

3. DENEYSEL CALISMALAR

Kimyasal Madde

Marka ve Mensei

Kullanom Amaci

5-FU

A431 insan epidermoid

Kkarsinom hiicreleri
Dimetilsiilfoksit

Dipalmitoilfosfatidilkolin
(DPPC)

Disetilfosfat (DCP)

Diyaliz membran

Dulbecco’nun modifiye

eagle ortanm

Fosfat tampon tuz
tableti

(pH=7.4)
Kloroform

Kolesterol

Phospholipon 90 G

Poli-L-lizin (PLL)

M, =70.000-150.000

Sigma Aldrich (ABD)

American Tipi Kiiltiir
Koleksiyonu (ABD)

Merck (Almanya)

Lipoid (isvigre)

Sigma Aldrich (ABD)

Sigma Aldrich (ABD)

Lonza(Isvicre)

Sigma Aldrich (ABD)

Merck (Almanya)

Sigma Aldrich (ABD)
Lipoid GmbH

(Almanya)

Sigma Aldrich (ABD)
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Lipozom formiilasyonunda

kullanilan etkin madde

In-vitro hiicre ¢alismalarinda
kullanilan hiicre hattt

Toksisite deneyleri

Formiilasyonda kullanilan
temel lipit

Formiilasyon bileseni

In-vitro salm cahsmalarinda
kullanilan membran

In-vitro hiicre ¢ahsmalarinda

kullanilan besi ortam

PBS ¢ozeltisi

Coziiclii madde

Formiilasyon stabilitesi i¢in
kullanilan bilesen

Formiilasyonda kullanilan lpit

Lipozomun ylizeyini
kaplamada kullanilan polimer



Polietilenimin(PEI)
Mw=25 kDa
Polivinilalkol (PVA)

Soya Fosfotidilkolin
(Lipoid S100)

Stearilamin (SA)
Tween 20

Tween 80

Sigma Aldrich (ABD)

Merck (Almanya)

Lipoid GmbH
(Almanya)

Sigma Aldrich (ABD)
Merck (Almanya)

Merck (Almanya)

3.2. Kullanilan Arag¢-Gerecler

Lipozomun ylizeyini

kaplamada kullanilan polimer

Strfaktan

Formiilasyonda kullanilan lipit

Formiilasyon bileseni
Stirfaktan

Surfaktan

Cizelge 3.2. Nanolipozom formiilasyonlarmin hazirlanmasinda kullanilan cihazlarin

listesi

Kullanllan Cihaz

Marka v

Kullammm Amaci

Calkalayicih su banyosu

FT-IR

Hassas terazi

Liyofilizator

Manyetik Kanstirci

Manyetik Kanstinci

Memmert

Thermo Fisher,

Nicolet is50
Mettler Toledo PB 303-S

Christ Alpha 1-4 LSC

Heidolph MR 3003

ThermoScientific
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In-vitro sahm ¢ahsmalar1

Nanolipozomlarmm molekiiler

baglanmalarinin incelenmesi

Bilesenlerin tartmmi

FTIR ve TGA orneklerinin
analizi icin liyofilize
formiilasyonlarin

hazirlanmasi

Yag banyosunda PLL kaph
nanolipozomlarin

olusturulmasi

Formiilasyonda MLV’lerin ve
PEI kaph nanolipozomlarin
olusturulmasi



Partikiil
PDI ve zeta potansiyel

biiy iiklug i,

Ol¢ciim cihaz

pH-metre

Rotary Evaporator

Santrifiij

Sonikator

Taramah Elektron

Mikroskobu

TGA, DSC

Ultra Saf Su Cihaz

Malvern Zetasizer

(Ingiltere)

Inolab WTW

Buchi R-114

Eppendorf
5430 R

Centrifuge

BandelinSonoplus  HD

2070

QUANTA 400F Field

Emission SEM

TA Instruments, Q600
SDT (Simtiltane
DSC/DTA/TGA)

MP MiniPure
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Formiilasyon optimizasyon ve

karakterizasyon g¢alismalar1

Etkin madde ¢oziicii ortanu
hazirlama ve tampon c¢ozelti

hazirlama

MLV’lerin olusturulmasi

Etkin madde miktar tayini ve

hiicre ¢alismalar1 i¢cin pellet

ayrma

MLV’lerden
nanolipozomlarm

olusturulmasi

Formiilasyonlarin ylzey
karakterizasyonunun

incelenmesi

Nanolipozomlarn termal ve
polimorfik Ozelliklerinin

incelenmesi

Cozicli hazirlama



3.3. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Etkin madde olarak 5-FU ile ¢alisilmistir. Bu amagla, etkin maddenin FTIR, UV ve
DSC spektrumlari, erime derecesi, ¢Oziiniirliik ve lipit-su partisyon katsayisi tayinleri

yapimustir.

3.3.1 FT-IR Spektrum Cahsmalan

Etkin maddenin FT-IR spektrometresinde 400-4000 cm™ dalga sayilari arasmda IR
spektrumlar1 ¢ekilmistir.

3.3.2. UV Spektrum Cahsmalan

Tez kapsaminda difiizyon ortam olarak fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH= 7.4)
kullanilmas1 planlandig1 i¢in, etkin maddenin bu ortamda UV spektrumu (UV-2600-Vis
spektrofotometre) alnmustir.

3.3.3. Termal Analiz Cahsmalan

Termal analiz ¢aligmalari i¢in, 5-FU aliiminyum 6rnek kabinda yaklagik 10 mg kadar
tartilmus ve kapak basing yardimiyla kapatilmistir. Referans olarak aliiminyum bos
plaklar kullanilarak, 10°C/dk sicaklik artisi, 50 mL/dk azot akis hiz1 ve 20-300°C
sicaklk arahginda DSC/TGA spektrumu ¢ekilmistir (Perkin Elmer DSC-8000).

3.3.4. Coziiniirliik Cahsmalan

Tez kapsaminda diflizyon ortami olarak tuzlu fosfat tamponu (PBS) (pH:7.4)
kullanilmas1 planlandig1 i¢in, 5-FU’nun bu ortamdaki ¢6ziintirliik calismasi1 yapilmaistir.
Saf etkin maddenin ¢oziiniirliigii difizyon ortammda incelenmistir. Bu amagla kapakli
bir erlen i¢inde bulunan ¢dziinme ortamma ¢oziinebileceginden fazla miktarda etkin
madde konularak 37°C de bir manyetik karistirict ile 24 saat karistirilarak bekletilmis,
sivi fazdan 0.45 pum’lik filtre ile siiziilerek aliman numunelerde etkin madde miktar1

tayin edilmigtir.
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3.3.5. Lipit-Su Partisyon Katsayisimn Hesaplanmasi

Etkin maddenin lipit-su partisyon katsayismi (log P) tayin etmek icin yag fazi olarak
oktanol, su faz1 olarak da pH 7.4 PBS kullanilmigtir. Dagilim katsayisini tayin amaci ile
5-FUnun pH 7.4 fosfat tamponu igcinde 0.1 M konsantrasyonda stok ¢ozeltisi
hazirlanmig, hazirlanan bu stoktan belirli hacimde 6rnek alarak, baslangicta sulu fazda
bulunan etkin madde miktar1 yiiksek performanslh sivi kromatografisi (HPLC) yontemi
ile hesaplanmustir. Daha sonra, bu stok ¢ozeltisinden 10’ar ml alinarak 10 ml n-oktanol
ile birlikte agz1 kapakh erlenlere konulmustur. iginde n-oktanol ve stok ¢dzeltisinin
bulundugu bu kapakl erlenler 37+£0.5°C’lik su banyosunda manyetik karistirict (50
devir/dk) ile etkin maddenin yag fazmna ge¢isi tamamlanincaya kadar, yani sulu fazda
ilag konsantrasyonu sabit kalincaya kadar karistirilmistr. 2 saatin sonunda karigim 15
dakika santrifiij edilerek iki faz ayrilmis ve sulu fazdaki etkin madde miktar
hesaplanmistr. Log P degeri asagidaki esitlik yardmyla hesaplanmistir.

Log P = Log [(Mb-Ms)/Ms]
Mb= Baslangictaki 5-FU miktar1

Ms= Partisyondan sonraki 5-FU miktar1

3.4. Analitik Yontem Validasyonu

Validasyon c¢aligmalari, Avrupa Farmakopesi (EP), Birlesik Devletler Farmakopesi
(USP), Uluslararas1 Harmonizasyon Konferans1 (ICH), Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA)
talimatlarina uygun olacak sekilde [76-78], etkin maddenin miktarmmn tayininde
kullanilan yontemin giivenilir olup olmadigin1 gdstermek i¢in yapilmaktadir.
Validasyonun parametreleri arasinda dogrusallik (linearity), dogruluk (accuracy),
kesinlik (precision), 6zgiinliik, stabilite(stability), teshis smir1 ve tayin smir1 bashklari
yer almaktadir.
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Tez kapsaminda, etkin madde olan 5-FU’nun miktar tayini ¢alismalar1 i¢in yiksek
performanslh sivi kormatografisi (HPLC) yontemi kullanilmis ve validasyon ¢aligmalari

ylriitiilmistiir. Kromatografik sartlar Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. 5-FU miktar tayini i¢in kullanilan kromatografik sartlar

Cihaz HPLC (Dionex-Ultimate 3000)
Kolon Hypersil ODS (C18), 4.6 x 150 mm
Dedeksiyon UV, 265 nm
Akis Hiza 0.8 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi 20 pL
Analiz Siiresi 8 dk
Hareketli Faz 6.805 g/L KH,PO,4
Kolon Basinci ~48 bar
Allkkonma Zamam (RT) ~5 dk

3.4.1.0zgiinliik ve Secicilik

Deneysel ¢alismalardaki analiz yonteminin, ortamda etkin madde digindaki maddeler
varliginda sadece calisilan bilesigi saptayabilmesidir. Bunun i¢cin seyreltme ¢ozeltisi,
standart ¢Ozelti, lipit ¢Ozeltisi, in-vitro salm ortami olan pH 7.4 PBS (potasyum
dihidrojen fosfat tuzu tamponu) hazirlanarak viallere aktarilmis ve analiz yapilmistir.

Elde edieln kromatogramlar karsilastirilmigtir.

3.4.2. Dogrusallik

Dogrusallik; analiz edilen etkin maddenin konsantrasyonu ile 6lgiilen analitik cevabin
dogru orantili olarak arttiginin ispati icin yapilmaktadwr. Bu sebeple, etkin maddenin
ultra saf su igindeki (NaOH ¢ozeltisi ile bazik hale getirilmis (pH=9) ana stok
¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak (1, 2, 5, 10, 20, 50, 100 pg/mL) 7 farkli seri
olusturulmustur. Elde edilen konsantrasyonlara karsilik gelen pikler ile kalibrasyon

dogrusu ¢izilmistir.
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3.4.3. Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Dogruluk, valide edilen analitik yontem ile yapilan deneyden elde edilen verilerin
gercek sonuglarla olan benzerlik derecesidir. Elde edilen sonuglar % egri kazanim
cinsinden ifade edilmektedir. Analizi yapilacak olan maddenin, analizin yapildig:

ortamdan hangi oranlarda geri elde edilebildigini gostermektedir.

Kalibrasyon dogrusundan segilen lic farkli etkin madde konsantrasyonu, deney igin
dogrulugun ispati i¢in yapilmistir. Buna gore, disik (2 pg/mL), orta (10 pg/mL) ve
yikksek (50 pg/mL) konsantrasyonlardan 3 adet 6rnek hazirlanmis  olup, aym  giin
icerisinde Olglimler yapilarak ortalama bagl hata degerleri hesaplanmistir.

3.4.4. Kesinlik

Kesinlik, kullanilan analitik yOntemin tekrarlanabilirliginin bir Olgistdir [79].
Parametreleri standart sapma ve varyasyon katsayis1 (standart sapma) olarak belirtilir.
Bu sebeple, kesinlik, bu hatalarin dagihmina gore belirlenir ve istatistiki olarak yeterli
sayida veri olmast durumunda standart sapmaya gore hesaplanmaktadw. Tez
kapsaminda, tekrarlanabilirlik (repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility)

parametreleri herbir konsantarsyon i¢in ayri ayri hesaplanmistir[79].

3.4.5. Duyarhhk

3.4.5.1. Saptama S (LOD)

Saptama s, miktar tayini yapilan maddenin saptanabilecegi en diisiik

konsantrasyondur. Bu degerdeki konsantrasyonda sinyal/giiriiltii oram 3:1’dir.

3.4.5.2. Miktar Tayin Simin (LOQ)

Miktar tayin smir1, valide edilen analitik yontem kosullarinda, miktar tayini yapilan
maddenin  kesinliginin ve dogrulugunun kabul edilebilir seviyede oldugu
konsantrasyondur. Bu konsantrasyonda elde edilen sinyal/gtiriiltii oran1 10/1°dir [8, 80].

Bu sebeple, LOQ ¢ozeltisinden bir adet hazirlanmus, viale aktarildiktan sonra ardigik alti
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enjeksiyon yapimustrr, ardisik alti enjeksiyonundan elde edilen 5-FU pik alanlar1 % VK
degeri <10 olmas1 gerekmektedir.

3.4.5.3. Stabilite

5-FU’nun deney yapilirken stabilitesini korudugunun gosterilmesi amactyla 10 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri, viallerde 24 saat bekletilerek analiz edilmistir.
%VK degerlerlerinin = %2'den kiiglik olmasi, etkin madde stabilitesinin

stirdiirtilebilirligini gostermektedir.

3.5. Nanolipozom Formiilasyonlarnnnin Hazirlanmasi

Naonolipozom formiilasyonlar1 4 farkli lipit (Lipoid-a-fosfotidilkolin, Lipoid S100,
Fosfolipon 90G, DPPC) kullanilarak, ince film tabaka olusturma yontemi (Sekil 3.1.) ile

hazirlanmistir.

Lipit + Kolesterol Kloroform 5-FU + Distile Su

/11\, > & >
v
mLipitthnln
"h_:CE:,-"LSM“ Faz
N

30 dk, 100 rpm

- il -

' Sonikasvon :
Kiigiik Tek Tabakah 2 eyele %50 amplitiid Cok Tabakah
Lipozomlar T 30dk Lipozomlar

Sekil 3.1. Ince film tabaka olusturma ydntemi
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Oncelikle lipit ve kolesterol (stabilite arttiric1) bir balon igerisinde kloroformda (25 mL)
¢oziindiiriildii. Organik ¢dziicli, rotavaporda (40°C, 100 rpm) ugurularak balonun alt
kisminda ince bir lipit tabakas1 olusmasi saglandi. Ardindan, lipit film {izerine sulu faz
eklendikten sonra, sonikator yardimyla (%50 power, 2 cycle) rehidrate edilerek

nanolipozomlar hazrlandi

Formiilasyon optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda, farkli parametrelerin (sonikasyon
stiresi, fosfolipitin yapisi, ¢dziicii maddenin pH degeri, stirfaktan kullanimi, negatif veya
pozitif lipidin yapiya eklenmesi), formiilasyon karakterizasyon parametreleri lizerine
etkileri belirlendi (Cizelge 3.4.). Bunlar arasindan ideal karakterizasyon ve
enkapsiilasyon etkinligi gosteren nanolipozomlar ile polimer kaph nanolipozom

formiilasyonlar1 hazrlanmustir.

Cizelge 3.4. Formillasyon optimizasyon c¢alismalar1 i¢in kullanilan parametreler

Fosfolipit Sonikasyon Coziicii  Siirfaktan Negatif  Pozitif Polimer

yapisi siiresi pH lipit lipit Tiirii
degeri

Lipoid-o- 5 7 Tween 80 DCP SA PLL

fosfotidilkolin

Lipoid S100 15 7 Tween 20 PEI

Fosfolipon 25 7 PVA

90G

DPPC 30 9

Ilacin en fazla ¢6ziindiigii pH araligi 8 ile 10 arasinda oldugu icin, ilacmn ¢dziildiigii
ortamm pH degeri, ultra saf su, ila¢ suya eklendikten sonra NaOH ¢ozeltisi ile bazik
yapild. Bazik ortamda DPPC’de negatif yikli bir lipit 6zelligi gostereceginden,
Stearilamin ile agregasyon olusturmamasi agisindan sadece segilen formiilasyonla olan

calismalarda etkin maddenin ¢6zelti pH’1 degistirildi. SA ve DCP kullanilan
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formiilasyonda molar oran 7:2:1 olarak segilirken, sadece kolesteroliin oldugu

formiilasyonda mol oram 9:1 olarak belirlendi.

3.6. PLL Kaph Nanolipozom Formiilasyonlarimn Hazrlanmasi

Hazirlanan nanolipozomlarin ylizey modifikasyonlar1 yapilarak polimer kaph
nanolipozom formiilasyonlar1 elde edildi. Bu amagla, hidrofilik PLL ve PEI polimerleri

ile yiizey kaplamasi yapildi.

PLL kapli nanolipozomlarmn olusturulmasinda, DPPC, DCP ve kolesterolden (7:2:1)
olusan Lipo-FU anyonik nanolipozomlar kullanildi. PLL ¢6zeltisi 1:10 oraninda distile
su ile seyreltildikten sonra, 1 mL almarak, tic farkli konsantrasyondaki nanolipozom
¢ozeltisi (0.176, 0.2, 1 mg/mL) ile karistirildi{130] (PLL1-PLL2-PLL3 kodlu
formiilasyonlar). 100 mL’lik cam balon icerisine PLL ¢dzeltisi ile nanolipozom
cozeltisi eklenerek 58°C, 250 rpm’de 30 dk boyunca yag banyosu icerisinde karistirildi.
Daha sonra, PLL ¢ozeltisinden 2 mL alinarak, ayni konsantrasyondaki nanolipozomlar
ile (0.176 mg/mL, 0.2 mg/mL, 1 mg/mL) karwstirildi (PLL4, PLL5 ve PLL6 kodlu

formiilasyonlar).

Formiilasyon karakterizasyonu c¢alismalarmmdan elde edilen sonuglara gore optimum
nanolipozom konsantrasyonu 0.176 mg/mL olarak belirlendi ve artan hacimdeki PLL
cozeltisi (1, 2, 3 ve 4 mL) ile kaplama ¢aligmalar1 yiritildi (PL1, PL2, PL3 ve PL4
kodlu formiilasyonlar).

PEI kapli nanolipozomlarin olusturulmasi i¢in ise, artan nanolipozom konsantrasyonlari
(0.176 mg/mL, 0.2 mg/mL, 1 mg/mL), 2 mg/mL PEI (25 kDa) ile oda sicakliginda 1
saat 200 rpm’de karistirilarak hazrland1 (PEI1, PEI2 ve PEI3 kodlu formiilasyonlar).



3.7. Formiilasyonlarin Karakterizasyon Calismalan

Hazirlanan nanolipozom ve polimer kapl formiilasyonlarinin karakterizasyonlary;, PB,
PDI ve ZP parametreleri ile degerlendirilmistir. Ideal 6zelliklere sahip (yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi) formiilasyonlar, SEM goriintiileri almarak morfolojik ac¢idan
degerlendirilmistir. FT-IR analizleri ile molekiil bag yapilari, TGA-DSC analizleri ile
de termodinamik ozellikleri aydmlatilmaya cahsilmistir.

3.7.1.PB/ ZP / PDI Analizi

PB ve dagiimi analizleri nano formiilasyonlarmm karakterizasyonu i¢in en temel
parametreler olup, formiilasyon i¢cindeki partikiillerin dinamik 11k sa¢ilimi yontemiyle

Olcilimesiyle bulunur.

ZP dl¢limii de, partikiilii cevreleyen yiikiin 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir ve stabilite
hakkinda fikir vermektedir. Bu degerin pozitif veya negatif 30 mV degerde olmasi ile

sistemin stabil oldugu varsaylmaktadir.

PDI 6lgtimii ise, partikiil boyut dagilimi ve homojenitesini belirleyen bir parametre

olup, genellikel lipozom formiilasyonlar1 igin 0.5'ten kiigiik olmas1 beklenir.

Formiilasyonlarin, PB ve dagilimi ile ZP analizleri, lazer 151k sagilimi yOntemi ile
DTS1060C kodlu 6zel zeta hiicre kiivetleri kullanilarak yapilmistir. Bu amagcla,
boliimiimiizde bulunan Malvern marka Zeta-SizerNanoS cihaz1 ve zeta kiivetleri
kullanilmig (Sekil 3.2.), ol¢timler 25°C’de, geri sagilan elektronlarin dedektore gelis
acist 173°olacak sekilde ayarlanarak 3 ardisik tekrar ile yapilmustir.
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Sekil 3.2. Malvern Zetasizer Cihazn ve ZP olgltimiinde kullanilan kiivetler

3.7.2. Fourier Doniisiimlii Kizlotesi Spektroskopisi

Etkin madde ve nanolipozom formiilasyonlar1 arasindaki molekiiler baglanmalari
degerlendirmek i¢in; 5-FU, kullanilan lipit (DPPC), 5-FU + DPPC fiziksel karigimi, bos
nanolipozomlar ve 5-FU yiiklii nanolipozomlar ile ATR-FTIR analizleri yapimuistir.

Bos nanolipozom ve Lipo-FU formiilasyonu 0.370 mbar vakum ortaminda, -55°C'de 72
saat boyunca ¢ozelti faz1 ugurularak liyofilize edildikten sonra Ol¢iime alinmistir.
Spektrumlar 4000-550 cmi* dalga sayis1 araliginda, 4 cm™® ¢oziiniirlikte ve her bir 6rnek

icin 16 tarama olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.7.3. Termogravimetrik Analiz

Hazirlanan formiilasyonlarin termal ve polimorfik 6zelliklerinin incelenmesi icin TGA
yapimistr. Nanolipozom formiilasyonlarun yiiksek oranda su icermesi TGA analizi
icin uygun olmadigindan bos ve etkin madde yiklenmis formiilasyonlar analiz
oncesinde liyofilize edilmistir. Etkin madde-lipit etkilesimini (fiziksel karigimlar) ve
etkin maddenin nanolipozomal yapilar icerisindeki polimorfizmini daha net sekilde

inceleyebilmek ve daha kesin sonuglar alabilmek adina TGA analizlerinden elde edilen
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verilerin birinci tlirevleri alinarak Derivatif Termalgravimetri (DTG) termogramlari

cizilmistir.

Bu amagla, 1 mg 5-FU tartilmistir. TGA firm sicakhg 25°C’den 500°C’ye 10°C/dk
hizla arttirilacak sekilde ayarlanmistir. Formiilasyonlar i¢in ise, 5 mg liyofilize edilmis
ornekler tartilmig, ayni sicaklik skalasinda analiz edilmistir. Analizler i¢in 20 mL/dk

hizinda ve 1.5 bar basingta N, gazi numunelerin lizerinden gegirilmistir.

3.7.4. Taramah Elektron Mikroskopisi

Nanolipozom ve PLL kapli nanolipozomlarm morfolojilerinin ve dagilmlarmm
arastirilmasi igin Taramali Elektron Mikroskopisi (Scanning Electron Microscopy,
SEM) ¢alismalari, yiksek vakum ortaminda hizlandirma gerilimi 5 kV olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Formiilasyonlar aliiminyum plakalara damlatilmistr, daha sonra
kurumalar1 i¢in 3 saat oda sicakliginda bekletilip, altin-paladyum alasimi ile ~2 nm

kalnlhkta piskiirtme yontemiyle kaplanarak analiz yapimistir.

3.7.5. Enkapsiilasyon Etkinligi

Ilag enkapsiilasyon etkinligini belirlemek amaciyla, santrifiij/ultrasantrifiij yontemleri
kullanilmistir. Bu amagla, nanolipozomlar 1 mL'lik ependorf tiiplere alinarak 20000 g
donme hizinda +4°C’de 1 saat santrifiij edilmis, slipernatant faz ayristirilarak, etkin
madde miktar tayini i¢gin HPLC cihazinda analize almmistir. PLL kaph
nanolipozomlarm ila¢ miktarlar1 diisik oldugundan 5 mL’lik ultrasantifiij tiiplerine
almarak ultrasantrifiij cihazinda 40000 g ve +4°C’de 1 saat santriflij edilmistir.

Enkapsiilasyon etkinligi, pratk olarak bulunan etkin madde miktarinin, teorik olarak

yikklenen etkin maddeye yiizde oranmin hesaplanmasi ile belirlenmistir.

Enkapsil Erkinliz (% Toplam etkin madde miktar:t — Yiklenmemis etkin madde 100
nkapsilasyon Etkinligi (%) = Toplam etkin madde miktar1 x
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3.8. Stabilite Cahsmalan

Hazirlanan  nanolipozom ve PLL kaphh nanolipozom  formiilasyonlarmm
karakterizasyonlarinda tayin edilen parametrelerdeki degisimler gz Oniine alinarak,
+4°C ve 25°C sicaklikta 3 ay stire (1. giin, 1. hafta, 1. ay ve 3. ay) ile bekletilen

formiilasyonlarm stabiliteleri incelenmistir.

3.9. In-vitro Sahm Cahsmalan ve Kinetik Degerlendirmeler

Etkin madde salim profili ve kinetiginin belirlenmesi i¢in, diyaliz membran yontemi ile
salm cahsmalar1 yapimistir. Bu amagla 14.000 Da molekiil agrhigindaki diyaliz
membranlar kullanilmistir. Bu amagla, reseptér faz olarak 10 mL PBS (pH=7.4)
kullanilmigtir. Daha oOnceden kesilen ve 30 dakika reseptor faz icinde islatilan
membranlar, 1 mL dondr ve 10 mL reseptor faz yerlestirildikten sonra 37°C sicaklik ve
100 rpm karistrma hizindaki su banyosuna yerlestirilmistir. 24 saat boyunca reseptor
fazdan belirli zaman araliklarinda (30 dk, 1h, 2, 3, 4, 6, 8 ve 24 saat) 6rnek (1 mL)
almarak, hemen ayn1 hacimdeki taze reseptor faz ilave edilmistir. HPLC ile belirlenen
% salman 5-FU miktarlar1 zamana kars1 grafige gecirilerek, kiimiilatif salim grafigi
¢izilmistir. Tiim salim sonuglari; 0. derece, 1. derece, Higuchi ve Hixon-Crowell kinetik
modellere uygunluk ac¢isindan degerlendirilmistir. Tiim deneyler 3 paralel olacak
sekilde yapilmistir (n=3). Salim c¢aligmalari;; kombine formiilasyonlarm yanisira
karsilastirma yapilabilmesi bakimindan bos ve sadece ilag tasiyan nanolipozomlar ile de
yapimistir.
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Sekil 3.3. [n-vitro sahm deneyi diizenegi

3.10. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan

Nanolipozom PLL kaph nanolipozom formiilasyonlarmin biyouyumluluklarmin
degerlendirilmesi i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinda 24 saat kiiltiire edilen insan
epidermoid karsinoma hiicreleri (A431, ATCC, ABD) artan konsantrasyonlarda (0-300
uM) formiilasyonlara maruz birakilmistr. 24 ve 72 saat sonra % hiicre canliligmi
belirlemek icin MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide))
testi uygulanmistir. Bu amagla hiicrelerin 24 ve 72 saat inkiibasyonlarindan sonra
kuyucuklara 100 pL hiicre kiiltiir ortami ve PBS i¢cinde hazirlanmis 5 mg/mL
derisimindeki 25 pL MTT c¢ozeltisi eklenerek 4 saat inkiibatorde kiiltiir edilmislerdir.
Daha sonra hiicrelerin olusturdugu formazan kristallerini aciga ¢ikarmak ve hiicre
zarlarmi pargalamak amaciyla kuyucuklara dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenmistir. 30 dk
boyunca karanhk ortamda tutulan hiicrelerin absorbanslar1 570 nm’de mikroplaka
okuyucuda okunmustur. Kontrol grubu hiicrelerin verdigi absorbans %100 kabul edilip,
% hiicre canlilig1 hesaplanmistrr. Sitotoksisite deneyi 6 tekrarli yapilmis olup, ortalama
degerleri almmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Analiz Sonuclan
4.1.1. FT-IR Spektrum Cahsmalan

5-FU’nun FTIR spektrumu, 4000-400 cm’ dalga boylar1 arasinda alnmis ve Sekil
4.1.’de sunulmustur. 5-FU’nun kimyasal yapisinda bulunan C=O grubuna ait 1665 cm’
L*de, C-H grubuna ait 2920 cm™’de ve C-F grubuna ait 1275 cm™’de karakteristik
bantlar gozlenmistir. Bu degerler, literatiirlerde verilmis IR bantlar1 ile uyumlu
bulunmustur[81, 82].

Sekil 4.1. 5-FU’nun FTIR spektrumu

4.1.2. UV Spektrum Cahsmalan

5-FU, 265 nm dalga boyunda pik gostermis olup (Sekil 4.2.), maksimum dalga boyu
olarak saptanan bu deger, literatiirler ile uyumlu bulinmustur[81, 83].
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Sekil 4.2. 5-FU’nun UV spektrumu

4.1.3. Termal Analiz Cahsmalan

Termal analiz caligmalari sonucunda, Sekil 4.3.’de goriildiigli gibi erime derecesi 286°C

olarak bulunmustur. Bu deger literatiirler ile uyumludur [81, 82].

g}

Temperature ("C) riwtisal V4 A TA Nimnaments Temperature ('C)

Sekil 4.3. 5-FU’nun DSC ve TGA spektrumu

4.1.4. Coziniirliik Cahsmalan

Etkin maddenin ¢oziinirliigii PBS ortaminda incelenmis ve denge olusumunda 6lgiilen

deger kullanilarak etkin maddenin ¢ozinirligi 12.75 + 0.340 mg/mL olarak
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hesaplanmstrr (ileriki donem salim cahsmalarinda sink kosullarmi saglamak i¢in bu

deger gbz Oniine alnacaktr)[82, 84].

4.1.5. Lipit-su Partisyon Katsayis1 Cahsmalan

5-FU’nun lipit-su partisyon katsayis1 0.285 (Log P=-0.55) olarak hesaplamis ve bu
deger literatiirler ile uyumlu bulunmustur [82].

4.2. Analitik Yontem Validasyonu

Etkin maddenin miktarnin tayininde kullanilan yontemin giivenilir olup olmadigini

gostermek i¢in yapilan validasyonun sonuglar1 gizelgeler seklinde verilmektedir.

4.2.1.0zgiinliik ve Secicilik

Elde edilen kromatogramda 5-FU pikiyle girisim yapan herhangi bir pik gézlenmemis
ve yontemin 5-FU analizi i¢in belirlenen kromatografik sartlarda 6zgiin oldugu
sonucuna varilmistir (Sekil 4.4.). Bu pik, UV spektrofotometrede 265 nm’de okunmus
olup, yaklagik olarak 4.8 dk’da ¢ikmaktadir.

1,200 WL 265 nm
1,000+
800
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200+
0 min

T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Sekil 4.4. 5-FU'ya ait HPLC piki
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4.2.2. Dogrusalhk

Cizelge 4.1.’de belirtilen konsantrasyonlara karsilik gelen pikler ile Sekil 4.5.’deki

kalibrasyon dogrusu ¢izilmis ve ydntemin dogrusal oldugu sonucun bulunmustur

(R?=0.9975).

140
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60

Egri Alti Alan

0 y=12499x-0,4152
: R®=0,9975

20

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.5. 5-FUnun HPLC yOntemine ait standart dogrusu (n=6)

4.2.3. Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Yapilan dogruluk analizleri sonucunda her bir konsantrasyon diizeyi i¢in elde edilen
yiizde geri kazanim sonuglarinin %98.0-102.0 arahiginda bulunmus olup, elde edilen
sonuglar dogrultusunda analitik yontemin dogrulugu kantlanmistur.

53



Cizelge 4.1.5-FU analitik yontemine iliskin geri kazanim sonuglar1 (n = 3)

1. Konsantrasyon

2. Konsantrasyon

3. Konsantrasyon

(2 pg/mL) (10 pg/mL) (50 pg/mL)
EAA Bulunan  Geri EAA Bulunan Geri EAA Bulunan  Geri
No C Elde C Elde C Elde
(ng/mL)  (9p) (ng/mL)  (05) (ng/mL) (%)
1 2.114 2.023 101.17 12.30 10.173 101.73 62.78 50.560 101.12
2 2.093 2.006 100.33 12.08 9.997 99.97 61.67 49.672 99.34
3 2.078 1.995 99.74 12.28 10.157 101.57 62.19 50.088 100.18

ort 2.095 2.008
SS 0.018 0.014

100.413 12.220  10.109
0.718 0.121

0.097

101.090 62.213  50.107 100.213
0.973 0.555 0.444  0.890

4.2.4. Kesinlik

Tekrar edilebilirlik (repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) sonuglari

Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3.°de verilmis olup. her bir konsantrasyon diizeyi i¢in elde
edilen sonuglar (%VK) %2.0°den kiicik bulunmustur[79].

Cizelge 4.2. Tekrar edilebilirlik sonuglari

Ornek No EAA Konsantrasyon(ug/mL)
1 12.30 10.173

2 12.28 10.157

3 12.33 10.196

ORT 12.303 10.176

SS 0.025 0.020

%VK 0.203 0.197




Cizelge 4.3. Tekrar elde edilebilirlik

Ornek No EAA Konsantrasyon(ug/mL)
1 12.30 10.173

2 12.08 9.997

3 12.28 10.157

ORT 12.220 10.109

SS 0.121 0.097

% VK 0.990 0.959

4.2.5. Teshis ve tayin simrlan (LOD ve LOQ)

Teshis smir1 (LOD) 0.261 pg/mL, tayin smir1 (LOQ) 0.792 ug/mL olarak belirlenmistir
[8, 80].

4.2.6. Stabilite

Cizelge 4.4.°de anlatildigi sekilde yapilan stabilite ¢alismasi sonucunda, 24 saat

boyunca belirli araliklarla alman Grneklerin alan degerinde degisme olmamustir.

Cizelge 4.4. Stabilite sonuglar1

Zaman(saat) EAA Konsantrasyon (10 pg/mL)
0.5 12.17 10.068
1 12.23 10.117
3 12.08 9.997
6 12.07 9.989
12 12.33 10.196

24 12.34 10.205
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4.3. Formiilasyon Optimizasyon Cahsmalan

Formiilasyon optimizasyon c¢aligmalar1 kapsaminda. farkli parametrelerin (sonikasyon
stiresi. fosfolipitin yapisi. ¢dziicli maddenin pH degeri, siirfaktan kullanimi, negatif veya
pozitif lipidin yapiya eklenmesi), formiilasyon karakterizasyon parametreleri iizerine
etkileri belirlenmistir. Bunlar arasindan ideal karakterizasyon ve enkapsiilasyon

etkinligi gosteren nanolipozomlar ile, polimer kaplama calismalarma gegilmistir.

4.3.1. Sonikasyon Siiresinin Etkisinin Degerlendirilmesi

Nanolipozom formiilasyonlarinin hazirlanmasi sirasinda sonikasyon siiresinin (5 dk. 15
dk. 25 dk. 30 dk) formiilasyon karakterizasyon parametreleri (PB. PDI. ZP) iizerine
etkisini degerlendirilmis (Sekil 4.6.) ve Lipoid S100 ile hazrlanan nanolipozomlarda
sonikasyon siiresinin artigina bagh olarak. PB. ZP ve PDI degerlerinde anlamh
degisiklikler oldugu saptanmistir (p<0.05). Sonikasyon siiresi 30 dk olarak
ayarlandiginda. ideal formiilasyonlarm hazirlanabildigi goriilmiistiir (en diisik PB ve
PDI. en yiiksek ZP) (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Sonikasyon siiresinin PB, ZP ve PDI iizerindeki etkisi (*n=3)

Lipoid S100 PB(nm) ZP(mV) PDI

(ort. £SS%*) (ort. £SS5%*) (ort. £SS%*)
5 dk 1300+126.5 1.2+0.462 0.907+0.052
15 dk 645.3+65.1 4.7+0.282 0.623+0.073
25 dk 244.9+5.19 9.43+0.279 0.435+0.027
30 dk 142.9+4.10 10.4+0.450 0.402+0.029

4.3.2. Lipit Yapisimn Etkisinin Degerlendirilmesi

Cizelge 4.6.’da goriildiigii tizere en yiksek ZP degeri (34.7+0.462 mV) DPPC ile

hazirlanan nanolipozomlarda goriilmiis olup, PB wve PDI degerleri de sirasiyla
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112.5+0.520 nm ve 0.2334+0.012 olarak bulunmustur. Homojen ve istenen boyutta
oldugu i¢cin ve en yiksek enkapsiilasyon bu formiilasyonla saglandigi ig¢in

(EE=%15.8+3.96)¢alismalara bu formiilasyon ile devam edilmesine karar verilmistir.

Cizelge 4.6. Lipit yapismin karakterizasyon parametrelerine etkisi (*n=3)

Formiilasyon PB(nm) ZP(mV) PDI EE(%)
(Lipit:CH —9:1) (ort. £SS*) (ort. £SS*) (ort. £SS*) (ort. £SS*)
Lipoid S100:CH 247.6+x13.100  9.14+0.270 0.423+0.068  8.7+£2.110

Fosfolipon 90G:CH 111.0+0.802 5.83+0.434 0.298+0.003  11.8+3.760
a-Fosfotidilkolin:CH 159.9+4.149 -6.80+£0.075  0.440+0.017  8.3+1.890

DPPC:CH 112.5+£0.520 34.7+0.462 0.233+0.012  15.8+3.960

4.3.3. Formiilasyonlara Pozitif ve Negatif Lipit Eklenmesinin EtKisinin

Degerlendirilmesi

Nanolipozom formiilasyonlarma katyonik ve anyonik 6zellik kazandirmak i¢cin. DPPC
ile farkli yiiklere sahip lipitler (SA veya DCP) karisim halinde kullanimis ve
karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmstir (Cizelge 4.7.). SA ile hazrlanan
formiilasyonlarda beklendigi gibi yiksek pozitif (79.1£1.20 mV), DCP ile
hazrlananlarda ise yiiksek negatif (-21.4+0.781) ZP degeri elde edimistir.
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Cizelge 4.7. Lipit yikiiniin karakterizasyon parametrelerine etkisi (ilag:lipit oran1 1:1,
*n=3)

Formiilasyon PB(nm) ZP(mV) PDI pH EE(%0)
(ort. £SS*) (ort. £SS*)  (ort. £SS*) (ort. £SS*)

DPPC:CH 112.5+0.520  34.7£0.462  0.233+0.012 7 8+2.410

9:1

DPPC:SA:CH 118.3£0.378  79.1£1.200  0.212+0.018 7 10+3.110

7:2:1

DPPC:DCP:CH 139.7+26.140 -21.4+0.781 0.299+0.058 7 17+3.960

7:2:1

Ayrica ilag:lipit oran1 da degistirilerek formiilasyonlarin karakterizasyon caliymalari
tekrarlanmig, 1:1 mol orandan 1:2 mol orana arttrilmasi ile, %EE degerlerinin arttig1

gozlenmistir (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. Lipit yikiiniin karakterizasyon parametrelerine etkisi (ilag:lipit oran1 1:2,
*n=3)

Formiilasyon PB(nm) ZP(mV) PDI pH EE(%)
(ort. £SS%*) (ort. £8S*)  (ort. £SS5%*) (ort. £SS*)

DPPC:CH 148.5+1.589  21.5+0.321  0.479+0.079 7 19+4.100

9:1

DPPC:SA:CH 134.6+1.137  88.2£5.200  0.200+0.009 7 11+3.850

7:2:1

DPPC:DCP:CH 5096+629.700 1.67+0.050 0.641+0.192 7 21+4.230

7:2:1
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4.3.4. pH’mm Etkin madde Enkapsiilasyonuna Etkisi

Ilag ¢dzeltisinin pH’17 ve 9 olarak degistirilmis ve karakterizasyon parametrelerie etkisi

Cizelge 4.9.°da verilmistir.

Cizelge 4.9. pH’m karakterizasyon parametrelerine etkisi (*n=3)

Formiilasyon PB(nm) ZP(mV) PDI pH EE(%)

(ort. £SS%) (ort. £SS*) (ort. £SS%) (ort. £SS%)
DPPC:CH 571.0493.700 -9.26+1.810 0.931+£1.810 9 29.5+10.100
91

DPPC:SA:CH 121.1+£0.416 69.4+1.110 0.209+0.003 7 24+1.090
7:2:1
DPPC:DCP:CH  85.30+0.596 -51.1£2.000 0.252+0.008 9 45+9.610

7:2:1

En fazla enkapsiilasyon etkinligi DPPC:DCP:CH formiilasyonunda gériilmesine ragmen
DCP negatif yikli bir lipit oldugu i¢in, notr kosullarda cogunlukla pozitif olan DPPC
lipidi ile etkilesimi sonucu agregasyon olugsmustur. Enkapsiilasyon etkinliginin en fazla
oldugu formiilasyon, ayn1 zamanda yiizeyin pozitif yiiklii bir polimer ile kaplandigi gen
terapisi caligmalar1 i¢in ideal oldugu i¢in, ilag:lipit oraninin 1:2 olarak optimize edildigi

DPPC:DCP:CH formiilasyonu {izerinde c¢ahsilmistir.

4.3.5. Siirfaktanlanin fla¢ Enkapsiilasyonuna Etkisi

Etkin madde enkapsiilasyonu artirmak i¢in. farkl siirfaktanlar ile (Tween 80. Tween 20.
PVA) DPPC:DCP:CH formiilasyonu ile ¢alismalar tekrarland1[85] (Cizelge 4.10). Sekil
4.7. ve Cizelge 4.11.’de gosterildigi tizere PVA kullanilarak hazirlanan nanolipozomlar
ile en yiliksek enkapsiilasyon degeri elde edildi.
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Cizelge 4.10. Sirfaktanlarin karakterizasyon parametrelerine etkisi (*n=3)

PB(nm) ZP(mV) PDI pH EE(%)
Formilasyon (ort. £55*) (ort. £55%) (ort. £SS*) (ort. £55%)
DPPC:DCP:CH:Tween 80 39.96+0.225 -41.1+£0.950 0.432+0.007 9 20.77+4.250
(6:2:1:1)
DPPC:DCP:CH:Tween 20 42.13+0.072 -41.7£1.400 0.258+0.002 9 23.89+2.700
(6:2:1:1)
DPPC:DCP:CH:PVA 88.18+1.097 -11.3+0.416 0.196+0.005 9 81.2+5.090
(6:2:1:1)

Cizelge 4.11. PVA'nn formiilasyon karakterizasyon parametrelerine etkisi (*n=3)

Formiilasyon Kodu PB(nm) ZP(mV) PDI pH EE(%)

(ort. £5S*)  (ort. £5S*) (ort. £55%*) (ort. £SS*)
DPPC:DCP:CH 80.98+0.369  -53.7+1.220 0.240+0.003 9 35.3+1.100
(7:2:1)

DPPC:DCP:CH:PVA  88.18+1.097 -11.3+0.416 0.196+0.005 7 81.2+5.090

(6:2:1:1)

4.3.6. Polimer Kaplamamn Nanolipozom Karakterizasyonuna EtKisi

Cizelge 4.12. Farkh PEI oranlarnin nanolipozom karakterizasyonuna etkisi

(*n=3,**lipit miktarlar1 verilmistir,her formiilasyonda PEI miktar1 2 mg/mL’dir.)

Formiilasyon PB(nm) ZP(mV) PDI EE(%)
Kodu** (ort. £SS*) (ort. £SS%*) (ort. £SS*) (ort. £SS%*)
DPI:(?ZDESCH 75.09+0.500 0.242+0.004 -54.8+1.760 34.1+£5.710
PEI1

(0.176 mg/mL)  237.7+4.838  19.4+0.200  0.190£0.019  12.8+1.750
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PEI2

(0.200 mg/mL)  1912+293.700 17.0+1.000 0.984+0.027 11.2+0.810
PEI3
(1 mg/mL) 1237+869.600 15.1£0.252 0.503+0.053 10.18+2.190

Cizelge 4.13. PLL ve lipit miktarlarmin. karakterizasyon fiizerinde etkileri (*n=3, **lipit
miktarlart ve PLL:¢ozelti (v/V) yiizde oranlart verilmistir.)

Formiilasyon Kodu** PB(nm) ZP(mV) PDI EE(%)
(ort. £5S5%) (ort. £5S*)  (ort. £SS*) (ort. £SS%)
DPPC:DCP:CH 75.09+£0.500  0.242+0.004 -54.8+1.760 34.1+5.710
(7:2:1)
PLL1 105.8+0.635  -33.4+2.700 0.231+0.013  20.1+1.050
(0.176 mg/mL 1:10 vA)
PLL2 92.06+1.157 -43.1£5.28  0.254+0.004 11.2+0.710
(0.200 mg/mL 1:10 vA)
PLL3(1:10 v/iv) 83.26+0.550  -47.3+0.008 0.259+0.008 10.12+1.090
(1 mg/mL 1:10 v/iv)
PLL4 2231+£158.200 29.9+1.100 0.160+0.138 30.13+1.620
(0.176 mg/mL 1:10 vA)
PLL5(2:10 v/iv) 82.73+1.259 34.9+1.930 0.213+£0.008 82.2+6.950
(0.200 mg/mL 1:10 vA)
PLL6(2:10 v/iv) 97.19+£7.223 20.3£0.057  0.287+0.067 83.17+1.130

(2 mg/mL 1:10 viv)
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Cizelge 4.14. PLL miktarlarinin nanolipozom karakterizasyonuna etkisi (*n=3,

** PLL:cOzelti hacimce yiizde oranlart verilmistir, formiilasyondaki lipit miktar1 0.176
mg/mL’dir.)

Formﬁlagyon PB(nm) ZP(mV) PDI EE(%0)

Kodu™

(ort. £5S5%) (ort. £SS%*) (ort. £5S5%*) (ort. £SS%*)

DPPC-DCP-CH 81.57+1.448  -53.9+0.872  0.257+0.008 42.1+11.450
(7:2:1)

PL1(1:10 viv) 125+1.834 23.4+0.493 0.207+0.024 76.0+£7.810

PL2(2:10 viv) 107.1£1.442 27.1£1.300 0.205+0.006 79.2+6.950

PL3(3:10 v/v) 137.9+0.986 41.4£1.060 0.333+£0.019 88.2+7.850

PL4(4:10 viv)* 111.0£1.901 43.3+£2.150 0.221+0.002 87.1+6.920

4.4. Stabilite Cahsma Sonuclan

Formiilasyonlarin karakterizasyonlarinda tayin edilen parametrelerdeki degisimler goz
Oniine alinarak, +4°C’de 3 ay siire (1. giin. 1. hafta. 1. ay ve 3. ay) ile bekletilen
formiilasyonlarin stabiliteleri incelenmis olup, karakterizasyon parametrelerindeki
degisim Cizelge 4.15. ve Cizelge 4.16.’de verilmistir.

Cizelge 4.15. Formiilasyonlara ait stabilite ¢ahsma sonuglar1 (+4°C,*n=3)

Formiilasyon Zaman  PB(nm) ZP(mV) PDI
(ort. £5S%*) (ort. £SS%*) (ort. £SS%*)
1. giin 247.6+13.100 9.14+0.270 0.423+0.068
Lipoid S100:CH 1. hafta 292.1+18.920 11.8+0.153 0.467+0.048
(9:1) 1. ay 304.2+30.800 10.3:0.446  0.667+0.152
3. ay 442.7+46.100 4.20+0.124 0.703+0.350
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. giin 111.0+£0.802 5.83+0.434 0.298+0.003
Fosfolipon

. hafta 112.2+0.945 6.65+0.281 0.368+0.012
90G:CH
©:1) .ay 113.4£1.560 6.90+0.426 0.343+0.027

.ay 202.6+£2.055 6.81+0.147 0.410+0.032
a-Fosfotidilkolin . giin 159.9+4.149 -6.80+0.075 0.440+0.017
CH . hafta 240.5+£2.055 -3.59+0.062 0.451+0.390
(9:1) .ay 418.040.027  -1.77+0.147  0.458+0.027

.ay 730.6+4.059 -1.03+0.205 0.658+0.027
DPPC:CH . giin 112.5+£0.520 34.7+0.462 0.233+0.012
(9:1) . hafta 193.6£1.419  34.5+0.436 0.331+0.001

.ay 209.6+£16.630  28.94+0.600 0.334+0.039

.ay 303.6+20.540 20.1+0.520 0.405+0.062

Cizelge 4.16. PLL-Lipo-FU ve Lipo-FU formiilasyonunun stabilitesi (*n=3)

Formiilasyon  Zaman PB(nm) ZP(mV) PDI
(ort. £SS*) (ort. £SS*) (ort. £SS*)
1. giin 137.9+0.986 41.4£1.060 0.333+0.019
PLL-Lipo-FU 1. hafta 188.2+0.762 30.4+£3.920 0.359+0.008
1. ay 487.1+£6.491 21.4+£2.890 0.408+0.049
Lipo-FU 1. giin 85.30£0.595  -51.1+2.000  0.252+0.008
1. hafta 95.80+0.871 -41.6+3.020 0.339+0.034
1. ay 120.9+2.691 -32.1+2.970 0.423+0.067
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4.5. ATR-FTIR Analiz Sonuclan

Nanolipozom formiilasyonunda yer alan lipidik bilesenlerin ve 5-FU’nun kimyasal
etkilesimlerini incelemek amaciyla ATR-FTIR analizleri gergeklestirilmistir (Sekil
4.6.). CH, gerilme modlarinin frekanslar1 ve band genisligi, CHz gerilme modunun

frekansi, C=0 titresim modu ve fosfat gerilme modunun frekans: incelenmistir.
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Sekil 4.6. 5-FU, 5-FU ve DPPC fiziksel karisimi. DPPC, bos nanolipozom ve 5-FU
yiikli nanolipozoma ait FTIR/ATR spektrumlari

5-FU yiiklii nanolipozom (N L), bos nanolipozom, 5-FU + DPPC fiziksel karisim, DPPC
spektrumlarinda lipit yapisina 6zgii C-H (2846.6 ve 2916.3 cm™) gerilimi gdzlenmistir.
NL ve Bos-NL formiilasyonunda bulunan kolesterola ait hidrojen bagi O-H gerilmesi
3654.6, 3658.4 cm’da goriilmektedir. Alifatik bilesiklerin tipik C-H gerilme
titresimleri 3000 cm™® civarinda gozlenmektedir. Biitiin spektrumlarda 1737.7 cm*
bandinda siddetli ester karbonil grubu C=0O gerilimi madde igerisindeki tekrarlanan
gruplarin sayisina bagh olarak artis ve azalig gostermistir. NL ve bos-NL gruplarinda
bulunan 1542.1, 1649.5 cm™ bantlarindaki titresimlerin kolesterole ait alken (C=C)



grubuna ait oldugu diisiiniilmektedir. 1471.2 cm* “de gbzlenen absorpsiyon bantlar C-
H egilme bandinin gostergesidir. 5-FU’ya ait 1235.4 cm™ ‘de gozlenen absorpsiyon
bandi C-F gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 1059.1, 1093.6 c¢cm'’ de gdzlenen
absorpsiyon bantlar1 P-O-R gerilme titresimlerinin en tipik gostergesidir. 721.7, 775.4,
817.5 cmY’de gozlenen absorbans bantlart metil gostergesidir ve sadece uzun zincirli

alkanlarda goriilmektedir.

4.6. TGA-DSC Analiz Sonuglan

5-FU, DPPC, 5-FU + DPPC fiziksel karigim, bos Lipo ve Lipo-FU formiilasyonlarinin
TGA ve DSC analizleri yapilmistir(Sekil 4.10). Bos Lipo ve Lipo-FU formiilasyonlar1
liyofilize edildikten sonra TGA analize almmustir.
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Sekil 4.7. 5-FU, Bos NL, NL ve 5-FU + DPPC fiziksel karisima ait DSC

termogramlarinin karsilastirilmasi

5-FU 250°C civarinda erimeye baglamis, 280°C civarinda keskin endotermik erime piki
gozlenmistir. DPPC’ye ait termogramda, DPPC’nin faz gecis sicakligi olan ~50°C'de
endotermik erime piki gdzlemlenirken, 260°C'de endotermik pikin ardindan, lipidik
yapmin bozunmasina iliskin ekzotermik bir egri gézlemlenmistir. (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.8. 5-FU, Bos NL, NL ve 5-FU + DPPC fiziksel karigima ait TGA

termogramlarinin karsilastirilmasi

TGA termogramlarinda ise DSC grafiklerine paralel olarak, 5-FU’ya ait kiitle kaybinin
250°C civarmda baslamasi, erimenin bu sicaklikta basladigmi dogrular niteliktedir
(Sekil 4.8.). Benzer sekilde, Bos NL, NL, DPPC ve fiziksel karigim termogramlarinda,
kiitle kayiplar1 50°C civarinda goriimiistiir.

4.7. SEM Analiz Sonuclan

Gelistirilen nanolipozom ve PLL kapli nanolipozomlarm partikiil boyutunun ve seklinin

mncelenmesi i¢cin Taramali Elektron Mikroskobu cahgsmalar1 gerceklestirilmistir.

66



——500 nm —

1um Bi VD
METU CENTRAL LAB ) mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.9. Lipo-FU ve PLL-Lipo-FU numunelerine ait SEM goriintiileri a)Lipo-FU,
b)Bos Lipo, c)PLL-Lipo-FU, d)Bos PLL-Lipo formiilasyonlar.

SEM goriintiileri DPPC bazh nanolipozomlarn ve PLL kaph DPPC nanolipozomlarinin
diizgiin ylizeyli ve kiiresel yapida olduklarmni gostermistir.
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4.8. In-vitro Salim Cahsmas1 Sonuglan
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Sekil 4.10. Nanolipozom. PLL-kapli nanolipozom ve kontrol grubuna ait 5-FU in-vitro
salm profilleri (n=6)

Diyaliz membran yontemi ile yapilan ve kiimiilatif olarak degerlendirilen in-vitro salim
caligmalar1 sonucunda, etkin madde ¢ozeltisi (kontrol) ile, 0.5. saatin sonunda ilacin
%95.01’inin ve 1. saatin sonunda ilacm yaklagk olarak tamammmn saliverildigi
gozlenmistir. Nanolipozom ve PLL kapli formiilasyonlarla ise siirekli bir salim profili
elde edilmis olup, bu formiilasyonlar ile 1. saatin sonunda sirasiyla %47.17 ve %20.84

oranda salm ger¢eklesmistir (p<0.05) (Sekil 4.10.).

Kinetik degerlendirmeler kapsaminda ise, formiilasyonlarindan etkin madde salimmin
uyum sagladig1 mekanizmalar1 belirlemek amaciyla salim sonuglarina dort farkl kinetik
model (Sifirinc1 derece, Birinci derece, Higuchi ve Hixson-Crowell) uygulanmis ve
k/R? (salm hiz sabiti/determinasyon katsayis) degerleri, Cizelge 4.17.’de verilmistir,
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Cizelge 4.17. Formiillasyonlarin in-vitro sahm hizi kinetik verileri

.. Sifirinei Birinci . . Hixson
T NSO derece derece BB Crowell
k 53.5515 4.4168 33.3250 0.8047
Lipo-FU

R? 0.8443 0.9675 0.9504 0.8853
k 21.4578 4.3695 14.4365 0.3537

PLL-Lipo-FU
R? 0.9675 0.9805 0.9918 0.9766

Nanolipozom formiilasyonu i¢in, en yiiksek determinasyon katsayis1 degeri (R?=0.9675)
bulunmus ve salimin birinci dereceden kinetik modele uydugu gosterilmistir. PLL kaph
olan nanolipozomlar icin ise, en yiiksek deger (R?=0.9918) Higuchi kinetik model ile
elde edimistir.

4.11. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan Sonuclan

Ilag icermeyen formiilasyonlarda herhangi bir toksik etki gdzlenmezken, ila¢ yiklii
formiilasyonlarda konsantrasyona bagl olarak toksik etki gozlemlenmistir. Toksik etki
konsantrasyon ile dogru orantili olarak artnmstir. Bu sonug, hem nanolipozom
formiilasyonlarinda hem de 5-FU ¢o6zelti grubunda tespit edilmistir. Yapilan analizler
sonucu 5-FU. Lipo-FU ve PLL-Lipo-FU lipozomlarin ECsg degerleri tespit edilmis olup
srrastyla 11.57. 104.6 ve 13.15 uM olarak hesaplanmstir.
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Sekil 4.11. Bos Lipo formiilasyonu. Gruplar arasi istatiksel analiz metodu olaran t-test
yapildi p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Istatiksel analiz sonucu anlamli ise **** ile
etiketleme yapildi
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Sekil 4.12. Bos PLL-Lipo formiilasyonu. Gruplar aras1 istatiksel analiz metodu olaran t-
test yapildi. p<0.05 anlaml1 olarak kabul edildi. Istatiksel analiz sonucu anlamli ise ****
ile etiketleme yapildi
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Sekil 4.13. PLL-Lipo-FU, serbest 5-FU ¢o6zeltisi ve Lipo-FU canlhilik sonuglari
Istatiksel analiz yontemi olarak 2-yonlii ANOVA yapildi. Gruplar arasinda fark olup
olmadigmnim anlasiimasi i¢in Tukey's testi kullanildi. Istatiksel analiz sonucu anlaml ise
*ile etiketleme yapildi
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5. YORUM

Tez caligmas1 kapsaminda; malign melanom tedavisinde intratiiméral uygulamaya
yonelik, 5-FU yiikli  nanolipozom  formiilasyonlarinin  hazirlanmast  ve  bu
formiilasyonlara yiizey kaplama/modifikasyon islemleri yapilarak, ileri donem ilag/gen
kombinasyon uygulamalart icin yeni bir nanolipozom modelinin gelistirilmesi

amaglanmistir.

5-FU, timidilat sentaz inhibitorii olarak gorev yaparak DN A sentezini inhibe etmektedir.
Ozellikle cilt kanseri tedavisinde topikal olarak kullanilmaktadir. Ancak deriden
penetrasyonunun diisik olmasi nedeniyle, tedavide terapotik konsantrasyonu yetersiz
kalmaktadrr. Intravendz uygulamalarinda ise, yarilanma dmriiniin kisa olmas1 (6-20 dk),
dokulara genis dagilim gostermesi ve dermatit, kardiyak toksisite, merkezi sinir sistemi
hasar1 gibi yan etkilere neden olmasi1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu amagla tez
kapsaminda, etkin maddenin yarilanma Omriiniin uzatimasiy kontrollii salim
sistemlerinin hazirlanarak uygulama sikliginin/dozunun azaltilmasi, buna bagh toksik
ve yan etkilerin Onlenmesi, hasta uyuncunun arttrilmasi i¢in nanolipozomlarin
hazirlanmas1 planlanmistr. Nanolipozomlar, biyolojik membranlara benzer yapida
olmalar1 nedeniyle yiiksek penetrasyon kabiliyetine sahip olup, biyouyumlu olmalar:

bakmmdan avantaj saglamaktadirlar.

Bu dogrultuda tez kapasminda;

Ik asamada; etkin madde miktar tayini ve analitik yontem validasyon cahsmalar
yapilmistr. Yontemin; 6zgiinliik, secicilik, dogrusallik, dogruluk, geri elde edilebilirlik,
kesinlik kriterlerini karsiladigi ve etkin maddenin ¢alisma siiresince stabilitesini

korudugu ispatlanmistur.

fkinci asamada; formiilasyon ve yontem optimizasyon calismalar1 gergeklestirilmistir.
Bu amagla, yontem parametrelerinin (sonikasyon stiresi, lipit yapisi, pozitif/negatif lipit
orani, pH ve sirfaktan etkisi), formiilasyon karakterizasyon parametreleri iizerine

etkileri degerlendirilmistir.
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Nanolipozom formiilasyonlar1 ince film tabaka olusturma yontemi ile hazirlanmis ve
PB, ZP, PDI ve EE bakimindan degerlendirilmistir. Hazirlama sirasinda, dort farklh
sonikasyon siiresi (5, 15, 25 ve 30 dk) uygulanarak caligmalar yiiriitilmiis ve Lipoid
S100 ile hazirlanan nanolipozomlarda sonikasyon siiresinin artigina bagh olarak daha
homojen ve daha kiiciik partikiil boyutuna sahip (142.9+4.100) lipozomlar elde
edilmistir. Yapilacak tiim formiilasyonlarda, sonikasyon siiresinin 30 dk olarak

ayarlanmasma karar verilmistir.

Lipit yapisinin formiilasyon iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla, dort farkli lipit
(Lipoid-a-fosfotidilkolin, Lipoid S100, Fosfolipon 90G ve DPPC) kullanilarak
nanolipozomlar hazirlanmis (lipit:kolesterol orant 9:1), DPPC ile hazrlanan
formiilasyonlarda en yikksek %EE degeri (%15.843.960) bulunmustur. Yine bu
formiilasyonda, en diisiik PDI degeri (0.233+0.012) ve en yiiksek zeta potansiyel degeri
(34.74£0.462 mV) gbozlenmig olup, ileri donem c¢aligmalarda, lipit olarak DPPC

kullanilmasina karar verilmistir.

Son yillarda, kanser tedavisinde sadece kemoterapdtik ajan kullanilmasi yetersiz
kalmakta, ilaca kars1 gelisen direnci ve yikksek dozda uygulama sonucunda olusan yan
etkileri O6nlemek amaciyla yenilikgi yaklasimlar ortaya ¢ikmaktadr. ilag/gen
kombinasyonu iirtinler ile tedavi, en giincel yaklasimlar arasinda olup, buna yonelik
yenilik¢i formiilasyon gelistirilimesine c¢aligilmaktadir. Nanolipozomlar, ylizey
yiklerinin degistirilebilmesi ve ylizeylerine istenen modifikasyonun yapilabilmesi
bakimindan dikkat ¢ekmektedirler. Bu amagla tez kapsaminda, 5-FU yikli
nanolipozomlara, anyonik ve katyonik Ozellik kazandwrilmis, daha sonra yiizey
kaplama/modifikasyon islemleri uygulanmistir. Yiksek transfeksiyon etkinligi
gostermesi bakimindan, katyonik lipit olarak SA kullanilmistir. Anyonik lipit olarak
ise,DCP kullanilarak nanolipozomlar hazirlanmistir. DPPC :anyonik/katyonik lipit:CH
orani, 7:2:1 olacak sekilde formiilasyonlar hazirlanmistir. ZP degeri, SA igeren
nanolipozomlar ve DCP iceren nanolipozomlar i¢cin swrasiyla, 79.1+1.200 ve -
21.4+0.781 olarak bulunmus olup, yiizey yiklerinin istenen sekilde modifiye edildigi

sonucuna varimistir.
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Benzer sekilde, ortam pH’sinin etkisi de incelenmis ve DPPC:DCP:CH lipit karisimai ile
hazirlanan lipozomlarda, pH=7 iken enkapsiilasyonun %?21+4.230, pH=9 olarak
ayarlandiginda ise %45+9.610 olarak arttigi gdzlenmistir (p<0.05). 5-FU, hidrofilik
oldugu i¢cin etkin madde yikleme orani, etkin maddenin sulu fazda ¢éziinmesine ve
lipozomun olusturulmasi swasinda lipozom membrani igerisine, bu sulu fazin
girebilmesine bagl olmaktadir. 5-FU'nun bazik ¢ozeltilerde negatif yiikli oldugu ve %
70 oraninda iyonize oldugu bilinmektedir. Ciinkii 5-FU'nun pKa degeri 8.0'dir [86]. Bu
sebeple tez kapsammda etkin maddenin iyonizasyonu i¢in pH gbz Oniinde
bulundurulmustur. Etkin maddenin iyonize oldugu pH araliginda, DPPC lipidi negatif
olmakta ve negatif bir lipit olan DCP ile bu sayede daha stabil anyonik lipozom
olusturmaktadwr. Notr ortamlarda DPPC zwitteriyonik 0zellikte oldugu icin DCP ile
agrege olmamasi agisindan bazik ¢ozelti kullanilmistir, aksi takdirde DPPC pozitif
yiiklii olacak ve DCP ile agrege olacaktir. Hem 5-FU iyonizasyonu hem de DPPC’nin
negatif yiklenmesi i¢in, pH=9 araliginda NaOH ile bazik hale getirilmis distile su
¢Oziicli olarak kullanilmistir.

Son olarak %EE degerini daha da arttrabilmek i¢in, hazirlama esnasinda ortama farkli
surfaktanlar (Tween 80, Tween 20, PVA) cklenmis ve farkli siirfaktanlarm
karakterizasyon parametreleri tizerine etkileri degerlendirilmistir. DPPC ile hazrlanan
nanolipozomlara PVA eklendiginde en yiiksek enkapsiilasyon (%81.2+5.090) elde
edilmistir. Gen tedavisine yonelik formiilasyonlar hazirlamak i¢in, elde edilen anyonik
nanolipozomlarm yiizeylerine polimerik kaplama yapilmasma karar verilmistir. PVA
eklendiginde en yliksek enkapsiilasyon elde edilmesine ragmen, PV A iyonik etkilesimi
Onlemis ve polimerik kaplama yapilamamigtir.

Genel olarak, farkli lipit tiirevleri, kolesterol ve diger bilesenlerin kullanildig:
formiilasyonlar, etkin madde enkapsiilasyon oram1 ve stabilite agisindan
degerlendirildiginde en iyi sonuglar ana formiilasyon bilesenleri DPPC, DCP ve CH
olan formiilasyonlarla elde edilmistir. Bu nedenle ¢alismalara, DPPC:DCP:CH ile
hazirlanan anyonik nanolipozomlar ile devam edilmesine karar verilmistir. Bu
nanolipozomlar Lipo-FU adiyla kodlanmistr. Anyonik nanolipozomlarin, negatif yiikii

sebebiyle serum proteinleri ve eritrositlere diisikk oranda baglanir ve stabilitesi
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yikksektir. Nikleik asitlerin elektriksel kuvvetlerle baglanabilmesi amaciyla da,
ylzeyleri pozitif yikkli polimer ile kaplanabilmektedir. Bu amagla tez kapsaminda,
anyonik nanolipozomlarin ylizeyine hidrofilik polimer kaplamasi i¢in farkli oranlarda
toksik olmayan, biyobozunur ve ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan polimerler olan PLL ve
PEI kullanilmistir. PLL ¢ok fazla proton icermez, dolayisiyla endozomal kagista daha
basarili oldugundan gen tedavisi ¢alismalar1 i¢in uygundur. Bu amagla, farkli
polimer:lipit oranlarinda ¢alismalar yiiriitiilmis ve lipit miktar1 0.176 mg/mL ve 1:10
(v/v) PLL ¢ozeltisi (3 mL) ile hazirlanan formiilasyon ile en yiksek EE degeri
(%83.17£1.130) gozlenmis olup, ideal PB (97.19+£7.223), ZP (20.3+£0.057) ve PDI
(0.287+0.067) degerleri elde edilmistir. SEM analizleri yapilmis ve homojen, kiiresel
vezikiiller goriintiilenmistir. Bu nanolipozomlar PLL-Lipo-FU adiyla kodlanmistir.

Lipo-FU ve PLL-Lipo-FU formiilasyonlarmin EE degerleri sirasiyla ~ %42 ve %86
civarinda bulunurken, PEI formiilasyonlarinin EE degeri ~ %12 olarak bulunmustur.
PEI ile hazirlanan formiilasyonlarda zamanla agregasyon ve ¢okme meydana gelmistir.
PLL i¢eren nanokomplekslerin partikiil biiyiik liigiiniin 100 nm civarinda olmasi, pozitif
membran yikii ve kolloidin homojen dagilimi sebebiyle gen transfeksiyon ¢alismalari
icin uygun formiilasyon olarak belirlenmis olup, in-vitro salm ve hiicre kiiltiirii
caliymalarinda bu formiilasyon kullanimistir. ZP, partikiillerin agreagasyonunun
engellenmesinde Onemli bir parametre olup, bu degerlere gore stabilite testleri
sonucunda, +4°C’de Lipo-FU ve PLL-Lipo-FU formiilasyonlarmnin stabilitesini 30 giin
boyunca korudugu gozlenmistir. CH eklenmesinin stabiliteyi olumlu yonde etkiledigi ve
kan proteinleri ile lipit tabaka birlesmesini azaltarak, opsonizasyonu onledigi
bilinmektedir. Bu nedenle ¢aligmamizda, nanolipozom formiilasyonlarmin hazirlanmasi

srasmda CH ilavesi yapimistir.

Formiilasyonlarin kimyasal karakterizasyon c¢alismalar1 kapsaminda, ATR-FTIR
analizleriyle molekiil bag yapilari, DSC/TGA termogramlariyla da termodinamik
ozellikleri aydmlatilmistir. Buamagla, 5-FU, DPPC, 5-FU + DPPC fiziksel karigim, bos
Lipo ve Lipo-FU formiilasyonlarinin analizleri gerg¢eklestirilmistir. 5-FU, 250°C
civarinda erimeye baslamis, 280°C civarinda keskin endotermik erime piki

gozlenmistir. DPPC’ye ait termogramda, DPPC’nin gegis sicakhigi olan ~50°C'de
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endotermik erime piki gdozlemlenirken, 260°C'de endotermik pikin ardindan, lipidik
yapinin bozunmasina iliskin ekzotermik bir egri gozlemlenmistir. Bu sicakliktan sonraki
sicakhk degerlerinde, 5-FU igeren formiilasyonlarda 5-FU’ya ait erime piki
termogramlarda goriilmemistir. Liyofilize formiilasyonlarin analizlerinde benzer
termogram sonuglar1 elde edilmistir. Bu durum, nanolipozomal yapilarda elde edilen
disik enkapsiilasyon yiizdeleri ve enkapsiilasyon smasinda etkin  maddenin
nanolipozomlara amorf diizende dahil olmasina dayandirilmistir [87]. TGA
termogramlarinda ise DSC grafiklerine paralel olarak, 5-FU’ya ait kiitle kaybmimn 250°C
civarinda baslamasi, erimenin bu sicaklikta basladigmmi dogrular niteliktedir. Benzer
sekilde, nanolipozom, polimer ve fiziksel karisim termogramlarinda, kiitle kayiplari
50°C civarinda goriilmiistiir. 250°C’deki kiitle kayiplarinin ise, Sekil 4.10°da gorildigi
iizere lipit yapisinin bozulmasi ile beraber olustugu diistiniilmektedir.

Uciincii  asamada; diyaliz membran ydntemi ile in-vitro salim cahsmalar:
gerceklestirilmistir. Serbest 5-FU (etkin madde ¢ozeltisi) ile karsilastirildiginda Lipo-
FU ve PLL-Lipo-FU formiilasyonlar1 ile uzatilmis bir salim profili elde edilmistir.
Salim sonuglarma kinetik modeller uygulanarak formiilasyonlarin salim mekanizmalari

Lipo-FU ve PLL-Lipo-FU i¢in belirlenmistir.

In-vitro salim grafiklerine bakildiginda Lipo-FU formiilasyonunun birinci derece salim
Kinetigine sahip oldugu goriilmiistiir. Birinci derece salm kinetigi, ¢6ziinme hizinin
yikksek oldugu hidrofilik etkin maddenin salimmin konsantrasyona bagl oldugunu
gostermektedir. 1k asamada gdzlenen ani salm (30 dk ~%47), nanolipozom yiizeyine
tutunan ve ¢eper kisminda yer alan etkin maddenin hizla ¢dzlinme ortamima gegmesine
dayandirilmigtir. Daha sonra gdzlenen kontrollii salim ise, ¢ekirdek kisminda yer alan
etkin maddenin lipit tabakalar arasindan sizarak/difiize olarak ortamda saliverilmesi
sonucu daha yavas bir salim gOstermesine dayandirimistir. PLL-Lipo-FU
formiilasyonunun salim grafigi verilerinden elde edilen determinasyon katsayis1 ise bu
formiilasyonda etkin maddenin Higuchi salim kineti§ine uygun olarak salindigimi
gostermektedir. Higuchi salim kinetiginde ise, etkin maddenin suda hizlica ¢dzliinmeyen
bir matriksten salinmasina benzer bir sekilde, salim zamana bagli olarak daha yavas

gerceklesmektedir. Bir diger deyisle, Higuchi salim kinetigi, etkin maddenin membran
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yiizeyinin erozyonu ile salindig1 matriksleri tanimlamaktadr. Bu da nanolipozomlarin
yiizeyinin PLL kaplamasmm varligmi dogrular niteliktedir. PLL-Lipo-FU
formiilasyonunda 5-FU’nun etki mekanizmasina uygun olarak etkin madde daha distik

dozda ve siirekli bir sekilde salmmigtir.

Son asamada; nanolipozomlarn A431 epidermal karsinom hiicre hatt1 lizerinde hiicre
canliligl iizerine etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. Etkin madde icermeyen
formiilasyonlarm (Lipo ve PLL-Lipo) hiicreler i¢cin toksik olmadigi saptanmustir ve
giivenirliginin yiiksek oldugu sonucuna varilmigtir. PLL-Lipo-FU formiilasyonun, A431
hiicrelerinin doza bagh bir sekilde biiylimesini inhibe ettigi gdzlenmistir. Ayn1 zamanda
bu formiilasyon igine enkapsiile edilen ila¢ miktarinin, hiicrelerin limiinii saglamak

icin yeterli bir konsantrasyon oldugu sonucuna varidmustir.

Sonug olarak; optimize edilen nanolipozom formiilasyonlar1 (Lipo-FU ve PLL-Lipo-
FU) ile uzun siireli etki saglanmis olup, 5-FU’nun yarilanma émriiniin uzatildigi, sik
kullanimm Onlenmesine bagl olarak yan etkilerinin azaltildigi ve hasta uyuncunun
arttirilabildigi formiilasyonlar gelistirilmistir. Nano boyutu ve yiiksek penetrasyon
kabiliyeti nedeniyle, bu formiilasyonlarin intratiimdral uygulamayi takiben, vaskiiler bir
timoOr olan malign melanom tiimorlerinde, lokal seviyede artmis bir terapdtik cevap
olusturabilecegi Ongoriilebilmektedir. Ayrica, PLL-Lipo-FU formiilasyonu ilk defa
gelistirilmis olup, ilag/gen kombinasyon terapisi uygulamalar1 i¢in yeni bir nanolipozom
modeli olusturmaktadir. PLL kapl nanolipozomlar, membran yiikiiniin pozitif olmas1
nedeniyle toksik olan katyonik lipitlerden olusan lipopleks modellerine alternatif olarak
sunulmak tadr.
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