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Malign melanom, deride melanin üretimini sağlayan melanosit hücrelerinden 

kaynaklanan ve ölüm oranı en yüksek cilt kanseri türü olarak bilinmektedir. Metastaz 

gerçekleştiğinde, cerrahi yöntemlerle müdahale, tedavi için tek başına yeterli 

olmamaktadır. Bir pirimidin analoğu olan 5-Florourasil (5-FU), birçok kanser türünün 

tedavisinde yaygın olarak kullanılan sitotoksik bir ilaçtır. 5-FU,  cerrahi yöntemlerin 

hasta için uygun olmadığı durumlarda, cilt kanserinin tedavisinde topikal formda 

uygulanmaktadır. Fakat deriden penetrasyonu yeterli olmadığı için, tedavi süresi sınırlı 

kalmakta ve epitel dokuya penetre olan ilaç konsantrasyonunun yetersiz olması 

sebebiyle, etkin tedavi sağlananamaktadır. Günümüzde, kemoterapötik ajanların direkt 

istenen dokuda birikimini sağlamak, buna bağlı terapötik etkinliğini artırmak ve yan 

etkilerini azaltmak amacıyla, nanotaşıyıcı sistemler sıklıkla kullanılmaktadır. Bu 

sistemler arasında yer alan nanolipozomlar, biyolojik membranlara benzer yapıda 

olmaları nedeniyle biyouyumlu olup, yüksek penetrasyon kabiliyetine sahiptirler. Tez 

kapsamında, intravenöz uygulamaları takiben yarılanma ömrü kısa olan (6-20 dk), 

dokulara geniş dağılım gösteren ve dermatit, kardiyak toksisite, merkezi sinir sistemi 

hasarı gibi yan etkilere neden olan 5-FU etkin maddesinin, nanolipozom 

formülasyonları hazırlanmıştır. Kontrollü salım yapabilen bu formülasyonla r ile, hem 

terapötik etkinin arttırılması hem de yan etkilerin azaltılması amaçlanmıştır. 
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Son yıllarda, malign melanom tedavisinde sadece ilaç uygulamalarının yetersiz kaldığı, 

ilaç/gen kombinasyonu içeren formülasyonların geliştirildiği gözlenmiştir. Tez 

kapsamında, ileri dönem gen uygulama çalışmalarına yönelik formülasyonlar 

tasarlamak için, 5-FU yüklü nanolipozomlara, yüzey kaplama/modifikasyon işlemleri 

yapılmıştır. Bu amaçla öncelikle, anyonik ve katyonik lipitler ile yüzey yükü 

değiştirilmiş nanolipozom formülasyonları hazırlanmış, daha sonra polimer ile 

kaplanarak modifikasyon işlemi uygulanmıştır. Katyonik lipit olarak stearilamin (SA) 

ve anyonik lipit olarak disetilfosfat (DCP) kullanılarak nanolipozomlar hazırlanmış, 

Poli-L- lizin (PLL) ve Polietilenimin (PEI) kullanılarak polimerik kaplama işlemi 

gerçekleştirilmiştir.  

 

Tez kapsamında öncelikle yöntem ve formülasyon optimizasyon çalışmaları 

yürütülmüştür. Bu amaçla; 5-FU yüklü katyonik ve anyonik özellikteki nanolipozom 

formülasyonları ince film tabaka oluşturma yöntemi ile hazırlanmış ve farklı 

parametrelerin (sonikasyon süresi, lipit yapısı, pozitif/negatif lipit oranı, pH ve 

sürfaktan etkisi), formülasyon karakterizasyon parametreleri (partikül boyutu (PB), zeta 

potansiyeli (ZP), polidispersite indeksi (PDI) ve enkapsülasyon etkinliği (EE)) üzerine 

etkileri değerlendirilmiştir. Ardından nanolipozomlar polimer ile kaplanmış ve 

fiziyokimyasal özellikler tekrar değerlendirilmiştir. Formülasyonların, yüzey 

karakterizasyonu, moleküler yapıları ve termal özellik aydınlatması, sırasıyla SEM, 

FTIR ve TGA-DSC analizleri ile gerçekleştirilmiş, stabilite çalışmaları yürütülmüştür. 

Optimize edilen formülasyonlar ile in-vitro salım çalışmaları yapılmış, ardından A431 

epidermal karsinom hücre hattı üzerinde etkileri incelenmiştir.  

 

Optimum formülasyon olarak dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC), DCP ve kolesterol 

(7:2:1 molar oran) ile hazırlanan, 5-FU yüklü nanolipozom (Lipo-FU) (%EE ~ 42) ve 5-

FU yüklü PLL kaplı nanolipozom (PLL-Lipo-FU) (%EE ~ 88) seçilmiştir. İn-vitro 

salım deneyleri, Lipo-FU, PLL-Lipo-FU ve 5-FU çözeltisi kullanılarak, diyaliz 

membran yöntemi ile yapılmıştır. Çözelti formu ile kıyaslandığında,  Lipo-FU ve PLL-

Lipo-FU formülasyonlarının her ikisiyle de sürekli salım profili elde edilmiştir. Bu 

formülasyonlar ile, sırasıyla 1. saatin sonunda %47.17 ve %20.84 oranda salım (p<0.05) 

elde edilmiştir. Salım profillerine kinetik modeller uygulandığında, Lipo-FU 
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formülasyonunun birinci derece kinetik modele (r2=0.9675), PLL-Lipo-FU 

formülasyonunun ise Higuchi kinetik modeline (r2=0.9918) uyum sağladığı tespit 

edilmiştir. Son olarak, formülasyonlarının hücre canlılığı üzerine etkileri 

değerlendirilmiş ve etkin madde içermeyen formülasyonların (Lipo ve PLL-Lipo) 

hücreler için toksik olmadığı saptanmıştır.  

Sonuç olarak, nanolipozomlar ile uzun süreli etki elde edilerek, 5-FU’nun yarılanma 

ömrünün uzatıldığı, tekrarlayan dozlarda kullanımın önlenmesine bağlı olarak yan 

etkilerinin azaltıldığı ve hasta uyuncunun arttırılabildiği formülasyonlar geliştirilmiştir. 

PLL kaplı nanolipozom formülasyonunun, nano boyutu ve yüksek penetrasyon 

kabiliyeti nedeniyle, arttırılmış geçiş ve alıkonma (EPR) etkisi ile intratümöral 

uygulamayı takiben, vasküler bir tümör olan malign melanom tümörlerinde, lokal 

seviyede artmış bir terapötik cevap oluşturabileceği öngörülmüştür. Ayrıca formülasyon 

yüzeyinin nükleik asit bağlanmasına elverişli olması sebebiyle, kombine ilaç/gen terapi 

uygulamaları için aday nanolipozom modeli geliştirilmiştir. 

 

  

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

intratümöral 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 
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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 
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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 (R2 = 0.9675) and PLL-Lipo-FU 

formulation was compatible with Higuchi kinetic model (R2 = 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. GİRİŞ 

 

Kanser, ülkemiz ve tüm dünya ülkeleri için, en önemli hayati risk teşkil eden 

hastalıkların başında gelmektedir. Konvansiyonel kemoterapide etkin tedavi sağlamak 

için yüksek dozda kullanılan ilaçlar, kanserli dokuların yanında sağlıklı hücrelere de 

zarar vermekte ve sonuç olarak ciddi yan etkiler gözlenmektedir. Ayrıca ilaca karşı 

gelişen direnç, tedavinin başarı oranını düşürmektedir. Cilt kanseri, deriden 

kaynaklanan kanser türü olup, tüm kanser vakalarının yaklaşık yarısını oluşturmaktadır. 

Malign melanom (melanositlerden kaynaklanan), en tehlikeli cilt kanseri olup, yayılma 

riski çok fazladır. Erken teşhis edildiğinde ya da henüz metastaz yapmadığında, cerrahi 

yöntemlerle yok edilebilmektedir. Ancak ileri evrede, anjiyogenez ile 

vaskülarizasyonun artması sonucunda tümör dokusu büyümekte ve bunu engellemeye 

yönelik konvansiyonel yaklaşımlar yetersiz kalmaktadır. Yeni nesil formülasyonlar ve 

ileri teknoloji tedaviler ile, tümör gelişiminin önlenmesi ve hastanın yaşam kalitesinin 

arttırılarak yaşam süresinin uzatılması hedeflenmektedir.  

 

21. yüzyılda, nanoteknolojik yöntemlerin gelişmesine paralel olarak nano boyutta ilaç 

taşıma sistemleri geliştirilmiştir. Etkin maddenin enkapsülasyonu ve hedef bölgeye ilaç 

taşınması çalışmaları, küçük moleküler ilaçların yanı sıra proteinler, peptidler ve genler 

gibi makromoleküllerin nanopartiküler bir ilaç taşıma sistemi vasıtasıyla kontrollü 

salınmasına yönelik çalışılmaktadır. Nano boyutta malzemelerin yüzey fizikokimyası 

değişmekte ve aynı zamanda partikül boyutlarının çok küçük olması sebebiyle çözeltide 

Brownian hareketleri yapmaktadır. Atomik düzeyde yeniden yapılanma sırasında oluşan 

üst atomik tabakanın denge halindeki yapısı, kütledeki (bulk) atomik düzlemlerin 

karşılık gelen yapılarından farklı olur. Bu durum, özellikle, yüzeye özgü benzersiz 

özelliklerin ortaya çıkmasına (örneğin, elektronik yüzey durumlarına) neden olmaktadır. 

Bununla birlikte, nanopartiküller çözelti içerisinde, homojen dağılarak ve zamandan 

bağımsız olarak fiziksel özelliklerini koruyarak, partikül boyutu büyük olan 

sistemlerden daha stabil olmaktadırlar. Tanecik boyutu kadar, yüzeyin elektriksel yük 

özellikleri de stabil bir nanopartiküler sistemin oluşturulmasında önemli bir parametre 

olmaktadır. Biyouyumlu, biyobozunur ve stabil nanotaşıyıcı sistemler, antikanser 

ilaçları ve gen gibi moleküllerin taşınmasında ilg i odağı haline gelmiştir. Özellikle de, 
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nanolipozomal ilaç sistemleri, yapılarında, hücre membranında bulunan lipitleri ihtiva 

etmelerinden dolayı toksik olmamaları ve amfifilik yapıda olmaları sebebiyle hem 

hidrofilik hem de hidrofobik ilaçların taşınımında kullanılabilmektedirler. Bu açıdan 

nanolipozomlar; biyolojik membranlara benzer yapıları ile hücre penetrasyonunu 

artırma ve ilacı istenen bölgeye hedefleme gibi özellikleri nedeniyle, etkili ilaç taşıyıcı 

sistemler olarak dikkat çekmektedirler. Nanolipozomların yüzeyinde çeşitli 

modifikasyonlar yapılarak ilacın tümörlü bölgede daha çok birikmesi, enkapsülasyon 

etkinliklerinin arttırılması sağlanabilmektedir. Bu formülasyonlar ile, daha düşük 

dozlarla hem etkin tedavi sağlanabilmekte hem de ilaca bağlı yan etkiler 

azaltılabilmektedir.  

 

Nanolipozomlar aynı zamanda gen ile kombine olarak hazırlanabilmekte, böylelikle gen 

ve etkin madde içeren kombine nanolipozomal ilaç sistemleri oluşturulabilmektedir. 

Yüzeye adsorbe olacak negatif yüklü nükleik asitlerin yüzeye tutunabilmeleri için , 

nanolipozomu oluşturan lipitler katyonik olarak seçilebilmekte ya da anyonik 

nanolipozom yüzeyi katyonik ve hidrofilik bir polimer ile kaplanabilmektedir. Polimer 

kaplı nanolipozomlar ve katyonik nanolipozomlar, viral olmayan gen transfeksiyon 

sistemlerine model oluşturmaktadır. Katyonik lipitlerin toksik etkileri bilindiği için, 

anyonik lipit üzerine yapılan polimer kaplamaları özellikle dikkat çekmiştir. Polimer 

kaplamaları, aynı zamanda negatif hücre membranı ile daha kolay füzyon yapabilmekte 

ve endozomal kaçışta daha başarılı olmaktadır, böylece hücre penetrasyonunu artmakta 

ve etkin madde endozomal veya lizozomal kaçışta başarılı olup, içeriğini sitoplazmaya 

bırakılabilmektedir veya gen transfeksiyonunda etkili olabilmektedir.  

 

Son yıllarda, kemoterapötik ajanların tümör içine (intratümöral) enjeksiyonu (lokal 

enjeksiyon) ile, ilacın doğrudan tümör bölgesinde lokalizasyonunun sağlandığı ve 

yüksek konsantrasyonda ilaç ile tedavi etkinliğinin arttırıldığı gözlenmiştir. Ayrıca, 

sadece hedef bölgede sağlanan ilaç salımı ile, ilacın diğer dokularda dağılımının 

azalarak yan etki gösterme olasılığının azaldığı görülmüştür. Bu bilgiler ışığında tez 

çalışması kapsamında; intratümöral uygulamaya yönelik, ilaç taşıyan nanolipozom 

formülasyonları ile polimer kaplı ilaç taşıyıcı nanolipozomlar hazırlanmış, oluşturulan 

nano ilaç taşıyıcı sistemlerin önemli karakterizasyon parametreleri olan ZP , PB, PDI  
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ve EE üzerine, formülasyon ve üretim parametrelerinin etkisi değerlendirilmiş, analitik 

yöntemlerle etkin madde miktar tayini çalışmaları yapılmış, salım profilleri belirlenmiş 

ve hücre kültürü çalışmaları yapılmıştır. PLL-Lipo-FU, Lipo-FU ve serbest 5-FU 

grupları karşılaştırılarak 5-FU’nun PLL kaplı veya anyonik nanolipozomal sistemlerle 

ve serbest olarak sitotoksik etkileri, A431 epidermoid karsinom hücre hattı üzerinde 

karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. Böylece, mevcut tedavilerin dezavantajlarını 

ortadan kaldırmaya yönelik, etkin ve güvenilir bir tedavi yaklaşımı geliştirilmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Derinin Genel Özellikleri 

Deri, insan vücudunu dış ortamdan ayıran organdır. Vücudu ultraviyole ışınlara, toksik 

bileşenlere ve enfeksiyonlara karşı korumaktadır. Epidermis, cildin en dış tabakasıdır. 

Keratinositler, dendritik melanositler, Merkel ve Langerhans hücreleri, epidermiste 

bulunan hücre çeşitleridir (Şekil 2.1.). Epidermisin altında bulunan dermis, dermal 

dendritik hücreleri, mast hücreleri ve T-hücreleri ile birlikte bağ dokusunu 

içermektedir[15, 16]. 

 

 

Şekil 2.1. Derinin yapısı [1] 

 

2.2. Cilt Kanseri 

Hem malign melanom (MM), hem de non-melanom cilt kanseri (NMSC), beyaz ırkta en 

sık görülen malignitedir. Hem MM hem de NMSC'nin görülme sıklığı gittikçe 

artmaktadır, 50 yaş ve üzeri erişkinlerde MM'de yıllık % 0,6 artış görülmüştür[17]. 

2016 yılında tahmini yeni melanom vakası sayısı 76.380'dir, bu da tüm yeni kanser 

vakalarının % 4.5'ini oluşturmaktadır[18].  
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Melanom insidansındaki artışa rağmen melanoma bağlı ölüm oranlarında orantılı bir 

artış görülmemiştir. MM görülme sıklığının, muayene ve biyopsi sayısı ile paralel 

olarak artmış olabileceği düşünülse de, melanom insidanslarının salgın gibi hızla 

artmakta olduğu yönünde de araştırmalar mevcuttur. Non-melanom cilt kanseri ise, 

Bowen hastalığı, bazal hücreli karsinom (BCC) ve skuamöz hücreli karsinomu (SCC) 

türlerini içermektedir. Beyaz ırkta, NMSC görülme riski, MM’ye göre 18-20 kat daha 

fazladır[19-21].  

 

Cilt kanserinin oluşmasında birçok faktör etkilidir. Bunlar arasında, NMSC 

görülmesinin yaşlılarda daha çok olmasının yanı sıra, yaştan bağımsız olarak UV ışınına 

maruz kalmak da yer almaktadır. Yapılan bir araştırmaya göre [22], 40 yaş altındaki 

kadınlarda, 1973-2009 yılları arasında, BCC insidansı UV ışınına maruziyetle orantılı 

olarak % 6.3 artmıştır. Benzer şekilde, BCC ve SCC görülme riskinin, genç yaşta (<25) 

solaryum kullanımı ile önemli bir şekilde arttığı da bilinmektedir[23]. Ancak, açık tenli 

olmak, ultraviyole ışınlara maruziyet gibi çevresel faktörler, genetik faktörler 

(CDKN2A geninde mutasyon), daha önceden bulunan melanositik nevüslerin sayısı, 

displastik nevüs varlığı ve melanomun daha önceden geçirilmiş olması önemli risk 

faktörleri arasındadır. 

 

2.2.1. Kutanöz Malign Melanom (MM) 

Malign melanom, derideki melaninin üretiminden sorumlu “melanosit” adı verilen 

hücrelerden malign transformasyonu sonucu ortaya çıkan malign (kötü huylu) bir 

kanser türüdür, kutanöz malign melanom olarak da adlandırılmaktadır.  Melanositler, 

nöral krestteki multipotent hücrelerden farklılaşma ve olgunlaşma sürecinde, temel 

olarak deri ve kıl folikülü olmak üzere vücudun çeşitli bölgelerine göçmekte ve 

yerleşmektedirler (Şekil 2.2.). Göz, kulak, beyin, kalp, akciğerler ve adipoz doku bu 

bölgelerden bazılarıdır. Bununla beraber, melanositler bağışıklık sistemi fonksiyonları 

için önemlidir; görme, işitme ve denge unsurlarında, uyku ve solunum ritminin oluşması 

gibi yaşamsal faaliyetlerde de rol oynadıkları düşünülmektedir. 
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Melanositler, kanser oluştuktan sonra melanin üretmeye devam edebilir, bu da ciltte 

koyu lekelenmelere neden olmaktadır. Melanin üretilmediği durumlarda ise, pembe, 

sarımsı kahverengi hatta beyaz olarak izler oluşmaktadır. 

 

 

Şekil 2.2. Epidermal melanin ünitesi 

 

Malign melanom klinikte A, B, C, D, E harfleri ile teşhis edilir. Başlıca melanom 

bulguları şunlardır (Şekil 2.3.):  

 

 Asimetri (A) - Nevüsün ortasından çizgi çekildiğinde, iki tarafın birbirinden 

farklı olmasıdır. 

 

 Sınır Düzensizliği (B) - Melanomun sınırı çoğunlukla pürüzlü ve bulanıktır. 

 

 Renk (C) – Benign nevüsler tek bir renkte bulunurken,  melanom birden fazla 

rengi içinde barındırabilir. 
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 Büyüklük (D) – Benign nevüslerin boyutu değişmezken melanom büyümeye 

devam etmektedir. Çapları genellikle, 6 mm’den büyük olmaktadır. 

 

 Çap artışı (E) - Lezyonların büyümesi durumu. 

 

 

Şekil 2.3. Melanom bulguları örnekleri[3] 

 

2.2.2. Histolojik Melanom Tipleri 

 

Malign melanomlar Clark ve Breslow’un oküler mikrometreyle yaptıkları 

sınıflandırmaya göre ince tümörler (tümör kalınlığı 0.75 mm’den az olanlar) ve kalın 

tümörler (tümör kalınlığı 0.76-1.5 mm, 1.5-3.0 mm ve 3.0 mm’den fazla olanlar) olmak 

üzere ikiye ayrılmaktadır. Malign melanomların morfotipleri ise; yüzeye yayılan 

melanom, lentigo malina, nodüler melanom, akral lentijinöz melanom ve desmoplastik 

melanomdur (Şekil 2.9.).  
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2.2.2.1. Yüzeyel Yayılan Melanom 

En sıklıkla görülen melanom tipidir, genellikle düz ve düzensiz şekilli olup, renkleri 

değişken olabilmektedir. Siyah veya kahverenginin farklı tonlarını içerebilir, yaştan 

bağımsız olarak oluşabilmektedir. Yatay olarak yayılmaktadırlar. Tüm melanom cilt 

kanseri tiplerinin yaklaşık olarak %70’ini oluşturmaktadır (Şekil 2.4.).  

 

Şekil 2.4. Bifazik yüzeyel yayılan malign melanomun invaziv evresi [4] 

 

2.2.2.2. Lentigo Malign Melanom 

Yaşlanma ile birlikte ortaya çıkmaktadır, büyük, düz ve kahverengi tonlarında lezyonlar 

olarak görülmektedir. Dikey olarak yayılmaktadırlar. Tüm melanom cilt kanseri 

tiplerinin %10-15’ini oluşturmaktadır (Şekil 2.5.).  
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Şekil 2.5. İnvaziv döneme yeni geçmekte olan lentigo malign melanomun erken evresi  

 

2.2.2.3. Nodüler Malign Melanom 

Siyah, koyu mavi veya kırmızımsı mavi renginde lezyonları bulunmaktadır, renksiz 

lezyonları da bulunmaktadır.  Nodüler melanom cilde yapışık yumru şeklinde ortaya 

çıkmaktadır. Bu tür yumrulara polip olarak adlandırılmakta ve daha önce leke veya 

lezyonun görülmediği yerlerde de oluşabilmektedirler. Tüm melanom cilt kanseri 

tiplerinin %15-20’ini oluşturmaktadır. Nodüler melanom genellikle siyah renktedir 

fakat mavi, gri, beyaz, kahverengi, koyu cilt rengi, kırmızı veya ciltle aynı renkte 

olabilmektedirler. Nodüler melanom, bir kök veya sap gibi bir çıkıntıyla mantar 

görünümü verebilir (Şekil 2.6.). Yüzeyi pürüzsüz, pürüzlü veya kabuklu olabilir. 

Kanayabilmekte ve çoğunlukla sert bir dokudan oluşmaktadırlar. Nodüler melanoma 

vücudun herhangi bir yerinde rastlanabilmektedir, ancak en sık göğüs, sırt, bacaklar ve 

yüzde ortaya çıkmaktadırlar.   
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Şekil 2.6. Monofazik nodüler malign melanom [4] 

 

2.2.2.4. Akral Lentijinöz Melanom 

Malign melanom türleri arasında insidans oranının en az olduğu tiptir. Tipik olarak, 

avuç içinde, ayak tabanında, parmak ve ayak tırnaklarının altında ortaya çıkmaktadır  

(Şekil 2.7.). Yatay olarak yayılmaktadırlar. Tüm melanom cilt kanseri tiplerinin %5’ten 

az bir oranını oluşturmaktadır[24]. 

 

 

Şekil 2.7. Bifazik akral lentijinöz malign melanomun invaziv evresi [4] 
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2.2.2.5. Desmoplastik Melanom 

Teşhisi zor, bölgesel olarak agresif bir melanom tipidir. Yaşlı kişilerde daha çok görülür 

ve lezyonlar genellikle üst ekstremitede ortaya çıkmaktadır (Şekil 2.8.). Lezyonların 

yaklaşık yarısı amelanotiktir. Melanom insidanslarının %1.7’sini oluşturmaktadır[25]. 

 

 

Şekil 2.8. Desmoplastik melanoma[5] 

 

 

Şekil 2.9. Malign melanom türleri ve genel olarak insidans oranları [6] 

 

Yüzeye yayılan malin melanom

Nodüler malin melanom

Akral lentijinöz malin melanom

Primeri bilinmeyen malin melanom

Oküler malin melanom

Lentigo malin melanom

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



 12 

2.3. 5-Florourasil 

5-FU (5-Floro-2,4-dihidroksipirimidin), intravenöz ve topikal uygulama ile farklı kanser 

türlerinin tedavisinde kullanılan kanser önleyici bir antineoplastik ajandır (Şekil 2.10.).  

 

 

Şekil 2.10. 5-FU’nun Kimyasal Yapısı [7] 

 

Anjiyojenezin, moleküler mekanizmasının anlaşılması ile, bu mekanizmada rol oynayan 

efektör molekülleri veya reseptörleri hedefleyerek endotelyal büyüme faktörü (VEGF) 

sinyal kaskadını inhibe edilmesine yönelik çeşitli ilaçlar geliştirilmiştir. 5-FU, primidin 

analoğu antineoplastik bir ajandır. Literatürde ve klinikte melanom kaynaklı cilt 

kanserlerinin tedavisinde kullanılmıştır. Molekül formülü C4H3FN2O2 ve molekül 

ağırlığı 130.08 g/mol’dür. 5-FU, tümör hücrelerinin apoptozunu indükleyebilen bir anti-

metabolittir. 5-FU, DNA sentezinin inhibisyonu sonucu dengesiz hücre büyümesi ve 

hücre ölümüne sebep olur. 
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Şekil 2.11. 5-FU’nun etki mekanizması 

 

Timidilat sentaz (TS), DNA sentezinin temel enzimidir. Aktif 5-FU metabolitleri, 

enzimle kompleks oluşturarak timin sentezini, dolaylı olarak da DNA sentezini inhibe 

ederler (Şekil 2.11.). Vücuttaki 5-FU’nun %80’inden fazlası ise DPYD geni ile etkisiz 

hale getirilmektedir. DPYD geni DPD’yi kodlayarak, 5-FU’yu parçalayan ve pirimidin 

katabolik yolunda sınırlayıcı bir enzim olan dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD)’ın 

sentezlenmesini sağlar.  

 

2.4. Nanoteknoloji ve İlaç Taşıma Sistemleri 

Son yıllarda, nanoteknolojinin farklı alanlara uygulanabilmesi, geliştirilen araçlarla 

mümkün hale gelmiştir. Nanoteknolojinin kullanımı, tıp ve farmakolojiyi önemli ölçüde 

etkilemiştir. Nanomalzemelerin hücre altı seviyede görüntülenebilmesi ve ilaçların 

hedefe yönelik tasarlanabilmesi ile önemli gelişmeler kaydedilmiştir. 

 

Nanoteknoloji, bulk malzemelerin, mühendislik yaklaşımları kullanılarak moleküler 

veya atomik seviyelerde çalışılması olarak tanımlanmaktadır. Bu alan genel olarak, 

nanoaygıtlar veya nanoyapılar kullanılarak moleküler seviyede biyolojik sistemlerin 

aydınlatılmasını, hastalıkların varsa önlenmesini ve tedavisini kapsamaktadır.  

Yığın(bulk) malzeme, malzeme boyutundan bağımsız olarak sabit fiziksel özelliklere 

sahiptir, ancak nano ölçekte bu genellikle böyle olmaz.  
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İlaç taşıyıcı sistemler olarak, nanomalzemelerin kullanılması yeni ve etkili ilaç 

formülasyonlarının ortaya çıkmasını sağlamıştır. Spesifik ilaç taşıyıcı sistemler, hedefe 

yönelik, biyouyumlu ve biyobozunur olarak tasarlanabilmektedir. Etkin maddelerin 

güvenliğini ve etkinliğini, etkin maddeyi enkapsüle ederek dokuların ve organların 

etkilenmemesini sağlamaktadırlar. İstenmeyen yan etkileri azaltmak, belirlenen süre 

içerisinde, etkili bir tedavi sağlamak ve bu sayede biyoyararlanımı artırmak ilaç taşıyıcı 

sistemlerle oluşturulan formülasyonların geliştirilmesinin temel amacıdır. Lipozomlar, 

polimer veya metal nanopartikül-etkin madde konjugatları, miseller ve  dendrimerler, 

formülasyonlarda kullanılan ilaç taşıyıcı sistemlerden bazılarıdır.  

 

2.4.1. Nanolipozomların Tanım ve Özellikleri 

Nanolipozomlar ilk olarak İngiliz hematolog Dr. Alec D. Bangham tarafından 1961’de 

Cambridge’de bulunan Babraham Enstitüsü’nde (yayın tarihi 1964) keşfedilmiştir.  

Keşifleri Bangham ve R. W. Horne’un enstitüye alınan elekton mikroskobu sayesinde, 

fosfolipitlere negatif yüklü boya yüklemeleriyle olmuştur. 

 

Nanolipozomlar son yıllarda oldukça dikkat çeken yenilikçi ilaç taşıyıcı sistemlerdir, 

boyutları 10 - 1000 nm arasında değişmektedir. Nanolipozomların temel yapılarını 

fosfolipitler oluşturmaktadır ve kendiliğinden oluşan, lipit moleküllerden meydana 

gelen, disperse edildiklerinde sulu fazda ilacı hapseden, Şekil 2.12.’de gösterildiği üzere 

lipit çift tabakadan oluşmuş  kolloidal partiküllerdir[26]. 
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Şekil 2.12. Tek tabakalı lipozomun yapısı[8] 

 

 

2.4.1.1. Nanolipozomların Fiziksel Özellikleri 

Nanolipozomlar, fosfolipitlerin geçiş sıcaklıklarının (Tc) üstündeki bir sıcaklıkta jel 

halindeyken hidrate edilmesiyle oluşan veziküllerdir. Geçiş sıcaklığı (Tc), bir lipozomu 

oluşturan lipit diziliminin jel (katı) formdan, kristal (sıvı) forma geçişi ile olmaktadır. 

Faz değişimi sıcaklığı üzerinde, lipozomlar şeklini korumaktadırlar, fakat lipit 

molekülleri sıvı haldedir. Fosfolipitlerin zincir uzunluğu, bu zincirlerin gliserol 

iskeletine bağlanmalarının faz değişimi sıcaklığına olan etkisi bilinmektedir [27]. 

Yüksek lipit konsantrasyonunda lipitler sıvı kristaller oluşturmakta, daha düşük 

konsantrasyonlarda ise fosfolipit tabakasını oluşturan lipitlerin hidrofilik fazdan 

uzaklaşabilmek için sıkışık bir dizilim oluşturmaktadır[28]. 

 

 Fosfolipitler, yapılarında hem lipofilik hem de hidrofilik yapılar olduğu için 

amfililiktirler. Sulu çözeltilerde fosfolipitlerin baş kısımlarının, bir çift tabaka 

oluşturduğu düşünülürse, hidrofilik baş kısımları bu çift tabakanın en dış ve en iç  

bölümlerinde kalmaktadır, yağ asitlerinden oluşan kuyruklar da tabakanın iç kısmını 

oluşturmaktadır.  

 

Nanolipozomlar, büyüklüklerine ve katman sayılarına göre üç temel gruba ayrılırlar. 

Çok katmanlı veziküller(MLV’ler), birbirlerinden sulu ortamla ayrılmış birden fazla 

fosfolipit tabakasından oluşmaktadır. Bu lipozomların çapı genellikle birkaç yüz ile 

binlerce nanometre arasında değişmektedir. Öte yandan, hem küçük tek katmanlı 
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veziküller (SUV'lar) hem de büyük tek katmanlı veziküller (LUV'lar), sulu alanı 

çevreleyen tek bir çift katmandan oluşmaktadır. SUV'lar 100 nm'den küçüktür, LUV'lar 

ise 100 nm'den büyük yapılardır (Şekil 2.13.).  

 

        

Şekil 2.13. MLV, LUV ve SUV lipozomlar 

 

Nanolipozomların iç kısmı, hidrate edildiği ortamla aynı özellikleri taşıdığından, burada 

hidrofilik etkin maddeler enkapsüle edilebilmektedir; katmanların arasını ise organik 

çözücüde çözünen lipit, stabilite artırıcı vb. özellikte maddeler oluşturduğu için, burada 

hidrofobik veya lipofilik etkin maddeler enkapsüle olabilmektedir. Bu sayede, d ış ve iç 

tarafa bakan iki polar ucun oluşturduğu apolar fosfolipit tabakanın içerisinde hapsolmuş 

ilaç, sulu fazla temas halinde olmamakta, etkin madde özelliğini koruyabilmektedir. 

Aynı şekilde, sulu fazda çözünen etken madde de, polar uçlar sayesinde hidrofobik faz 

ile etkileşime girmemektedir[29].  

 

2.4.1.2. Nanolipozomların Kimyasal Özellikleri 

Nanolipozomlar çoğunlukla fosfolipitlerden meydana gelmektedir.  Fosfolipitler 

arasında fosfotidilkolin, fosfotidiletanolamin, fosfatidilinositol, fosfatidilgliserol, 

fosfatidik asit yer alır. Genellikle lipozomlar, fosfolipitler (doğal, sentetik, yarı sentetik 

kaynaklı) yanında, yük vericiler (pozitif, negatif) ve kolesterol gibi kimyasal 

bileşenlerden oluşmuşlardır 

 

Fosfolipidler, sfingolipidler ya da gliserofosfolipidler olarak sınıflandırılırlar [30, 31]. 

Fosfolipitlerden en çok kullanılanı fosfotidilkolindir(PC) ve bu lipit lesitin olarak da 

bilinmektedir (Şekil 2.14.). Fosfotidilkolinin pH=7’de net yükü 0’dır[32]. Ayrıca, 
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PC’nin merkezi sinir sisteminde dikkat ve uyarılma, periferik sinir sisteminde kasların 

kontrolü gibi önemli görevleri bulunan asetilkolinin prekürsörüdür [33]. 

 

 

Şekil 2.14. PC’nin kimyasal yapısı 

 

2.4.1.2.1. Fosfolipit Çeşitleri 

En çok tercih edilen lipitler, pH=7’deki net yükleri ve katı halden sıvı forma geçiş 

sıcaklıkları (Tc) Çizelge 2.1.’de sunulmuştur. 

 

Çizelge 2.1. Lipit türevleri, nötr ortamda yükleri, Tc değerleri [12-14] 

Lipit Adı Kısaltması Net Yükü Tc Değeri 

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, geniş bir pH aralığında negatif yüklü olmaktadırlar, pozitif veya nötr 

lipozomlar elde etmek için fosfatidiletanolamin gibi pozitif yüklü lipitler kullanılmalıdır 
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veya negatif yüklü lipitler tercih edilip, elektrostatik depozisyon ile pozitif yüklü bir 

polimer kaplaması yapılmalıdır.  

 

Bu polimerlere örnek olarak, tez kapsamında da nanolipozomları kaplamada kullanılan 

PEI ve PLL polimerleri verilebilir. Sentetik fosfolipitlerden DPPC yüksek geçiş 

sıcaklığına sahip olduğu için stabilitesini yüksek sıcaklıklarda daha çok koruyabilir, bu 

açıdan PC’ye göre daha avantajlıdır ve daha çok tercih edilmektedir[14, 34]. 

 

2.4.2. Lipozomların Faz Değişimi 

Lipozomal formülasyonların hazırlanmasında, lipitlerin geçiş sıcaklıkları (Tc) 

kullanılmaktadır. Bu sıcaklığın üstünde veya altında çalışmak, enkapsülasyon verimini 

ve stabiliteyi etkilemektedir. Faz değişimi sıcaklığa, lipidi oluşturan bileşenlere ve 

kullanılan yardımcı maddelere bağlı olarak değişiklik gösterebilmektedir[28].  

 

Bir diğer faktör de, yardımcı madde ilavesidir. Aynı cins lipitten oluşan lipozomların 

keskin bir faz değişimi sıcaklığı bulunmaktayken, stabilite artırıcı maddelerin veya 

başka tür lipitlerin varlığında Tc sıcaklığı değişebilmektedir. Kolesterolün, lipozomların 

faz geçişini zorlaştırdığı bilinmektedir; Tc değerinin altında, jel faza geçişi, Tc değerinin 

üstünde ise kristal faza geçişi zorlaştırmaktadır. Burada kolesterolün konsantrasyonu 

önemlidir; %9 oranında kullanıldığında polariteyi artırmakta, %13 oranında 

kullanıldığında ise polariteyi azaltmaktadır[28]. Lipozomun stabilitesi bu faz 

değişiminden etkilenmektedir, polaritenin artırılması ise hidrofilik etkin maddelerin 

enkapsüle edilebilmesi için avantajlıdır.  

 

2.4.3. Lipozom Hazırlama Yöntemleri 

Nanolipozomlar film oluşturma, ektrüzyon, ters faz buharlaştırma, emülsiyon 

oluşturma, enjeksiyon, süperkritik çözelti ve diyaliz yöntemi gibi pekçok yöntemle 

hazırlanabilmektedir. Sonikasyon yöntemi ile büyük çok tabakalı veziküller (MLV) 

büyük tek tabakalı (LUV) veya küçük tek tabakalı (SUV) veziküllere küçültülebilirler. 

Literatür incelemeleri sonucunda, kanser tedavisine yönelik hazırlanan lipozomal 

formülasyonların genellikle film oluşturma ve sonikasyon yöntemi ile hazırlanmış 
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oldukları ve bu yöntem ile yaklaşık 100-200 nm boyutuna sahip oldukları tespit 

edilmiştir. 

 

2.4.3.1. Çok Tabakalı Lipozom (MLV) Oluşturma 

Çok tabakalı lipozomlar, Bangham tarafından ortaya atılan ince film lipit kurutma ve 

ardından hidratasyonu metodu ile oluşturulabilir. İnce lipit tabakası, lipit lerin organik 

bir çözücüde çözülüp, çözücünün rotavaporda belirli bir basınç altında uçurulması ile 

elde edilmektedir. Elde edilen lipit tabaka, sulu faz ile vorteks veya elle karıştırma ile 

hidrate edilerek MLV’leri oluşturmaktadır. 

 

Bunun sonucunda, düşük enerji ile yüksek enkapsülasyon verimine sahip lipozomlar 

oluşturulmaktadır. MLV’ler depolama stabilitesi açısından avantajlıdır[9]. 

 

2.4.3.2. Büyük Tek Tabakalı Lipozom (LUV) Oluşturma 

Çok tabakalı lipozomların membran ekstrüzyonundan geçirilmesi ile, ultrasonikasyon 

ve yüksek basınç homojenizasyonu yapılması ile elde edilebilmektedirler. MLV’ler gibi 

düşük enerji ile yüksek enkapsülasyon verimine sahip lipozomlar oluşturulabilmektedir. 

Ayrıca yapılan bir çalışmadan LUV’ların SUV’lara göre depolama stabilitesinin daha 

çok olduğu, daha geniş bir sıcaklık aralığında faz dönüşümünü tamamladıkları 

belirtilmektedir.  

 

2.4.3.3. Küçük Tek Tabakalı Lipozom (SUV) Oluşturma 

MLV’lerin ve LUV’ların membran ekstrüzyonu, uç sonikatör veya ultrasonik banyo, 

diyaliz, yüksek basınç homojenizasyonu ile boyutlarının küçültülmesi sonucu 

oluşmaktadır. Tez kapsamında oluşturulan lipozomlar çoğunlukla bu gruba girmektedir. 

Küçük tek tabakalı lipozomlar yüksek homojeniteye sahiptir, böylelikle polidispersite 

indeksi 0’a daha yakındır, berrak bir çözelti oluşturmaktadırlar. Düşük enkapsülasyon 

verimine rağmen, birçok uygulamada etkin madde enkapsülasyonu için yaygın olarak 

kullanılmaktadırlar.  
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2.4.4. Özel Karakterli Lipozomlar 

Lipozomlar, farklı yöntemler ile MLV, LUV ve SUV olarak ve farklı kompozisyonlarda 

oluşturulabilir ve bu durumda in-vivo ortamdaki davranışları tamamen yapılarına bağlı 

olmaktadır.  

 

2.4.4.1. Stealth Lipozomlar 

Lipozomların, istenen bölgede uzun süre kalması, ve böylece belirlenen salım 

kinetiğinde ilacın salınması istendiğinde, yüzeylerine PEG zincirleri eklenmektedir. 

PEG polimerinin zincir uzunluğu ve konsantrasyonu değiştirilerek, lipozomun hedef 

bölgeye ulaşması sağlanabilmektedir. Bunun yanı sıra, gangliosit GM1 eklenmiş 

lipozomlar da sirkülasyonda uzun süre kalarak, kan-beyin engelini aşabilmiştir[35, 36]. 

 

2.4.4.2. Katyonik Lipozomlar 

Stealth lipozomların tersine, pozitif yüklerinden dolayı, negatif yüklü hücre 

membranına kolaylıkla bağlanabilmektedir. Aynı zamanda, RNA ve oligonükleotidler 

gibi genetik materyallerin sitozole taşınması için non-viral gen vektörleri olarak 

kullanılmaktadırlar. Hücre membranı ile füzyona uğrayarak birleşip, içeriğindeki etkin 

maddeyi sitozole bırakmaktadırlar. Daha fazla miktarda etkin madde taşınımı için pH 

duyarlı hazırlanabilmektedirler. 

 

2.4.4.3. pH'a Duyarlı Lipozomlar 

Bu tip lipozomların düşük pH’da, stabilitesi bozulmakta ve ihtiva ettikleri etkin 

maddeyi salmaktadırlar. pH asidik iken, hücre membranı ile kolayca füzyona 

uğrayabildikleri için, hücre içine etkin maddenin taşınması uygulamaları için tercih 

edilmektedirler. Hücre içinde lizozomal degredasyona uğramaması için stealth özellikte 

yapılabilmektedirler.  
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2.4.4.4. Hedeflenmiş Lipozomlar 

Lipozomların belli bir hücreye ya da dokuya hedeflendirilmesi, monoklonal antikorların 

veya bağlanma için uygun olan bir proteinin, kovalent bağlarla lipozomun dış yüzeyine 

bağlanması ile olmaktadır. PEI gibi pozitif yüke sahip bir bileşiğin yapıya eklenmesi ile 

PEI’nin amin grupları ile proteinler arasında kovalent bağ oluşacak ve dolayısı ile 

proteinler yapıya kolayca eklenebileceklerdir.  

 

2.4.4.5. Kaplı Lipozomlar 

Lipozomların yüzeyleri, belli bir bölgeye hedeflendirme ve stabilite artırma gibi 

amaçlarla kaplanabilmektedir. Kaplama materyali olarak, biyouyumlu ve 

biyodegradasyon şartları canlı vücuduna uygun polimerler sıklık la tercih edilmektedir. 

En çok kullanılan polimerler arasında, dekstran, mannan, kitosan, PLL ve PEI örnek 

verilebilir.   

 

2.4.4.6. Sıcaklığa Duyarlı Lipozomlar 

Lipozomların faz değiştirme sıcaklığından yararlanılarak oluşturulmaktadırlar. Lipit 

membran, faz değiştirme sıcaklığında esnek olduğu için, içeriğini ortama 

bırakmaktadırlar. Ortam sıcaklığının, faz değiştirme sıcaklığına eşit veya yüksek olması 

ile sıcaklığa duyarlı lipozomlar hazırlanabilmekte, ortam sıcaklığı ile birlikte etkin 

maddenin hızlı bir şekilde salınması sağlanabilmektedir. 

 

2.3.5. Nanolipozomların Avantajları ve Dezavantajları 

Nanolipozomların avantajları arasında; 

 Enkapsüle haldeki ilacın etkinliğini ve terapötik indeksini artırmaları, 

 Enkapsüle ettikleri ilacın stabilitesini artırmaları, 

 Sistemik veya sistemik olmayan uygulamalar için uygun; biyouyumlu, tamamen 

biyobozunur, toksik olmayan, esnek ve immünojenik olmayan sistemler 

olmaları,  
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 Enkapsüle ettikleri ajanın toksisitesini düşürmeleri, 

 Hedeflendirilecekleri dokuya özgü ligantlar ile aktif hedeflendirme için uygun 

olmaları bulunmaktadır. 

 

Nanolipozomların dezavantajları ise; 

 Üretim maliyetlerinin yüksek olması, 

 Enkapsüle ettikleri ilacın ya da molekülün, lipozomal tabakadan sızıntı yapma 

ve/veya lipozomların agregasyon yapma ihtimalinin bulunması, 

 Nanolipozomu oluşturan fosfolipit tabakasının, oksidasyon ve hidroliz gibi 

kimyasal reaksiyonlara uğrama ihtimali,  

 Boyutlarından dolayı yarılanma ömürlerinin kısa olması, 

 Çözünürlüklerinin düşük olmasıdır[37]. 

 

2.3.6. Nanolipozom Karakterizasyon Parametrelerinin Önemi  

2.3.6.1. Partikül Büyüklüğünün Etkisi  

Opsonizasyon oranı ve enjekte edilen lipozomların retiküloendotelyal sistem (RES) ile 

kan dolaşımından atılması,  lipozoumun bileşenlerine ve boyutuna bağlıdır. RES’in, 

bağışıklık sisteminin bir parçası olarak temel işlevi yabancı maddeleri vücuttan 

uzaklaştırmaktı. RES, esas olarak karaciğer, akciğer ve dalaktaki Kupffer hücrelerinde 

bulunan kan monositleri ve makrofajlar gibi hücrelerden oluşur. Damar içi 

enjeksiyondan kısa bir süre sonra, nanolipozomlar opsonin adı verilen serum proteinleri 

ile kaplanır. Lipozomlar opsonize olduklarında, RES hücreleri tarafından hızla fagosite 

olurlar ve enjekte edilen lipozomlar, büyük oranda karaciğer ve dalakta 

birikmektedirler. 

 

Büyük lipozomlar (> 200 nm) hızla opsonizasyona uğrar ve kısa sürede kan 

dolaşımından atılır ve yüksek oranda dalakta birikirler. Opsonizasyon lipozom 

boyutuyla orantılıdır. Küçük lipozomlar nispeten daha büyük bir yüzey alanına sahiptir 

ve membran yüzeyinde opsonin yoğunluğu daha düşük olacaktır, bu da makrofajlar 

tarafından daha az oranda tutulmaları demektir[38]. 
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70 - 200 nm boyutunda olan lipozomların, RES'den kaçma olasılığı daha yüksektir, bu 

sebeple, dolaşımda daha uzun süre kalacaklar ve böylece hedefe ulaşma ihtimalleri de 

artacaktır. Karaciğerin kılcal duvarlarından ekstravazasyon (çevre dokuya sızma) 

yapabilmeleri nedeniyle, küçük lipozomlar (çap <70 nm) daha kısa süre dolaşımda 

kalırlar. Kan kapillerinin yapısı ve şekli organ ve dokulara göre değiş iklik 

göstermektedir. Sağlıklı dokuların kılcal damarları, tümörlerin kılcal damarlarından 

yapısal olarak farklılık göstermektedir ve bu kılcal damarların organlara ve dokulara 

kan temini birbirinden farklıdır[39]. 

 

2.3.6.2. Lipozom Bileşenlerinin Etkisi 

Lipozom katmanındaki lipidik organizasyon; geçirgenlik, membran esnekliği, yüzey 

yükü ve proteinlerin bağlanması gibi özellikler üzerinde etkilidir ve RES tarafından 

tutulmada en az lipozomun boyutu kadar önemlidir[40]. 

 

Esnek olmayan nötr lipozomlar, dolaşımda daha uzun süre kalabilmekte ve yüklü 

sistemlere kıyasla ilacı daha uzun süre tutabilmektedirler. Esnek olmamaları ve nispeten 

daha rijid membranlı olmaları sebebiyle de opsonin proteinleri yüzeye daha zor 

bağlanmaktadır. Lipozom formülasyonlarına kolesterol eklenmesi, fosfolipitlerin 

membrandaki organizasyonunu daha düzenli yapmakta ve daha sert bir katman 

oluşturmaktadır, bu da stabiliteyi artırır; ilaç sızıntısını önler. Ayrıca, opsoninlerin 

lipozomlar üzerine bağlanmasını azaltarak ve lipozomların in vivo ortamda stabilitesini 

artırabilir ve RES tarafından tutulmasını engelleyebilir[41]. Bazı plazma proteinlerinin 

lipozomlara afinitesi lipozom belirli bir yüke sahipse artmaktadır. Özellikle katyonik 

sistemler, sistemik dolaşımdaki bileşenlerle hızlı bir şekilde etkileşime girmekte ve bu 

nedenle in vivo olarak daha kısa bir yarı ömre sahip olmaktadırlar[42]. Fosfatidilserin 

(PS), fosfatidik asit (PA) ve fosfatidilgliserol (PG) gibi negatif yüklü lipidler içeren 

anyonik lipozomların makrofajlar tarafından hızlı bir şekilde tutulduğu ve böylece kısa 

sürede dolaşımdan atıldığı da bilinmektedir[38, 43]. 

 

2.4.7. Lipozomlarda Stabilite 

2.4.7.1. Kimyasal ve Fiziksel Stabilite 
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Lipozomların metal yüzeyle etkileşmesi sonucu oksidasyon gerçekleşir. Doymamış yağ 

asitlerinden oluşan lipitler, doymuş yağ asitlerinden oluşan lipitlere kıyasla daha 

dayanaksızdır; geçiş metallerinden (demir vb.) daha kolay etkilenmektedir[44, 45].  

Kimyasal stabiliteyi artırmak için yüzeye katyonik polimer kaplanabilmekte, bu sayede 

artı yüklü geçiş metalleri ile polimerdeki katyonlar birbirini itecek ve geçiş metalleri 

lipozom yüzeyine ulaşamayacaktır. 

Tez kapsamında da, kimyasal stabilitenin artırılması amacıyla katyonik polimerler 

tercih edilmiştir.  

 

Tc geçiş sıcaklığının üstüne çıkılması veya partiküllerin agrege olması durumunda, 

lipozomun yapısı bozulmakta ve böylece etkin madde partikülden açığa çıkmaktadır[9]. 

Ortamın sıcaklığının, pH’ın, partikül büyüklüğünün, zeta potansiyelin ve lipit çeşidinin 

ilaç taşıyıcı sistemin bileşenlerine ve etkin maddeye göre optimum seçilmesi fiziksel 

stabilite için esastır. 

 

2.4.7.2.  Stabilitenin Artırılması 

Lipozomlar, dolaşımdayken, kanda bulunan plazma proteinleri ile etkileşip 

Retiküloendotelyal sistem tarafından atılmaktadır. RES sisteminde bulunan organlar, 

hedef organ olmadıkça bu durum dezavantaj yaratmaktadır. Bunların üstesinden gelmek 

için lipozom yüzeyinde çeşitli modifikasyonlar yapılmaktadır[46]. 

 

Bunun yanısıra, lipozomun yüzeyi de hedefleme çalışmaları için uygundur; çeşitli 

ligandlar ve polimerler ile modifikasyona elverişlidir. 

 

Lipozomal ilaç taşıma sistemlerinin kullanımının,  lipozomların yapısındaki bileşenler, 

insan hücre zarlarının bileşenlerinden oluştuğu için birçok yararı bulunmaktadır. 

Lipozomlar, kan dolaşımında, lipozomal olmayan bir ilaca kıyasla uzun bir süre 

dolaşımda kalabilir, bu da uygulanan tedavinin uzun süreli ve böylece daha etkili 

olmasını sağlamaktadır. Lipozomların bir diğer özelliği, kanser hücrelerini hedeflemede 

ve kanserli bölgede birikebilmeleridir, böylece ilacın istenilen bölgede kendiliğinden 

ulaştırılmasını sağlamaktadır.  
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Sağlıklı bir insanın kan damarlarındaki endotel duvarı, sıkı kavşaklar ile birbirine 

endotel hücreleri ile kaplıdır, bu da kandaki herhangi bir büyük partikülün damardan 

sızmasını önlemektedir. Tümör damarlarında ise, endotel hücreleri arasındaki açıklık 

sızıntıya sebep olacak ölçüde daha fazladır, bu nedenle, belirli boyutlardaki (<400 nm) 

lipozomlar, kan dolaşımından tümörlü bölgelere kolaylıkla girebilir. 

 

2.4.7.2.1. Kolesterol Kullanımı 

Kolesterol molekülleri hidrokarbon zincirlerinin jel yapıdayken bir araya gelmesini 

engellemektedir. Faz dönüşüm sıcaklığının üstünde kolesterol, kristal lipit moleküllerini 

daha az sıvı bir hale getirmiş, geçirgenlik azalmıştır. Sert sterol moleküllerinin 

hidrokarbon zincirlerinin hareketini engellemektedir[9]. 

 

Faz değişimine etkileri sebebiyle, kolesterol içeren fosfotidilkolin formülasyonları, 

kolesterolsüz formülasyonlara kıyasla, farklı sıcaklıklarda içeriklerini 

koruyabilmişlerdir [29]. 

 

2.4.7.2.2. Yüzeye Polimer Kaplaması 

Elektrostatik depozisyon metodu ile zıt yüklü lipitler ile polimerler etkileşebilmekte, 

polimerler yüzeye katmanlar şeklinde kaplanabilmektedir. En çok kullanılan 

lipozomların geniş pH aralığında negatif yüklü olması sebebiyle, pozitif yüklü bir 

polimer yüzey kaplanmasında kullanılabilir. Kitosan, poli-L- lizin, polietilenimin 

kullanılan polimerlerden bazılarıdır. Bu tür kaplamalar, lipozomlardan ilaç sızıntısını 

engellemekte, stabiliteyi artırmaktadır[9]. Ayrıca polimer kaplanması, kimyasal 

bozunmaya karşı da olumlu etkiler göstermekte[45], lipaz enziminin lipozomla 

etkileşimini belirli süre içerisinde engelleyerek, lipozomun daha uzun süre dolaşımda 

kalmasını sağlamaktadır[47]. 

 

2.4.7.3. Stabilite Kontrolü 
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Partikül büyüklüğündeki değişim ve yüzey yüklerinin incelenmesi ile stabilite 

kontrolleri yapılabilmektedir. Belirli bir partikül boyutundan daha büyük olan 

nanolipozomlar, polidispersite indeksine bağlı olarak, agrege olmaya eğimlidirler. 

Ayrıca çalışmalarımızdan da elde ettiğimiz sonuçlara göre zeta potansiyeli 0’a yakın 

olan partiküller de fiziksel stabilitesinin koruyamamakta, maksimum 1 hafta içerisinde 

agrege olmaktadır. Bu sebeple tez kapsamında, zeta potansiyeline, polidispersite 

indeksine ve  partikül büyüklüğüne önem verilmiştir. -30 mV ve +30 mV’dan, sırasıyla 

düşük ve yüksek olan nanolipozomlar, 0’a yakın PDI değerleri ile stabilitesini 

koruyabilmişlerdir. Partikül büyüklüğü 300 nm’den küçük nanolipozomların da, 

partikül büyüklüğündeki değişim 300 nm’den büyük olanlara kıyasla daha yavaş 

gerçekleşmiştir. 

 

 

2.4.7.3.1. Partikül Büyüklüğü, Zeta Potansiyeli ve PDI Ölçümü 

Partikül büyüklüğü ve polidispersite indeksi ölçümleri, zeta potansiyel analizleri, 

genellikle lazer ışık saçılımı yöntemi ile yapılmakta ve bu amaçla çalışmalarda, 

genellikle Malvern marka Zeta-Sizer NanoS cihazı kullanılmaktadır. Polidispersite 

indeksi ölçümleri formülasyonun homojenitesi, zeta potansiyel ölçümleri ise 

formülasyonun stabilitesi hakkında bilgi vermektedir.  

 

Malvern Zeta-Sizer NanoS sisteminde 633 nm dalgaboyundaki 4 mW helyum/neon 

lazer bulunmaktadır ve örnekleri 1738 algılama açısında non- invaziv backscatter 

teknolojisi ile ölçmektedir(Şekil 3.2.). Sonuçlar, polidispersite indeksi (PDI) ile birlikte 

lipozom süspansiyonunun ortalama çapı (zeta ortalama partikül büyüklüğü) olarak elde 

edilmektedir. Bu indeks, tamamen monodispers bir sistem için 0.0, tamamen polidispers 

olan partiküller için 1.0 olmaktadır. Parçacık büyüklüğü dağılımı, büyüklük dağılımının 

genişliğinin bir ölçüsü olan PDI kullanılarak tanımlanmaktadır[48]. 

 

Lazer ışık saçılımı metodu ile, nanolipozomların ışık yayma miktarından yararlanılarak 

partikül çapı belirlenebilmekte ve bu amaçla özel küvetler kullanılmaktadır (Şekil 3.2.) 

[9]. Hassas bir yöntemdir, partikül büyüklüğü belirleme çalışmalarında sıklıkla 

kullanılmaktadır[44]. 
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2.4.8. Faz Dönüşümünün Analizi 

Lipozomların fiziksel stabilitesini etkilediği için faz dönüşümünün analizinin yapılması 

gerekmektedir. Bu amçla genellikle Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR),  

Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) ve Termogravimetrik Analiz (TGA) 

yöntemleri kullanılmaktadır.  

 

2.4.8.1 Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) 

Fourier Transform Infrared Spektroskopi’sinde(FTIR), IR ışığının hücresel 

bileşenlerince soğurulması ile, moleküllere özgü titreşim sonucu, sinyaller 

oluşmaktadır. Sinyallerin şiddetinde, band genişliğinde ve frekans değerlerinde oluşan 

değişiklikler, sistemin moleküler yapısı hakkında bilgi vermektedir. Tez kapsamında, 

nanolipozom formülasyonlarında kullanılan lipitler ile katkı maddeleri veya polimerler 

arası etkileşimleri anlamak amacıyla kullanılmıştır.  

 

2.4.8.2. Termogravimetrik Analiz (TGA) 

Örneklerin kütlesindeki değişim, atmosferdeki değişime, sıcaklığa veya zamana bağlı 

olarak belirlenebilmektedir. Burada DSC’de olduğu gibi ısı değil, örneğin kütlesi 

ölçülmektedir. Örneklerin kütlesindeki değişim, kimyasal veya fiziksel bağların 

kopması sebebiyle olmaktadır. TGA sonuçları, örnek boyutundan,örneğin analiz 

sırasında hareket etmesinden, polidispersite indeksinden, gaz akış hızından, termal 

iletkenlikten, ısıtma hızından ve atmosfer ortamından etkilenebilmektedir. 

 

2.4.8.3. Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) 

Bu yöntem, ısı analizi için kullanılan termal analitik bir yöntemdir; örnek ısıtıldığında, 

soğutulduğunda veya sabit sıcaklıkta tutulduğunda soğurulan ya da salınan enerji 

miktarı ölçülmektedir. Böylelikle faz değişimlerinin endotermik ya da ekzotermik 

olduğu tepecik veya çukurlar halinde görülebilir, DSC eğrilerinden T0 (faz değişimi 

başlangıç sıcaklığı), Tm (faz değişim tepe sıcaklığı), dönüşümün yarı noktasının 

genişliği, ΔH (entalpi) değerleri elde edilmektedir. 



 28 

 

pH değerlerinin de Tm faz değişim tepe sıcaklığını değiştirdiği bilinmektedir, bununla 

birlikte, sistemdeki kontaminasyonlar da DSC metodu ile gözlenebilmektedir. 

 

2.4.9. Yüzey Karakterizasyonu 

2.4.9.1. Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM)  

Formülasyonların morfolojik değerlendirilmeleri genellikle taramalı elektron 

mikroskobu (SEM) kullanılarak yapılmakta ve lipozomların morfolojik şekilleri 

değerlendirilmektedir.  

 

2.4.10. Nanolipozomlara Etkin madde Yüklenmesi 

Etkin madde, lipozomlara iki farklı şekilde yüklenebilmektedir. Bunlardan birincisi 

lipozom oluşturulurken etkin madde yüklenmesi, bir diğer adıyla pasif yükleme; ikincisi 

ise lipozomlar oluşturulduktan sonra etkin madde yüklenmesi, diğer adıyla aktif 

yükleme şeklindedir.  

 

2.4.10.1. Pasif Yükleme 

Lipozom hazırlanırken, lipitlerin çözündürüldüğü organik fazda, hidrofobik ilaçların da 

lipitlerle beraber çözdürülmesi, hidrofilik ilaçların da sulu fazla çözündürülmesi ile 

yapıya etkin madde eklenebilmektedir. Hidrobofik ilaçların yapıya yüklenme oranları, 

ilaç- lipit etkileşimlerine bağlı olmaktadır. Eğer ilaç, lipozom membranında iyi 

çözünebiliyorsa tutulma ihtimali yüksektir.  

 

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

etkin madde aynı lipozomun yapısında bulunabilmektedir.  

 

2.4.10.2 Aktif Yükleme 
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Aktif yüklemeye uzaktan yükleme veya kademeli pH’da yükleme de denmektedir. 

Sadece hidrofilik ilaçların yüklenmesinde kullanılabilmektedir[49]. Lipozom 

membranın iç ve dış taraftaki pH farkından yararlanılarak etkin madde 

yüklenebilmektedir. Boş lipozomlar ile belli bir pH ve sıcaklıkta çözünmüş halde 

bulunan etkin maddenin, aynı çözeltide bekletilmesi ile gerçekleştirilir. Tutulmamış 

etkin maddeler diyaliz yöntemi, jel filtrasyon, ultrasantrifüj veya iyon değiştirici 

reçineler ile uzaklaştırılmaktadır[50, 51].  

 

2.4.11. Lipozomların Hücre Etki Mekanizmaları 

Lipozomlar hücreye adsorbsiyon, endositoz, lipit değişimi veya füzyon ile entegre 

olabilirler.  Adsorbsiyon, lipozomun hücre yüzeyine tutunup, etkin maddeyi 

hücrelerarası sıvıya aktarması sonucu, etkin maddenin hücreye girişi ile olmaktadır.  

Lipozomlar, hücre membranı ile birleşerek fagositoz ile hücre içine alınabilmektedir. 

Ayrıca, hücre membaranındaki lipitlerden oluştukları için, membran ile lipozom 

yapısındaki lipitler yer değiştirebilmektedir. Son olarak, hücre ile lipozomun dış kısmı 

birleşerek füzyon yolu ile hücreye etki edebilmektedirler[52-54]. 

 

2.4.12. Nanolipozomların Kullanım Alanları 

2.4.12.1. Lipozomların Kanser Tedavisinde Kullanımı 

Lipozomlar, birçok avantajlı özelliğe sahip olduğu için kanser tedavisinde 

kullanılmaktadır. Ana içerik olarak lipitlerden oluşmaları nedeniyle vücutta toksik 

olmama ve parçalanabilirlik gibi belirgin avantajları bulunmaktadır. Lipozomlar aynı 

zamanda hem hidrofilik hem de lipofilik ilaçları enkapsüle edebilme ve kontrollü bir 

salım yapabilme özelliklerine sahiptir[43]. Lipozomların ilaç enkapsülasyonu, kalp, 

böbrekler ve bağırsak gibi organlara ilacın asgari düzeyde etkisinin olması nedeniyle 

ilacın toksisitesini de azaltmıştır.  

 

Enkapsüle edilen ilaçların kan dolaşımında degrede olmasının engellenmesinin yanı 

sıra, geçirgenlik ve tutma etkisi olarak bilinen EPR etkisi nedeniyle pasif hedefleme ile 

tümörlerde birikebilmektedirler. EPR etkisi, tümörlerde vasküler yapı ile sağlıklı 

dokular arasındaki farklardan kaynaklanmaktadır (Şekil 2.15.). Anjiyogenez nedeniyle, 
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hücresel paketlenme daha azdır ve hücreler arasında büyük boşluklar sebebiyle de kan 

damarları daha sızdırıcı özelliktedir. Ayrıca, lipozomlar veya diğer nanoparçacıklar gibi 

maddelerin dokulardan uzaklaştırılmasından sorumlu olan lenfatik sistem normal 

dokuya kıyasla tümörlü dokularda daha az miktarda ifade edilmektedir[55]. EPR etkisi 

ile, küçük boyuttaki lipozomlar (<70 nm) tümörler içindeki damarlardan girip ve pasif 

hedefleme etkisiyle orada birikebilir[39]. 

 

Şekil 2.15. Lipozomların EPR etkisi ile tümörlü dokularda birikmesi [10]. 

 

Kanser tedavisine yönelik olarak klinik kullanıma girmiş (Ambisome, Doxil, 

DaunoXome, Lipo-dox, vs.) (Şekil 2.16.) veya halen faz çalışmaları devam eden pekçok 

lipozom formülasyonu (Çizelge 2.2.) (EndoTAG-1, LEP-ETU, Atragen, ThermoDox, 

Lipoplatin, vs.) bulunmaktadır. Yapılan çalışmalarda ise, kanser tedavisine yönelik tek 

başına gen taşıyan veya antikanserojen madde içeren nanotaşıyıcı sistemler olarak, 

polimerik veya lipidik nanopartiküller, lipozomlar, niozomlar, karbon nanotüpler, 

miseller ve dendrimerler yer almaktadır[56-60].  
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Şekil 2.16. Lipozomların kullanıldığı terapötik alanlar ve FDA onaylı lipozomal ilaçlar 
[11] 

 

Çizelge 2.2. Faz I, II ve III aşamalarındaki lipozomal ilaçlar [11] 

 

 

2.4.12.2. Lipozomların Gen Terapisinde Kullanımı 

Lipidik veziküllerin morfolojileri, bileşimleri, birçok terapötik biyomolekülü 

hapsedebilme ve koruyabilme yetenekleri, immünojenik cevap vermeme, düşük 

maliyetleri ve diferansiyel salım özellikleri, lipozomları ilaç veya gen taşımak için ideal 
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taşıyıcılar yapmaktadır[61-63]. Lipozomlar sıklıkla gen tedavisi amaçlı olarak 

kullanılmış, RNA veya DNA gibi moleküllerin taşınması amacıyla lipopleksler 

oluşturulmuştur. Bu tür lipopleksleri oluşturmak için kullanılan lipitler katyonik, 

anyonik, nötr veya bunların karışımı olabilmektedir. Katyonik lipitler baş 

kısmında(polar) bulunan bir veya daha fazla amin grubundan dolayı pozitif bir yük 

kazanmaktadırlar. Pozitif yüklü aminlerin varlığı, DNA'da bulunan anyonlarla bağ 

yapmayı mümkün kılmaktadır. DNA veya RNA molekülleri katyonik lipozomun 

yüzeyine elektrostatik ve Van der Waals bağları ile bağlanmaktadır. DNA'nın 

polianyonik doğası nedeniyle, katyonik (veya nötr) lipitler sıklıkla gen transferinde 

kullanılırken anyonik lipozomların kullanımı bu alanda sınırlıdır. Genlerin lipozomlara 

yüklenmesi sürecinde, lipozomların şekli değişerek, farklı yapılarda 

olabilmektedirler[62-67]. Her yapı, kullanılan lipitlerin özelliklerine dayanarak 

enerjetik olarak en uygun konformasyonda oluşturulur. 

 

2.4.13. Nanolipozomlarda Hedefleme 

2.4.13.1. Pasif Hedefleme 

Tümörlü dokulara nanolipozomları pasif hedeflendirmenin temeli, esas olarak endotel 

hücreleri arasındaki gözenek büyüklüklerine dayanmaktadır. Normal kılcal 

damarlardaki endotel hücrelerinin arasındaki boşluklara kıyasla, tümör 

mikrovaskülatüründeki endotel hücreleri daha aralıklı olmaktadır, bu sebeple 

ektsravazasyon mümkün olup, nanolipozomlar tümör dokularına ulaşmaktadır. Tümör 

mikroçevresinde vasküler endotelyal büyüme faktörlerinin (VEGF) anormal miktardaki 

artışı bu bölgede anjiyojenezin ve kılcal damar geçirgenliğinin artmasına sebep 

olmaktadır. Boyutları 400 nanometreye kadar olan nanopartiküllerin, bu açıklıklardan 

ulaşması ve birikimi, EPR(geçirgenlik ve tutma etkisi) etkisi olarak bilinmektedir. 

Birikmiş olan nanolipozomlar, etkin maddeyi bu açıklıklardan tümörlü dokuya ulaştırıp, 

kanser hücrelerinin apoptoza uğramasını sağlamaktadır[68]. 
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2.4.13.2. Aktif Hedefleme 

İlaç taşıma sistemleri vücudun spesifik bir bölgesine birçok şekilde aktif olarak 

hedeflendirilebilmektedir. Kanser bölgelerinin aktif hedeflenmesi için, kanser hücreleri 

tarafından eksprese edilen spesifik antijenlere bağlanması amacıyla çeşitli ligandlar 

partikül yüzeyine bağlanmaktadır. Retiküloendotelyal sistem tarafından 

immünolipozomların tutulması, aktif hedeflemede temel zorluklardan biridir. Yüze yin 

PEG veya çeşitli polimerle kaplanması ile RES sistemi tarafından tutulmadan 

nanolipozomlar, hedefe başarılıyla ulaştırılabilmektedir. PEGilasyon işleminin herhangi 

bir antijen-antikor bağlanmasını engellemediği de gösterilmiştir. 

Aktif hedeflendirmeyi etkileyen faktörler, ligant yoğunluğu, nanopartikül büyüklüğü ve 

şekli, yüzey ve ligant yüküdür.  

 

2.4.14. Gen Transferi Uygulamaları İçin Yapılan Yüzey Modifikasyonları 

2.4.14.1 Disetilfosfat (DCP) Eklenmesi 

Disetilfosfat, setil alkol ve fosforik asit diesterlerinin kompleks bir karışımıdır. 

Membran modellerinin üretiminde kullanılan negatif yüklü bir lipittir. Tez kapsamında 

yüzeye negatif yük vermesi amaçlı kullanılmıştır.  

 

2.4.14.2. Stearilamin (SA) Eklenmesi 

Stearilamin (SA) nanolipozomlar da dahil olmak üzere birçok ilaç taşıma sistemlerinde 

kullanılan katyonik bir lipittir. Zeta potansiyelini artırarak formülasyonun stabilitesini 

artırmak veya korumak amaçlı olarak kullanılmaktadır. Ayrıca, elektrostatik 

etkileşimler sonucunda yüzeye negatif yüklü polimer veya ligandların bağlanabilmesini 

mümkün kılmaktadır.   

 

2.4.14.3. Polietilenimin (PEI) Kaplanması 

Katyonik lipozomlarda DNA’nın lizozomlarda degrede olmasından dolayı DNA 

transfeksiyon verimlerinin düşük olması ve toksik etki göstermelerinden dolayı 

polietilenimin gibi polikatyonlar kullanılmaktadır. PEI kaplı nanopartiküller, fizyolojik 

koşullarda PEI’nin içerdiği amino gruplarının %15’inde bulunan azot grupları pDNA ile 
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etkileşmektedir. Bu yüzden, kalan amin grupları, düşük pH aralıklarında, endozom 

ve/veya lizozomun asidik pH’ında(4 ile 6 arası), proton sünger etkisi 

gösterebilmektedir. Proton yakalama özelliğinden dolayı, hücre, endozom veya lizozom 

içine proton pompalanmaya zorlanmaktadır. Endozoma veya lizozoma giren H+ iyonları 

ile beraber klorür iyonları ve su molekülleri de girmektedir. Şişen endozom, içeriğini 

sitoloze bırakmaktadır [69-72]. Bu sayede sitozoldeki PEI kaplı nanopartiküller etkinlik 

gösterebilmektedir. 

 

2.4.14.4. Poli-L-lizin (PLL) Kaplanması 

Poliamino asitler hücre ve proteinlerin katı yüzeylere bağlanmasını kolaylaştırır. Hücre 

kültürlerinde normal bağlanma, büyüme ve birçok hücre türünün gelişimi bağlanma 

faktörlerine ve hücre dışı matris bileşenlerine bağlıdır. Bazı hücreler bu bileşenleri 

sentezleyebilse de, bazıları serumsuz kültürlerde yetiştirildiğinde ek bir kaynak 

gerektirir. Hücrelerin bağlanmasını, yayılmasını, büyümesini, morfolojisini, 

farklılaşmasını ve hareketliliğini kolaylaştırmaya yardımcı olmaktadırlar.  

 

Histokimyasal uygulamalarda, hücrelerin bağlanmasını desteklemek için hem D- hem 

de L- lizin polimerleri kullanılır. PLL’nin protein bağlanmasını artırdığı da 

bilinmektedir[73]. PLL, ayrıca, poliaminoasitler içerisinden, nükleik asit transferi için 

ilk kullanılan doğal polimerdir[74]. PEI’nin aksine hücre içine alımının daha fazladır, 

bunun yanısıra PLL çok fazla proton barındırmadığından endozomal kaçışta daha 

başarılıdır fakat bu özelliklerinden dolayı gen transferinde çok etkili değildir[75]. 

 

Tez kapsamında yüzey yükleri değiştirilerek farklı nanolipozom formülasyonları 

hazırlanmıştır.  
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

3.1. Kullanılan Kimyasal Malzemeler 

Çizelge 3.1. Nanolipozom formülasyonlarının hazırlanmasında kullanılan kimyasal 

malzemelerin listesi 

Kimyasal Madde Marka ve Menşei Kullanım Amacı 

5-FU Sigma Aldrich (ABD) Lipozom formülasyonunda 

kullanılan etkin madde 

A431 insan epidermoid 

karsinom hücreleri 

American Tipi Kültür 

Koleksiyonu (ABD) 

İn-vitro hücre çalışmalarında 

kullanılan hücre hattı 

Dimetilsülfoksit Merck (Almanya) Toksisite deneyleri 

Dipalmitoilfosfatidilkolin 

(DPPC) 

Lipoid (İsviçre) Formülasyonda kullanılan 

temel lipit 

Disetilfosfat (DCP) Sigma Aldrich (ABD) Formülasyon bileşeni 

Diyaliz membran Sigma Aldrich (ABD) İn-vitro salım çalışmalarında 

kullanılan membran 

Dulbecco’nun modifiye 

eagle ortamı 

Lonza(İsviçre) İn-vitro hücre çalışmalarında 

kullanılan besi ortamı 

Fosfat tampon tuz 

tableti 

(pH=7.4) 

Sigma Aldrich (ABD) PBS çözeltisi 

Kloroform Merck (Almanya) Çözücü madde 

Kolesterol Sigma Aldrich (ABD) Formülasyon stabilitesi için 

kullanılan bileşen 

Phospholipon 90 G Lipoid GmbH 

(Almanya) 

Formülasyonda kullanılan lipit 

Poli-L-lizin (PLL) 

Mw =70.000-150.000 

 

Sigma Aldrich (ABD) Lipozomun yüzeyini 

kaplamada kullanılan polimer 
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Polietilenimin(PEI) 

Mw=25 kDa 

Sigma Aldrich (ABD) Lipozomun yüzeyini 

kaplamada kullanılan polimer 

Polivinilalkol (PVA) Merck (Almanya) Sürfaktan 

Soya Fosfotidilkolin 

(Lipoid S100) 

Lipoid GmbH 

(Almanya) 

Formülasyonda kullanılan lipit 

Stearilamin (SA) Sigma Aldrich (ABD) Formülasyon bileşeni 

Tween 20 Merck (Almanya) Sürfaktan 

Tween 80 Merck (Almanya) Sürfaktan 

 

3.2. Kullanılan Araç-Gereçler 

Çizelge 3.2. Nanolipozom formülasyonlarının hazırlanmasında kullanılan cihazların 
listesi 

Kullanılan Cihaz Marka v Kullanım Amacı 

Çalkalayıcılı su banyosu Memmert İn-vitro salım çalışmaları 

FT-IR 
Thermo Fisher, 

Nicolet is50 

Nanolipozomların moleküler 

bağlanmalarının incelenmesi 

Hassas terazi Mettler Toledo PB 303-S Bileşenlerin tartımı 

Liyofilizatör Christ Alpha 1-4 LSC FTIR ve TGA örneklerinin 

analizi için liyofilize 

formülasyonların 

hazırlanması 

Manyetik Karıştırıcı Heidolph MR 3003 Yağ banyosunda PLL kaplı 

nanolipozomların 

oluşturulması 

Manyetik Karıştırıcı ThermoScientific Formülasyonda MLV’lerin ve 

PEI kaplı nanolipozomların 

oluşturulması  
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Partikül büyüklüğü, 

PDI ve zeta potansiyel 

ölçüm cihazı 

Malvern Zetasizer 

(İngiltere) 

Formülasyon optimizasyon ve 

karakterizasyon çalışmaları 

pH-metre Inolab WTW Etkin madde çözücü ortamı 

hazırlama ve tampon çözelti 

hazırlama 

Rotary Evaporatör Buchi R-114 MLV’lerin oluşturulması 

Santrifüj Eppendorf Centrifuge 

5430 R 

Etkin madde miktar tayini ve 

hücre çalışmaları için pellet 

ayırma 

Sonikatör BandelinSonoplus HD 

2070 

MLV’lerden 

nanolipozomların 

oluşturulması 

Taramalı Elektron 

Mikroskobu 

QUANTA 400F Field 

Emission SEM 

Formülasyonların yüzey 

karakterizasyonunun 

incelenmesi 

TGA, DSC TA Instruments, Q600 

SDT   (Simültane 

DSC/DTA/TGA) 

Nanolipozomların termal ve 

polimorfik özelliklerinin 

incelenmesi 

Ultra Saf Su Cihazı MP MiniPure Çözücü hazırlama 
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3.3. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Özelliklerinin Belirlenmesi  

Etkin madde olarak 5-FU ile çalışılmıştır. Bu amaçla, etkin maddenin FTIR, UV ve 

DSC spektrumları, erime derecesi, çözünürlük ve lipit-su partisyon katsayısı tayinleri 

yapılmıştır. 

 

3.3.1 FT-IR Spektrum Çalışmaları 

Etkin maddenin FT-IR spektrometresinde 400-4000 cm-1 dalga sayıları arasında IR 

spektrumları çekilmiştir.  

 

3.3.2. UV Spektrum Çalışmaları 

Tez kapsamında difüzyon ortamı olarak fosfat tampon çözeltisi (PBS, pH= 7.4) 

kullanılması planlandığı için, etkin maddenin bu ortamda UV spektrumu (UV-2600-Vis 

spektrofotometre) alınmıştır. 

 

3.3.3. Termal Analiz Çalışmaları 

Termal analiz çalışmaları için, 5-FU alüminyum örnek kabında yaklaşık 10 mg kadar 

tartılmış ve kapak basınç yardımıyla kapatılmıştır. Referans olarak alüminyum boş 

plaklar kullanılarak, 10°C/dk sıcaklık artışı, 50 mL/dk azot akış hızı ve 20-300°C 

sıcaklık aralığında DSC/TGA spektrumu çekilmiştir (Perkin Elmer DSC-8000). 

 

3.3.4. Çözünürlük Çalışmaları 

Tez kapsamında difüzyon ortamı olarak tuzlu fosfat tamponu (PBS) (pH:7.4) 

kullanılması planlandığı için, 5-FU’nun bu ortamdaki çözünürlük çalışması yapılmıştır. 

Saf etkin maddenin çözünürlüğü difüzyon ortamında incelenmiştir. Bu amaçla kapaklı 

bir erlen içinde bulunan çözünme ortamına çözünebileceğinden fazla miktarda etkin 

madde konularak 37°C de bir manyetik karıştırıcı ile 24 saat karıştırılarak bekletilmiş, 

sıvı fazdan 0.45 µm’lik filtre ile süzülerek alınan numunelerde etkin madde miktarı 

tayin edilmiştir. 
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3.3.5. Lipit-Su Partisyon Katsayısının Hesaplanması  

Etkin maddenin lipit-su partisyon katsayısını (log P) tayin etmek için yağ fazı olarak 

oktanol, su fazı olarak da pH 7.4 PBS kullanılmıştır. Dağılım katsayısını tayin amacı ile 

5-FU’nun pH 7.4 fosfat tamponu içinde 0.1 M konsantrasyonda stok çözeltisi 

hazırlanmış, hazırlanan bu stoktan belirli hacimde örnek a lınarak, başlangıçta sulu fazda 

bulunan etkin madde miktarı yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) yöntemi 

ile hesaplanmıştır. Daha sonra, bu stok çözeltisinden 10’ar ml alınarak 10 ml n-oktanol 

ile birlikte ağzı kapaklı erlenlere konulmuştur. İçinde n-oktanol ve stok çözeltisinin 

bulunduğu bu kapaklı erlenler 37±0.5°C’lik su banyosunda manyetik karıştırıcı (50 

devir/dk) ile etkin maddenin yağ fazına geçişi tamamlanıncaya kadar, yani sulu fazda 

ilaç konsantrasyonu sabit kalıncaya kadar karıştırılmıştır. 2 saatin sonunda karışım 15 

dakika santrifüj edilerek iki faz ayrılmış ve sulu fazdaki etkin madde miktarı 

hesaplanmıştır. Log P değeri aşağıdaki eşitlik yardımıyla hesaplanmıştır. 

 

                Log P = Log [(Mb-Ms)/Ms] 

                Mb= Başlangıçtaki 5-FU miktarı  

                Ms= Partisyondan sonraki 5-FU miktarı 

 

3.4. Analitik Yöntem Validasyonu 

Validasyon çalışmaları, Avrupa Farmakopesi (EP), Birleşik Devletler Farmakopesi 

(USP), Uluslararası Harmonizasyon Konferansı (ICH), Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) 

talimatlarına uygun olacak şekilde [76-78], etkin maddenin miktarının tayininde 

kullanılan yöntemin güvenilir olup olmadığını göstermek için yapılmaktadır. 

Validasyonun parametreleri arasında doğrusallık (linearity), doğruluk (accuracy), 

kesinlik (precision), özgünlük, stabilite(stability), teşhis sınırı ve tayin sınırı başlıkları 

yer almaktadır.  
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Tez kapsamında, etkin madde olan 5-FU’nun miktar tayini çalışmaları için yüksek 

performanslı sıvı kormatografisi (HPLC) yöntemi kullanılmış ve validasyon çalışmaları 

yürütülmüştür. Kromatografik şartlar Çizelge 3.3.’de verilmiştir. 

Çizelge 3.3. 5-FU miktar tayini için kullanılan kromatografik şartlar 

Cihaz HPLC (Dionex-Ultimate 3000) 

Kolon Hypersil ODS (C18), 4.6 x 150 mm 

Dedeksiyon UV, 265 nm 

Akış Hızı 0.8 mL/dk 

Enjeksiyon Hacmi 20 µL 

Analiz Süresi 8 dk 

Hareketli Faz 6.805 g/L KH2PO4 

Kolon Basıncı ~48 bar 

Alıkonma Zamanı (RT) ~5 dk 

 

3.4.1.Özgünlük ve Seçicilik 

Deneysel çalışmalardaki analiz yönteminin, ortamda etkin madde dışındaki maddeler 

varlığında sadece çalışılan bileşiği saptayabilmesidir. Bunun için seyreltme çözeltisi, 

standart çözelti, lipit çözeltisi, in-vitro salım ortamı olan pH 7.4 PBS (potasyum 

dihidrojen fosfat tuzu tamponu) hazırlanarak viallere aktarılmış ve analiz yapılmıştır. 

Elde edieln kromatogramlar karşılaştırılmıştır.  

 

3.4.2. Doğrusallık 

Doğrusallık; analiz edilen etkin maddenin konsantrasyonu ile ölçülen analitik cevabın 

doğru orantılı olarak arttığının ispatı için yapılmaktadır. Bu sebeple, etkin maddenin 

ultra saf su içindeki (NaOH çözeltisi ile bazik hale getirilmiş (pH=9) ana stok 

çözeltisinden seyreltmeler yapılarak (1, 2, 5, 10, 20, 50, 100 µg/mL) 7 farklı seri 

oluşturulmuştur. Elde edilen konsantrasyonlara karşılık gelen pikler ile kalibrasyon 

doğrusu çizilmiştir. 
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3.4.3. Doğruluk ve Geri Elde Edilebilirlik 

Doğruluk, valide edilen analitik yöntem ile yapılan deneyden elde edilen verilerin 

gerçek sonuçlarla olan benzerlik derecesidir. Elde edilen sonuçlar % eğri kazanım 

cinsinden ifade edilmektedir. Analizi yapılacak olan maddenin, analizin yapıldığı 

ortamdan hangi oranlarda geri elde edilebildiğini göstermektedir. 

 

Kalibrasyon doğrusundan seçilen üç farklı etkin madde konsantrasyonu, deney için 

doğruluğun ispatı için yapılmıştır. Buna göre, düşük (2 µg/mL), orta (10 µg/mL) ve 

yüksek (50 µg/mL) konsantrasyonlardan 3 adet örnek hazırlanmış  olup,  aynı  gün 

içerisinde ölçümler yapılarak ortalama bağıl hata değerleri hesaplanmıştır. 

 

3.4.4. Kesinlik 

Kesinlik, kullanılan analitik yöntemin tekrarlanabilirliğinin bir ölçüsüdür [79]. 

Parametreleri standart sapma ve varyasyon katsayısı (standart sapma) olarak belirtilir. 

Bu sebeple, kesinlik, bu hataların dağılımına göre belirlenir ve istatistiki olarak yeterli 

sayıda veri olması durumunda standart sapmaya göre hesaplanmaktadır. Tez 

kapsamında, tekrarlanabilirlik (repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) 

parametreleri herbir konsantarsyon için ayrı ayrı hesaplanmıştır[79].  

 

3.4.5. Duyarlılık  

3.4.5.1. Saptama Sınırı (LOD) 

Saptama sınırı, miktar tayini yapılan maddenin saptanabileceği en düşük 

konsantrasyondur. Bu değerdeki konsantrasyonda sinyal/gürültü oranı 3:1’dir. 

 

3.4.5.2. Miktar Tayin Sınırı (LOQ) 

Miktar tayin sınırı,  valide edilen analitik yöntem koşullarında, miktar tayini yapılan 

maddenin kesinliğinin ve doğruluğunun kabul edilebilir seviyede olduğu 

konsantrasyondur. Bu konsantrasyonda elde edilen sinyal/gürültü oranı 10/1’dir [8, 80]. 

Bu sebeple, LOQ çözeltisinden bir adet hazırlanmış, viale aktarıldıktan sonra ardışık altı 
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enjeksiyon yapılmıştır, ardışık altı enjeksiyonundan elde edilen 5-FU pik alanları %VK 

değeri ≤10 olması gerekmektedir. 

 

3.4.5.3. Stabilite 

5-FU’nun deney yapılırken stabilitesini koruduğunun gösterilmesi amacıyla 10 µg/mL 

konsantrasyonda hazırlanan çözeltileri,  viallerde 24 saat bekletilerek analiz edilmiştir. 

%VK değerlerlerinin %2'den küçük olması, etkin madde stabilitesinin 

sürdürülebilirliğini göstermektedir. 

 

3.5. Nanolipozom Formülasyonlarının Hazırlanması 

Naonolipozom formülasyonları 4 farklı lipit (Lipoid-α-fosfotidilkolin, Lipoid S100, 

Fosfolipon 90G, DPPC) kullanılarak, ince film tabaka oluşturma yöntemi (Şekil 3.1.) ile 

hazırlanmıştır.  

 

 

Şekil 3.1. İnce film tabaka oluşturma yöntemi 
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Öncelikle lipit ve kolesterol (stabilite arttırıcı) bir balon içerisinde kloroformda (25 mL) 

çözündürüldü. Organik çözücü, rotavaporda (40°C, 100 rpm) uçurularak balonun alt 

kısmında ince bir lipit tabakası oluşması sağlandı. Ardından, lipit film üzerine sulu faz 

eklendikten sonra, sonikatör yardımıyla (%50 power, 2 cycle) rehidrate edilerek 

nanolipozomlar hazırlandı.  

 

Formülasyon optimizasyon çalışmaları kapsamında, farklı parametrelerin (sonikasyon 

süresi, fosfolipitin yapısı, çözücü maddenin pH değeri, sürfaktan kullanımı, negatif veya 

pozitif lipidin yapıya eklenmesi), formülasyon karakterizasyon parametreleri üzerine 

etkileri belirlendi (Çizelge 3.4.). Bunlar arasından ideal karakterizasyon ve 

enkapsülasyon etkinliği gösteren nanolipozomlar ile polimer kaplı nanolipozom 

formülasyonları hazırlanmıştır.  

 

Çizelge 3.4. Formülasyon optimizasyon çalışmaları için kullanılan parametreler 

Fosfolipit 

yapısı 

Sonikasyon 

süresi 

Çözücü 

pH 

değeri 

Sürfaktan  Negatif 

lipit  

Pozitif 

lipit 

Polimer 

Türü  

Lipoid-α-

fosfotidilkolin  

5 7 Tween 80 DCP SA PLL 

Lipoid S100 15 7 Tween 20   PEI 

Fosfolipon 

90G 

25 7 PVA    

DPPC 30 9     

 

İlacın en fazla çözündüğü pH aralığı 8 ile 10 arasında olduğu için, ilacın çözüldüğü 

ortamın pH değeri, ultra saf su, ilaç suya eklendikten sonra NaOH çözeltisi ile bazik 

yapıldı. Bazik ortamda DPPC’de negatif yüklü bir lipit özelliği göstereceğinden, 

Stearilamin ile agregasyon oluşturmaması açısından sadece seçilen formülasyonla olan 

çalışmalarda etkin maddenin çözelti pH’ı değiştirildi. SA ve DCP kullanılan 
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formülasyonda molar oran 7:2:1 olarak seçilirken, sadece kolesterolün olduğu 

formülasyonda mol oranı 9:1 olarak belirlendi. 

 

 

3.6. PLL Kaplı Nanolipozom Formülasyonlarının Hazırlanması 

Hazırlanan nanolipozomların yüzey modifikasyonları yapılarak polimer kaplı 

nanolipozom formülasyonları elde edildi. Bu amaçla, hidrofilik PLL ve PEI polimerleri 

ile yüzey kaplaması yapıldı.  

 

PLL kaplı nanolipozomların oluşturulmasında, DPPC, DCP ve kolesterolden (7:2:1) 

oluşan Lipo-FU anyonik nanolipozomlar kullanıldı. PLL çözeltisi 1:10 oranında distile 

su ile seyreltildikten sonra, 1 mL alınarak, üç farklı konsantrasyondaki nanolipozom 

çözeltisi (0.176, 0.2, 1 mg/mL) ile karıştırıldı[130] (PLL1-PLL2-PLL3 kodlu 

formülasyonlar). 100 mL’lik cam balon içerisine PLL çözeltisi ile nanolipozom 

çözeltisi eklenerek 58°C, 250 rpm’de 30 dk boyunca yağ banyosu içerisinde karıştırıldı. 

Daha sonra, PLL çözeltisinden 2 mL alınarak, aynı konsantrasyondaki nanolipozomlar 

ile (0.176 mg/mL, 0.2 mg/mL, 1 mg/mL) karıştırıldı (PLL4, PLL5 ve PLL6 kodlu 

formülasyonlar). 

 

Formülasyon karakterizasyonu çalışmalarından elde edilen sonuçlara göre optimum 

nanolipozom konsantrasyonu 0.176 mg/mL olarak belirlendi ve artan hacimdeki PLL 

çözeltisi (1, 2, 3 ve 4 mL) ile kaplama çalışmaları yürütüldü (PL1, PL2, PL3 ve PL4 

kodlu formülasyonlar).  

 

PEI kaplı nanolipozomların oluşturulması için ise, artan nanolipozom konsantrasyonları 

(0.176 mg/mL, 0.2 mg/mL, 1 mg/mL), 2 mg/mL PEI (25 kDa) ile oda sıcaklığında 1 

saat 200 rpm’de karıştırılarak hazırlandı (PEI1, PEI2 ve PEI3 kodlu formülasyonlar).  
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3.7. Formülasyonların Karakterizasyon Çalışmaları 

Hazırlanan nanolipozom ve polimer kaplı formülasyonlarının karakterizasyonları; PB, 

PDI ve ZP parametreleri ile değerlendirilmiştir. İdeal özelliklere sahip (yüksek 

enkapsülasyon etkinliği) formülasyonlar, SEM görüntüleri alınarak morfolojik açıdan 

değerlendirilmiştir. FT-IR analizleri ile molekül bağ yapıları, TGA-DSC analizleri ile 

de termodinamik özellikleri aydınlatılmaya çalışılmıştır.  

3.7.1. PB / ZP / PDI Analizi 

PB ve dağılımı analizleri nano formülasyonların karakterizasyonu için en temel 

parametreler olup, formülasyon içindeki partiküllerin dinamik ışık saçılımı yöntemiyle 

ölçülmesiyle bulunur.  

 

ZP ölçümü de, partikülü çevreleyen yükün ölçülmesi esasına dayanmaktadır ve stabilite 

hakkında fikir vermektedir. Bu değerin pozitif veya negatif 30 mV değerde olması ile 

sistemin stabil olduğu varsayılmaktadır.   

 

PDI ölçümü ise, partikül boyut dağılımı ve homojenitesini belirleyen bir parametre 

olup, genellikel lipozom formülasyonları için 0.5'ten küçük olması beklenir. 

 

Formülasyonların, PB ve dağılımı ile ZP analizleri, lazer ışık saçılımı yöntemi ile 

DTS1060C kodlu özel zeta hücre küvetleri kullanılarak yapılmıştır. Bu amaçla, 

bölümümüzde bulunan Malvern marka Zeta-SizerNanoS cihazı ve zeta küvetleri 

kullanılmış (Şekil 3.2.), ölçümler 25°C’de, geri saçılan elektronların dedektöre geliş 

açısı 173°olacak şekilde ayarlanarak 3 ardışık tekrar ile yapılmıştır. 
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Şekil 3.2. Malvern Zetasizer Cihazı ve ZP ölçümünde kullanılan küvetler 

  

3.7.2. Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi 

Etkin madde ve nanolipozom formülasyonları arasındaki moleküler bağlanmaları 

değerlendirmek için; 5-FU, kullanılan lipit (DPPC), 5-FU + DPPC fiziksel karışımı, boş 

nanolipozomlar ve 5-FU yüklü nanolipozomlar ile ATR-FTIR analizleri yapılmıştır.  

 

Boş nanolipozom ve Lipo-FU formülasyonu 0.370 mbar vakum ortamında, -55°C'de 72 

saat boyunca çözelti fazı uçurularak liyofilize edildikten sonra ölçüme alınmıştır. 

Spektrumlar 4000-550 cm-1 dalga sayısı aralığında, 4 cm-1 çözünürlükte ve her bir örnek 

için 16 tarama olacak şekilde gerçekleştirilmiştir.  

 

3.7.3. Termogravimetrik Analiz 

Hazırlanan formülasyonların termal ve polimorfik özelliklerinin incelenmesi için TGA 

yapılmıştır. Nanolipozom formülasyonlarıın yüksek oranda su içermesi TGA analizi 

için uygun olmadığından boş ve etkin madde yüklenmiş formülasyonlar analiz 

öncesinde liyofilize edilmiştir. Etkin madde-lipit etkileşimini (fiziksel karışımlar) ve 

etkin maddenin nanolipozomal yapılar içerisindeki polimorfizmini daha net şekilde 

inceleyebilmek ve daha kesin sonuçlar alabilmek adına TGA analizlerinden elde edilen 
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verilerin birinci türevleri alınarak Derivatif Termalgravimetri (DTG) termogramları 

çizilmiştir.  

 

Bu amaçla, 1 mg 5-FU tartılmıştır. TGA fırın sıcaklığı 25°C’den 500°C’ye 10°C/dk 

hızla arttırılacak şekilde ayarlanmıştır. Formülasyonlar için ise, 5 mg liyofilize edilmiş 

örnekler tartılmış, aynı sıcaklık skalasında analiz edilmiştir. Analizler için 20 mL/dk 

hızında ve 1.5 bar basınçta N2 gazı numunelerin üzerinden geçirilmiştir. 

 

3.7.4. Taramalı Elektron Mikroskopisi 

Nanolipozom ve PLL kaplı nanolipozomların morfolojilerinin ve dağılımlarının 

araştırılması için Taramalı Elektron Mikroskopisi (Scanning Electron Microscopy, 

SEM) çalışmaları, yüksek vakum ortamında hızlandırma gerilimi 5 kV olacak şekilde 

gerçekleştirilmiştir. Formülasyonlar alüminyum plakalara damlatılmıştır, daha sonra 

kurumaları için 3 saat oda sıcaklığında bekletilip, altın-paladyum alaşımı ile ~2 nm 

kalınlıkta püskürtme yöntemiyle kaplanarak analiz yapılmıştır. 

 

3.7.5. Enkapsülasyon Etkinliği 

İlaç enkapsülasyon etkinliğini belirlemek amacıyla, santrifüj/ultrasantrifüj yöntemleri 

kullanılmıştır. Bu amaçla, nanolipozomlar 1 mL'lik ependorf tüplere alınarak 20000 g 

dönme hızında +4ºC’de 1 saat santrifüj edilmiş, süpernatant faz ayrıştırılarak, etkin 

madde miktar tayini için HPLC cihazında analize alınmıştır. PLL kaplı 

nanolipozomların ilaç miktarları düşük olduğundan 5 mL’lik ultrasantifüj tüplerine 

alınarak ultrasantrifüj cihazında 40000 g ve +4ºC’de 1 saat santrifüj edilmiştir.  

 

Enkapsülasyon etkinliği, pratik olarak bulunan etkin madde miktarının, teorik olarak 

yüklenen etkin maddeye yüzde oranının hesaplanması ile belirlenmiştir. 

 

Enkapsülasyon Etkinliği (%) =
𝑇𝑜𝑝𝑙𝑎𝑚 𝑒𝑡𝑘𝑖𝑛  𝑚𝑎𝑑𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤 − 𝑌ü𝑘𝑙𝑒𝑛𝑚𝑒𝑚𝑖ş  𝑒𝑡𝑘𝑖𝑛  𝑚𝑎𝑑𝑑𝑒

Toplam etkin madde  miktarı
𝑥100  
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3.8. Stabilite Çalışmaları 

Hazırlanan nanolipozom ve PLL kaplı nanolipozom formülasyonlarının 

karakterizasyonlarında tayin edilen parametrelerdeki değişimler göz önüne alınarak, 

+4ºC ve 25ºC sıcaklıkta 3 ay süre (1. gün, 1. hafta, 1. ay ve 3. ay) ile bekletilen 

formülasyonların stabiliteleri incelenmiştir. 

 

3.9. In-vitro Salım Çalışmaları ve Kinetik Değerlendirmeler 

Etkin madde salım profili ve kinetiğinin belirlenmesi için, diyaliz membran yöntemi ile 

salım çalışmaları yapılmıştır. Bu amaçla 14.000 Da molekül ağırlığındaki diyaliz 

membranlar kullanılmıştır. Bu amaçla, reseptör faz olarak 10 mL PBS (pH=7.4) 

kullanılmıştır. Daha önceden kesilen ve 30 dakika reseptör faz içinde ıslatılan 

membranlar, 1 mL donör ve 10 mL reseptör faz yerleştirildikten sonra 37ºC sıcaklık ve 

100 rpm karıştırma hızındaki su banyosuna yerleştirilmiştir. 24 saat boyunca reseptör 

fazdan belirli zaman aralıklarında (30 dk, 1h, 2, 3, 4, 6, 8 ve 24 saat) örnek (1 mL) 

alınarak, hemen aynı hacimdeki taze reseptör faz ilave edilmiştir. HPLC ile belirlenen 

% salınan 5-FU miktarları zamana karşı grafiğe geçirilerek, kümülatif salım grafiği 

çizilmiştir. Tüm salım sonuçları; 0. derece, 1. derece, Higuchi ve Hixon-Crowell kinetik 

modellere uygunluk açısından değerlendirilmiştir. Tüm deneyler 3 paralel olacak 

şekilde yapılmıştır (n=3). Salım çalışmaları; kombine formülasyonların yanısıra 

karşılaştırma yapılabilmesi bakımından boş ve sadece ilaç taşıyan nanolipozomlar ile de 

yapılmıştır. 
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Şekil 3.3. İn-vitro salım deneyi düzeneği 

 

3.10. Hücre Kültürü Çalışmaları 

Nanolipozom PLL kaplı nanolipozom formülasyonlarının biyouyumluluklarının 

değerlendirilmesi için 96 kuyucuklu hücre kültür kabında 24 saat kültüre edilen insan 

epidermoid karsinoma hücreleri (A431, ATCC, ABD) artan konsantrasyonlarda (0-300 

µM) formülasyonlara maruz bırakılmıştır. 24 ve 72 saat sonra % hücre canlılığını 

belirlemek için MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide)) 

testi uygulanmıştır. Bu amaçla hücrelerin 24 ve 72 saat inkübasyonlarından sonra 

kuyucuklara 100 μL hücre kültür ortamı ve PBS içinde hazırlanmış 5 mg/mL 

derişimindeki 25 μL MTT çözeltisi eklenerek 4 saat inkübatörde kültür edilmişlerdir. 

Daha sonra hücrelerin oluşturduğu formazan kristallerini açığa çıkarmak ve hücre 

zarlarını parçalamak amacıyla kuyucuklara dimetilsülfoksit (DMSO) eklenmiş tir. 30 dk 

boyunca karanlık ortamda tutulan hücrelerin absorbansları 570 nm’de mikroplaka 

okuyucuda okunmuştur. Kontrol grubu hücrelerin verdiği absorbans %100 kabul edilip, 

% hücre canlılığı hesaplanmıştır. Sitotoksisite deneyi 6 tekrarlı yapılmış olup, ortalama 

değerleri alınmıştır. 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

4.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Analiz Sonuçları 

4.1.1. FT-IR Spektrum Çalışmaları 

5-FU’nun FTIR spektrumu, 4000-400 cm-1 dalga boyları arasında alınmış ve Şekil 

4.1.’de sunulmuştur. 5-FU’nun kimyasal yapısında bulunan C=O grubuna ait 1665 cm-

1’de, C-H grubuna ait 2920 cm-1’de ve C-F grubuna ait 1275 cm-1’de karakteristik 

bantlar gözlenmiştir. Bu değerler, literatürlerde verilmiş IR bantları ile uyumlu 

bulunmuştur[81, 82]. 

 

 

Şekil 4.1. 5-FU’nun FTIR spektrumu 

 

4.1.2. UV Spektrum Çalışmaları 

5-FU, 265 nm dalga boyunda pik göstermiş olup (Şekil 4.2.), maksimum dalga boyu 

olarak saptanan bu değer, literatürler ile uyumlu bulunmuştur[81, 83].  
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Şekil 4.2. 5-FU’nun UV spektrumu 

 

4.1.3. Termal Analiz Çalışmaları 

Termal analiz çalışmaları sonucunda, Şekil 4.3.’de görüldüğü gibi erime derecesi 286°C 

olarak bulunmuştur. Bu değer literatürler ile uyumludur [81, 82]. 

 

 

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

 

4.1.4. Çözünürlük Çalışmaları 

Etkin maddenin çözünürlüğü PBS ortamında incelenmiş ve denge oluşumunda ölçülen 

değer kullanılarak etkin maddenin çözünürlüğü 12.75 ± 0.340 mg/mL olarak 
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hesaplanmıştır (İleriki dönem salım çalışmalarında sink koşullarını sağlamak için bu 

değer göz önüne alınacaktır)[82, 84]. 

 

4.1.5. Lipit-su Partisyon Katsayısı Çalışmaları 

5-FU’nun lipit-su partisyon katsayısı 0.285 (Log P=-0.55) olarak hesaplamış ve bu 

değer literatürler ile uyumlu bulunmuştur [82]. 

 

4.2. Analitik Yöntem Validasyonu 

Etkin maddenin miktarının tayininde kullanılan yöntemin güvenilir olup olmadığını 

göstermek için yapılan validasyonun sonuçları çizelgeler şeklinde verilmektedir. 

 

4.2.1.Özgünlük ve Seçicilik 

Elde edilen kromatogramda 5-FU pikiyle girişim yapan herhangi bir pik gözlenmemiş 

ve yöntemin 5-FU analizi için belirlenen kromatografik şartlarda özgün olduğu 

sonucuna varılmıştır (Şekil 4.4.). Bu pik, UV spektrofotometrede 265 nm’de okunmuş 

olup, yaklaşık olarak 4.8 dk’da çıkmaktadır. 

 

 

Şekil 4.4. 5-FU'ya ait HPLC piki 
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4.2.2. Doğrusallık 

Çizelge 4.1.’de belirtilen konsantrasyonlara karşılık gelen pikler ile Şekil 4.5.’deki 

kalibrasyon doğrusu çizilmiş ve yöntemin doğrusal olduğu sonucun bulunmuştur 

(R2=0.9975).  

 

Şekil 4.5. 5-FU’nun HPLC yöntemine ait standart doğrusu (n=6) 

 

 

4.2.3. Doğruluk ve Geri Elde Edilebilirlik 

Yapılan doğruluk analizleri sonucunda her bir konsantrasyon düzeyi için elde edilen 

yüzde geri kazanım sonuçlarının %98.0-102.0 aralığında bulunmuş olup, elde edilen 

sonuçlar doğrultusunda analitik yöntemin doğruluğu kanıtlanmıştır. 
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Çizelge 4.1. 5-FU analitik yöntemine ilişkin geri kazanım sonuçları (n = 3) 

 

4.2.4. Kesinlik 

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

Çizelge 4.2. ve Çizelge 4.3.‘de verilmiş olup. her bir konsantrasyon düzeyi için elde 

edilen sonuçlar (%VK) %2.0‘den küçük bulunmuştur[79].  

 

Çizelge 4.2. Tekrar edilebilirlik sonuçları 

Örnek No EAA Konsantrasyon(µg/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 

 

No 

1. Konsantrasyon 

(2 µg/mL) 

2. Konsantrasyon 

(10 µg/mL) 

3. Konsantrasyon 

(50 µg/mL) 

EAA Bulunan    

C 

(µg/mL) 

Geri 

Elde 

(% ) 

EAA Bulunan 

C 

(µg/mL) 

Geri 

Elde 

(% ) 

EAA Bulunan 

C 

(µg/mL) 

Geri 

Elde 

(% ) 

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 2.008 100.413 12.220 10.109 101.090 62.213 50.107 100.213 

SS 0.018 0.014 0.718 0.121 0.097 0.973 0.555 0.444 0.890 
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Çizelge 4.3. Tekrar elde edilebilirlik 

Örnek No EAA Konsantrasyon(µg/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. Teşhis ve tayin sınırları (LOD ve LOQ) 

Teşhis sınırı (LOD) 0.261 μg/mL, tayin sınırı (LOQ) 0.792 μg/mL olarak belirlenmiştir 

[8, 80]. 

 

4.2.6. Stabilite 

Çizelge 4.4.‘de anlatıldığı şekilde yapılan stabilite çalışması sonucunda, 24 saat 

boyunca belirli aralıklarla alınan örneklerin alan değerinde değişme olmamıştır. 

Çizelge 4.4. Stabilite sonuçları 

Zaman(saat) EAA Konsantrasyon (10 µg/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. Formülasyon Optimizasyon Çalışmaları 

Formülasyon optimizasyon çalışmaları kapsamında. farklı parametrelerin (sonikasyon 

süresi. fosfolipitin yapısı. çözücü maddenin pH değeri, sürfaktan kullanımı, negatif veya 

pozitif lipidin yapıya eklenmesi), formülasyon karakterizasyon parametreleri üzerine 

etkileri belirlenmiştir. Bunlar arasından ideal karakterizasyon ve enkapsülasyon 

etkinliği gösteren nanolipozomlar ile, polimer kaplama çalışmalarına geçilmiştir. 

 

4.3.1. Sonikasyon Süresinin Etkisinin Değerlendirilmesi 

Nanolipozom formülasyonlarının hazırlanması sırasında sonikasyon süresinin (5 dk. 15 

dk. 25 dk. 30 dk) formülasyon karakterizasyon parametreleri (PB. PDI. ZP) üzerine 

etkisini değerlendirilmiş (Şekil 4.6.) ve Lipoid S100 ile hazırlanan nanolipozomlarda 

sonikasyon süresinin artışına bağlı olarak. PB. ZP ve PDI değerlerinde anlamlı 

değişiklikler olduğu saptanmıştır (p<0.05). Sonikasyon süresi 30 dk olarak 

ayarlandığında. ideal formülasyonların hazırlanabildiği görülmüştür (en düşük PB ve 

PDI. en yüksek ZP) (Çizelge 4.5.).  

 

Çizelge 4.5. Sonikasyon süresinin PB, ZP ve PDI üzerindeki etkisi (*n=3) 

Lipoid S100 PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(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 Yapısının Etkisinin Değerlendirilmesi 

Çizelge 4.6.’da görüldüğü üzere en yüksek ZP değeri (34.7±0.462 mV) DPPC ile 

hazırlanan nanolipozomlarda görülmüş olup, PB ve PDI değerleri de sırasıyla 
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112.5±0.520 nm ve 0.233±0.012 olarak bulunmuştur. Homojen ve istenen boyutta 

olduğu için ve en yüksek enkapsülasyon bu formülasyonla sağlandığı için 

(EE=%15.8±3.96)çalışmalara bu formülasyon ile devam edilmesine karar verilmiştir.  

 

Çizelge 4.6. Lipit yapısının karakterizasyon parametrelerine etkisi (*n=3) 

Formülasyon 

(Lipit:CH – 9:1) 

PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

EE(%) 

(ort. ±SS*) 

Lipoid S100:CH 247.6±13.100 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 

α-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. Formülasyonlara Pozitif ve Negatif Lipit Eklenmesinin Etkisinin 

Değerlendirilmesi  

Nanolipozom formülasyonlarına katyonik ve anyonik özellik kazandırmak için. DPPC 

ile farklı yüklere sahip lipitler (SA veya DCP) karışım halinde kullanılmış ve 

karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır (Çizelge 4.7.).  SA ile hazırlanan 

formülasyonlarda beklendiği gibi yüksek pozitif (79.1±1.20 mV), DCP ile 

hazırlananlarda ise yüksek negatif (-21.4±0.781) ZP değeri elde edilmiştir. 
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Çizelge 4.7.  Lipit yükünün karakterizasyon parametrelerine etkisi (ilaç:lipit oranı 1:1, 

*n=3) 

Formülasyon PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

pH EE(%) 

(ort. ±SS*) 

DPPC:CH 

9:1 

112.5±0.520 34.7±0.462 0.233±0.012 7 8±2.410 

DPPC:SA:CH 

7:2:1 

118.3±0.378 79.1±1.200 0.212±0.018 7 10±3.110 

DPPC:DCP:CH 

7:2:1 

139.7±26.140 -21.4±0.781 0.299±0.058 7 17±3.960 

 

Ayrıca ilaç:lipit oranı da değiştirilerek formülasyonların karakterizasyon çalışmaları 

tekrarlanmış, 1:1 mol orandan 1:2 mol orana arttırılması ile, %EE değerlerinin arttığı 

gözlenmiştir (Çizelge 4.8.). 

 

Çizelge 4.8. Lipit yükünün karakterizasyon parametrelerine etkisi (ilaç:lipit oranı 1:2, 

*n=3) 

Formülasyon PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

pH EE(%) 

(ort. ±SS*) 

DPPC:CH 

9:1 

148.5±1.589 21.5±0.321 0.479±0.079 7 19±4.100 

DPPC:SA:CH 

7:2:1 

134.6±1.137 88.2±5.200 0.200±0.009 7 11±3.850 

DPPC:DCP:CH 

7:2:1 

5096±629.700 1.67±0.050 0.641±0.192 7 21±4.230 
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4.3.4. pH’ın Etkin madde Enkapsülasyonuna Etkisi 

İlaç çözeltisinin pH’ı 7 ve 9 olarak değiştirilmiş ve karakterizasyon parametrelerie etkisi 

Çizelge 4.9.’da verilmiştir. 

 

Çizelge 4.9. pH’ın karakterizasyon parametrelerine etkisi (*n=3) 

Formülasyon PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

pH EE(%) 

(ort. ±SS*) 

DPPC:CH 

9:1 

571.0±93.700 -9.26±1.810 0.931±1.810 9 29.5±10.100 

DPPC:SA:CH 

7:2:1 

121.1±0.416 69.4±1.110 0.209±0.003 7 24±1.090 

DPPC:DCP:CH 

7:2:1 

85.30±0.596 -51.1±2.000 0.252±0.008 9 45±9.610 

 

En fazla enkapsülasyon etkinliği DPPC:DCP:CH formülasyonunda görülmesine rağmen 

DCP negatif yüklü bir lipit olduğu için, nötr koşullarda çoğunlukla pozitif olan DPPC 

lipidi ile etkileşimi sonucu agregasyon oluşmuştur. Enkapsülasyon etkinliğinin en fazla 

olduğu formülasyon, aynı zamanda yüzeyin pozitif yüklü bir polimer ile kaplandığı gen 

terapisi çalışmaları için ideal olduğu için, ilaç:lipit oranının 1:2 olarak optimize edildiği 

DPPC:DCP:CH formülasyonu üzerinde çalışılmıştır.  

 

4.3.5. Sürfaktanların İlaç Enkapsülasyonuna Etkisi 

Etkin madde enkapsülasyonu artırmak için. farklı sürfaktanlar ile (Tween 80. Tween 20. 

PVA) DPPC:DCP:CH formülasyonu ile çalışmalar tekrarlandı[85] (Çizelge 4.10). Şekil 

4.7. ve Çizelge 4.11.’de gösterildiği üzere PVA kullanılarak hazırlanan nanolipozomlar 

ile en yüksek enkapsülasyon değeri elde edildi.  
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Çizelge 4.10. Sürfaktanların karakterizasyon parametrelerine etkisi (*n=3) 

Formülasyon 
PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

pH EE(%) 

(ort. ±SS*) 

DPPC:DCP:CH:Tween 80 

(6:2:1:1) 

39.96±0.225 -41.1±0.950 0.432±0.007 9 20.77±4.250 

DPPC:DCP:CH:Tween 20 

(6:2:1:1) 

42.13±0.072 -41.7±1.400 0.258±0.002 9 23.89±2.700 

DPPC:DCP:CH:PVA 

(6:2:1:1) 

88.18±1.097 -11.3±0.416 0.196±0.005 9 81.2±5.090 

 

Çizelge 4.11. PVA'nın formülasyon karakterizasyon parametrelerine etkisi (*n=3) 

Formülasyon Kodu PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

pH EE(%) 

(ort. ±SS*) 

DPPC:DCP:CH 

(7:2:1) 

80.98±0.369 -53.7±1.220 0.240±0.003 9 35.3±1.100 

DPPC:DCP:CH:PVA 

(6:2:1:1) 

88.18±1.097 -11.3±0.416 0.196±0.005 7 81.2±5.090 

 

4.3.6. Polimer Kaplamanın Nanolipozom Karakterizasyonuna Etkisi 

Çizelge 4.12. Farklı PEI oranlarının nanolipozom karakterizasyonuna etkisi 

(*n=3,**lipit miktarları verilmiştir,her formülasyonda PEI miktarı 2 mg/mL’dir.) 

Formülasyon 

Kodu** 

PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

EE(%) 

(ort. ±SS*) 

DPPC:DCP:CH 

(7:2:1:1) 
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 



 61 

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 

 

Çizelge 4.13. PLL ve lipit miktarlarının. karakterizasyon üzerinde etkileri (*n=3, **lipit 

miktarları ve PLL:çözelti (v/v) yüzde oranları verilmiştir.) 

Formülasyon Kodu** PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

EE(%) 

(ort. ±SS*) 

DPPC:DCP:CH 

(7:2:1) 

75.09±0.500 0.242±0.004 -54.8±1.760 34.1±5.710 

PLL1 

(0.176 mg/mL 1:10 v/v) 

105.8±0.635 -33.4±2.700 0.231±0.013 20.1±1.050 

PLL2 

(0.200 mg/mL 1:10 v/v) 

92.06±1.157 -43.1±5.28 0.254±0.004 11.2±0.710 

PLL3(1:10 v/v) 

(1 mg/mL 1:10 v/v) 

83.26±0.550 -47.3±0.008 0.259±0.008 10.12±1.090 

PLL4 

(0.176 mg/mL 1:10 v/v) 

2231±158.200 29.9±1.100 0.160±0.138 30.13±1.620 

PLL5(2:10 v/v) 

(0.200 mg/mL 1:10 v/v) 

82.73±1.259 34.9±1.930 0.213±0.008 82.2±6.950 

PLL6(2:10 v/v) 

(1 mg/mL 1:10 v/v) 

97.19±7.223 20.3±0.057 0.287±0.067 83.17±1.130 
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Çizelge 4.14. PLL miktarlarının nanolipozom karakterizasyonuna etkisi (*n=3,  

** PLL:çözelti hacimce yüzde oranları verilmiştir, formülasyondaki lipit miktarı 0.176 

mg/mL’dir.) 

Formülasyon 

Kodu** 

PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

EE(%) 

(ort. ±SS*) 

DPPC-DCP-CH 

(7:2:1) 

81.57±1.448 -53.9±0.872 0.257±0.008 42.1±11.450 

PL1(1:10 v/v) 125±1.834 23.4±0.493 0.207±0.024 76.0±7.810 

PL2(2:10 v/v) 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 v/v)* 111.0±1.901 43.3±2.150 0.221±0.002 87.1±6.920 

 

4.4. Stabilite Çalışma Sonuçları 

Formülasyonların karakterizasyonlarında tayin edilen parametrelerdeki değişimler göz 

önüne alınarak, +4ºC’de 3 ay süre (1. gün. 1. hafta. 1. ay ve 3. ay) ile bekletilen 

formülasyonların stabiliteleri incelenmiş olup, karakterizasyon parametrelerindeki 

değişim Çizelge 4.15. ve Çizelge 4.16.’de verilmiştir.  

 

Çizelge 4.15. Formülasyonlara ait stabilite çalışma sonuçları (+4°C,*n=3) 

Formülasyon     Zaman PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

Lipoid S100:CH 

(9:1) 

1. gün 247.6±13.100 9.14±0.270 0.423±0.068 

1. hafta 292.1±18.920 11.8±0.153 0.467±0.048 

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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Fosfolipon 

90G:CH 

(9:1) 

1. gün 111.0±0.802 5.83±0.434 0.298±0.003 

1. hafta 112.2±0.945 6.65±0.281 0.368±0.012 

1. ay 113.4±1.560 6.90±0.426 0.343±0.027 

3. ay 202.6±2.055 6.81±0.147 0.410±0.032 

α-Fosfotidilkolin 

CH 

(9:1) 

1. gün 159.9±4.149 -6.80±0.075 0.440±0.017 

1. hafta 240.5±2.055 -3.59±0.062 0.451±0.390 

1. ay 418.0±0.027 -1.77±0.147 0.458±0.027 

3. ay 730.6±4.059 -1.03±0.205 0.658±0.027 

DPPC:CH 

(9:1) 

1. gün 112.5±0.520 34.7±0.462 0.233±0.012 

1. hafta 193.6±1.419 34.5±0.436 0.331±0.001 

1. ay 209.6±16.630 28.9±0.600 0.334±0.039 

3. ay 303.6±20.540 20.1±0.520 0.405±0.062 

 

Çizelge 4.16. PLL-Lipo-FU ve Lipo-FU formülasyonunun stabilitesi (*n=3) 

Formülasyon  Zaman PB(nm) 

(ort. ±SS*) 

ZP(mV) 

(ort. ±SS*) 

PDI 

(ort. ±SS*) 

PLL-Lipo-FU 

1. gün 137.9±0.986 41.4±1.060 0.333±0.019 

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. gün 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 Sonuçları 

Nanolipozom formülasyonunda yer alan lipidik bileşenlerin ve 5-FU’nun kimyasal 

etkileşimlerini incelemek amacıyla ATR-FTIR analizleri gerçekleştirilmiştir (Şekil 

4.6.). CH2 gerilme modlarının frekansları ve band genişliği, CH3 gerilme modunun 

frekansı, C=O titreşim modu ve fosfat gerilme modunun frekansı incelenmiştir.  

 

Şekil 4.6. 5-FU, 5-FU ve DPPC fiziksel karışımı. DPPC, boş nanolipozom ve 5-FU 

yüklü nanolipozoma ait FTIR/ATR spektrumları 

 

5-FU yüklü nanolipozom (NL), boş nanolipozom, 5-FU + DPPC fiziksel karışım, DPPC 

spektrumlarında lipit yapısına özgü C-H (2846.6 ve 2916.3 cm-1) gerilimi gözlenmiştir. 

NL ve Boş-NL formülasyonunda bulunan kolesterola ait hidrojen bağı O-H gerilmesi 

3654.6, 3658.4 cm-1’da görülmektedir. Alifatik bileşiklerin tipik C-H gerilme 

titreşimleri 3000 cm-1 civarında gözlenmektedir. Bütün spektrumlarda 1737.7 cm-1 

bandında şiddetli ester karbonil grubu C=O gerilimi madde içerisindeki tekrarlanan 

grupların sayısına bağlı olarak artış ve azalış göstermiştir. NL ve boş-NL gruplarında 

bulunan  1542.1, 1649.5 cm-1 bantlarındaki titreşimlerin kolesterole ait alken (C=C) 
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grubuna ait olduğu düşünülmektedir. 1471.2 cm-1 ‘de gözlenen absorpsiyon bantları C-

H eğilme bandının göstergesidir.  5-FU’ya ait 1235.4 cm-1 ‘de gözlenen absorpsiyon 

bandı C-F gerilmesinden kaynaklanmaktadır. 1059.1, 1093.6 cm-1’ de gözlenen 

absorpsiyon bantları P-O-R gerilme titreşimlerinin en tipik göstergesidir. 721.7, 775.4, 

817.5 cm-1’de gözlenen absorbans bantları metil göstergesidir ve sadece uzun zincirli 

alkanlarda görülmektedir. 

 

4.6. TGA-DSC Analiz Sonuçları 

5-FU, DPPC, 5-FU + DPPC fiziksel karışım, boş Lipo ve Lipo-FU formülasyonlarının 

TGA ve DSC analizleri yapılmıştır(Şekil 4.10). Boş Lipo ve Lipo-FU formülasyonları 

liyofilize edildikten sonra TGA analize alınmıştır. 
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Şekil 4.7. 5-FU, Boş NL, NL ve 5-FU + DPPC fiziksel karışıma ait DSC 

termogramlarının karşılaştırılması 

 

5-FU 250°C civarında erimeye başlamış, 280°C civarında keskin endotermik erime piki 

gözlenmiştir. DPPC’ye ait termogramda, DPPC’nin faz geçiş sıcaklığı olan ~50°C'de 

endotermik erime piki gözlemlenirken, 260°C'de endotermik pikin ardından, lipidik 

yapının bozunmasına ilişkin ekzotermik bir eğri gözlemlenmiştir. (Şekil 4.7.). 



 66 

 

50 100 150 200 250 300

2

3

4

5

 Karışım

 Lipit

 NL

 Boş NL

 5-FU

A
ğı

rlı
k 

K
ay

bı
 (m

g)

Sıcaklık (C)

Şekil 4.8. 5-FU, Boş NL, NL ve 5-FU +  DPPC fiziksel karışıma ait TGA 

termogramlarının karşılaştırılması 

 

TGA termogramlarında ise DSC grafiklerine paralel olarak, 5-FU’ya ait kütle kaybının 

250ºC civarında başlaması, erimenin bu sıcaklıkta başladığını doğrular niteliktedir  

(Şekil 4.8.). Benzer şekilde, Boş NL, NL, DPPC ve fiziksel karışım termogramlarında, 

kütle kayıpları 50ºC civarında görülmüştür.  

 

4.7. SEM Analiz Sonuçları 

Geliştirilen nanolipozom ve PLL kaplı nanolipozomların partikül boyutunun ve şeklinin 

incelenmesi için Taramalı Elektron Mikroskobu çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 4.9.  Lipo-FU ve PLL-Lipo-FU numunelerine ait SEM görüntüleri a)Lipo-FU, 
b)Boş Lipo, c)PLL-Lipo-FU, d)Boş PLL-Lipo formülasyonları. 

 

SEM görüntüleri DPPC bazlı nanolipozomların ve PLL kaplı DPPC nanolipozomlarının 

düzgün yüzeyli ve küresel yapıda olduklarını göstermiştir.  
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4.8. In-vitro Salım Çalışması Sonuçları 

 

Şekil 4.10. Nanolipozom. PLL-kaplı nanolipozom ve kontrol grubuna ait 5-FU in-vitro 

salım profilleri (n = 6) 

 

Diyaliz membran yöntemi ile yapılan ve kümülatif olarak değerlendirilen in-vitro salım 

çalışmaları sonucunda, etkin madde çözeltisi (kontrol) ile, 0.5. saatin sonunda ilacın 

%95.01’inin ve 1. saatin sonunda ilacın yaklaşık olarak tamamının salıverildiği 

gözlenmiştir. Nanolipozom ve PLL kaplı formülasyonlarla ise sürekli bir salım profili 

elde edilmiş olup, bu formülasyonlar ile 1. saatin sonunda sırasıyla %47.17 ve %20.84 

oranda salım gerçekleşmiştir (p<0.05) (Şekil 4.10.). 

 

Kinetik değerlendirmeler kapsamında ise, formülasyonlarından etkin madde salımının 

uyum sağladığı mekanizmaları belirlemek amacıyla salım sonuçlarına dört farklı kinetik 

model (Sıfırıncı derece, Birinci derece, Higuchi ve Hixson-Crowell) uygulanmış ve 

k/R2 (salım hız sabiti/determinasyon katsayısı) değerleri, Çizelge 4.17.’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.17. Formülasyonların in-vitro salım hızı kinetik verileri 

Formülasyon  
Sıfırıncı 

derece 

Birinci 

derece 
Higuchi 

Hixson 

Crowell 

Lipo-FU 

k 53.5515 4.4168 33.3250 0.8047 

R2 0.8443 0.9675 0.9504 0.8853 

PLL-Lipo-FU 

k 21.4578 4.3695 14.4365 0.3537 

R2 0.9675 0.9805 0.9918 0.9766 

 

Nanolipozom formülasyonu için, en yüksek determinasyon katsayısı değeri (R2=0.9675) 

bulunmuş ve salımın birinci dereceden kinetik modele uyduğu gösterilmiştir. PLL kaplı 

olan nanolipozomlar için ise, en yüksek değer (R2=0.9918) Higuchi kinetik model ile 

elde edilmiştir.  

 

 

4.11. Hücre Kültürü Çalışmaları Sonuçları 

 

İlaç içermeyen formülasyonlarda herhangi bir toksik etki gözlenmezken, ilaç yüklü 

formülasyonlarda konsantrasyona bağlı olarak toksik etki gözlemlenmiştir. Toksik etki 

konsantrasyon ile doğru orantılı olarak artmıştır. Bu sonuç, hem nanolipozom 

formülasyonlarında hem de 5-FU çözelti grubunda tespit edilmiştir. Yapılan analizler 

sonucu 5-FU. Lipo-FU ve PLL-Lipo-FU lipozomların EC50 değerleri tespit edilmiş olup 

sırasıyla 11.57. 104.6 ve 13.15 µM olarak hesaplanmıştır.  
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Şekil 4.11. Boş Lipo formülasyonu. Gruplar arası istatiksel analiz metodu olaran t-test 
yapıldı. p<0.05 anlamlı olarak kabul edildi. İstatiksel analiz sonucu anlamlı ise **** ile 

etiketleme yapıldı. 

 

 

Şekil 4.12. Boş PLL-Lipo formülasyonu. Gruplar arası istatiksel analiz metodu olaran t-
test yapıldı. p<0.05 anlamlı olarak kabul edildi. İstatiksel analiz sonucu anlamlı ise **** 
ile etiketleme yapıldı. 
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Şekil 4.13. PLL-Lipo-FU, serbest 5-FU çözeltisi ve Lipo-FU canlılık sonuçları. 
İstatiksel analiz yöntemi olarak 2-yönlü ANOVA yapıldı. Gruplar arasında fark olup 

olmadığının anlaşılması için Tukey's testi kullanıldı. İstatiksel analiz sonucu anlamlı ise 
* ile etiketleme yapıldı. 
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5. YORUM 

Tez çalışması kapsamında; malign melanom tedavisinde intratümöral uygulamaya 

yönelik, 5-FU yüklü nanolipozom formülasyonlarının hazırlanması ve bu 

formülasyonlara yüzey kaplama/modifikasyon işlemleri yapılarak, ileri dönem ilaç/gen 

kombinasyon uygulamaları için yeni bir nanolipozom modelinin geliştirilmesi 

amaçlanmıştır. 

 

5-FU, timidilat sentaz inhibitörü olarak görev yaparak DNA sentezini inhibe etmektedir.  

Özellikle cilt kanseri tedavisinde topikal olarak kullanılmaktadır. Ancak deriden 

penetrasyonunun düşük olması nedeniyle, tedavide terapötik konsantrasyonu yetersiz 

kalmaktadır. İntravenöz uygulamalarında ise, yarılanma ömrünün kısa olması (6-20 dk), 

dokulara geniş dağılım göstermesi ve dermatit, kardiyak toksisite, merkezi sinir sistemi 

hasarı gibi yan etkilere neden olması gibi dezavantajları bulunmaktadır. Bu amaçla tez 

kapsamında, etkin maddenin yarılanma ömrünün uzatılması, kontrollü salım 

sistemlerinin hazırlanarak uygulama sıklığının/dozunun azaltılması, buna bağlı toksik 

ve yan etkilerin önlenmesi, hasta uyuncunun arttırılması için nanolipozomların 

hazırlanması planlanmıştır. Nanolipozomlar, biyolojik membranlara benzer yapıda 

olmaları nedeniyle yüksek penetrasyon kabiliyetine sahip olup, biyouyumlu olmaları 

bakımından avantaj sağlamaktadırlar.  

 

Bu doğrultuda tez kapasımında; 

 

İlk aşamada; etkin madde miktar tayini ve analitik yöntem validasyon çalışmaları 

yapılmıştır. Yöntemin; özgünlük, seçicilik, doğrusallık, doğruluk, geri elde edilebilirlik,  

kesinlik kriterlerini karşıladığı ve etkin maddenin çalışma süresince stabilitesini 

koruduğu ispatlanmıştır.  

 

İkinci aşamada; formülasyon ve yöntem optimizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

Bu amaçla, yöntem parametrelerinin (sonikasyon süresi, lipit yapısı, pozitif/negatif lipit 

oranı, pH ve sürfaktan etkisi), formülasyon karakterizasyon parametreleri üzerine 

etkileri değerlendirilmiştir. 
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Nanolipozom formülasyonları ince film tabaka oluşturma yöntemi ile hazırlanmış ve 

PB, ZP, PDI ve EE bakımından değerlendirilmiştir. Hazırlama sırasında, dört farklı 

sonikasyon süresi (5, 15, 25 ve 30 dk) uygulanarak çalışmalar yürütülmüş ve Lipoid 

S100 ile hazırlanan nanolipozomlarda sonikasyon süresinin artışına bağlı olarak daha 

homojen ve daha küçük partikül boyutuna sahip (142.9±4.100) lipozomlar elde 

edilmiştir. Yapılacak tüm formülasyonlarda, sonikasyon süresinin 30 dk olarak 

ayarlanmasına karar verilmiştir.  

 

Lipit yapısının formülasyon üzerine etkilerinin belirlenmesi amacıyla, dört farklı lipit 

(Lipoid-α-fosfotidilkolin, Lipoid S100, Fosfolipon 90G ve DPPC) kullanılarak 

nanolipozomlar hazırlanmış (lipit:kolesterol oranı 9:1), DPPC ile hazırlanan 

formülasyonlarda en yüksek %EE değeri (%15.8±3.960) bulunmuştur. Yine bu 

formülasyonda, en düşük PDI değeri (0.233±0.012) ve en yüksek zeta potansiyel değeri 

(34.7±0.462 mV) gözlenmiş olup, ileri dönem çalışmalarda, lipit olarak DPPC 

kullanılmasına karar verilmiştir.  

 

Son yıllarda, kanser tedavisinde sadece kemoterapötik ajan kullanılması yetersiz 

kalmakta, ilaca karşı gelişen direnci ve yüksek dozda uygulama sonucunda oluşan yan 

etkileri önlemek amacıyla yenilikçi yaklaşımlar ortaya çıkmaktadır. İlaç/gen 

kombinasyonu ürünler ile tedavi, en güncel yaklaşımlar arasında olup, buna yönelik 

yenilikçi formülasyon geliştirilimesine çalışılmaktadır. Nanolipozomlar, yüzey 

yüklerinin değiştirilebilmesi ve yüzeylerine istenen modifikasyonun yapılabilmesi 

bakımından dikkat çekmektedirler. Bu amaçla tez kapsamında, 5-FU yüklü 

nanolipozomlara, anyonik ve katyonik özellik kazandırılmış, daha sonra yüzey 

kaplama/modifikasyon işlemleri uygulanmıştır. Yüksek transfeksiyon etkinliği 

göstermesi bakımından, katyonik lipit olarak SA kullanılmıştır. Anyonik lipit olarak 

ise,DCP kullanılarak nanolipozomlar hazırlanmıştır. DPPC:anyonik/katyonik lipit:CH 

oranı, 7:2:1 olacak şekilde formülasyonlar hazırlanmıştır. ZP değeri, SA içeren 

nanolipozomlar ve DCP içeren nanolipozomlar için sırasıyla, 79.1±1.200 ve -

21.4±0.781 olarak bulunmuş olup, yüzey yüklerinin istenen şekilde modifiye edildiği 

sonucuna varılmıştır.   
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Benzer şekilde, ortam pH’sının etkisi de incelenmiş ve DPPC:DCP:CH lipit karışımı ile 

hazırlanan lipozomlarda, pH=7 iken enkapsülasyonun %21±4.230, pH=9 olarak 

ayarlandığında ise %45±9.610 olarak arttığı gözlenmiştir (p<0.05). 5-FU, hidrofilik 

olduğu için etkin madde yükleme oranı, etkin maddenin sulu fazda çözünmesine ve 

lipozomun oluşturulması sırasında lipozom membranı içerisine, bu sulu fazın 

girebilmesine bağlı olmaktadır. 5-FU'nun bazik çözeltilerde negatif yüklü olduğu ve % 

70 oranında iyonize olduğu bilinmektedir. Çünkü 5-FU'nun pKa değeri 8.0'dir [86]. Bu 

sebeple tez kapsamında etkin maddenin iyonizasyonu için pH göz önünde 

bulundurulmuştur. Etkin maddenin iyonize olduğu pH aralığında, DPPC lipidi negatif 

olmakta ve negatif bir lipit olan DCP ile bu sayede daha stabil anyonik lipozom 

oluşturmaktadır. Nötr ortamlarda DPPC zwitteriyonik özellikte olduğu için DCP ile 

agrege olmaması açısından bazik çözelti kullanılmıştır, aksi takdirde DPPC pozitif  

yüklü olacak ve DCP ile agrege olacaktır.  Hem 5-FU iyonizasyonu hem de DPPC’nin 

negatif yüklenmesi için,  pH=9 aralığında NaOH ile bazik hale getirilmiş distile su 

çözücü olarak kullanılmıştır.  

 

Son olarak %EE değerini daha da arttırabilmek için, hazırlama esnasında ortama farklı 

sürfaktanlar (Tween 80, Tween 20, PVA) eklenmiş ve farklı sürfaktanların 

karakterizasyon parametreleri üzerine etkileri değerlendirilmiştir. DPPC ile hazırlanan 

nanolipozomlara PVA eklendiğinde en yüksek enkapsülasyon (%81.2±5.090) elde 

edilmiştir. Gen tedavisine yönelik formülasyonlar hazırlamak için, elde edilen anyonik  

nanolipozomların yüzeylerine polimerik kaplama yapılmasına karar verilmiştir. PVA 

eklendiğinde en yüksek enkapsülasyon elde edilmesine rağmen, PVA iyonik etkileşimi 

önlemiş ve polimerik kaplama yapılamamıştır.  

 

Genel olarak, farklı lipit türevleri, kolesterol ve diğer bileşenlerin kullanıldığı 

formülasyonlar,  etkin madde enkapsülasyon oranı ve stabilite açısından 

değerlendirildiğinde en iyi sonuçlar ana formülasyon bileşenleri DPPC, DCP ve CH 

olan formülasyonlarla elde edilmiştir. Bu nedenle çalışmalara, DPPC:DCP:CH ile 

hazırlanan anyonik nanolipozomlar ile devam edilmesine karar verilmiştir. Bu 

nanolipozomlar Lipo-FU adıyla kodlanmıştır. Anyonik nanolipozomların, negatif yükü 

sebebiyle serum proteinleri ve eritrositlere düşük oranda bağlanır ve stabilitesi 
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yüksektir. Nükleik asitlerin elektriksel kuvvetlerle bağlanabilmesi amacıyla da, 

yüzeyleri pozitif yüklü polimer ile kaplanabilmektedir. Bu amaçla tez kapsamında, 

anyonik nanolipozomların yüzeyine hidrofilik polimer kaplaması için farklı oranlarda 

toksik olmayan, biyobozunur ve çalışmalarda en çok kullanılan polimerler olan PLL ve 

PEI kullanılmıştır. PLL çok fazla proton içermez, dolayısıyla endozomal kaçışta daha 

başarılı olduğundan gen tedavisi çalışmaları için uygundur. Bu amaçla, farklı 

polimer:lipit oranlarında çalışmalar yürütülmüş ve lipit miktarı 0.176 mg/mL ve 1:10 

(v/v) PLL çözeltisi (3 mL) ile hazırlanan formülasyon ile en yüksek EE değeri 

(%83.17±1.130) gözlenmiş olup, ideal PB (97.19±7.223), ZP (20.3±0.057) ve PDI 

(0.287±0.067) değerleri elde edilmiştir. SEM analizleri yapılmış ve homojen, küresel 

veziküller görüntülenmiştir. Bu nanolipozomlar PLL-Lipo-FU adıyla kodlanmıştır. 

 

Lipo-FU ve PLL-Lipo-FU formülasyonlarının EE değerleri sırasıyla ~ %42 ve %86 

civarında bulunurken, PEI formülasyonlarının EE değeri ~ %12 olarak bulunmuştur. 

PEI ile hazırlanan formülasyonlarda zamanla agregasyon ve çökme meydana gelmiştir. 

PLL içeren nanokomplekslerin partikül büyüklüğünün 100 nm civarında olması, pozitif 

membran yükü ve kolloidin homojen dağılımı sebebiyle gen transfeksiyon çalışmaları 

için uygun formülasyon olarak belirlenmiş olup, in-vitro salım ve hücre kültürü 

çalışmalarında bu formülasyon kullanılmıştır. ZP, partiküllerin agreagasyonunun 

engellenmesinde önemli bir parametre olup, bu değerlere göre stabilite testleri 

sonucunda, +4°C’de Lipo-FU ve PLL-Lipo-FU formülasyonlarının stabilitesini 30 gün 

boyunca koruduğu gözlenmiştir. CH eklenmesinin stabiliteyi olumlu yönde etkilediği ve 

kan proteinleri ile lipit tabaka birleşmesini azaltarak, opsonizasyonu önlediği 

bilinmektedir. Bu nedenle çalışmamızda, nanolipozom formülasyonlarının hazırlanması 

sırasında CH ilavesi yapılmıştır. 

 

Formülasyonların kimyasal karakterizasyon çalışmaları kapsamında, ATR-FTIR 

analizleriyle molekül bağ yapıları, DSC/TGA termogramlarıyla da termodinamik 

özellikleri aydınlatılmıştır. Bu amaçla, 5-FU, DPPC, 5-FU + DPPC fiziksel karışım, boş 

Lipo ve Lipo-FU formülasyonlarının analizleri gerçekleştirilmiştir. 5-FU, 250°C 

civarında erimeye başlamış, 280°C civarında keskin endotermik erime piki 

gözlenmiştir. DPPC’ye ait termogramda, DPPC’nin geçiş sıcaklığı olan ~50°C'de 
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endotermik erime piki gözlemlenirken, 260°C'de endotermik pikin ardından, lipidik 

yapının bozunmasına ilişkin ekzotermik bir eğri gözlemlenmiştir. Bu sıcaklıktan sonraki 

sıcaklık değerlerinde, 5-FU içeren formülasyonlarda 5-FU’ya ait erime piki 

termogramlarda görülmemiştir. Liyofilize formülasyonların analizlerinde benzer 

termogram sonuçları elde edilmiştir. Bu durum, nanolipozomal yapılarda elde edilen 

düşük enkapsülasyon yüzdeleri ve enkapsülasyon sırasında etkin maddenin 

nanolipozomlara amorf düzende dahil olmasına dayandırılmıştır [87]. TGA 

termogramlarında ise DSC grafiklerine paralel olarak, 5-FU’ya ait kütle kaybının 250ºC 

civarında başlaması, erimenin bu sıcaklıkta başladığını doğrular niteliktedir. Benzer 

şekilde, nanolipozom, polimer ve fiziksel karışım termogramlarında, kütle kayıpları 

50ºC civarında görülmüştür. 250ºC’deki kütle kayıplarının ise, Şekil 4.10’da görüldüğü 

üzere lipit yapısının bozulması ile beraber oluştuğu düşünülmektedir.   

 

Üçüncü aşamada; diyaliz membran yöntemi ile in-vitro salım çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Serbest 5-FU (etkin madde çözeltisi) ile karşılaştırıldığında Lipo-

FU ve PLL-Lipo-FU formülasyonları ile uzatılmış bir salım profili elde edilmiştir. 

Salım sonuçlarına kinetik modeller uygulanarak formülasyonların salım mekanizmaları 

Lipo-FU ve PLL-Lipo-FU için belirlenmiştir.  

 

In-vitro salım grafiklerine bakıldığında Lipo-FU formülasyonunun birinci derece salım 

kinetiğine sahip olduğu görülmüştür. Birinci derece salım kinetiği,  çözünme hızının 

yüksek olduğu hidrofilik etkin maddenin salımının konsantrasyona bağlı olduğunu 

göstermektedir. İlk aşamada gözlenen ani salım (30 dk ~%47), nanolipozom yüzeyine 

tutunan ve çeper kısmında yer alan etkin maddenin hızla çözünme ortamına geçmesine 

dayandırılmıştır. Daha sonra gözlenen kontrollü salım ise, çekirdek kısmında yer alan 

etkin maddenin lipit tabakalar arasından sızarak/difüze olarak ortamda salıverilmesi 

sonucu daha yavaş bir salım göstermesine dayandırılmıştır. PLL-Lipo-FU 

formülasyonunun salım grafiği verilerinden elde edilen determinasyon katsayısı ise bu 

formülasyonda etkin maddenin Higuchi salım kinetiğine uygun olarak salındığını 

göstermektedir. Higuchi salım kinetiğinde ise, etkin maddenin suda hızlıca çözünmeyen 

bir matriksten salınmasına benzer bir şekilde, salım zamana bağlı olarak daha yavaş 

gerçekleşmektedir. Bir diğer deyişle, Higuchi salım kinetiği, etkin maddenin membran 
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yüzeyinin erozyonu ile salındığı matriksleri tanımlamaktadır. Bu da nanolipozomların 

yüzeyinin PLL kaplamasının varlığını doğrular niteliktedir. PLL-Lipo-FU 

formülasyonunda 5-FU’nun etki mekanizmasına uygun olarak etkin madde daha düşük 

dozda ve sürekli bir şekilde salınmıştır. 

 

Son aşamada; nanolipozomların A431 epidermal karsinom hücre hattı üzerinde hücre 

canlılığı üzerine etkileri MTT testi ile değerlendirilmiştir. Etkin madde içermeyen 

formülasyonların (Lipo ve PLL-Lipo) hücreler için toksik olmadığı saptanmıştır ve 

güvenirliğinin yüksek olduğu sonucuna varılmıştır. PLL-Lipo-FU formülasyonun, A431 

hücrelerinin doza bağlı bir şekilde büyümesini inhibe ettiği gözlenmiştir. Aynı zamanda 

bu formülasyon içine enkapsüle edilen ilaç miktarının, hücrelerin ölümünü sağlamak 

için yeterli bir konsantrasyon olduğu sonucuna varılmıştır.  

 

Sonuç olarak; optimize edilen nanolipozom formülasyonları (Lipo-FU ve PLL-Lipo-

FU) ile uzun süreli etki sağlanmış olup,  5-FU’nun yarılanma ömrünün uzatıldığı, sık 

kullanımın önlenmesine bağlı olarak yan etkilerinin azaltıldığı ve hasta uyuncunun 

arttırılabildiği formülasyonlar geliştirilmiştir. Nano boyutu ve yüksek penetrasyon 

kabiliyeti nedeniyle, bu formülasyonların intratümöral uygulamayı takiben, vasküler bir 

tümör olan malign melanom tümörlerinde, lokal seviyede artmış bir terapötik cevap 

oluşturabileceği öngörülebilmektedir. Ayrıca, PLL-Lipo-FU formülasyonu ilk defa 

geliştirilmiş olup, ilaç/gen kombinasyon terapisi uygulamaları için yeni bir nanolipozom 

modeli oluşturmaktadır. PLL kaplı nanolipozomlar, membran yükünün pozitif olması 

nedeniyle toksik olan katyonik lipitlerden oluşan lipopleks modellerine alternatif olarak 

sunulmaktadır. 
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