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OZET

MANYETIK NANO-SIKLODEKSTRIN-LIPOZOM ANTIi-KANSER ILAC
TASIYICI SISTEM HAZIRLANMASI, KARAKTERIZASYONU VE
KONTROLLU SALIM DAVRANISININ iNCELENMESI

Ertas, Erdal
Doktora, Kimya Boliimii
Danisman: Prof. Dr. Bilsen TURAL
Temmuz 2022, 164 sayfa

Kanser, 21. yiizyilda kardiyovaskiiler rahatsizliklardan sonra ikinci sirada yer alan en 6liimciil
hastaliklardan biridir. Hiicrelerin hasar gérmesi ve mutasyona ugramasi sonucunda kontrolsiiz
boliinmelerinden kaynaklanmaktadir. Meme kanseri diinya genelinde kadinlarda hem en sik
goriilen hem de en oldiriicii kanser tipidir. Kanserli hiicrelerin tedavi edilmesinde en 6nemli
problem, o6zellikle kemoterapide kullanilan ilaglarin kanser hiicreleri igin disiik secicilik
gostermesi ve saglikli hiicreleri de etkileyerek birgok yan etkiye neden olmasidir. Bu durumun
ortadan kaldirilmasi i¢in hedefe yonelik ilag tasima sistemleri oncelikli olarak calisilmaktadir.
Glintimiizde aktif hedeflendirme yontemleriyle beraber biyouyumlu ve biyo-bozunur
manyetik nanoparcacik ve manyetik siklodekstrin-lipozomdan olusturulan ila¢ yiiklii tagima
sistemleri meme kanserinin tedavi edilmesinde timit verici bir yaklasim sunmaktadir. Bu
bolgede siirekli ilag salimimini saglamasiyla, sadece ilacin tedavi edici etkisini arttirmakla
kalmayip aymi zamanda istenilmeyen yan etkilerin azaltilmasi da hedeflenmektedir.
Topotekan basta yumurtalik kanseri ve kiigiik hiicreli akciger kanseri olmak iizere meme
kanseri ve prostat kanseri tedavisinde en yaygin kullanilan anti-kanser ilaglardan kamptotesin
analogu olup topoizomeraz I inhibitdrii olarak gorev yapmaktadir. Asidik kosullar altinda aktif
lakton form ve nétral veya alkali pH’da hidroliz ile inaktif karboksilat form baskindir Lakton
halkasinin acilmasi ile aktivite kaybolmakta ve yiiksek toksik etki goriilmektedir. Bundan
dolay1 ¢aligilmasi zor olan ilaglardan biridir.

Bu tez calismasinda manyetik [-siklodekstrin-topotekan (Fe;O4@BCD-TPT) inkliizyon
kompleksleri (hidrofilik topotekan) hazirlanmis ve hem saf topotekan hem de kompleksleri
ayr1 ayri lipozomlara hapsedilmistir. Daha sonra insan meme kanseri (MCF-7) hiicre
dizilerinde in vitro sitotoksisite acisindan degerlendirilmistir. Manyetik olarak hazirlanan
Fe;04@pB-CD-TPT kompleksleri ile Fe;O4@p-CD iginde topotekanin tutulmasinin
optimizasyonu saglanmistir. Inkliizyon kompleksleri UV-Vis spektroskopisi, gecirmeli
elektron mikroskobu (TEM), dinamik 1sik sagilimi spektrometresi (DLS) ve fourier
donisiimli infrared spektrometresi (FTIR) ve yiiksek performanshi sivi kromatografisi
(HPLC) kullanilarak dogrulanmistir. Fe;O4@pB-CD-TPT komplekslerinin suda ¢oziintirligii
belirgin sekilde iyilesmis ve komplekslerin sonikasyon yaklagimi kullanilarak hazirlanan
lipozomlara basarili bir sekilde kapsiillenmesi de saglanmistir. Lipozomal formiilasyonlar,
topotekan ve Fe;O4@pB-CD-TPT kompleksi partikiill boyutu, zeta potansiyel, yakalama
etkinligi ve stabilite acgisindan karakterize edilmistir. Topotekan, Fe;Os@p-CD-TPT
kompleksi ve bunlarin optimize edilmis lipozomal formlari, meme kanseri (MCF-7) kanser
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hiicre dizilerinde sitotoksisite agisindan degerlendirilmistir. Test edilen tiim topotekan iceren
formlarin, MTT analizi ile belirlendigi iizere, hiicre ¢ogalmasini inhibe etmede etkili oldugu
gozlenmistir. Tiim topotekan formlari i¢in medyan etkili doz (ICso), test edilen meme kanseri
hiicre dizileri icin diisiik pg/mL araliginda bulunmustur. Sonuglarimiz, topotekan gibi pH
duyarli ilaglarin Fe;O4@pB-CD inkliizyon komplekslerinin lipozomlar gibi biyouyumlu
vezikiiller iginde tutulabilecegini dogrulamaktadir ve bu onlarin antikanser aktivitelerini uzun
siireye yaydigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Topotekan, Kanser, Siklodekstrin, Lipozom, Manyetik ila¢ Taginimi
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ABSTRACT

MAGNETIC NANO-CYCLODEXSTRIN-LIPOSOME ANTI-CANCER DRUG
CARRIER SYSTEM PREPARATION, CHARACTERIZATION AND
INVESTIGATION OF CONTROLLED RELEASE BEHAVIOR

Ertas, Erdal
Phd in Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Bilsen TURAL
July 2022, 164 pages

Cancer is one of the deadliest diseases in the 21st century, second only to cardiovascular
diseases. It results from uncontrolled division of cells as a result of damage and mutation.
Breast cancer is both the most common and the deadliest type of cancer in women worldwide.
The most important problem in the treatment of cancerous cells is that the drugs used in
chemotherapy show low selectivity for cancer cells and cause many side effects by affecting
healthy cells. In order to eliminate this situation, targeted drug delivery systems are primarily
studied. Today, drug-loaded delivery systems formed from biocompatible and biodegradable
magnetic nanoparticles and magnetic cyclodextrin-liposome together with active targeting
methods offer a promising approach in the treatment of breast cancer. By providing continuous
drug release in this region, it is aimed not only to increase the therapeutic effect of the drug,
but also to reduce the unwanted side effects. Topotecan is an analog of camptothecin, which
is one of the most widely used anti-cancer drugs in the treatment of breast cancer and prostate
cancer, especially ovarian cancer and small cell lung cancer, and acts as a topoisomerase |
inhibitor. The active lactone form under acidic conditions and the inactive carboxylate form
by hydrolysis at neutral or alkaline pH dominate. Therefore, it is one of the difficult drugs to
study.

In this thesis study, magnetic B-cyclodextrin-topotecan (Fe;O4@BCD-TPT) inclusion
complexes (hydrophilic topotecan) were prepared and both pure topotecan and its complexes
were individually confined to liposomes. It was then evaluated for in vitro cytotoxicity in
human breast cancer (MCF-7) cell lines. Optimization of topotecan retention in Fe;O4@f-CD
was achieved with magnetically prepared Fe;O4@f-CD-TPT complexes. Inclusion complexes
were verified using UV-Vis spectroscopy, transmission electron microscopy (TEM), dynamic
light scattering spectrometry (DLS) and Fourier transform infrared spectrometry (FTIR), and
high performance liquid chromatography (HPLC). The water solubility of the Fe;O4@p-CD-
TPT complexes was significantly improved and successful encapsulation of the complexes
into liposomes prepared using the sonication approach was also achieved. Liposomal
formulations, topotecan and Fe;O4@f-CD-TPT complex were characterized for particle size,
zeta potential, capture efficiency and stability. Topotecan, the Fe;O4@B-CD-TPT complex and
their optimized liposomal forms were evaluated for cytotoxicity in breast cancer (MCF-7)
cancer cell lines. All tested topotecan-containing forms were found to be effective in inhibiting
cell proliferation, as determined by MTT analysis. The median effective dose (ICso) for all
topotecan forms was in the low pg/mL range for the breast cancer cell lines tested. Our results
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confirm that Fe;04@pB-CD inclusion complexes of pH-sensitive drugs such as topotecan can
be entrapped in biocompatible vesicles such as liposomes, suggesting that they extend their
anticancer activity over a long period of time.

Keywords: Topotecan, Cancer, Cyclodextrin, Liposome, Magnetic Drug Delivery
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1. GIRIS

Tip alanindaki bilim ve teknoloji, kanserli hiicreleri inhibe etmek icin optimum
stratejiler gelistirmeye devam etmektedir. Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi
yaygin kanser tedavileri, uygulama alanindaki basarisizliklari ile yan etkilerinin varligi
ciddi manada zorluk teskil etmektedir. Kanser tedavisindeki bu zorluklar1 agmak igin
yeni stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Nanoteknoloji ve nanotip kanser tedavisi i¢in
yeni firsatlar sunmaktadir (Kuo vd., 2016; Hardiansyah vd., 2017).

Giliniimlizde nano ilag tasiyicilarinda bliyiik ilerlemeler goriilmiis olup bu alanda
cogunlukla lipozomlar (Jhaveri vd., 2018), nanopartikiiller (Ashfaq vd., 2017),
mikrokiireler (albiimin mikrokiireler, jelatin mikrokiireler, etilseliiloz mikrokiireler,
nisasta mikrokiireler) (Thakare vd., 2017; Nouri vd., 2019) ve dendrimer (Bello vd.,
2017) gibi tastyicilar kullanilmaktadir. Ek olarak, ayrica hiicre zarlar1 ve eksozomlar
gibi ilag tastyicilar iizerinde de calismalar devam etmektedir. (Reyes-Ruiz vd., 2019;
Su vd., 2020). Boylece nano dagitim sistemleri kullanilarak, birden fazla ilacin birlikte
taginmasi, ilacin biyoyararlanimini artirabilir ve spesifik olmayan toksisitelerini
azaltma olanagi sunabilir.

Lipozomlar hem iyi biyouyumluluk ve biyobozunurluga hem de diisiik toksisiteye
sahip pargaciklardir (Mu vd., 2017; Johnsen vd., 2018). Lipozomlarin yiizeyi, yar1
Omiirlerini uzatan oligosakaritler, glikoproteinler, polisakaritler ve sentetik polimerler
gibi inert polimer molekiilleri ile kaplanabilir (Zhang vd., 2016; Li vd., 2017).
Kontrollii bir siire¢ kullanilarak hem yagda ¢6ziinen hem de suda ¢6zilinen ilaglar1 100-
200 nm boyutlarindaki partikiiller hazirlanabilir. Bu lipozomlar1 kullanarak, toksisiteyi
azaltmak i¢in kan dolasiminda retikiiloendotelyal sistemin fagositozundan
kaginilabilir (Jain & Jain, 2016). ilaclarin lipozomlardan salinmasi nispeten yavas
oldugundan, ilaglarin tiimdr bolgesinde hizli ve spesifik olarak salinmasina izin veren
pH, sicaklik, ultrason, fotodinamik doniisiim ve mikrodalgalar (Jin vd., 2016) dahil
olmak iizere ila¢ salinimini iyilestirmek i¢in ¢esitli ajanlar kullanilmaktadir.
Manyetik  nanopartikiillerin ~ (MNP'lerin)  kullanimi, Manyetik = Rezonans
Goriintiilemede (MRI) kontrast ajanlar1 olarak FDA ve diger uluslararasi diizenleyici
kurumlar tarafindan onaylanmistir (Arbab vd., 2006; Bao vd, 2013). Bu
nanoparcaciklarin ¢ok islevli karakteri, yalnizca MRI'da bir kontrast maddesi olarak

degil, ayn1 zamanda ilaci viicudun belirli bir bdlgesine tasiyan manyetik olarak



yonlendirilen bir ara¢ olarak da gorev gorebilmektedir. MNP'lerin kullanimi ilacin
lokal etkisini artirabilir ve boylece hastaya olan yan etkiler en aza indirebilir.
Siklodekstrinler, biyomedikal uygulamalar i¢in ¢ok islevli fiziko-kimyasal 6zelliklere
sahip, MNP'ler ile birlestirilebilir, yiiksek suda ¢oziinme, stabilite ve organizma iginde
daha yiiksek bir biyoyararlanimi destekleyen inkliizyon komplekslerinin olusumuna
izin veren oligosakkaritlerdir. Literatiir, topotekan gibi bazi kemoterapdtik ajanlarin
farmakolojik etkinligini arttirmak i¢in siklodekstrin bazli supramolekiiler sistemleri
kullanan bazi stratejiler bildirmektedir (Badruddoza vd., 2013; Huang vd., 2014;
Anirudhan vd., 2015).

Topotekan (TPT), kamptotesinin hidrofilik bir analogudur. Yumurtalik, prostat,
meme, kiiclik hiicreli akciger ve rahim agzi kanseri dahil olmak iizere cesitli
kanserlerin tedavisinde kullanilan antikanser bir ilagtir (Grahn vd., 2009; Chen vd.,
2016). TPT fizyolojik kosullarda kararsizdir ve kapali bir lakton halkasindan inaktif
karboksillenmis forma pH'a baglh hizli ve geri doniistimlii bir sekilde hidrolize ugrar.
Bu yonii ile TPT, antitiimdr aktivitesini kaybeder. TPT'yi hidrolizden korumak ig¢in,
siklodekstrin ve lipozom kullanilmaktadir. (Hao vd., 2005). TPT'min manyetik
siklodekstrin lipozomal kapsiillenmesi ile ilacin tiimorlii dokuya daha fazla ve daha
uzun siireli niifus etmesi hem doku maruziyetini artirmakta hem de sistemik olarak
temizlenmesini zorlastirmaktadir (Seleci vd., 2017).

Bu tez c¢alismasinda manyetik [-siklodekstrin-topotekan (Fe3;Os@BCD-TPT)
inkliizyon kompleksleri (hidrofilik topotekan) iiretilerek hem dogal topotekan hem de
inkliizyon kompleksleri ayr1 ayr1 lipozomlara hapsedildi. Daha sonra bu yapilar in vitro
kosullarda insan meme kanseri (MCF-7) hiicre hatlarinda sitotoksisite ¢alismalarina
alind1 ve bu agidan degerlendirmeler yapildi. Manyetik olarak hazirlanan Fe3Os@)-
CD-TPT kompleksleri ile Fe3O4@pB-CD yapilarinin i¢indeki topotekan tutulumunun
optimizasyonu saglandi. Inkliizyon kompleksleri UV-Vis spektroskopisi, gecirmeli
elektron mikroskobu (TEM), dinamik 151k sacilimi spektrometresi (DLS), fourier
doniisiimlii infrared spektrometresi (FTIR) ve yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) kullanilarak  dogrulandi. Fe3O4@p-CD-TPT  komplekslerinin  suda
cozlinlirliigi belirgin sekilde iyilesmis ve komplekslerin sonikasyon yaklasimi
kullanilarak hazirlanan lipozomlara basarili bir sekilde yakalanmasi da saglanmstir.
Lipozomal formiilasyonlar, topotekan ve Fe;Os@p-CD-TPT kompleksi partikiil

boyutu, zeta potansiyel, yakalama etkinligi ve stabilite agisindan karakterize edildi.
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Topotekan, Fe;O4@B-CD-TPT kompleksi ve bunlarin optimize edilmis lipozomal
formlari, meme kanseri (MCF-7) kanser hiicre dizilerinde sitotoksisite agisindan
degerlendirildi. Test edilen tiim topotekan igceren yapilar, bir MTT analizi ile
belirlendigi iizere hiicre ¢ogalmasini inhibe etmede etkili oldugu goézlemlendi. Tiim
topotakan yapilart i¢in medyan etkili dozun (ICsp), test edilen meme kanseri hiicre
dizileri i¢in diisiik pg/mL araliginda bulundu. Sonuglarimiz, topotekan gibi pH duyarli
ilaglarin  Fe3O4@pB-CD inkliizyon komplekslerinin lipozomlar gibi biyouyumlu
vezikiiller i¢cinde tutulabilecegini dogrulamaktadir ve bu 6zellikleri ile bu yapilarin
antikanser aktivitelerini uzun siireye yaydigini gostermektedir. Bu nedenle, elde edilen
sonuglar ile lipozomal manyetik siklodekstrin nanopartikiillerin potansiyel
kemoterapotik uygulamalar icin kontrollii topotekan taginimi i¢in potansiyel olarak

kullanilabilecegi fikrini desteklemektedir.

1.1 Kanser

Ulusal Kanser Enstitiisii ve Diinya Saghk Orgiitine gore kanser; hiicresel,
biyokimyasal ve enzimatik parametrelerdeki degisikliklerin eslik ettigi hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucunda viicuttaki herhangi bir bolgeyi etkileyebilen ve daha
sonraki bir asamada metastaz adi verilen bir siiregle viicudun farkli bolgelerine
yayilabilen anormal hiicre biiylimesini i¢ceren genis bir hastalik grubunu temsil etmek
icin kullanilan genel bir terimdir (WHO, 2018). Diinya genelinde kalp ve damar
hastaliklarindan sonra kanser ikinci en biliyiikk 6liim nedeni olarak karsimiza
cikmaktadir (Lees vd., 2021). Dahasi, kanser, yasam diizenleyicisi olan hiicresel
yollardaki hatalarin birikmesinden kaynaklanan ii¢ asamali bir siiregtir (Andima,
2020). ilk asama (baslangi¢ evresi), tek bir somatik hiicrenin, karsinojen ad1 verilen
fiziksel veya kimyasal ajanlarin bir veya birka¢ina maruz kalmasi tizerine genlerde
anormalliklere neden oldugunda ortaya gikar (Mahmood ve Srivastava, 2022). Ikinci
asamada (tanitim evresi), baslatilan hiicreler c¢esitli faktorlerle etkilesime girerek
biiyiimeleri i¢in uyarilir. Genlerde indiiklenen anormallikler, anormal bir hiicrenin
olusumuyla sonuglanmakta, ¢ogalmakta ve komsu normal hiicrelere gore hayatta
kalabilmek igin ek degisiklikler kazanmaktadir. Ugiincii asama (ilerleme evresi),
kanser olusturan milyarlarca anormal hiicre olusturmak i¢in degistirilmis hiicrelerin

cogalmasini igerir. Preneoplastik hiicrelerde iyi tanimlanmis morfolojik, molekiiler ve



fonksiyonel degisikliklerin eslik ettigi karsinogenez de karmagik bir asamadir

(Andima, 2020).

Bu hastalik durumunda, Ulusal Kanser Enstitiisiine gore ‘‘hiicrelerin olmasi
gerekenden daha fazla boliindiigiinde veya olmasi gerektigi zaman yok olmadiginda
ortaya ¢ikan anormal bir doku kiitlesidir.”” diye tabir edilen tiimorler olusmaktadir.
Tim tiimorlerin kanserli olmadigini ve tim kanserlerin timdr olusturmadigini
belirtmek énemlidir (Orn, Lésemi). Tiimor kanserli olmadiginda iyi huylu ve kanserli

oldugunda ise kotii huylu olarak adlandirilmaktadir (Grumezescu, 2019).

Karsinom, sarkom, 16semi, lenfoma ve multipl miyelom gibi bir¢ok kanser tiirii vardir.
Aralarindaki fark, kanserin meydana geldigi yerdir. Ustelik kanser hiicrelerinin ilk kez
ortaya ¢iktig1 doku etkilenen tek doku degildir, ciinkii kanser hiicreleri kan ve lenf
sistemlerine ulastiktan sonra viicuda yayilmakta ve bu da metastaz olusumuna neden

olmaktadir (Zarif vd., 2019).

Ulusal Kanser Enstitiisi'ne gore, 2040 yilina gelindiginde kanser kaynakli vaka
say1sinin 29,5 milyona 6liim sayisinin ise 16 milyona ¢ikmasi 6ngoriilmektedir (Malik
vd., 2021). Bu istatistikler, 18,1 milyon vakanin bildirildigi ve yalnizca 9,6 milyon
kansere bagh 6liimiin kaydedildigi 2018'e kiyasla, teshis edilen vakalarin yiizdesinin
2040'da %70 ve oliim sayisinin %80 artacagini gostermektedir (Bray vd., 2018; Shah
vd., 2019; Parham vd., 2021). Erkeklerde ve kadinlarda teshis edilen en yaygin
kanserler akciger, prostat, meme, kolorektal, karaciger, rahim agzi ve mide

kanserleridir.

Ayrica kanser, sosyal, ekonomik ve politik bir sorunu temsil etmektedir (Ginsburg vd.,
2017). Kanser teshisi konan hastalardaki artis endise verici boyutlara ulagsmistir ve
yiiksek kaliteli tibbi bakim ve tedaviye ihtiya¢c duyulmasinin tibbi alanda bir
zorunluluk oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, bu hastaligin neden oldugu

oliimler, mevcut tedavilerin zayif etkinliginden kaynaklanmaktadir (Coleman, 2014).

1.1.1 Kansere yol acan nedenler

Morbiditesi yiiksek hastaliklarda, hastalig1 tedavi etmektense dnlemek tercih edilen bir
durum olsa da kanser tiirlerinin yarisindan fazlasinin nedenleri bilinmediginden 6nlem

alimamamaktadir (Coleman, 2014). Kanserin nedenleri ile ilgili olarak 1909 yilindan



beri ¢aligmalar yiiriitiilmekte olup 1949 yilinda Strong ve arkadagslari tarafindan
kanserin tek bir mutasyon sonucu meydana geldigi varsayilmistir. 1951'de Nordling
ve arkadaglari, kanserin birikmis mutasyon tarafindan indiiklendigine dair bagka bir
teori One slirmiis ve bu teori "¢ok asamali karsinojenez teorisi" veya Knudson hipotezi

olarak bilinmektedir (Hiller vd., 2017).

2004'te Armitage ve Doll, Nordling’in (1953) fikrini genellestirip kanserin n
mutasyonun nihai sonucu olmadigini n evrenin nihai sonucu oldugunu belirtmislerdir.
Bu teori, baz1 degisikliklerin genetik olmadigini ve kanser Oncesi degisikliklerin
hiicresel modifikasyonlarin bir sonucu olabilecegini gostermektedir.

Karsinojenezin ¢ok asamali hipotezi, 60 yildan uzun siiredir epidemiyolojik kanser
modellemesinin odak noktasinda kalmistir. Armitage ve Doll (2004) ve Nordling
(1953), 6liim oraninin 1950'lerde meydana gelenden daha saglam bir 6l¢lim olduguna
inandiklari i¢in zamana karsi kanser 6liimlerini hesaba kattilar. Burkitt lenfomasinin
%90'indan fazlas1 Epstein-Barr viriisiinden (EBV) kaynaklanir. Bu viriis ayrica,
nazofaringeal ve mide karsinomu, Hodgkin lenfoma veya lenfoma ve bozulmus
bagisiklik sistemi kanserli hastalar i¢in lenfoproliferatif hastaliklarin ortaya

¢tkmasinin nedenidir (Hiller vd., 2017).

Helicobacter pylori, hepatit B ve C enfeksiyonlar1 ve insan papillomaviriisleri (HPV)
kayda deger 6l¢iide mide, karaciger ve servikal tiimdrlere neden olmaktadir. Onceki
on yilda kanserin 6nlenmesindeki en 6nemli gelismeler arasinda géze ¢arpan bir nokta,
HPV agisinin ortaya ¢ikmasi ve servikal hastaligi onceden tahmin etmek igin
kullanilmasiydi. Ayrica, hepatit B viriisiine kars1 as1 da bir 6nleme yontemi olarak
kabul edilmistir. Cesitli kanser tiirlerine (pankreas, 6zofagus, bobrek, endometriyum,
kolorektal ve meme kanserleri gibi) yol agabilecek ana faktorlerden biri, giiniimiizde
diinya capinda bir¢ok klinisyen ve hekim tarafindan bir hastalik olarak kabul edilen
obezitedir. Ayrica alkol ve farkli besinler (diisiik lifli iirlinler veya islenmis et) birden
cok kanserin, 6rnegin gogiis, kolorektal, iist solunum yolu veya karaciger kanserinin
ortaya ¢ikmasinda dnemli bir rol oynar. Ek olarak, diisiik fiziksel aktivite ve anormal
viicut kitle indeksinin endometriyal, kolon ve meme kanserleri lizerinde yiiksek etkiye

sahip oldugu bildirilmistir (Vineis ve Wild, 2014).



Akciger kanseri, en yaygin dliimciil kanser tiirlerinden biridir. Ornegin, 2004 yilinda
yaklasik 5,1 milyon 6liim, akciger kanserinin ana nedeni olan tiitiin tiikketimiyle
iligkilendirilmistir (akciger kanserinden etkilenen hastalarin %711 tiitiin kullanimiyla

iligkilendirilmistir) (Beaglehole vd., 2011).

1.1.2 Kanser asamalan
Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC), klinik ve bilimsel arastirmalari raporlamak
i¢cin evrensel bir standardin kullanimini tesvik etmek amaciyla kanserin evrelenmesine
yonelik bir sistem gelistirdi (Bellerive ve Singh, 2019). Farkli evreler kanserin ne
kadar ilerlemis oldugunu yansitmakta ve temel olarak ii¢ parametreye (kanserin yeri,
yayilip yayilmadigr ve viicudun cesitli kisimlarini etkileyip etkilemedigi gibi)
baglanmaktadir (Greene vd., 2002). Kanserin spesifik evresini belirlemek ig¢in
doktorlar veya onkologlar, kati tiimdrler i¢in siklikla tiimor-beze-yayilma (TNM)
evreleme sistemini kullanirlar. Bu sistem sunlar1 igerir:

1) Birincil tiimoriin (T) boyutu ve yeri/yerleri, bu 1 kiiciik (0,1-2 cm) ve 4 biiyiik (<5
cm) olmak tiizere 1-4 araliginda olabilir.

2) Tiumorin lenf bezelerine yayilim gosterip gostermedigini, varsa nerede ve kag (N)
oldugunu gosterir. N, 0'dan (lenf beze yok) 3’e (kanser hiicreleri sunan ¢ok sayida
beze) kadar degisim gosterebilmektedir.

3) Kanser viicudun diger bolgelerine yayildi m1 eger dyleyse, nerede ve ne kadar (M)
yayildi? M, 0 degerini alirsa kanser yayilmadi. M, 1 degerini alirsa kanser yayildi
olarak ifade edilir

4) Kanserle baglantili, az ya da ¢ok kanserin yayilmasini olas1 kilan herhangi bir
biyobelirte¢ var midir?

5) TNM evreleme sisteminin sonuclar1 alindiktan sonra kanserin evresi belirlenebilir.
Cogu kanser tiiriiniin dort agamasi vardir, I- IV, ancak meme ve cilt kanseri gibi

bazilarinin 0 asamasi da vardir (Sanchez Vazquez, 2019).

Asama 0; Bu asama, kanserin “in situ (yerinde)” oldugunu aciklar. Kanser basladig
yerdedir ve yakin dokulara yayilmamistir. Bu asama tiimdriin ameliyatla ¢ikarilmasini

miimkiin kilan tedavi edilebildigi asamadir.



Asama [; Bu asama, kanserin yakin dokulara derinlemesine yayilmadigi ve lenf
bezeleri ile birlikte viicudun diger bdliimlerinin etkilenmedigi asamadir. Genellikle

“erken kanser evresi” olarak ifade edilmektedir.

Asama Il ve Asama III; Bu asamalarda, tiimor yakindaki dokuya derinlemesine
yayilmis daha biiyiik tiimorlerin gosterildigi asamalari ifade etmektedir. Tiiméor lenf
bezelerine yayilmig ancak viicudun diger bolgelerine yayilmamis olabilir.

Asama IV- Bu asama, kanserin viicudun diger organlarina veya boliimlerine yayildig:

“iler1 veya metastatik kanser asamas1” olarak da bilinmektedir (Socinski vd., 2003).

Lokalize tiimorler i¢in (0rnegin Asama 0 veya I'de), cerrahi, radyoterapi veya
fotodinamik terapi gibi tedaviler Onerilir. Ancak kanser yayildiginda daha sistemik
tedavilere ihtiya¢ duyulur, bu tedaviler kemoterapi, hormon tedavisi ve hedefe yonelik

kanser ilaglarindan olusur.

1.1.3 Kanser tiirleri

Amerikan Kanser Dernegine (ACS) gore, diinya ¢apinda milyonlarca hastay1
etkileyen bir¢ok kanser tiirii vardir. Ancak farkli tiplerde l16semi, meme, rahim agzi,
akciger, karaciger, mesane, kolorektal, yumurtalik, pankreas, bobrek, kolon ve kemik

kanseri en yaygin olanlardir (Siegel vd., 2019).

Ayrica, zaman icinde bildirilen Castleman hastaligi, endometriyal kanser, yemek
borusu ve goz kanserleri, safra kesesi kanseri, gastrointestinal karsinoid ve stromal
tiimorler, Hodgkin lenfoma, Kaposi sarkomu, girtlak ve hipofarengeal kanserler,
prostat kanseri, nazofarenks kanseri, agiz boslugu ve orofaringeal, penis, mide, testis,
timus, tiroid, rahim, vajina ve vulva kanserleri gibi bagka kanser tiirleri de tespit

edilmistir (Grumezescu, 2019).

1.1.4 Kanserin giincel tedavi yontemleri

Amerikan Kanser Dernegi'ne gore Sekil 1.1'de gosterildigi gibi kanserin tedavisi igin
yaygin olarak kemoterapi, ameliyat, immiinoterapi, hormonal tedavi, radyasyon

tedavisi ve hedefe yonelik tedavi gibi ¢esitli tedavi yontemleri kullanilmaktadir.



{ Kemoterapi ‘ Ameliyat ‘

Hormonal ‘ Radyasyon
Tedavi Tedavisi

~

Kanser Tedavi Yontemleri

Tedavi

[ Immiinoterapi { Hedefe Yonelik ‘

Sekil 1.1 Kanser tedavisinde kullanilan yontemlerin sematik gosterimi (Alavi ve Hamidi, 2019)

1.1.4.1 Kemoterapi

Kemoterapi bir kural olarak, hastaligi tedavi etmek i¢in ilaglarin ve narkotik
maddelerin kullanilmasini igeren bir tedavi yontemidir. Kemoterapi ilaglari, asil olarak
hiicresel dongiliyli temsil eden, hiicresel gelisimin ¢esitli asamalarindaki hiicreleri
hedef alir. Hastalikl1 hiicreler, saglikli hiicrelere gére daha hizli boliinme egiliminde
olup onlarin kemoterapi ilaglar1 i¢in bir hedef olmalarini saglar. Her durumda,
kemoterapi ilaglar1 normal hiicreler ile kanser hiicreleri arasinda ayrim
yapamadigindan kanser hiicreleri ile beraber normal hiicrelerin zarar gordiglinii ve
yan etkilere neden olabilecegini gosterir (Shaikh vd., 2021).

Kemoterapinin yorgunluk, kusma, sa¢ dokiilmesi, depresyon, tromboembolizm,
miyalji ve noropati gibi kisa siireli yan etkileri tedavi sliresince ortaya ¢ikmakta ve
genellikle tedavi tamamlandiktan kisa bir siire sonra bu etkiler sona ermektedir (Zhang
vd., 2007; Frisk vd., 2012). Kilo alimi, kalp fonksiyon bozuklugu, 16semi ve kognitif
bozukluk gibi uzun siireli yan etkiler tedavide daha sonra veya tedavinin
tamamlanmasindan sonra ortaya ¢ikmakta ve uzun yillar siirmektedir (Gebauer vd.,

2019).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi yonteminin {i¢ temel amaci vardir:

1. Hedef, tedavidir. Baslangicta bu hedefe ulasilip ulagilamayacagini bilmek imkansiz
olsa bile bu, kemoterapinin temel amacidir ve tedaviden sonra kanserin ortadan
kalkmasini igerir ve maalesef cogu vakada bunu s6ylemek birkag y1l alir. Bir kisinin

iyilestigini ve ayrica tedaviden sonra kanserin niiksetmesinin beklendigini ve bu



nedenle kemoterapinin kesinlikle iyilesmeyi saglayan bir tedavi ydntemi
olmadigini kabul etmek 6nemlidir.

2. Eger bir tedavi miimkiin degilse, kanser tedavisinin amac1 hastalig1 kontrol altina
almak olabilir. Bu durumlarda kemoterapi, tiimorleri kiigliltmek ve/veya kanserin
biliylimesini ve yayilmasini durdurmak i¢in kullanilir. Bu, kanserli kisinin daha iyi
hissetmesine ve daha uzun yasamasina yardimci olabilir.

3. Palyasyon (hafifletme), kanserin evresi ilerlemis oldugunda, kemoterapi kanserin
semptomlarmi azaltmak i¢in kullanilir. Ciinkii kanserin son asamalarinda tedavi
artik bir segenek degildir ve kemoterapi, bu hastalarin kendilerini daha iy1
hissetmelerine yardimci olabilecek gecici ¢oziim i¢in Onerilen bir tedavidir

(Grumezescu, 2019; Zarif vd., 2019).

1.1.4.2 Ameliyat

Ameliyat, kanserin tedavi edilmesi i¢in yillardir kullanilan bir tedavi yontemidir. Bu
tir bir tedavi, kanserin teshis edilmesinde ve onun viicutta ne kadar yayilmis
olabilecegini kesfetmede dnemli bir rol iistlenmektedir. Cerrahi sistemlerde ilerleme,
uzmanlarin ¢ok sayida hastayr ameliyat etmesini ve harika sonug¢lar almasini saglar.
Ameliyatlar kullanim amacina gore farklilik gostermekte ve bunlar sematik olarak

Sekil 1.2'de gosterilmektedir.

‘ Kanserin tespit H Kanser ‘

edilmesi evreleri

Timdr hacmini ‘ Rekonstriiktif ‘
azaltma
W Destekleyici

Palyatif ‘ @ Onleyici ‘

Sekil 1.2 Ameliyat tiirleri

Teshis amaciyla ameliyat ile etkilenen bir bdlgeden ¢ikarilan dokunun incelenmesi
(Sekil 1.3), hastaligin varligini, nedenini veya kapsamini kesfetmek i¢in yapilir. Hangi

bolgede ameliyat yapilirsa yapilsin sonugta ameliyat bdlgesinde bazi
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komplikasyonlarin olabilecegi goz oOniinde bulundurulmalidir. Ornegin, akciger
kanserinin teshis edilmesi i¢in yapilan biyopsilerde, hava embolisi, pulmoner kanama

veya pnomotoraks gibi komplikasyonlar olasidir (Zarif vd., 2019).

— Numunenin alinmasi

Kanserin teshisi Numunenin test edilmesi || Labora.tuva.r teStlen.
(6rnegin mikroskopi)
L Biyopsi Ornekleme yontemi kanser tiiriine
baglidir

Sekil 1.3 Kanseri teshis etmek i¢in ameliyat prosediirii (Zarif vd., 2019)

Ayrica, teshis i¢in kanser siiphesi olan bolgeden ¢ikarilan dokunun tani i¢in uygun
olmayabileceginden de bahsetmek 6nemlidir, bu nedenle biyopsilerde cerrahlar dogru
tan1 i¢in tiimorden daha fazla 6rnek almaktadir (Sharma ve Shepard, 2018). Ameliyat
yontemi kanserin hangi evrede oldugunu belirlemek icin yapilirsa (Sekil 1.4),
incelenen ana konu kanserin yayilim gosterme durumudur. Bu tiir cerrahi yontemde,
hastaligin evrim derecesinin daha iyi anlagilmasina olanak tanimakta ve hastay1 tedavi

edilmesi i¢in daha iyi bir karar alinabilmektedir.

Kanserin yayilmasi fark edilebilir

Kanserin evresi

Etkilenen bdlgeye yakin alanlarin incelenmesi — Tedavi kararlan

Sekil 1.4 Kanseri evrelemek i¢in ameliyat prosediirii (Zarif vd., 2019)

1.1.4.3 Radyasyon tedavisi

Radyasyon tedavisi, tlimoriin bulundugu bolgeyi yiiksek enerjili X 1sinlart ile
1sinlamak ve kanser hiicrelerini X 1sinlariyla yok etmek i¢in kullanilan bir yontemdir.
Ayrica, radyasyon terapisinde X-isinlarina ek olarak gama isinlarinin, elektron
1sinlarmin veya protonlarin kullanilmasiyla kanserli hiicrelerin tekrar ortaya ¢ikmasi
Onlenebilir ya da hastalik uzadiginda goriilen semptomlarin tedavi edilmesi

saglanabilir.
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Radyasyon tedavisi lokal bir tedavi yontemi oldugu i¢in avantajlar1 ve dezavantajlar
ortaya ¢ikmaktadir. En 6nemli avantajlarindan biri, kemoterapi yonteminde oldugu
gibi saglikli hiicrelerin zarar gérmemesi ve ila¢ kullanilmadigindan sistemik yan
etkiler goriilmes. Bu tedavi yonteminde en onemli dezavantajlardan biri, timor
hiicrelerinin tiim viicuda yayildig1 kanser tiirleri i¢in kullanilamaz ¢ilinkii bu tedavi
yonteminde viicudun tiim bolgelerine ulasmak miimkiin olamamaktadir (Zarif vd.,

2019; Shaikh vd., 2021).

1.1.4.4 Hormonal tedavi

Hormonal tedavi, meme ve prostat kanserleri gibi gelisimsel hormonlardan yiiksek
oranda etkilenen organ kanserleri i¢in kullanilan etkili bir bagka tedavi yontemidir.
1890'larda Thomas Beatson'in meme gelisimi ile yumurtaliklar arasindaki iliskiyi ve
yumurtaliklar tarafindan metastatik meme kanseri ilerlemesinin "bilinmeyen" bir
kontroliiniin belirlenmesine iliskin ¢alismasinda, yumurtaliklar1 ¢ikarildiktan sonra

tavsanlarin gogiislerinin siit tiretmeyi biraktigini rapor etmistir (Jayaraman vd., 2021).

Daha sonra arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalar sonucunda, kanser ile iligkili
organdaki bazi kisimlarin veya damarlarin c¢ikarilmast durumunda kanserin
bliyiimesinin smirli oldugu bazi durumlarda ise kanser gelisiminin durdugu
belirtilmistir. Yapilan bazi ¢alismalar neticesinde yeni ilaglarin elde edilmesine katki
sunulmustur (Malik vd., 2021). Bu baglamda, 1941 yilinda Dr. Charles Brenton
Huggins'in (1941) prostat kanseri ve testis hormonlar1 arasindaki iliski tizerine yaptigi
caligmada finasterid ve dutasterid gibi antiandrojenik etkileri olan ilaglarin
tasarlanmasina katkida bulunmustur. Bir somatostatin analogu olan Octreotid, baslica
gastrointestinal sistem ve bu sistem ile iliskili yardimci organlarin etkilendigi
kanserlerin tedavi edilmesinde diger ilaglarla kombinasyon halinde uygulanan hormon

tedavisi olarak kullanilir (Jayeshkumar vd., 2019).

1.1.4.5 Hedefe yonelik tedavi

Kemoterapi ile tedavi yonteminde kullanilan ilaglarin neden oldugu yan etkilerin
ortadan kaldirilmasi ve tlimor hiicreleri lizerinde spesifik etkiye duyulan ihtiyag
nedeniyle kanser i¢in yeni bir tedavinin gelistirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu
gereklilik sonucunda ortaya ¢ikan hedefe yonelik tedavi, kanser hiicreleri ve saglikli

hiicreleri aywrabilen ilaglarin kullanildig1 tedavi yontemidir. Kullanilan bu ilaglar
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kemoterapi olarak kabul edilmesine ragmen etki mekanizmasi agisindan genel olarak
kullanilan kemoterapi ilaglarindan farklilik gostermektedir. Bu tedavi yonteminde
kullanilan ilaglar i¢in de yan etkiler tamamen ortadan kaldirilamamistir (Zarif vd.,

2019).

1.1.4.6 Immiinoterapi

Klinisyenler tarafindan giiniimiizde kullanilan bir baska tedavi kanserli hiicrelerin
hedef alinmasi ve yok edilmesi i¢in antikorlarin ya da spesifik biyomolekiillerin
kullanim potansiyelini kesfetmeyi amaglayan immiinoterapi yontemidir. Bu tedavi
yontemi, 1970'lerde George Jean Franz Kohler ve César Milstein tarafindan
monoklonal antikorlarin seri iiretiminin miimkiin kilinmasiyla ortaya ¢ikmis ancak
kullanilan tedavideki yan etkileri optimize etmek ve incelemek i¢in ¢alismalar uzun
zaman almistir (Krukemeyer vd., 2015). Immiinoterapi, aktivasyon immiinoterapisi ve
baskilayic1 immiinoterapi olarak ikiye ayrilmaktadir. Aktivasyon immiinoterapisi,
kanserli hiicrelere karsi savagsmada hastalarin kendi bagisiklik sistemini tesvik etmek
icin kullanilir. Baskilayict immiinoterapi ise esas olarak otoimmiin bozukluklar ve

alerjiler i¢in bagisiklik tepkisini azaltmak i¢in kullanilir (Zarif vd., 2019).

1.1.5 Nanotip

Nanotip basitce saglik hizmetlerinde degisiklikleri  gerceklestirmek igin
nanoteknolojinin tibbi uygulamasi olarak ifade edilmesidir. Ulusal nanoteknoloji
girisimi agiklamasina bakacak olursak nanoteknoloji, 1-100 nm arasinda en az bir
boyuta sahip maddenin manipiile edilmesi olarak tanimlanmaktadir. Benzer sekilde,
Avrupa Bilim Kurulusu’na gore nanotip, hastaliklarin teshis edilmesi, dnlenmesi ve
tedavisi icin nano boyutlu cihazlarin kullanilmasi1 ve hastaliklarin altinda yatan
karmagsik patofizyolojinin daha 1iyi anlasilmasim1 saglayan bir teknik olarak
tanimlanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda hedeflenen toplumlarin kaliteli bir yasam
stirmesini saglamaktir. Nanomedikal alan, viicutta meydana gelen bir¢cok bozuklugun
potansiyel tedavisinin anahtarini elinde bulundurmakla kalmaz, ayni1 zamanda bizlere
nano dlgekte yer alan bu molekiillerin biyolojik etkileri hakkinda yeni bir perspektiften

bakmamiz gerektigini hatirlatir (Malik vd., 2021).

Nanotip yeni bir arastirma alani1 gibi goriinmesine ragmen bu alanin temelleri on

yedinci ylizyilda Dr. Francis Anthony ve Nicholas Culpepper tarafindan kolloidal altin
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ve altin tuzu igeren ¢ozeltilerin kullanilmasina kadar uzanmaktadir (Jayaraman vd.,
2021). Bu alanin modern tibbi uygulamalari, 1908 yilinda Nobel 6diillii Sir Elie
Metchnikoff ve Dr. Paul Ehrlich tarafindan fagositoz ve hiicre iizerine spesifik tan1 ve
tedavi caligmalar1 sonucunda biyolojik mekanizmalar i¢in ilag alimi, immiinoloji,
hiicre sinyalizasyonu ve baglantis1 gibi durumlarin derinlemesine incelenmesinden
sonra gelisim gostermistir (Astruc, 2015). Yasadigimiz zaman dilimde meydana gelen
ilerlemeler ile birlikte hesaplamali, elektronik ve molekiiler gelismelerle beraber
nanoteknoloji, biyomolekiiler makine simiilasyonlarina, nanoelektronik cihazlara,
inert ilag tasiyici sistemlere ve nanobotlara basariyla entegre edilmistir. Ozellikle,
kanser gibi hedeflenmesi zor hastaliklar ve spesifik in vivo goriintiileme uygulamalari
i¢in ilag tasiyicist olarak hareket edebilen nanomalzemelerin ve bunlarin 6zelliklerinin
daha fazla incelenmesi gereklidir. Literatiirde nanomalzemeler ve nanoparcgaciklar
birbirlerinin  yerine kullanilan terimler olarak kabul edilmesine ragmen,
nanomalzemelerin islevsel 6zelliklerini gelistirmek i¢in boyutlarinin en az birinde
nanoparcaciklar1 igeren toplu molekiiller oldugunu anlamamiz gerekir (Buzea vd.,

2007).

Nanotip yeni bir bilimsel disiplin olmasina ragmen, ozellikle kisa slirede insan
giiciinde ve hedefe yonelik terapide 6nemli bir arastirma olanagi sunar. Bu durumun
ana nedeni geleneksel ilag tedavilerine goére nanotibbin muazzam avantajlar
sunmasindan kaynaklanmaktadir (Ventola, 2012; Wang vd., 2013):

e Benzer molekiiler boyutlardaki biyomolekiil ve nanopartikiillerin varligindan
dolay1 onlar1 daha ayarlanabilir, tasarlanabilir ve hedefe 6zel hale getirdiginden
kullanilan ilaglara kars1 bagisiklik tepkisi gibi yan etkilerin olasiliginda azalma
saglayabilir

e Genel kullanim alanina sahip olan ilaglarin ¢oziniirliik, gecirgenlik ve
biyoyararlanim gibi ¢esitli reolojik, termodinamik ve metabolik dezavantajlarinin
iistesinden gelebilmek i¢in 6zel olarak nanomalzemeler tasarlanabilir.

e Nanoyapili malzemelerin daha az radyotoksik, giivenilir optik ve elektronik
ozellikleri sayesinde in vivo goriintiileme uygulamalar1 i¢in onlar1 avantajh

duruma getirir.
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e Nanoilag tastyic sistemlerin kapsiillenmis yapisi ve nano boyutlari (artan yiizey
alani), onlara yogun miktarlarda terapdtik ilaglari hedefe tasimasi icin bir avantaj
sagladigindan hedef hiicre tizerinde kayda deger oranda bir etkiye yol acar.

e Sicaklik veya pH degisimi sirasinda meydan gelen baskilara cevap verebilen ve
nanoyap1 modifikasyonlarina neden olan nanomalzemeler, kontrollii bir ilag

dagitim stratejisinin temelini olusturmaktadir.

Nanotip alaninda nanomalzemelerin kullanimi teshis (goriintileme ve tibbi
biyosensorler), rejeneratif tip (kemik ve kikirdak rejenerasyonu, dis hekimligi, dis
clriigli yonetimi, dis implantlar1 ve hiicre kapsiilleme), terapi (ilag dagitimi, fototerapi,
immiinoterapi, otoimmiin hastalik tedavisi ve kanser immiinoterapisi) durumlarini

icermektedir (Smolkova vd., 2017).

1.1.6 Kanser tedavisi icin hedefe yonelik ila¢ tasinim

Geleneksel tedavi edici etken maddelerin (ilaclarin) secici olmama, istenmeyen yan
etkiler, diisiik verimlilik ve zayif biyolojik dagilim gibi dezavantajlar1 bilinmektedir.
[lag tasinim sistemleri (DDS), istenen tedavi edici etkileri elde etmek igin farmasotik
bilesiklerin insanda uygulanmasina yonelik sistemler ile ilgilidir. DDS'deki
gelismelerin  paralelinde suda iyilestirilmis ilag ¢Oziinlirliigli veya bilesiklerin
enzimatik bozulmadan korunmasi, uzatilmis sistemik dolasim siiresi, yar1 Omiir ve
dagilim hacmi dahil olmak iizere artan tedavi edici indeks, doku ya da hiicreye 6zgi
azaltilmis hedef dis1 yan etkilerle alim ve kontrollii salim profili gibi ¢esitli avantajlar

sunmaktadir (Sala Faig, 2020; Zhang, 2014).

Hedefe yonelik ilag tasinimi, ilacin, uygulama yeri ve yontemlerinden bagimsiz olarak
hedef doku veya organda segici ve nicel olarak birikme yetenegi olarak ifade
edilmesidir. Hedeflenen ilag dagitiminin amaci, diisiik sistemik maruziyet ile birlikte
normal dokularda herhangi bir yan etki olmaksizin hedef bolgede yiiksek lokal ilag
konsantrasyonlar1 elde etmektir (Hirsjarvi vd., 2011; Mishra vd., 2013). Sonug olarak,
hedefe yonelik ila¢ tasinimi, 6nemli baz1 avantajlar sunabilir:

(1) yonetim protokollerinin basitlestirilmesi

(2) tedavi edici bir etki elde etmek i¢in gerekli olan terapi maliyetinde ve ilag

miktarinda ciddi azalma
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(3) hedef olmayan alanlar tizerinde olumsuz etkiler olmaksizin gerekli bolgelerdeki

ila¢ konsantrasyonunda keskin artis (Singh vd., 2019).

Genel olarak, hedefe yonelik ilag taginim sistemleri, pasif hedefleme, aktif hedefleme
ve manyetik alan bazli hedefleme olmak tizere ii¢ hedefleme yontemini kapsamaktadir
(Attia vd., 2019). Pasif hedefleme, hedefleyici ligandlarin var olmamasi durumunda,
tercihen tiimor bolgesinde nanopargacik birikimini ifade etmek i¢in kullanilmaktadir.
Nanopargacigin boyut, sekil, yiizey yiikii vb. gibi fizikokimyasal 6zellikler biriktirme
verimliligin belirlenmesinde 6nemlidir. Aktif hedefleme, tliimdrle ilgili doku, hiicre
veya alt organlara kars1 se¢iciligi ve afinitesi olan ligandlarla yiizey modifikasyonu
yoluyla tiimor bolgesinde nanoparcaciklarin tercihli birikimini artirabilme olarak ifade
edilmesidir. Manyetik alan yonlendirmeli hedefleme, tiimor bolgesine distan bir
manyetik alan uygulayarak akis yoniiniin yonlendirilmesi i¢in manyetit (Fe3;O4) gibi
manyetik bilesimlere sahip islevsellestirilmis nanoparcaciklarin ifade edilmesidir

(Yang, 2019).

1.1.6.1 Pasif hedefleme

Pasif hedefleme, 1986'da Matsumura ve Maeda tarafindan bildirilen gelismis
gecirgenlik ve tutma etkisine (EPR) dayanmakta (Matsumura ve Maeda, 1986) ve
tiimoOr ile normal dokunun farkli 6zelliklerini kullanmak icin tasarlanmistir. Pasif
hedeflemede, ilaclar tedavi edici bir rol oynamak i¢in hedef bdlgeye basariyla
tasinmaktadir. Kanser hiicrelerinin orantisiz ¢ogalmasi neovaskiilarizasyona sebep
olmakta ve kan akisimin oldugu damarlardaki genis gozenekler, normal damarlara
kiyasla tiimor damarlariin gegirgenliginin kotiilesmesine neden olmaktadir
(Carmeliet ve Jain, 2000). Hizli ve yetersiz anjiyogenez nedeniyle tiimorii besleyen
kan damarlarindan nanopargaciklar da dahil olmak tizere makromolekiillerin
sizmasina ve timor dokusu i¢inde birikmesine olanak tanimaktadir. Pasif hedefleme,
kanserle iligkili zayif lenfli siiziilme, nanopargaciklarin tutulmasini artirarak
nanotastyicilarin igeriklerini tiimor hiicrelerine salmasina izin vermektedir. Bu
slirecler, pasif hedeflemenin itici giiclerinden biri olan gelismis gecirgenlik ve tutma

(EPR) etkisine neden olmaktadir (Maeda, 2001).

EPR etkisi, nanoparcaciklarin boyutundan etkilenmektedir. Ciinkii literatiirde yer alan

caligmalarda daha kiiclik nanopargaciklarin daha iyi penetrasyon kabiliyetine sahip
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oldugunu ancak normal damarlara sizmadigini gostermistir (Torchilin, 2005; Carita
vd., 2018). Ote yandan, bagisiklik sistemi tarafindan daha biiyiikk parcaciklarin
uzaklagtirilmasi daha olasi goriilmektedir (Sykes vd., 2014). EPR etkisine ek olarak,
timor mikrogevresi de pasif dagitiminda Onemli bir faktor olarak karsimiza
cikmaktadir. Glikoliz olayi, kanser hiicrelerinin ¢gogalmasi igin ana enerji kaynagi ve
metabolik 6zelliklerinden biridir (Pelicano vd., 2006). Tiimor mikro ortaminin glikoliz
olayinda asitlik saglandigindan pH'in diisiisiine neden olmaktadir. Daha sonra, pH'a
duyarl bazi nanopargaciklar, diisitk pH seviyesi tarafindan tetiklendigi i¢in kanser
hiicrelerinin yakininda ilacin salinimina neden olabilmektedir (Lim vd., 2018).

Bununla birlikte, spesifik olmayan ila¢ tasinimindan dolayi, EPR etkisinin evrensel
olmayan varlig1 ve gesitli timorler arasinda kan damarlarinin farkli gecirgenligi dahil
olmak tizere pasif hedefleme ile ilgili baz1 dezavantajlar vardir (Sriraman vd., 2014).

Pasif hedefleme Sekil 1.5’te sematik olarak gosterilmektedir.

1.1.6.2 Aktif hedefleme

Spesifik olmayan bir strateji olan pasif hedeflemeden farkli olarak aktifila¢ hedefleme,
ligand-reseptor, antijen-antikor ve enzim-substrat gibi spesifik biyolojik
ciftler/sistemler arasindaki etkilesimleri igeren spesifik bir yaklasimdir. Aktif
hedeflemede, tedavi ediciler ayrica uyaranlara duyarli nano tasiyicilar (sicaklik,
ultrason, manyetik alan) aracilifiyla ilgili hiicrelere 6zel olarak taginabilir (Fleige vd.,

2012; Mura vd., 2013; Himri ve Guaadaoui, 2018).

Aktif hedefleme stratejisi, ilgili hedef tarafindan segici ve 6zel olarak taninan ilag
dagitim sisteminin (DDS) ylizeyine aktif ajanlarin veya ligandlarin baglanmasina
dayanir (Sekil 1.5). Bu aktif ajanlarin/ligandlarin baglanmasi, ¢esitli mekanizmalar
araciligiyla gergeklestirilebilir ve daha fazla alimi kolaylastirir. Bu yaklagim, viicuttaki
patolojik hiicreler ve spesifik dokularla segicilik, tanmabilirlik ve etkilesim
(baglanma) potansiyeli saglar (Minko vd., 2004; Torchilin, 2010).

Fizyolojik kosullarda, baglanma iliskili parca-reseptorlerin olmast zorunludur.
Ornegin tiimér hiicrelerinde, reseptdrler normal hiicrelere gore (yiiksek oranda) asir:
eksprese edilmekte ve molekiiler hedefler, genellikle, tedavi edicilerin bdlgeye 6zel
verilmesi i¢in ylizey reseptOrlerinin bu tiir asir1 ekspresyonuna yonelik olarak
kullanilmaktadir. DDS'lerin kullanilmasi, diisiik ekspresyonu olan hiicreler tizerinde

bile kusursuz etkiler yaratir (Danhier vd., 2010; Muro, 2012).
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Hedeflenen hiicreler, dokular veya organlar lizerindeki reseptorlere spesifik baglanma
icin farmasotikler/ilaglar veya ila¢ nanotastyicilari izerinde uygun modifikasyonlar ve
islevsellestirme, birkag¢ hedefleme bileseninin kullanimini igerebilir. Bunlara peptitler,
antikorlar ve bunlarin pargalari ile seker kalintilari, lektinler, vitaminler (yani folat),
transferrin, mRNA'lar gibi yapilar dahildir. Hedefleme pargalari, ilag ve ilag
tastyicilarinin yalnizca hedeflenen etki bolgelerine uygun bir sekilde ulagsmasini,
spesifik olmayan birikim ve hedef bolge ile cevresinde olusabilecek yan etkilerden
kacinmasimi saglayacaktir (Torchilin, 2000; Ferris vd., 2011; Mahon vd., 2012;
Morachis vd., 2012; de Oliveira vd., 2016).

Aktif hedefleme, penetrasyon derecesine bagli olarak organ seviyesi, hiicresel seviye
ve hiicre alt1 seviye olarak ayrilabilir. Hiicre i¢i/hiicre alti hedefleme igin, terapdtik
maddenin aktif formu, etki mekanizmasi i¢in hiicre i¢i hedefe ulasmalidir. S6z konusu
hedefler, endozom, lizozom, endoplazmik retikulum, g¢ekirdek, mitokondri ve hatta
mRNA baglayici kompleksler gibi plazma zar1 veya hiicre bilesenleri iizerinde yer

alabilir (Harris vd., 2010; Heller vd., 2012; Lammers vd., 2012; Thanki vd., 2015).
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Sekil 1.5 Nanopargaciklarin kanser hiicrelerine pasif ve aktif olarak hedeflenmesi (Yao vd., 2020)

1.1.6.3 Manyetik alan bazl hedefleme

Parcacik ve membran etkilesimine dayanan onceki aktif hedefleme yontemlerinden
farkli olarak, manyetik alan bazli hedefleme, manyetik nanoparcaciklarin
yonlendirilebilmesi ve bdylece tiimoér bolgesindeki birikimlerini artiran bir harici

manyetik alanin uygulanmasidir. Bu amag dogrultusunda ilk olarak, Shi ve arkadaglari,

17



hicbir in vitro veri elde etmemesine ragmen, boslukta kapsiillenmis Fe3zO4 partikiilleri
ile ses tipi i¢i bos manyetik nanopargaciklar1 sentezlediler (Shi vd., 2011). Daha
sonralart, Wu ve arakadaslari, MCF-7 ve HeLa hiicrelerine karsi ihmal edilebilecek
diizeyde hemolitik aktivite ve ¢ok diisiik sitotoksisite gdsteren, manyetik bir ¢ekirdege
ve mezogozenekli bir silika kabuguna sahip ses tipi manyetik nanopargaciklar
hazirladilar (Wu vd., 2013). Yapilan ¢alismalarin sonucunda sentezlenen
nanopartikiiller 6nemli derecede hedeflenen organda manyetik alan bazli hedefleme
ile bir birikim sergilemistir (Liong vd., 2008). Ilag¢ yiiklii nanoyapilar, miikkemmel
derecede tiimor biiylimesi azaltict ve bir harici manyetik alan varliginda timor
bolgesinde onemli Olclide arttirilmis ilag birikimi gostermektedir (Yang, 2019).
Manyetik alan bazli hedeflemenin sematik olarak gosterimi  Sekil 1.6’da

gosterilmektedir.
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Sekil 1.6 Manyetik alan bazli ila¢ hedeflemenin prensibi (Douziech-Eyrolles vd., 2007)

1.2 Lipozomlar

Lipozom kelimesi, lipidleri tanimlayan “lipos” ve vezikiil gévdesini ifade eden “soma”
dan gelmektedir (Dua vd., 2012). Bu kelimeler, lipid ¢ift tabakali bir kesecik
olusturmak i¢in fosfolipitlerin kullanilmasiyla olusturulabilen yaklagik 25-500 nm'lik
kiiresel nanotastyicit zardan olusan mikroskobik bir membran olarak tanimlanabilir
(Ashtikar vd., 2016; Jadhav ve Patil, 2014; Swart, 2019; Faroog 2019). Membranin

yapist onemli dl¢lide degisebilmekte ve her biri kendi 6zelliklerine ve uygulamalarina
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sahip ¢ok sayida farkli lipozom olusturmayr miimkiin kilmaktadir. Bu sistem ilag
taginimi i¢in kullanildiginda hem hidrofilik hem de lipofilik ilaclar bu yapi ile tagimay1
kolaylastirmaktadir (Scholtz, 2010).

Ik olarak ingiliz hematolog Dr. Alec Bangham tarafindan 1960'larin ortalarinda bir
elektron mikroskobu altinda gozlemlenen lipozom, bir lipit ¢ift tabakasindan olusan
ici bos bir vezikiildir ve genellikle hiicre zarinin bilesimi olan bazi dogal
fosfolipitlerden olusmaktadir (Li, 2014). Fosfolipitler, bir fosfat grubu iceren
molekiiller, hidrofobik iki ‘‘kuyruga’’ ve bir hidrofilik ‘‘bas’’ gruba sahip olan
karakteristik kisimlardir. Fosfolipitlerin bu 06zelliginden dolayi, memelilerde
geleneksel hiicre zarlarmi taklit eden lipit ¢ift tabakali vezikiiller olusur.
Lipozomlarda, lipit ¢ift tabakalar1 ve c¢ift tabakalar tarafindan kapsiillenmis hidrofilik
bolge arasindaki hidrofobik bdlge olmak tizere baslica iki bolge yer almaktadir (Tran
vd., 2017; Khodabandehloo vd., 2016; Lim vd., 2013; Pantapasis vd., 2017). Ayrica,
lipozomlar kolesterol gibi baska lipid zincirlerini veya molekiilleri de igerebilir.
Lipozomlar, toksik olmamalari, biiyiik hacimleri ve hem hidrofilik hem de hidrofobik
ilaglara biyouyumluluklar1 ag¢isindan incelenmistir. Bu nedenle, hidrofobik ve
hidrofilik ilaglarin lipozomlar kullanilarak birlikte taginabilecegi sonucuna varilabilir.
Ayrica, kanser tedavisi i¢in DNA veya RNA tasinimi i¢in de kullanim olanagi
bulmuslardir (Giiven, 2019; Li, 2014; Faroog, 2019). Lipozomun temsili yapist Sekil
1.7'de gosterilmektedir.
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Sekil 1.7 Lipozomun yapist (Swart, 2019)



1.2.1 Lipozomlarin bilesenleri

Lipozomlarin ana bilesenleri fosfolipitler ve kolesteroldiir (Shashi vd., 2012;

Alonjang, 2018).

1.2.1.1 Fosfolipitler

Fosfolipitler hem hidrofobik kuyruga hem de hidrofilik bas grubuna sahip amfifilik
molekiillerdir. Fosfolipit molekiillerinin bas gruplar1 suyu severken, yagli asit
kuyruklar1 genellikle acil zincirleri olup hidrofobiktir (Mozafari, 2005). Fosfolipitlerin
genel kimyasal yapist bir gliserol omurgasina sahiptir. Gliserol molekiiliiniin 3
numarali pozisyonundaki hidroksil grubu, fosforik asitle ve 1 ve 2 pozisyonlarindaki
hidroksil gruplar1 ise genellikle uzun zincirli yag asitleri ile esterlesmistir. Uzun
zincirli yag asitleri, fosfolipit molekiillerine lipid 6zelliklerini veren kisimdir. Fosforik
asidin geri kalan oksijen gruplarindan biri ayrica gliserol, kolin, etanolamin, serin ve
inositol dahil olmak {iizere ¢esitli organik molekiillerle esterlesebilir. Bagli olan alkol
ile birlikte fosfat kismi, fosfolipitin bag grubunu temsil etmektedir (Vemuri ve Rhodes,

1995).

Lipozomlarin  hazirlanmasinda  ¢esitli  fosfolipit gruplar1  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Bu fosfolipitler dogal kaynakli, yar1 sentetik veya tamamen sentetik
olabilir. Dogal kaynaklardan modifiye edilmis fosfolipitler veya dogal bas gruplarina
sahip fosfolipitler de lipozomal formiilasyonlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Dilauril fosfatidilkolin (DLPC), distearoil fosfatidilkolin (DSPO),
dioleolilfosfatidilkolin (DOPC), dimiristoil fosfatidilkolin (DMPC), dimiristoil
fosfatidiletanolamin (DMPE), dilauril fosfatidiletanolamin (DLPE),
dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC), dioleoil fosfatidiletanolamin (DOPE), Dilauril
fosfatidilgliserol (DLPG), Distearoil fosfatidil serin (DSPS) ve Distearoil
fosfatidiletanolamin (DSPE) lipozom hazirlanmasinda en yaygm kullanilan
fosfolipitler arasindadir (Shah vd., 2017). Yaygin olarak kullanilan bazi fosfolipitlerin
yapilart Sekil 1.8'de verilmistir (Samad vd., 2007).
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Sekil 1.8 Lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan yaygin fosfolipitler (Shah vd., 2017).

Lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan fosfolipitlerin kimyasal o6zellikleri,
lipozomun da 6zelliklerini 6nemli dlciide etkilemektedir. Lipozomal formiilasyonlarin
biyolojik dagilimi, agiklik, ilag salimi gecirgenligi ve yiizey yiikii, her zaman
olusturduklar fosfolipitlerin kimyasal dogasina baglhdir. Benzer sekilde, lipozomlarin
kapsiilleme verimliligi, toksisiteleri ve stabiliteleri de hazirlanmalarinda kullanilan
fosfolipitlerin tiirtinden etkilenir. Hidrofilik-lipofilik denge, bir amfifilin lipozomal
vezikiil olusturma yeteneginin tahmini i¢in yararli bir gosterge olmustur. Tek kuyruklu
amfifiller, kolesterol varliginda kendiliginden birlesen vezikiiller olusturabilir, ancak
ilag kapsiilleme etkinligi, ¢ift kuyruklu amfifillerden daha azdir (Mozafari, 2007).
Fosfolipitlerin bilesimi ve yiizey yiiki, ila¢ yiiklii lipozomlarin doku dagilimina ve
total (klirens) kinetigine de karar verir. Gangliositler, kan akisinda daha uzun
dolasimdaki lipozomlar saglamak i¢in yiizey yiiklii gruplar tabakasi saglamak icin
bazen lipozom formiilasyonlarina dahil edilen bir sfingolipid sinifidir (Shah vd.,

2017).

Fosfolipitlerin tiimii, akigkanliklariin degistigi bir sicakliga sahiptir. Bu sicaklik,
gecis sicakligi (Tc) olarak da bilinir. Tc, agil zincirinin uzunlugu ile dogru orantili olup
zincir ne kadar uzunsa, Tc o kadar yiiksek ve elde edilen membran yap1 o kadar sert
olmaktadir. Membran yapinin sertligi de daha iyi stabilite sorumlulugu saglamaktadir.
Daha sert zarlar, ilaglarin iceride hapsedilmesini veya baska bir ifadeyle ilag sizintisini
engelleme oOzelligi saglamaktadir (Sharma ve Sharma, 1997). Tc, zarin diger
lipozomlarla kaynasmaya tepki verme seklini, kiimelenmeyi, stabiliteyi, gecirgenligi
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etkileyebildigi ve ayrica biyolojik sistemlerin varliginda lipozomlarin reaksiyona
girme sekline katkida bulundugu i¢in ¢ok énemlidir (Scholtz, 2010; Cheung, 2020).
Lipozomlarin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan fosfolipitler icin gecis
sicakliklart Tablo 1.1°de yer almaktadir.

Tablo 1.1 Lipozomlarin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan fosfolipitlerin gegis sicakliklar
(Sercombe vd., 2015; Cheung 2020)

Fosfolipit Kisaltmalar * Tc (°C)
Dimiristoil fosfatidil kolin DMPC (14:0/14:0 PC) 23
Dipalmitoil fosfatidil kolin DPPC (16:0/16:0 PC) 41
Disteroil fosfatidil kolin DSPC (18:0/18:0 PC) 55
Hidrojenlenmis Soya Fosfatidil kolin HSPC* 52
Dioleoil fosfatidil kolin DOPC (18:1/18:1 PC) -17
Palmitoil-oleoil fosfatidil kolin POPC (16:0/18:1 PC) -2
Dioleoilfosfatidil-etanolamin DOPE (18:1/18:1 PC) -16
Dimiristoil fosfatidil gliserol DMPG (14:0/14:0 PG) 23
Dipalmitoil fosfatidil gliserol DPPG (16:0/16:0 PG) 41
Distearoil fosfatidil gliserol DSPG (18:0/18:0 PG) 55

* Yag asitlerinin sayisal kisaltmasi, her bir yag asidi asil zincirinin karbon atomu ve ¢ift baglarinm
say1sim gosterir. *HSPC, dncelikle DSPC ve DPPC'nin bir karigimidir

1.2.1.2 Kolesterol

Kolesterol (Sekil 1.9), lipozomal kompozisyonda stratejik bir rol oynar ve hem
lipozomal stabilite hem de in vitro ila¢ salinimi {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Lipozomal formiilasyonlardaki kolesterol igerigi, saglamligi kontrol edebilen
lipozomal yapida 6nemli bir degiskendir (Briuglia vd., 2015). Kolesterol iki tabakali
faza entegre edildiginde, hidroksil grubu, genel zar Ozelliklerini etkileyen
fosfolipitlerin ester baglarinin karboksil gruplarinin yanina yerlestirilir. Dengeleyici
olarak kolesteroliin kullanimina iliskin ¢esitli calismalar, zara eklenmesi sonucunda;
vezikiil direncini artirabildigini (Virden ve Berg, 1992), ila¢ katilma verimliligini
azaltabildigini (Mohammed vd., 2004), fosfolipitlerin yag asidi zincirleri arasinda
bosluk olusturabildigini (Rédel, 2019), artan stabilite i¢in intravezikiil etkilesimlerinin
akigkanligint degistirdigini ve asir1 kayma stresi altinda lipit ¢ift tabakali yapinin
korunmasina yardimci oldugu bildirilmistir (Liu vd., 2000). Sulandirildiktan sonra iki
tabakali faza dahil edilebilen kolesterol i¢in doyma limiti yaklasik olarak %50 mol'diir
(Rodel, 2019)
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Sekil 1.9 Kolesteroliin kimyasal yapisi

1.2.2 Lipozomlarin siniflandirilmasi

Lipozomlar, morfolojilerine gore ¢cok lamelli vezikiiller (MLV'ler), kiictlik tek lamelli
vezikiiller (SUV'ler), biiyiik tek lamelli vezikiiller (LUV'ler), oligolamelli vezikiiller
(OLV'ler) ve multivezikiiler lipozomlar (MVL'ler) olarak siiflandirilir (Sekil 1.11).

1.2.2.1 Boyutuna gore siniflandirilma

» Cok lamelli vezikiiller (MLYV)

Cok lamelli vezikiiller (MLV'ler) yaygin olarak "geleneksel lipozomlar" olarak
adlandirilirlar. Birkag esmerkezli fosfolipit ¢ift katmanindan olusan lipozom tiiriiniin
boyut araligi 0,1 um ile 20 pm arasinda yer almaktadir (Sekil 1.10). Ince film
hidratasyon ydntemi ile hazirlanirlar. Ince bir lipid filmi, fosfolipitin kolesterollii veya
kolesterolsiiz organik bir ¢oziicli (6rnegin kloroform) i¢inde yuvarlak tabanli bir balon
icinde ¢oziilmesiyle hazirlanir. Organik ¢oziiciiniin doner buharlastiric1 kullanilarak
vakum altinda buharlastirilmasi, balonun i¢ duvarlarinda ince bir lipid filminin
olusmasina neden olur. Calkalanmaya devam edilirken su eklenmesi MLV'lerin
olusumuna neden olur (Bangham vd., 1965; Elhissi vd., 2006). Bu prosediir,
fosfolipitin faz gegis sicakliginin (Tc) lizerinde gergeklestirilir. Déner buharlastirici
tarafindan buharlastirilan solvent ya bertaraf edilir ya da yeniden kullanim i¢in bir

yogunlastirma ile toplanir (Hussein, 2014).

» Kiiciik tek lamelli vezikiil (SUV)

Kiigiik bir tek lamelli vezikiil (SUV), boyutu 25 ile 100 nm arasinda degisen bir
lipozom olusturan tek bir fosfolipit ¢ift tabakasindan olusur (Sekil 1.10). Batzsri ve
Korn (1973), uygun seyreltme ve karistirma ile fosfolipitin Tc'sinin lizerindeki sulu
faza etanolik bir fosfolipit ¢ozeltisinin enjeksiyonuyla SUV'larin hazirlandigini

bildirmislerdir. Genellikle SUV'ler, MLV'lerin prob sonikasyonu ile dagilimlari
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sonucunda iiretilebilirler. Bu yontemde, sonikatoriin probu, lipozom igeren ¢ozeltiye
daldirilir ve SUV'leri olusturmak iizere MLV'leri bozmak i¢in en yliksek frekansta
caligtirilir (Jain, 2012). Prob, titanyum gibi inert veya biyolojik olarak ¢evreci bir
metalden olusmakta, lipozom vezikiilleri ile uyum iginde salinabilecek sekilde salinan
elektrik akimi frekansina ayarlanmistir. Prob sonikasyonu, probun ucu tarafindan
hazirlamaya yiiksek gii¢ girisi nedeniyle hizla asir1 1s1 iiretebilir. Artan gaz degisimi
ve yiiksek sicaklik nedeniyle, yiiksek lipid ¢ift tabakanin bozulmas riski vardir. Bu
nedenle, lipozomlar gibi 1s1ya dayaniksiz numuneler islenirken sonikasyon siiresince
numuneler soguk tutulmali ve sogutma periyotlariyla sonikasyon islemi kisa

araliklarla gergeklestirilmelidir (Santos vd., 2009).

» Biiyiik tek lamelli vezikiil (LUV)

Biiytik tek lamelli vezikiiller (LUV'ler), SUV'lere benzemektedir, ancak 0.1 pm ile 1
um araliina diisen daha biiyiik bir boyuta sahip olan bu lipozom tiirii tek bir fosfolipit
¢ift katmandan olusur (Sekil 1.10). MLV'lere gore hidrofilik ilaglarin tutulmasi i¢in
daha yiiksek etkinlik sagladigi bildirilmistir. LUV'ler, daha once enjekte edilen
fosfolipitin Tc'sinin iizerinde 1sitilmis olan bir sulu faza eterli bir fosfolipit ¢ozeltisinin
enjeksiyonu ile hazirlanir (Deamer ve Bangham, 1976). Bu yodntemle ilgili
dezavantajlar, ortamin homojen olmamasi (70-190 nm) ve kapsiillenmis ilacin yiiksek
sicaklik veya organik ¢oziiciilerle birlikte yer almasidir (Chauhan vd., 2012; Schieren
vd., 1978). Baska bir yontemde, sulu ilag c¢ozeltisi ile ilagsiz SUV'lerin
stispansiyonunu karistirdiktan sonra dondurarak kurutmak suretiyle suyu alinmis-
yeniden hidratlanmis vezikiiller hazirlanabilir. SUV'ler, rehidrasyondan sonra tipik
olarak 1 um veya daha az vezikiil boyutuna sahip olabilen LUV'lere doniisebilir (Kirby
ve Gregoriadis, 1984).

» Oligolamelli vezikiiller (OLYV)

Sadece iki veya l¢ fosfolipit ¢ift katmanina sahip olan MLV'ler, oligolamelli
vezikiiller (OLV'ler) olarak bilinmekte ve 100-10000 nm araliginda yer alirlar (Sekil
1.10). Szoka ve Papahadjopoulos (1978) tarafindan ters faz buharlasgtirma yontemi
olarak bilinen bir yontem tanitild1 (Szoka ve Papahadjopoulos, 1978; Wang vd., 2022).
Bu yontemde, OLV'ler ve LUV'lerin bir karigimi iiretilir ve bunlar ters buharlasma
vezikiilleri (REV'ler) olarak adlandirilir. REV'ler, sulu fazin %62'sine kadar tutulma

saglar (Jain, 2012). Alternatif olarak, etanol bazli prolipozomlardan oligolamelli
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lipozomlar {iretilebilir. Etanol bazli prolipozomlar, sulu fazin eklenmesi ve
calkalanmas1 {izerine lipozomlar olusturan fosfolipitlerin konsantre etanolik

karigimlaridir (Perrett vd., 1991).

» Cok bicimli lamelli vezikiiller (MVYV)

Bir MLV'ye benzer boyutta biiyiik bir vezikiil, bir grup lipozomu ¢evrelediginde,
sonraki vezikiil durumu multivezikiiler lipozom (MVL) olarak bilinir (Kim vd., 1983)
(Sekil 1.10). MVL'ler, sulu sakkaroz ¢dzeltisi ve emiilsiyonun eklenerek sonrasinda
organik ¢oziicliniin 1lik sicaklikta buharlastirilmasiyla olusturulur. Bu yonteme gore
hazirlanan MVL'ler, yiiksek depolama stabilitesine ve kolay tiretim 6zelligine sahip
olabileceginden, ince film yontemiyle hazirlanan MLV'lere gore baz1 avantajlara sahip

olabilirler (Kim vd., 1987).

O

SUV LUV or v
MVV
MLV
| | 1
20 nm 1pm 200 pm
Boyut

Sekil 1.10 Lipozomlarin sematik siniflandirmasi (Clergeaud Veiga, 2014)

1.2.3 Bilesime ve ila¢ tasinimina gore lipozomlar
Bilesimlerine ve ilag tasima yontemine gore geleneksel, pH-duyarli, katyonik, uzun
dolagimli, immiino, 1siya duyarli ve manyetik lipozomlar olarak siniflandirilabilirler

(Varun vd., 2012). Bu lipozomlarin 6zellikleri Tablo 1.2'de listelenmistir.
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Tablo 1.2 Bilesime ve ilag tasimm yontemine gore siniflandirilan lipozomlarin 6zellikleri (Volkwyn,
2019)

Lipozom Tiirii Ozellikleri

» Notr veya negatif yiiklii fosfolipitler ve kolesterolden olusur
Geleneksel » Kisa dolagim yar1 6mriine sahiptir
lipozomlar » Farmakokinetik 6zellikleri doza baglidir

» Fosfatidiletanolamin (PE) gibi fosfolipitlerden olusur
pH-duyarli » Diisiik pH'ta kaplanmus pit endositoza tabidir
lipozomlar » Makromolekiillerin ve zayif bazlarin hiicre i¢i iletimi i¢in uygundur

» Farmakokinetik 6zellikleri, geleneksel lipozomlarinkine benzerdir.
Manyetik » Fosfatidilkolin, kolesterol ve az miktarda kolloidal manyetik demir
lipozomlar oksit parcaciklarindan olusur.

» Dipalmitoil fosfatidilkolinden olusurlar
Istya duyarh » Lipitlerin faz gecis sicakligi olan 41°C'de maksimum salinim elde
lipozomlar edilecektir.

» Katyonik lipidlerden olusurlar

» Hiicreler veya endozom zarlari ile kaynasabilirler
Katyonik » DNA ve RNA gibi negatif yiiklii makromolekiiller i¢in uygundur
lipozomlar » Esas olarak bolgesel uygulama i¢in kullanilirlar

»  Yapisal olarak kararsiz

» Yiiksek dozlarda toksik etkilere sahiptirler.

»  Gizli lipozomlar olarak da bilinirler.
Uzun dolagiml » Notr yiiksek gecis sicakligina lipidler ve kolesterolden olusurlar
lipozomlar » Uzun dolasim yar1 dmriine sahiptirler

» Farmakokinetik 6zellikleri dozdan bagimsizdir

» Yiizey gruplar hidrofilik kaplamaya sahiptir.

» Bagl antikor ya da tanima dizisine sahip geleneksel veya uzun
Immiino dolasimdaki lipozomlar
lipozomlar » Reseptor aracili endositoza tabidirler

» Hiicreye spesifik baglanma saglayabilirler

1.2.4 Nanolipozom

Nanolipozomlar, yakin zamanda tanitilan lipozomlarin nanometrik versiyonlaridir ve
mikrotasiyicilara gore bircok avantajlari vardir. Mikrofajlar tarafindan taninmayi
onleyerek, kanda daha uzun siire dolagirlar. Kilcal damarlar ve biyolojik zarlar yoluyla
dokularin derinliklerine niifuz edebilirler. Ayrica, hiicreler tarafindan kolayca alinirlar,
bdylece hedef bolgede terapotik etkinligin artmasiyla sonuglanir, istenen alanda etkiyi

haftalarca bile uzun bir siire boyunca siirdiiriirler. Ayrica, kapsiillenmis ilaglarin
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kontrollii salimin1 ve hassas hedeflemesini biliyiik Olgiide gelistirirler.
Nanolipozomlarin, ¢oziiniirliiklerini ve biyoyararlanimlarini, in vitro ve in vivo
stabilitelerini artirarak ve yan etkilerini 6nleyerek ilaglarin performansini birgok kat
arttirdig1 bulunmustur. Antioksidanlar hem askorbik asit hem de E vitamini gibi hassas
biyomalzemelerin gida sistemindeki bir oksidasyon bdlgesine kapsiillenmesi ve

taginmasi i¢in yaygin olarak kullanilirlar (Mozafari, 2007; Maherani vd., 2011).

1.2.5 Lipozomlarin hazirlanma yontemleri

Lipozom hazirlamada geleneksel yontemlerin uygulama alanlar1 ¢cok genistir (Meure
vd., 2008). Genel olarak bu yontemler, organik ¢oziiciiler i¢inde ¢oziilmiis lipid
cozeltilerini, ortamdaki organik ¢oOziiciinlin uzaklastirilmasi, lipidin sulu ortamda
dagitilarak yeniden boyutlandirilmasini, olusan lipozomlarin saflastirilmasini ve elde
edilen lipozomlarin analiz asamalarini igerir (Akbarzadeh vd., 2013). Sekil 1.11°de
gosterildigi gibi, birden fazla lipozom hazirlama yontemi vardir ve aralarindaki temel
fark, lipidlerin kurutulmasi ve sulu ortamda yeniden dagitilarak boyutlandirlmasi
islemidir. Hazirlama yontemleri mekanik dispersiyon, solvent dispersiyonu ve
deterjanin uzaklastirilmasi olarak iic ana kategoride siniflandirilabilir. Hazirlama
yontemine bagl olarak farkli boyut ve lamellere sahip lipozomlar elde edilebilir

(Guimaraes, 2021).

Lipozom hazirlama yonteminin optimal se¢imi hapsedilecek malzemenin
fizikokimyasal Ozellikleri, istenen boyut ve vezikiillerin ¢oklu dagilimi, istenen ¢ift

katmanl 6zellikler ve 6l¢ek biiyiitme olasiligina bagl olarak degisiklik gosterir.

4 N N A
I. Mekanik I1. Solvent .
. . . ) II1. Deterjan uzaklastirma
dispersiyon dispersiyon
Sonikasyon Eter enjeksiyonu Diyaliz
Dondil_rularakl(;ozulen Ters fazli buharlagsma ; ) R
1pozomliar ) ) Sarigik misellerin
. i ) o ) deterjanla ¢ikarilmasi
Ince film hidrasyonu Etanol enjeksiyonu \ J
y ) Jel gecirgenlik
Mikro emiilsifikasyon Cift emiilsifikasyon kromatografisi
N 2N 2R N\G _J

Sekil 1.11 Lipozom hazirlama ydntemlerinin siniflandirilmasi
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1.2.5.1 Mekanik Dispersiyon Yontemi
Mekanik dispersiyon yontemi kullanilarak hazirlanan lipozomlarin sematik gdsterimi

Sekil 1.12°de gosterilmektedir.

Organik ¢o6ziiciide birlikte ¢oziinen fosfolipid

Vakum altinda film biriktirme yoluyla uzaklastirilan organik ¢oziicii

Kat1 lipid karigimi

Sulu tampon kullanilarak hidratlanma

Lipidler siser ve hidratlanir

Lipozomlar

Sekil 1.12 Lipozomlarin mekanik dispersiyon yontemi ile hazirlanmasi

» Sonikasyon ile lipozom hazirlanmasi

Sonikasyon, SUV hazirlanmasi i¢in belki de en yaygin olarak kullanilan lipozom
hazirlama yontemidir. Burada, MLV'ler, pasif bir atmosfer altinda banyo tipi bir
sonikatdr veya bir prob sonikatorii ile sonikasyona tabi tutulur. Bu yontemin ana
dezavantajlari, ¢ok diisiik i¢ hacim/kapstilleme etkinligi, kapsiillenecek fosfolipitlerin
ve bilesiklerin olast bozunmasi, biiyiik molekiillerin ortadan kaldirilmasi, prob
ucundan metal kirliligi ve SUV ile birlikte MLV'nin varligidir (Ansari ve Mannan,

2017).

e Prob sonikasyonu

Prob sonikatoriin ucu, dogrudan lipozom dispersiyonunun i¢ine daldirilmistir. Bu
yontemde lipid dispersiyonuna enerji girisi ¢cok yiiksektir ve prob ile ¢ozelti arasinda
enerjinin birlesmesi sicaklikta artisa yol acar; bu nedenle, deneyin yapildig1 kap bir
su/buz banyosuna daldirilmalidir. Bu yontemde sonikasyonun 1 saati boyunca,
lipidlerin %5'inden fazlasi deesterifiye edilebilir. Ayrica, sonikatdriin probunda yer

alan titanyumun dokiilmesi nedeniyle ¢ozelti kirlenebilir (Tonger vd., 2020).
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e Banyo sonikasyonu

Bu islemler genellikle, vezikiil boyutuna ulagsmak i¢in gerekli olmayabilecek biiyilik
hacimli seyreltik lipidler i¢in kullanilir. Lipozom siispansiyonu test tiiptinde tutulur ve
bir banyo sonikatdriine yerlestirilir. Bu yontemde lipid dispersiyonunun sicakligini
kontrol etmek, prob kullanilarak dogrudan dispersiyon yoluyla sonikasyon isleminin
aksine, genel olarak daha kolaydir. Elde edilecek olan lipozomun boyutu sicaklik,
bilesim ve konsantrasyon, sonikasyon siiresi ve giicii, iirlinlin hacminden etkilenir
(Andhale vd., 2016). Banyo sonikasyon ile elde edilen lipozomlarin sematik gésterimi

Sekil 1.13’te gosterilmektedir.

SUV

Banyo sonikasyon
Kiiciik MLV

Kiimelenmis lipitler

Sekil 1.13 Banyo sonikasyon ile lipozomun hazirlanmasi (Dwivedi vd., 2015)

1.2.5.2 Solvent dispersiyon yontemi
Solvent dispersiyon yontemi kullanilarak hazirlanan lipozomlarin sematik gosterimi

Sekil 1.14’te gosterilmektedir.

Lipidler

Lipidler organik ¢6zelti i¢inde ¢oziiliir

Lipozomlarin i¢inde tutulacak malzemeleri igceren sulu faz ile temas ettirilmesi

Lipozomlar

Sekil 1.14 Lipozomlarin solvent dispersiyon yontemi ile hazirlanmasi

1.2.5.3 Deterjan uzaklastirma yontemi ile lipozom hazirlanmasi

Deterjan uzaklastirma yontemi kullanilarak hazirlanan lipozomlarin sematik gosterimi

Sekil 1.15’te gosterilmektedir.

29



Fosfolipitler + sulu faz (Deterjan Yoluyla baglanti)

Fosfolipit molekiillerine iligkin deterjanlar

Sudaki molekiiliin hidrofobik bdliimlerini tarama gérevini yapmak

Lipozomlar

Sekil 1.15 Lipozomlarin deterjan uzaklastirma yontemi ile hazirlanmasi

1.2.6 Lipozomlarda ilac¢ yiikleme

[lag hapsetme verimi, tutulmas1, hazirlama isleminin kolaylig1 ve dlceklenebilirligi,
lipozomun stabilitesi ve yontemin maliyet etkinligi, lipozomlara ila¢ yiikleme
yonteminin secimine bagl olarak degiskenlik gosterir. Ilaglar1 lipozomlara dahil
etmenin iki farkli yontemi vardir. Bunlar pasif ve aktif ila¢ ylikleme (kapsiilleme)
teknikleri olarak bilinirler. Pasif yiikleme tekniginde ilaclar, hazirlanmalar1 sirasinda
lipozomlarin iginde hapsedilir. Aktif yiikleme durumunda, ilaglar saglam lipozomlara

yliklenir (Maherani vd., 2011).

1.2.6.1 Pasif yiikleme teknikleri

Pasif yiikleme tekniginde ilacin kapsiillenmesi lipozom olusumu sirasinda olmaktadir.
Hidrofilik ilaglarin lipozomlarin i¢ ¢ekirdegine yiiklenmesi lipozomlarin olusumu
sirasinda ince lipid filmin hidratlanmasi i¢in kullanilan tampon ile karistirilmasi
sonucu olmaktadir. Lipofilik ilaglar yiiklenmesi ise ince kuru lipid filminin
hazirlanmasi sirasinda ilaglarin diger lipozom bilesenleriyle karigtirilmasi sonucunda
lipid ¢ift katmanlarina kapsiillenmesiyle olmaktadir. Ortamda kalan ilag molekiilleri,
jel filtrasyon kromatografisi ya da diyaliz ile lipozom siispansiyonundan uzaklastirilir

(Pandey vd., 2016).
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Kapsiilleme verimliligi lipid konsantrasyonuna, lipozom boyutuna, lipid se¢imi gibi
ozelliklere bagh olarak farklilik gosterir. Lipid ¢ift tabakasi ile etkilesime girmeyen
suda ¢Oziiniir bilesiklerin kapsiilleme etkinligi, pasif yontemle yiiklendiginde ve
lipozomlar i¢inde bulunan sulu hacimle orantili goriiniiyorsa nispeten daha diisiiktiir
(Tyagi vd., 2013). Biiyiik lipozomlarin kapstilleme verimliligi kiiclik lipozomlardan
daha yiiksek olacaktir (Akbarzadeh vd., 2013). Lipofilik bilesik gibi lipid ¢ift tabakasi
ile etkilesime giren ila¢ normal olarak daha 1yi kapsiilleme verimine sahiptir.

Bu nedenle, lipofilikligi artirmak ve lipit cift tabakasina daha iyi yiiklenmesi icin
lipofilik zinciri ila¢ molekiiliine baglayarak kapsiilleme verimliligini artirmak icin
cesitli yontemler gelistirilmistir (Sutradhar ve Amin, 2014; Bozzuto ve Molinari,
2015). Bu teknikle verimli bir sekilde daha iyi yilikleme i¢in lipid bilesiminin se¢imi
de kritik 5neme sahiptir. Ornegin, siRNA gibi yiiksek oranda negatif yiiklii niikleotit
bilesiklerini yiliklemek icin lipid se¢imi, gelistirilmis ilag/lipid etkilesiminden dolay1

kapsiilleme verimini 6nemli Ol¢lide artiracaktir.

1.2.6.2 Aktif yiikleme teknikleri

Belirli alkali ya da zayif asidik yapidaki ila¢ molekiilleri, aktif yiikleme veya uzaktan
ylikleme yontemiyle 6nceden olusturulan lipozomlara yiiklenmektedir. Bu siire¢, pH
tarafindan olusturulan bir elektrokimyasal potansiyel veya lipozomlarin lipid ¢ift
tabakas1 boyunca olusturulan iyon gradyanlar1 tarafindan yiiriitiiliir (Akbarzadeh vd.,
2013; Bozzuto ve Molinari, 2015). Belirtilen pH ve iyon konsantrasyonuna sahip
tamponun kullanilmasi sonucunda lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda pH veya iyon
gradyanlar1 olusturulur. Lipozomlarin harici pH'1 daha sonra farkli pH'li bagka bir
tamponla veya diyaliz yoluyla iyon konsantrasyonu veya boyut dislama kromatografisi
ile degistirilir. Lipozom zarlar1 boyunca pH gradyani olusturulduktan sonra, ilag, ¢ift
tabaka boyunca akiskanlig1 ve verimli tagimay1 saglamak i¢in tipik olarak lipitlerin faz
gecis sicakligmin iizerindeki bir sicaklikta lipozomlarla karistirilarak yiiklenir. Ilag
molekiilleri, lipozomlardaki iyonlarla etkilestikten sonra yiiklenmis olur. Yiiklenen
ilag¢ molekiilleri disar1 ¢cikamaz ve lipozom ¢ekirdegi i¢inde hapsolmus olarak varligin

stirdiiriir (Pandey vd., 2016).

1.2.7 Lipozomlarin hedefleme stratejileri
Genel olarak, lipozom formiilasyonunun arastirma ve gelistirme alani, onlarin

hedefleme stratejileridir. Spesifik hedefleme, ila¢ dagitim sistemleri olarak
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lipozomlarin en eski fonksiyonel 6zelligidir (Zylberberg ve Matosevic, 2016). Bu
nedenle, belirli bolgelerin hedeflenmesi hem yeni tan1 araglarinin gelistirilmesine hem
de tedavi edici ajanlarin etkinliginin iyilestirilmesine odaklanmaktadir (Fay ve Scott,
2011). Giiniimiiz kosullarinda, lipozomlarin hedeflenmesinin genel olarak
siniflandirilabilecegi iki ana strateji vardir, bunlar pasif ve aktif hedeflemedir. Pasif
doku hedeflemesi, esas olarak kanser damar sisteminin 6zellikleri ve hiicre baglanmasi
icin amaclanan lipozom yiizeyindeki aliciya 6zgili ligandlar aracilifiyla aktif doku

hedeflemesi yoluyla elde edilir (Sekil 1.16).

Pasif hedefleme

®  Kanser hiicresi

(%) Lipozom

'i‘ Hedeflenen lipozom

*Tmor doku

Normal doku

v Al

Y Ligant

Sekil 1.16 flaglarin terapotik etkinligini arttirmak igin lipozomlarin bir tiimére pasif ve aktif hedefleme
stratejilerinin sematik gdsterimi (Guimaraes, 2021)

1.2.7.1 Pasif hedefleme

Pasif hedefleme yaklasimlari, kanserlerin ve ¢evrelerinin patofizyolojik 6zellikleri
nedeniyle agirlikli olarak onkoloji alaninda uygulanmaktadir (Wicki vd., 2015).
Lipozomlarin dokulara veya hiicrelere pasif olarak hedeflenmesi, sivilar i¢indeki
molekiiler enerji yoluyla sizan tiimor vaskiilatiir yoluyla bunlarin taginmasi ve timor
dokular arasi1 bosluklara iletilmesiyle gerceklestirilir (Gogoi vd., 2016). Bu sekilde, 10
ile 500 nm arasinda degisen hedeflenmemis lipozomlar, anormal sizan kan damarlar
ve fonksiyonel lenfatiklerin eksikligi nedeniyle, damar sisteminin artirilmis
gecirgenlik ve tutma (EPR) etkisi yoluyla tercihen tiimdr ve iltihapli dokular {izerinde

birikebilir (Torchilin, 2011; Fang vd., 2011; Biswas ve Torchilin, 2014).

Pasif hedefleme, fagositik alim veya mononiikleer fagositik sistem (MPS) hiicreleri
tarafindan bosluk gibi organizma savunma mekanizmalar1 tarafindan hizh

eliminasyonundan kaginabilecek bir lipozomal formiilasyon gelistirme ihtiyacin1 igerir
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(Kraft vd., 2014). Bu ihtiya¢ dogrultusunda, gizli lipozomlarin hazirlanmasi,
lipozomlarin polietilen glikol (PEG) ile yiizey modifikasyonu nedeniyle dolasim
slirelerini artirmaya izin veren pasif hedefleme yaklasimlarinda kullanilmak i¢in iyi
bir drnek olabilir. Bu yontem ayni1 zamanda, kanser hiicrelerine spesifik hedeflemeyi
indiikleyebilen, yiikleri gibi lipozomlarin 6zgiin 6zelliklerinin kullanimini da igerir.
Bagka bir oOrnek katyonik lipozomlardir. Bu tip lipozomlarin, elektrostatik
etkilesimlerle tiimor endotel hiicrelerinde 6zel olarak agiklanan negatif yiiklii fosfolipit
bas gruplarin1 bagladigi rapor edilmistir (Byrne vd., 2008). Sadece EPR etkisine dayali
hedefleme mekanizmasi, sitotoksik ilaglarin yan etkilerini azaltmak i¢in yeterli
degildir. EPR etkisinin tiimorler i¢indeki heterojenligi ve bunlarin bazi kat1 tiimorlerle
sinirli olmasi, pasif hedefleme yoluyla verilen ilaglarin etkinligini de etkileyebilir
(Kraft vd., 2014; Park vd., 2019). Bu nedenle, aktif hedefleme gibi gelismis islevlere

sahip alternatif hedefleme yaklasimlarinin gelistirilmesi arastirma konusu olmustur.

1.2.7.2 Aktif hedefleme

1906'da vizyon sahibi Paul Ehrlich, viicutta spesifik ilag tasinimini yonlendirmek i¢in
gereken “sihirli bir maddeyi” tanimlayarak aktif hedefleme kavramini sunmustur
(Strebhardt ve Ullrich, 2008). O zamandan bu yana diinya genelindeki arastirmacilar,
teshis ve tedaviyi hassas bir sekilde kolaylastiran se¢ili hiicreleri hedef alacak “sihirli
maddeyi” aramaktadirlar (Bazak vd., 2015). Aktif hedefleme, lipozomal sistemlerin
gelistirilmis iletimi i¢in bir hedefleme ligandinin lipozomlarin yiizeyine baglanmasini
igerir (Riaz vd., 2018). Aktif hedefleme i¢in antikorlar, niikleik asitler (aptamerler),
peptitler, tam proteinler (6rnegin transferrin) ve vitaminler (6rnegin folik asit) gibi
kii¢iik molekiiller dahil olmak iizere ¢ok sayida hedefleme ligandlar1 kullanilmistir
(Wicki vd., 2015). Hedef ligandlarin sec¢iminde c¢esitli faktorler gbz Oniinde
bulundurulur. Bunlar arasinda, hedef iizerinde bagil olarak asir1 veya segici ekspresyon
derecesi, ligand hedefli formiilasyonun hedef hiicre alimi ve hedef molekiiliin
kaplanma derecesi yer alir (Noble vd., 2014; Sawant ve Torchilin, 2012). Ayrica, bu
ligandlar saglikli hiicrelere baglanmay1 en aza indirirken hedef hiicrelere baglanmaya

izin verecek sekilde segilmelidir (Torchilin, 2005).

Lipozomlar islevsellestirmek i¢in mevcut {i¢ ana yaklagim vardir. Birincisi, lipozom
hazirlama sirasinda diger lipid bilesenleriyle karigtirllmadan once istenen hedefleme

ligandinin bir lipide baglanmasidir. ikinci yaklasimda, hazirlandiktan hemen sonra,
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lipozomlar gerekli hedefleme ligandi ile islevsellestirilir (Marqués-Gallego ve
de Kroon, 2014). Sonunda amin, karboksilik asit, tiyol veya maleimid gruplar1 ile
islevsellestirilmis bir PEG ayiricili bas grup modifiye lipidler, bu yaklasim i¢in mevcut
secenekleri temsil eder (Conde vd., 2014). Bagka bir yaklagimda, islevsellestirilmis
lipidin O6nceden olusturulmus lipozomlara sonradan eklenmesi Onerilmistir. Bu
yontem, misel fazindan islevsellestirilmis lipidlerin 6nceden olusturulmus ve hatta ilag
yukli lipozomlara kendiliginden dahil edilmesi ilkesine dayanmaktadir. Hedefleme
molekiiliiniin tiirevlendirilmesi, aktiflestirilmis lipidlerin tamponda bulunanlar gibi
diger lipozomal bilesenlerle etkilesimini dnlemek i¢in bir yontem olarak ayri bir

asamada gerceklesir (Steenpal3 vd., 2006).

1.2.8 Lipozomlarin karakterizasyon yontemleri

Uretimden sonra ve uygulamadan &nce, in vitro ve in vivo performanslarini giivence
altima almak adma fiziksel ve kimyasal o6zelliklerinin degerlendirilmesi i¢in
lipozomlarin kapsamli bir sekilde karakterize edilmesi gerekir (Cagdas vd., 2014).
Degerlendirme amacl karakterizasyon parametreleri, fiziksel, kimyasal ve biyolojik
parametreleri igeren ii¢ genis kategoriye ayrilabilir. Lipozomlar1 karakterize etmek
icin en ¢ok arastirilan ozellikler boyut, boyut dagilimi (polidispersite indeksi, PDI
kullanilarak rapor edilmistir), ylizey yiikii (zeta potansiyeli 6l¢iimii yoluyla), sekil,
katmanlilik, faz davranisi, kapsiilleme verimliligi ve in vitro ilag salimidir (Kachare
vd., 2020; Pattni vd., 2015; Nkanga vd., 2019). Tablo 1.3’te lipozomal 6zelliklerin

degerlendirilmesi i¢in kullanilan ana analitik teknikler yer almaktadir.

Tablo 1.3 Lipozomal 6zelliklerin degerlendirilmesi i¢in kullanilan analitik teknikler (Guimardes, 2021)

Ozellikler Analitik teknikler

Sekil Mikroskopi teknikleri: TEM, Cryo-TEM ve AFM.

Katmanlilik Cryo-TEM, 3'P-NMR, Kiiciik agili X-15m1 sagilmasi (SAXS) ve sikismis
hacim belirleme teknikleri.

Ilag salim1 Spektrofotometri yontemleri, HPLC ve UPLC.

Zeta potansiyeli Lazer Doppler elektroforezi (LDE) ve kapiler elektroforez

Dinamik 151k sa¢ilim1 (DLS), Nanoparg¢acik izleme analizi (NTA),

Niikleer manyetik rezonans (NMR), Alan akis1 fraksiyonasyonu (FFF), Boyut
Boyut dislama kromatografisi (SEC). Mikroskopi teknikleri: Gegirimli elektron

mikroskobu (TEM), Kriyojenik-TEM (Cryo-TEM) ve Atomik kuvvet

mikroskobu (AFM), Optik Mikroskopi.
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Tablo 1.3 Lipozomal ozelliklerin degerlendirilmesi i¢in kullanilan analitik teknikler (Devami)
(Guimardes, 2021)

Ozellikler Analitik teknikler

Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), Termogravimetrik analiz (TGA),

Faz davranisi floresan prob polarizasyonu, NMR, Elektron paramanyetik rezonans (EPR),

Fourier transform kizildtesi spektroskopisi (FTIR) ve Xray kirinimi (XRD).

Ultraviyole-goriiniir (UV—Vis) ve floresan spektroskopisi, enzim veya protein

Kapsiilleme bazli testler, Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), Ultra

Verimliligi performansli sivi kromatografisi (UPLC), Sivi ve Gaz kromatografisi kiitle

spektrometrisi, Elektron spin rezonansi (ESR) ve 1H NMR.

1.2.9 Lipozomlarin avantajlari ve dezavantajlar

Lipozomlar, basarili kapsiilleme araglar1 ve biyoaktif tagiyicilar olarak bir dizi avantaja

sahiptir (Kumar vd., 2021):

Stirekli salinim saglarlar

Noniyoniktirler

Lipozomlar, hedeflenen ila¢ taginimi veya bolgeye 6zgii ilag tasiyicisi olarak
kullanilirlar

Hapsedilen ilacin yabanci bir madde olarak ortamdan uzaklastirilmasini
engellerler ve dengede kalmasini saglarlar

Hem suda hem de yagda ¢6ziinen ilaglari tasiyabilirler

Biyobozunur ilaci oksidasyondan koruyarak stabilize edilebilirler

Protein stabilizasyonunu gelistirirler

Kontrollii hidrasyon saglarlar

Cesitli yollarla uygulanabilirler

Farmakokinetik ve farmakodinamigi degistirebilirler

Lipozomlar, genlerin hiicrelere verilmesinde cesitli avantajlar 6nermistir
Lipozomlarin hem negatif hem de pozitif yiiklii molekiilleri vardir

Lipozomlar, DNA'y1 pargalayici siireglerden korur

Lipozomlar, muhtemelen bir kromozom olarak biiylik DNA parcaciklarini
tastyabilir

Lipozomlar, belirli hiicrelere veya dokulara hedeflenir

Lipozomlar daha etkili ve tedavi edici bir ilag indeksidir

Lipozomlar, hassas dokunun toksik ilaca maruziyetini azaltmaya yardimeci olur
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Aktif hedefleme elde etmek i¢in bolgeye 6zgii ligandlarla etkilesim esnekligine

sahiptirler

Ote yandan, lipozomlarmn diger nanotasiyici adaylarmin aksine birka¢ dezavantaji da

vardir (Monisha et al., 2018).

Nispeten tiretimler maliyetlidir

Kapsiillenmis ilag / molekiillerin karismasi ve sizintisi olabilir

Fosfolipitin oksidasyon ve hidroliz durumu olabilir

Modifiye edilmeyen lipozomlarin yarilanma émrii kisa olabilir

Modifiye edilmeyen lipozomlar orta diizeyde ¢Oziintirliik ve kararliliga sahiptir

Modifiye edilmeyen lipozomlar RES hiicreleri tarafindan hizli salinirlar

1.2.10 Lipozomlarin uygulamalar

Lipozomlarin yapisal ve fizyolojik ozellikleri gesitli oldugundan genis uygulama

alanlarina sahiptirler (Chaudhari, 2005);

>
>

Lipozomlar hem in vitro hem de in vivo ilag i¢in tasiyici gérevi goriirler
Hedeflenen ilag tasinim sisteminde lipozomlar metotreksat, aktinomisin-D vb. gibi
antikanser ilag¢ tasiyicilart olarak kullanilir

Lipozomlarin kapsiillenmesi, enzim saflagtirmasinda bir adim olarak kullanilmistir
Oral uygulama i¢in kapsiillenmis insiilin ve biiylime hormonu olarak lipozomlarin
kullanimi rapor edilmistir

Hiicre biyolojisinde lipozomlarin en 6nemli kullanimi, zar lipidinin durumunu
idare etmektir

Lipozomlar, enzimatik kofaktorler gibi 6nemli diizenleyici molekiilleri hiicrelere
yerlestirmek icin kullanilabilir

Lipozom kolajen jelleri, cesitli biyoaktif ilaglarin taginimini yavas salinimi
gosterir, bu nedenle ¢coklu dozaj durumuna gore bariz bir avantaja sahiptir

Bu teknik ayn1 zamanda yara ve yanik tedavisinde de giincel olarak uygulanabilir
Antimikrobiyallerin veya hiicre bilylime faktorlerinin lipozomlara dahil edilmesi,
gelismis hiicre bilylimesini ve enfeksiyon olusumunun engellenmesi igin
kolaylastirict olabilirler

Membran diizeyinde belirlenen bu hiicresel islevleri modellemek i¢in arastirma

aract olarak uygulanabilirler
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» Mikro analiz (membran immunoassay) alaninda kullanilabilirler

» Lipozomlar, tanisal goriintilleme i¢in radyofarmasdtiklerin tastyicilart olarak
kullanilirlar

» Yabanci kimyasallarin ve ilaglarin sentezi i¢in hizla gelisen rekombinant DNA
teknolojisi alaninda endiistriyel olarak kullanilabilirler

» Kozmetikte uygulama: Lipozomlar, dogal nemlendirici faktér (NMF), alfa
hidroksi asit (AHA), proteinler, vitaminler (A ve E), yaglar, fitosteroller ve

antioksidanlar gibi maddelerin tasiyicilar1 olarak kullanilirlar

1.3 Siklodekstrinler

Supramolekiiler kimya, etkilesen tiirler arasinda kovalent baglarin kurulmadig:

molekiiller aras1 etkilesimleri igerir. Bu etkilesen tiirler iyonlar, molekiiller veya

radikaller olabilir. Genel olarak, etkilesimlerin ¢ogu konak-konuk iligkileri seklinde
gerceklesir. Molekiiller arasi etkilesimler i¢in kullanilan konaklar arasinda, asagidaki
nedenlerden dolay1 ¢ok 6nemli konak olarak kabul edilen siklodekstrinler (CD'ler) yer

alir (Szejtli, 1998; Al-Derbali, 2016).

» Nisasta gibi yenilenebilir dogal malzemelerden nispeten basit enzimik doniigiim
yoluyla tiretilebilen yar1 dogal tiriinlerdir.

» Her yil biiyiik miktarlarda ve ¢evre dostu teknolojilerle iiretilmektedir.

» Ticari ve endiistriyel uygulanabilirligi ile ekonomik olup kompleks olusturma
yetenekleri, onlar1 ilag Ozelliklerini degistirmedeki uygulamalara borgludur.
Benzersiz "molekiiler kapsiilleme" o6zellikleri nedeniyle, bir¢ok endiistriyel
irlinde, teknolojide ve analitik yontemde yaygin olarak kullanim alanina
sahiptirler.

» Dogal ikincil karakteristik toksik etkileri, uygun CD tipi, tiirevi ya da uygulama
modu segilerek ortadan kaldirilabilir.

> Insanlar tarafindan ilac, gida veya kozmetik icerigi olarak tiiketim olanagina sahip

olmasi ¢cok 6nemlidir.

CD'ler yiizyili askin siiredir bilinmesine ragmen, bir sekilde yeni bir farmasotik
yardimct madde grubu olarak kabul edilmektedir. Tarihsel olarak, CD kimyasi
yirminci ylizyillin baglarinda 6ne ¢ikmaya baglamis ve CD'ler ile kompleksleri
hakkindaki ilk patent 1953'te tescil edilmistir. Ancak yiiksek iiretim maliyetleri onlar

icin bir dezavantaj olusturmaktadir. Sonug¢ olarak, 1970'ten 6nce yalnizca kiigiik
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miktarlarda CD iiretimi yapiliyordu. Biyoteknolojideki son gelismelerle birlikte, CD
iiretimindeki onemli gelisme, iiretim maliyetlerinin diismesiyle sonuglanmis ve bu
gelisme ayni zamanda yiiksek oranda saflastirilmig CD'lerin yani sira farmasotik
yardimc1 maddeler olarak ¢ok uygun olan diger CD tiirevlerinin var olmasina yol
acmistir. CD'ler ve bunlarin tiirevleri biiylik 6l¢iide ilaglarin suda ¢oziiniirliigiinii,
stabilitesini ve biyoyararlanimimi arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Ek olarak, sivi
ilaglar1 mikrokristalin tozlara doniistiirmek, ilag-ilag veya ilag-katki etkilesimlerini
onlemek, mide-bagirsak veya goz tahrisini azaltmak ve hos olmayan tat ve kokuyu
azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in de kullanilabilirler (da Conceigdo, 2020;

Loftsson ve Brewster 1996; Al-Derbali, 2016).

1.3.1 Siklodekstrinlerin yapisi

Siklodekstrinler, a-1,4 glikozidik baglarla birbirine baglanan glukopiranoz
birimlerinden olusan siklik molekiillerdir. Yaygin olarak 6, 7 veya 8 a-D-glikoz birimi
mevcut olup bu birime karsilik gelen siklodekstrin, sirasiyla o, B ve y siklodekstrin
olarak adlandirilir (Sekil 1.17). 6-CD (9 glukopiranoz birimi igerir) olarak adlandirilan
daha yiiksek benzer iiyeler de rapor edilmis, ancak bunlar oldukca esnek bir yapiya
sahip ve daha az yaygin olarak kullanilmaktadir (Wistuba vd., 2006; Akasaka vd.,
2000). Ayrica, CD'ler i¢in yaygin sterik engel nedeniyle bes veya daha az glukopiranoz
birimine sahip olma olasilig1 oldukga diisiiktiir (Sengupta vd., 2018; Tanwar, 2018).

a-CD B-CD v-CD

Sekil 1.17 a, B ve y-CD'in kimyasal yapisi ve konformasyonu (Lupidi, 2016)

Nispeten hidrofobik bir bosluga sahip, oyuk ¢ap1 0.47 ve 0.83 nm (mevcut glikoz
birimlerinin sayisina bagl olarak) ve hidrofilik bir dis ylizey (Sekil 1.18) ile toroidal
bir sekle (kesik koni gibi) sahiptirler (Demchenko, 2020; Gidwani ve Vyas 2015).
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Hidrofobik
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Sekil 1.18 Hidrofobik i¢ bosluga ve hidrofilik dis yiizeye sahip a, B ve y-CD toroidlerin toroidal seklini
ve goreli boyutlarini gosteren sematik ¢izim (Sengupta vd., 2018)

Siklodekstrinlerin birincil -OH gruplar1 dar tarafa isaret ederken, ikincil -OH gruplari
koninin genis tarafinda yer alir (Sekil 1.19). Siklodekstrinler, nisastanin siklodekstrin
glukonotransferaz enzimi tarafindan bozulmasimni igeren bir molekiill i¢i
transglikozilasyon reaksiyonu ile olusturulur (Del Valle, 2004).

Ikineil hidroksiller
Birincil hidroksiller

Molekiiler bosluk

Sekil 1.19 Hidrofobik (apolar) boslugun birincil ve ikincil hidroksil kenarlarmin yerlesimini
gosteren siklodekstrin toroid (van den Boogaard, 2003)

-OH gruplar1 dis uzaya baktigindan, siklodekstrinler suda yiiksek ¢oziiniirliik
gosterirken, i¢ bosluk diisiik polariteli kiiclik "konuk" molekiilleri barindirabilir. Bu
nedenle siklodekstrinler, ¢esitli kiigiik hidrofobik molekiilleri hapsedebilir, bdylece
bunlarin sulu ¢6zelti i¢inde ¢oziintirliikklerini ve stabilitelerini gelistirebilirler. Dogal
siklodekstrinler, agsagidaki sirada artan ¢oziiniirliik (25 © C'de) degerlerine sahiptir: 3-
CD i¢in ¢oziintirliik degeri 18,5 g/L, a-CD igin ¢oziiniirliik degeri 145 g/L ve y-CD
icin ¢oziintirliik degeri ise 232 g/L olarak bulunmustur (Demchenko, 2020).

Siklodekstrinler yapilarinda glikoz kalintis1 “C; konformasyon (sandalye) i¢inde yer
almaktadir. Molekiillerin dongiisel yonelimi, yapiy1 halka veya toroidal bir sekil haline
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getirir. Glikopiranoz birimlerinin C; konformasyonu, halkanin iki kenarindan birinde
ikincil hidroksillerin (C2 ve C3) varligini desteklerken, tiim birincil hidroksiller (Cse)
diger tarafta yer almaktadir. Boslugun i¢i, C3 ve Cs'ten gelen hidrojenler ve glikoz
halkasi oksijeninin yalniz ¢iftlerinden olusur (Sekil 1.20). Yiizeyde bulunan bu
hidroksil gruplarinin ve bosluk igindeki glikozidik oksijenlerin varligi, i¢ kismi
hidrofobik ve dis kismi hidrofilik hale getirmektedir (Sekil 1.18). Bu olaganiistii

ozellik, CD'lerin genis uygulama alanlarinin temel dayanagini olusturmaktadir.

OH
OH

\ Tkincil yiiz

/ Birincil yiiz

OH

Sekil 1.20 iki CD vyiizii iizerindeki boslugu, birincil ve ikincil yiizleri ve birincil ve ikincil hidroksil
gruplarinin dagilimini gésteren sematik gosterim (Popr, 2017).

Aragtirmacilarin bir¢ogu tarafindan, bitisik glukopiranoz birimlerinin ikincil hidroksil
grubu arasinda ¢ozelti i¢cinde molekiil i¢i hidrojen baglarinin olusumunu gosteren
NMR calismalar1 gergeklestirildi. Calismalar ayrica, glukopiranoz birimlerinin
rotasyonunun bu baglarin varligindan dolayr kisitlandigim1 ve dolayisiyla CD

molekiillerinin yapisal sertligine katkida bulundugunu ileri siirdii.

Bosluk ¢aplar1 a, B ve y-CD'ler icin sirastyla 4.7-5.3, 6.0-6.5 ve 7.5-8.3 A araliginda
degismektedir. Bosluk boyutu varyasyonu, CD'nin boyut ve geometrisine gore
hidrofobik konuklar1 segici bir sekilde yapiya baglanmasini saglar. a,  ve y-CD'ler
icin bitisik glikopiranoz birimlerinin O(2) ve O(3) atomlar1 arasindaki zayif molekiiller
arasi1 hidrojen bagi etkilesimlerin ortalama bag mesafeleri sirasiyla 3.00, 2.86 ve 2.81
A oldugundan, y-CD ii¢ dogal CD’ler arasinda en esnek tiir olarak gosterilmektedir.
Fakat, intramolekiiler hidrojen bagi, B-CD'min kuvvetini arttirmakta ve bu olusan

durumda vy-CD'lere kiyasla sulu ¢Oziiniirlikte azalmaya neden olmaktadir.
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Coziiniirliigiiniin diisiik olmasinin bir bagka nedeni de sonunda kisitlanmis makrosiklik
harekete yol acan, bosluktaki ve molekiil ¢evresindeki yerel su yapisini oldukca

artirma egilimi olabilir.

CD'lerin azalan ¢Oziiniirlik durumlar1 nedeniyle ticari olarak kullanimlarinda bir
kisitlama olmustur. Bu durum, 6zellikle B-CD’de daha fazla karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu sorunun istesinden gelmek icin, arastirmacilar kimyasal olarak f-CD'nin yapisal
modifikasyonlari iizerinde ¢aligmalar yapmustir (Li vd., 2022). Calismalar sonucunda,
birgok B-CD tiirevi, dogal B-CD'den daha yiiksek suda ¢oziiniirliikleri nedeniyle
sentezlenmistir. CD'nin kimyasal modifikasyonu, amorf, kristalize edilemeyen CD
tirevlerinin {iiretimine yol a¢mistir. Bu modifikasyonlarin avantajlari, azaltilmisg
toksisite, gelismis suda ¢oziintirliik, fiziksel ve mikrobiyolojik kararliliktir. Birincil ve
ikincil hidroksil gruplari, tiirevlerini sentezlemek icin 20 farkli fonksiyonel grup ile
yer degistirme yapabilmektedir. Yaygin olarak kullanim alani bulan CD tiirevlerinden

bazilar1 Tablo 1.4’te listelenmistir.

Tablo 1.4 Kimyasal olarak degistirilmis CD'ler ve kisaltmalar1 (Tanwar, 2018).

Siklodekstrin (CD) Kisaltma
Hidroksietil-B-CD HE-B-CD
Hidroksipropil-B-CD HP-3-CD
Sulfobiitileter-B-CD SE-B-CD
Metil-B-CD M-B-CD
Dimetil-B-CD DM-B-CD (DIMEB)
Karboksimetil-B-CD CM-B-CD
Karboksimetil etil-B-CD CME-B-CD
Glukozil-B-CD G1-B-CD
Maltosil-B-CD G2--CD
Tri-O-metil-B-CD TRIMEB
Tri-O-etil-B-CD TE-B-CD
Tri-O-butiril-B-CD TB-B-CD

1.3.2 Siklodekstrinlerin ozellikleri

Siklodekstrinlerin disinda yer alan birincil ve ikincil hidroksiller, siklodekstrinleri
suda ¢oziiniir hale getiren yapilari olusturmaktadir. Siklodekstrinlerin bir¢ogu organik
coziiciilerde ¢oziinmemektedir. Siklodekstrin halkalarinin boslugu, bir C-H gruplari

halkasi, bir glikozidik oksijen atomlar1 halkasi ve yine bir C-H gruplar1 halkasindan
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olusur. Bu, siklodekstrin halkalarinin i¢ini daha az polar hale getirir. En yaygin olarak
kullanilan ii¢ siklodekstrinin bazi énemli 6zellikleri ve molekiiler boyutlar ile ilgili

bilgiler Tablo 1.5’te yer almaktadir (Saenger, 1980).

Tablo 1.5 Siklodekstrinlerin fiziksel 6zellikleri ve molekiiler boyutlar

Siklodekstrin Tiirleri

Ozellik a B Y
Glikoz birimlerinin sayis1 6 7 8
Molekiiler agirlik (g / mol) 972 1135 1297
Bosluk hacmi (A%) 176 346 510
25 ° C'de suda ¢oziiniirlik (g/100 ml) 14.5 1.85 23.2
Spesifik rotasyon [a]p® 150.5+0.5 162.5+0.5 177.4+0.5
I¢ cap (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Dis gap (A) 14.6+0.4 15.4+0.4 17.5+£0.4
Yiikseklik konisi (A) 7.9+0.1 7.9+0.1 7.940.1
Kristal formlar (suda) Altigen Monoklinik Kuadratik
Plakalar paralelkenarlar prizmalar
25 ° C'de pK (potansiyometri ile) 12.332 12.202 12.081

Siklodekstrinler, halka agilmasina ve g¢esitli lineer oligosakkaritlerin ve glikoz
birimlerinin olusumuna neden olan diisiik pH'ta asit hidrolizine kars1 hassastir, ancak
alkali kosullar altinda stabildirler. Siklodekstrinlerin toksik 6zelligi neredeyse yok
denilecek kadar azdir. Siklodekstrinlerin az sayidaki toksisitesinden biri hemoliz
olayidir. Hemoliz, siklodekstrinlerin membran bilesenleriyle etkilesimlerinden
kaynaklanan ikincil bir olaydir. Diisiik konsantrasyondaki siklodekstrinlerin insan
eritrositlerini ozmotik ve 1s1 kaynakli hemolize kars1 korudugu bildirilmektedir. Daha
yliksek konsantrasyonlarda, 37 °C, pH 7.4, 10 mM/L izotonik fosfat tamponunda,
hiicre zarindan kolesterol ve fosfolipitlerin salinmasi sonucu hiicre bozulmasina neden

olurlar.

Siklodekstrin kompleks, ¢oziiniirliik gelistirme, kararsiz konuklarin stabilizasyonu,
uyumlu olmayan bilesiklerin fiziksel izolasyonu, uguculugun ve siiblimasyonun
kontrolii gibi konuk molekiillerin yararli modifikasyonunu saglayabilir. Ayrica,

konugun kimyasal reaktivitesi, bosluga dahil edilmesiyle degistirilir.

Siklodekstrinler, dis yiizeyde hidrofobik bosluk ve hidrofilik olan halka benzeri
yapilart nedeniyle konak-konuk kompleksini gergeklestirebilir. Siklodekstrin
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molekiillerinin hidrofobik boslugu, i¢ine uygun sekilde boyutlandirilmis polar
olmayan pargalarin i¢ kisimda kompleksleri olusturmak icin girebildigi bir mikro
ortam saglar. Inkliizyon kompleksinin olusumu sirasinda higbir kovalent bag
kopmamakta veya olugsmamaktadir. Kompleks olusumun itici giicti, yliksek entalpili
su molekiillerinin uygun bir konuk molekiil ile yer degistirmesidir. Su molekiillerine
kiyasla daha hidrofobik bir konuk bosluk yapida yer degistirmekte ve ardindan bir
apolar-apolar etkilesim meydana gelmektedir. Yer degistirme siklodekstrin halka
yapisint azaltir ve daha kararl bir diisiik enerji durumuna neden olur (Rodpothong,

2015).

Inkliizyon kompleksi, diger yontemlerle elde edilemeyen konuk molekiillerin
modifikasyonuna yarar saglar ve bu bircok 6zelligi gelistirir (Del Valle, 2004):
» Coziniirligii az olan yiiksek konuklarda ¢oziintirliik artist
Oksidasyonun nedeniyle kararsiz konugun bozunma etkilerine kars1 kararliligi
Ucuculuk ve siiblimlesmenin kontrolii
Uyumsuz bilesiklerin fiziksel izolasyonu
Kromatografik ayrimlar
Lezzetleri maskeleyerek tat degisikligi
Hos olmayan kokular ve tat salimi
Kontrollii ila¢ salinimi

Kimyasal reaksiyonlarin yonlendirilmesi

YV V.V V V V V V VY

Floresans ve 151k emiliminin kontrolii

Bir siklodekstrinin katilma kompleksi olusturma yeteneginin iki temel faktorii vardir.
Bunlarin ilki, konuk molekiiliin boyutuna gore siklodekstrinin goreceli boyut veya
konuk icindeki belirli anahtar fonksiyonel gruplara bagli olan sterik etkisidir (Del
Valle, 2004). Ikincisi, sistemin farkl1 bilesenleri (siklodekstrin, konuk, ¢oziicii)

arasindaki termodinamik etkilesimdir.

1.3.3 Siklodekstrinlerin uygulamalar:

CD'lerin biyolojik olarak bozunabilirligi, biyouyumlulugu ve ¢ok yonliiliigii nedeniyle
endiistriyel uygulamalar1 ¢ok ¢esitlidir. CD’lerin ¢esitli uygulamalar1 Sekil 1.21°de
gosterilmektedir. CD'ler tekstil ve ila¢ endiistrilerinin yani sira tarim, gida teknolojisi,

cevre koruma, kimyasal ve biyolojik analiz, boya ve kozmetikte kullanilmigtir. Bu
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uygulamalarin ¢ogu, CD'lerin bircok molekiil tiirii ile kararli kompleksler olusturma

yetenegi nedeniyle miimkiindiir (Poulson vd., 2021).

Aritma

‘ Koruma N
Gida Kimya
Endiistrisi Endiistrisi
N Stiper )
Tarim Kondansatorler

Boya duyarl
Eczacilik - A
Endiistrisi Giines pilleri
Tekstil Kozmetik ve
Endustrisi

Kisisel Bakim
Sekil 1.21 Siklodekstrinlerin ¢esitli uygulamalari

Cevre H Atiksu ‘

Her baglanan yap1 ayr1 ayr1 CD ile ¢evrelendiginden, molekiil mikroskobik bir bakis
acistyla mikro yapida kapsiillendiginden bilesigin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinde
avantajl degisikliklere yol acabilir (Bertolla, 2010).
» Isiga veya oksijene duyarli maddelerin stabilizasyonu.
Konuk molekiillerin kimyasal reaktivitesinin modifikasyonu.
Cok ugucu maddelerin fiksasyonu.
Coziiniirliigiin iyilestirilmesi.
S1vi maddelerin toz haline getirilmesi.
Mikro organizmalar tarafindan bozulmaya karsi1 koruma.
Kotii koku ve tatlarin maskelenmesi.

Maskeleme pigmentleri veya maddelerin rengi.

YV V V V V V V V

Konuk molekiillerle CD'lerin katalitik aktivitesi.

CD'lerin veya tiirevlerinin bu 6zellikleri, onlar1 gida ve siisleme esyalari, tarim, kimya
teknolojileri, analitik kimya ve ila¢ endiistrisindeki uygulamalar i¢in uygun hale

getirmektedir. Diisiik fiyat1 ve f-CD'nin en genis bilesik yelpazesini igcerme yetenegi,
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B-CD'yi en yaygin olarak kullanilan siklodekstrinler yapar. Bu nedenle, asagida yer

alan uygulama o6rnekleri B-CD'ye bagli olarak 6zelliklerine odaklanilacaktir.

1.3.4 Siklodekstrinlerin inkliizyon kompleksleri

Dogasi geregi hidrofobik olan i¢ bosluk, ¢esitli konuk molekiillerin baglanmasi ile
kompleksler olusturma yetenegi saglama CD'lerin temel bir 6zelligidir. CD baglanma
durumu, genellikle sadece bir molekiiliin, kompleks olusturmasi i¢in CD molekiiliiniin

boslugu ile etkilesime girdigi stokiyometrik bir molekiiler olgudur.

Komplekslesme, termodinamik olarak, siklodekstrinin farkli bilesenleri ile aktif ilag
arasindaki etkilesimler olarak goriilebilir. Aktif ilact siklodekstrin igine c¢eken
kompleks olusum i¢in net enerjik itici kuvvet gerekli olmalidir. Siklodekstrinin en
kararl ii¢ boyutlu yapisi, daha 6nce agiklandigi gibi, hidroksil gruplarini dis ortama
sunan daha biiyiik ve daha kii¢iik acikliklara ve ¢ogunlukla boslugun i¢ini kaplayan
hidrofobik islevsellige sahip bir toroidtir. Bu benzersiz konfigiirasyon, polar
molekiiller ve fonksiyonel gruplarla aktif ila¢ kompleksi olusturmak i¢in gerekli olan
termodinamik bir itici gili¢ yaratir. Siklodekstrin ve aktif ila¢ arasinda dengeyi
kompleks olusumuna dogru kaydiran dort olumlu etkilesim vardir (Lupidi, 2016):

» Polar su molekiillerinin apolar siklodekstrin boslugunda yer degistirmesi,

» Yer degistiren su daha biiyiik yapida dondiik¢e olusan artan hidrojen bagi sayisi,
» Hidrofobik aktif ila¢ ile sulu ortam arasindaki itici etkilesimin azalmasi,

» Aktif ilag kendisini apolar siklodekstrin bosluguna sokarken hidrofobik

etkilesimlerde bir artis gosterir.

I1k komplekslesme dengesi ¢ok hizl1 kurulurken, nihai dengeye ulasilmasi daha uzun
stirebilir. Aktif olan ilag, siklodekstrin bosluguna girdikten sonra, var olan zayif van
der Waals kuvvetlerinden maksimum fayda saglamak icin konformasyonel
ayarlamalar yapar (Birhade vd., 2010). Kapsiilleme, ilag molekiiliinii ¢esitli reaktif
molekiillerin saldirisina kars1 korumakta ve bu sekilde hidroliz, oksidasyon, sterik
yeniden diizenleme ve hatta enzimatik ayrigma oranini azaltir (Loftsson ve Brewster,

1996). Ek olarak, CD'ler 1518a duyarl ¢esitli ilaglarin foto bozulmasini azaltabilir.

flag-CD kompleksinden ila¢ saliiminda farkli mekanizmalar énemli bir rol oynar.
flacin (D) CD'ye komplekslesmesi, molekiil ve CD boslugu arasindaki kovalent

olmayan bir etkilesim yoluyla gerceklesir. Bu, ilag molekiiliiniin siirekli olarak
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konake1 CD ile birlestigi ve ayrildigi dinamik bir siirectir. 1: 1 oraninda kompleks
varsayildiginda, etkilesim asagidaki gibi olacaktir (Lupidi, 2016):

D, bos + CD[J(L}' < DCD]\Y)mPl‘fk" (1 . 1)

[la¢ salim mekanizmasi icin iki parametre, komplekslesme sabiti (K) ve kompleksin

omrii ¢ok onemlidir.

1.3.5 Baz1 yeni dagitim sistemlerinin tasariminda siklodekstrin uygulamalar

Siklodekstrinlerin kompleks ilaclar olusturmasi veya farmasétik formiilasyonlarda
fonksiyonel tagiyici materyaller olarak hareket etmesi i¢in gosterdigi belirli 6zellikler,
gerekli ilag miktarlarinin bir slire hedeflenen bolgeye verimli ve hassas bir sekilde
verilmesi i¢in potansiyel adaylar olarak yeni uygulamalarin olasiligin1 agmistir. Son
on bes yilda, farkli salim ozelliklerine sahip diger tasiyicilarla birlikte CD
konjugatlarin kullanilarak farkli salim kontrollii preparatlar tasarlamak i¢in bir¢cok yeni

arag lizerinde calisilmalar devam etmektedir.

Lipozomlar; Ila¢ dagitimmda, CD-ila¢ komplekslerini lipozomlara hapsetme
kavrami, hem CD'lerin (ilaglarin ¢oziiniirliigiinii artirmak gibi) hem de lipozomlarin
(ilaglarm hedeflenmesi gibi) avantajlarini tek bir sistemde birlestirerek her bir sistemle
iligkili sorunlar1 ortadan kaldirir. Lipozomlar, hidrofilik ilaglar1 sulu fazda ve
hidrofobik ilaglari lipit ¢ift tabakalarinda tutar ve ilaglar1 hedef bolgelere tasima gorevi
goriirler (Emara vd., 2002). Bazi lipofilik ilaglarin iki tabaka olusumuna ve
stabilitesine miidahale edebilmesi, lipozomlarla iliskilendirilebilecek degerli ilaglarin
aralifim1 ve miktarmi smirlar. CD'ler, suda ¢oziiniir kompleksler olusturarak,
¢Oziinmeyen ilaglarin vezikiillerin sulu fazina uyum saglamasina ve bdylece potansiyel
olarak ila¢-lipid kiitle orani seviyelerini artirmasina, kapsiilleme (yani, membran
stabilize edici ajanlar) i¢in uygun olan ¢dziinmeyen ilaglarin araligini genisletmesine
ve ila¢ hedeflemeye izin vermek ve ilacin toksisitesinde azalmaya izin verecektir. CD
komplekslerinin intravendz uygulamasiyla iligkili problemler, 6rnegin hizli idrara
cikarilmasi ve 6zellikle kronik kullanimdan sonra bobreklerde toksisite, lipozomlara

hapsolmalari ile engellenebilir (Evrard vd., 2002).

Nanopartikiiller; Nanopartikiiller, hedeflenen ila¢ taginimini saglamak ve zayif
sekilde ¢oziiniir ilaglarin etkinligini ve biyoyararlanimini artirmak i¢in uygun olan

stabil sistemlerdir. Bununla birlikte, nanopartikiillerin giivenligi ve etkinligi, polimerik
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materyalin agir1 uygulanmasina yol agabilecek ¢ok diisiik ilag¢ yiiklemeleri ve sinirl
tuzaklanma verimliligi (klasik su emiilsiyonu polimerizasyon prosediirleriyle) ile
sinirlidir. Nanopartikiillerin tasariminda CD'lerin iki uygulamasi ¢ok iimit verici
bulunmustur. Bunlardan ilki nanopartikiillerin yiikleme kapasitesini arttirmak, digeri
ise amfifilik CD diesterlerinin nanopresipitasyonuyla nanosferlerin ya da
nanokapsiillerin kendiliginden olugumudur. Nanopartikiillerin hem oral hem de
parenteral ila¢ uygulamasina olan biiyiik ilgisi nedeniyle her iki yeni teknigin de yararl

oldugu bildirilmistir (Hedges, 1998).

1.4 Topotekan

Topotekan hidrokloriir, suda ¢oziiniir, yar1 sentetik bir kamptotesin analogudur. 213-
218 °C araliginda erime noktasina sahip ac¢ik sar1 ila yesilimsi bir tozdur. Metanol
icinde topotekan'in ultraviyole absorpsiyon spektrumu, 207, 224, 269, 296, 318, 332,
371 ve 384 nm'lik maksimumlart icerir (Patankar, 2010). E-halkasinda bir ao-
hidroksilakton bulunan bes halkal1 heterosiklik bir yapiya sahiptir (Sekil 1.22). Ilacin
lakton formu aktiftir; bununla birlikte, ¢ogu kamptotesin gibi, bu E-halkasi, fizyolojik
pH'ta (pH> 7) muhafaza edildiginde dakikalar i¢inde ilacin halka acik bir formuna
hizla hidrolize olur. Lakton halkasinin hidrolizi, laktona karsilik gelen karboksilata
dontstiiriilmesini igerir. Lakton halkasinin agilmasi, in vitro aktivite kaybina neden
olur ve ayrica in vivo antikanser aktivitesi azalir (Jaxel vd., 1989). Saglam bir lakton
halkasinin, bu ilacin kanser hiicrelerine pasif difiizyonu, ayrica hedef topoizomeraz |
enzimi ile etkilesimi i¢in gerekli oldugu bulunmustur (Hsiang vd., 1985; Hertzberg
vd., 1989). Bu nedenle, E-halkanin bozulmamis lakton yapisini koruyabilen stratejiler,
terapotik faydalar saglamalidir. Bu giriste daha sonra belirtildigi gibi, genel olarak ilag
tastyict formiilasyonlari, ilacin lakton formunun hidrolizden korunmasina yardimei

olabilecek bir yaklasim saglar.

CH,;N(CHj3). CH2N(CH3)-

Topotekan Lakton form Topotekan Karboksilat form

Sekil 1.22 Topotekanin kimyasal yapis1 (Tarhan vd., 2019)
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Topotekan, diger suda ¢oziiniir kamptotesin analogu irinotekan gibi bir topoizomeraz
1 inhibitoriidiir. Topoizomeraz 1 (TOP1), DNA replikasyon islemi sirasinda 6nemli
bir rol oynayan yiiksek okaryotlarda bulunan temel bir enzimdir (Huang vd., 2017).
Kopyalama sirasinda, siiper sargilt ¢ift sarmal olarak var olan DNA, yeni ipliklerin
sentezi i¢in bir sablon gorevi goren tek sarmal olusturmak i¢in ¢oziiliir. TOP1, DNA
ile gecici boliinebilir bir kompleks olusturur ve sarmal ¢oziildiigiinde ortaya ¢ikan
burulma stresini hafifletmek i¢cin DNA'da ¢entik olusturur. Bu gecici bir komplekstir
ve enzim serbest birakilarak yeni ipligin yeniden baglanmasina izin verilir. Topotekan,
TOPI ¢entikli DNA kompleksine baglanir ve onu stabilize eder; boylece centikli ipin
yeniden baglanmasin1 onler. Bu da geri doniisii olmayan cift iplik kirilmalarinin

olusumunu tesvik eder (Hsiang vd.,1985; Hsiang ve Liu, 1988; Hsiang vd.,1989).

Topotekan ve diger kamptotesin analoglarinin sitotoksik etkileri bu nedenle 6ncelikle
timor hiicreleri hiicre dongiisiiniin s-fazindan (DNA sentezi) gecerken elde edilir. In
vitro calismalar, s-fazindaki hiicrelerin, G1 veya G2'de olduklarindan 100-1000 kat
daha kamptotesinlere karsi duyarli olduklarini gostermistir (Buzun vd., 2020).
Topotekan’in aktivitesi, biiylik Ol¢liide ilacin uzun zaman dilimleri ig¢in lakton

formunda mevcut olmasini saglamaya baghdir.

Topotekan, birinci basamak kemoterapinin basarisiz olmasindan sonra yumurtalikta
metastatik karsinom ve niikseden kiiciik hiicreli akciger kanserinin tedavisi i¢in 1996
yilinda ABD-FDA tarafindan onaylanmistir. Hycamtin markasi altinda enjeksiyonluk
liyofilize toz (sulandirilarak) olarak saglanir (Patankar, 2010). Topotekan ayrica
gliomalarda, akut miyelojendz l6semide, multipl miyelomda, néroblastomda, meme

kenserinde, pankreas kanserinde, retinoblastomda aktivite gostermistir (Broom, 1996).

Topotekanin plazma proteinlerine baglanmasi diistiktiir (~%35) ve bu kamptotesin
analogunun benzersiz 6zelliklerinden birini vurgulamaktadir. Daha spesifik olarak,
ana ila¢ kamptotesinin lakton formunun hizla, insan serum albliminine gii¢lii baglanma
sergileyen ilacin karboksilat formuna doniistiigii bilinmektedir (Adane, 2010). Lakton
veya karboksilat formundaki topotekan, insan serum albiimini ile higbir iliski
gostermez ve kiiltiirdeki hiicrelere karsi aktivitesi, serum albiimininin varligindan
etkilenmez (Mi vd., 1995). Topotekan'in karaciger mikrozomal enzimleri tarafindan

metabolizmada N-desmetil topotekan'a ugradigi gosterilmistir. Ilacin bu formu, ana
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bilesige kiyasla azalmis anti-tiimor aktivitesi sergiler (Rosing vd., 1999). Bununla
birlikte, uygulanan topotekan dozunun %?25-90'inin ana ilag olarak hastalardan idrarla

atildigir unutulmamalidir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Wang ve arkadaglar1 (2021) tarafindan yapilan ¢aligmada irinotekan ve berberinin
birlikte verilmesi i¢in nanolipozomlar gelistirdiler. Onivyde, irinotekanin
farmakokinetigini ve timor biyodagilimini iyilestirebilen ilk irinotekan (IRI)
nanolipozomudur. FDA, GEM i¢in etkili olmayan pankreas kanseri hastalarinin
tedavisi i¢in onivydeyi onaylamasina ragmen, onivydenin neden oldugu
gastrointestinal toksisite, klinik uygulamada hala ¢ozlilmesi gereken bir sorundur.
Birkag farkli bitkiden ekstrakte edilen bir izokinolon alkaloidi olan berberinin (BER),
sitotoksik ilaclarla kombinasyon halinde bagirsak mukozitini hafifletmede ve sinerjik
antikanser etkisi olusturmada faydali etki gosterdigi rapor edilmistir. Bununla birlikte,
tedavi edici etki, iki ilacin farkli farmakokinetik davranigsindan etkilendi. Onlar bu
nedenle, lipBI olarak adlandirilan irinotekan ve berberinin birlikte verilmesi igin
nanolipozomlar olusturmak i¢in trietilamin-siikroz oktasiilfat gradyanini kullandi. Bu
birlikte taginim icin hazirlanan nanolipozomlar, viicutta sinerjik oran olarak varligini
stirdlirdiigli, IRI ve BER'nin birlikte kullanildiginda timér dagilimini yok ettigi
bildirildi. LipBI’nin onivyde ile karsilastirilmasinda hem BXPC-3 pankreas kanseri
modelinde tiimor biliyiimesini (p <0,05) hem de farelerde IRI'nin neden oldugu
gastrointestinal toksisiteyi onemli 6l¢lide azalttig1 rapor edildi. Genel olarak, pankreas
kanseri tedavisinde IRI/BER yiiklii lipozomlarin umut verici potansiyele sahip oldugu

bildirildi (Wang vd., 2021).

Lin ve arkadaslar1 (2020), butilideneftalid (BP) etkili antikanser ilac1 ile calismiglardir.
BP’nin zayif biyoyararlanimi onu ilaca direngli beyin tlimorlerinin tedavi edilmesinde
etkisiz hale getirmektedir. Bununla birlikte, bu sorun, intranazal uygulama dahil olmak
lizere, invaziv olmayan taginim sistemlerinin kullanilmasiyla asilmaya calisild.
Onlarin yaptig1 calismada, BP'nin biyoyararlanimi, ilag kararliligi ve kapsiilleme
etkinligi (EE, %95'e kadar), lipozomal formiilasyonlarda (CDDI1) siklodekstrin ile
kapsiillenmis BP kullanilarak gelistirildi. CDDI sisteminin fiziksel 6zellikleri ve
kapstilleme etkinligi dinamik 151k sagilimi, ge¢irimli elektron mikroskobu, UV-Vis ve
niikleer manyetik rezonans spektroskopisi ile arastirildi. Sitotoksisite calismalar1 MTT
denemesiyle incelendi ve hiicresel alim durumu i¢in floresan mikroskobu kullanildi.
CDD1 sistemi, tiimor hiicrelerinde 8 saatten fazla devam etti. Bu durum, BP igeren

siklodekstrin veya BP iceren lipozomlarin tutulmasinda onemli bir gelisme
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oldugundan CDD1'de daha yiiksek bir BP’nin igerigine isaret edilmektedir. Nano
Olcekli CDD1 formiilasyonlari, temozolomide direngli glioblastoma multiforme
hiicrelerine uygulandiktan sonra hayatta kalma siiresinin arttig1 gézlemlendi. Sivi
kromatografi-kiitle spektrometresiyle ilacin biyolojik dagiliminin, oral uygulama
yontemlerine kiyasla BP birikimini 10 kat arttirdigin1 ortaya koydu. Sonug olarak,
BP/siklodekstrin/lipozomal formiilasyonlar, ilaca direngli beyin tiimorlerinin klinik

tedavi uygulamalarinda kullanim potansiyeline sahip oldugu bildirildi (Lin vd., 2020).

Du ve arkadaslar1 (2020), hedefleme etkinligini arttirmak ve anti-tiimor ilacin yan
etkilerini azaltmak icin topotekan (TPT) ve F7, timorlerde arttirilmis gecirgenlik ile
tutma ve ayrica hedef bolgeye yonelik in vitro 1sitmayla kontrollii salim gdsteren 1s1ya
duyarli lipozomlara (F7-TPT-TSL) birlikte yiiklenme durumunu arastirdi. TPT, suda
¢Oziiniir bir topoizomeraz I inhibitorii ve fizyolojik kosullar altinda (pH 7,4) inaktif bir
karboksilat yapisina doniisebilen bir anti kanser ilactir. F7, yiiksek toksisitesi
nedeniyle kullanimi kisitlanan dongiiye bagimli kinaza 6nemli dl¢ilide direngli yeni bir
ilagtir. F7-TPT-TSL, miikemmel partikiil dagilimina (yaklasik 103 nm), yiiksek tutma
verimliligine (>%95), bariz 1stya duyarli 6zellige ve iyi kararliliga sahiptir. Konfokal
mikroskopi ile yapilan incelemede tiimor hiicrelerinde spesifik olarak daha yiiksek
TSL birikimi goriildii. F7-TPT-TSL/Hnin MTT analizi sonuglarina goére diger
formiilasyonlarla karsilastirildiginda en giiclii hiicre Sldiriiciiliigiine sahip oldugu
kanitlandi. Sonrasinda tedavi edici etkinlik, hipertermi ile birlikte TSL'de birlikte
yliklenen TPT ve F7'nin uyumunu gosterdi. Bu nedenle, sicaklikla tetiklenen kanserin
tedavi edilmesinde F7-TPT-TSL’ nin umut verici bir sistem olarak hizmet edebilecegi
bildirildi. Sekil 2.1°’de F7-TPT-TSL’nin olusum siireci, yapisi ve hipertermi ile
kombine kemoterapideki uygulamalar1 gosterilmektedir (Du vd., 2020).
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Sekil 2.1 F7-TPT-TSL'nin olusum siireci ve yapisinin sematik gdsterimi ve hipertermi ile kombine
kemoterapideki uygulamalart

Mehmood ve arkadaglarinin (2020) yapmis oldugu bir arastirmada, topotekan ve
doksorubisin gibi kanser ilaglariin viicuda verilmesi durumunda saglikli doku
etkilesimleri ve sistemik toksisite gibi riskler tasidig1 ortaya ¢ikmustir. Isiya duyarh
lipozomlarin kullanimi, odaklanmis ultrason gibi hedef bolgede hiperterminin
uygulanmasi {izerine ilag salim1 meydana geldiginden, bu tiir ilaglarin minimum riskle
verilmesi i¢in hedeflenmis tasinim ig¢in yeni bir yaklasim sunar. Topotekan ve
doksorubisinin 1siya duyarli lipozomlar iiretmek i¢in film hidrasyon yontemi
kullanilarak tasarlandi ve bu ilaglarin uygunluklar test edildi. Amonyum siilfat
tamponu (300 mM pH 4,0) ile lipid film hidratlastirildi ve sonrasinda istenilen boyutta
lipozomun elde edilmesi i¢in gaz ekstriizyonu yapildi. 38°C'de inkiibasyonla
lipozomlara ila¢ yiiklendi, sonrasinda lipozomlarin dig kismi tamponla pH 7.4'e
ayarlandi. Diferansiyel taramali kalorimetri, dinamik 1sik sa¢ilimi1 ve floresan
Olgtimleri ile karakteristik testler yapildi. 46°C’deki faz gecis sicakliginda (TM) ve
yaklasik 100 nm ¢apa sahip 1siya duyarl lipozomlar elde edilirken 39-42 °C sicaklik
araliginda ise ilaglar yiiklerini serbest biraktilar. Doksorubisin'in kendi kendini
sondiirme 6zelligi nedeniyle dogru salim profili floresan okumalar1 yapilamadi. Bu
nedenle topotekanin, doksorubisin ile karsilastirildiginda 1siya duyarhi bir lipozom

formiilasyonunun tasarimi ve optimizasyonu i¢in daha uygun bir model ilag oldugu ve
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hedef bolgenin disina ilag sizintisi riskinin daha az oldugu anlasildi (Mehmood vd.,

2020).

Patel ve Patel’in (2020) calismasinda tiimor bolgelerinde kontrollii ilag salinimi
saglayan ila¢ dagitiminin gelistirilmesi, antikanser tedavi edicilerin gelistirilmesi i¢in
cekici bir segenek olarak ortaya ¢ikmustir. Yeni nesil nano tedavi ediciler yalnizca nano
Olgegi icermemeli, aktif veya pasif hedefleme yoluyla kati tiimore giden yolu
bulmalidir. Polietilenglikollenmis lipidlerin yiizey modifikasyonu, lipozomlarin uzun
dolasimda olmasi ve pasif olarak tiimorii hedef almasi i¢in uygulanan tekniklerden
biridir. Lipozomlarin polietilenglikolasyonu, in vivo olarak ilag molekiiliiniin
farmakokinetigini degistirmesine yardimci oldu. Boyle karmasik bir ilag tasinim
sisteminin klinik uygulamalara basarili yolculugu, derinlemesine anlama ve
karakterizasyon gerektirdi. Onlarin yapmis oldugu arastirma neticesinde, klinik
ithtiyact karsilayan topotekan iceren sterik olarak stabilize lipozomlar iiretildi ve
karakterize edildi. Lipozomlarin hazirlanmasi ic¢in etanol enjeksiyon-¢oziicii
buharlastirma yontemi ve ardindan boyut kiigiiltme i¢in ekstriizyon kullanildi. Calisma
ortami, diyaliz ve ardindan ilag ytliklemesi kullanilarak sakkaroz ¢dzeltisinin izotonik
formu ile degistirildi. Lipozomlarin membran fazi1 ve dinamikleri, ila¢ ve lipid miktar
tayini, boyut dagilimi, kapsiillenmis ilacin durumu, lipozomlarin i¢ hacmi ve pH',
lipozom ylizeyinde kaplanmis polietilenglikolun varlig1 ile kalinlig1 ve in vitro sizinti
testi karakterize edildi. Incelenen tiim bu parametreler, formiilasyonun farmakokinetik
davranigi ve ilaglarin in vivo olarak tiimor hedefleme 6zelligi hakkinda dogrudan veya
dolayli olarak bilgi saglandi. Topotekanin nanolipozomlara yiiklenmesi trans
membran gradyan yontemiyle uzaktan yapildi. Topotekan lipozomlarinin in vitro
karakterizasyonu, tiimor hiicrelerini tedavi edici 6zellige sahip oldugu bildirildi (Patel

ve Patel, 2020).

Tarhan ve arkadaglar1 (2019) tedavi edici ajanlar1 ve biyo-makromolekiilleri tasimak
icin yeni dall1 manyetik nanokompozitin sentezini ¢alismislardir. Topotekan (TPT);
akciger, yumurtalik, meme, pankreas ve mide kanserine karst onemli antitimor
aktiviteye sahip olmasina ragmen, lakton formunun halka agilmasi sonrasinda
sitotoksik aktivitede azalmaya ve fizyolojik kosullarda ciddi yan etkilere neden olan
bir ilactir. Lakton halka aciklifindaki sorunun giderilmesine katkida bulunmak

amaciyla, NaNo-Bis (karboksimetil)-L-lisin hidrat (NTA) dallanmis manyetik
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dekstran nanopartikiilii (MD3) hazirlandi. Elde edilen MD3 manyetik nanokompozitin
karakterizasyonu, ¢cok yonlii analizler kullanilarak yapildi. Sentezlenen ve karakterize
edilen yeni MD3 nanokompozit ile TPT'nin kararlili1 ve salimi1 konsantrasyon, doz,
pH ve zaman gibi ¢esitli temel faktorler kullanilarak incelendi. TPT'nin MD3 {izerine
hapsetme verimliligi ve yiikleme kapasitesi pH 5'te sirastyla %32,2 ve 1,44 mg/g
olarak hesaplandi. ilag yiiklii MD3 ile farkli pH degerlerinde salim galismalar1 yapild:
ve en 1yl salim kanserli bolgenin pH araliginda elde edildi. Baslangic ilag
konsantrasyonu 0.118 mM olarak ol¢iildii ve pH 5'te 3,8x10? mM ilacin
nanokompozitlere yiiklendigi hesaplandi. Ayrica, pH 5,8'de 90 dakika sonra 9,2x10™*
mM ilacin salindig1 ve 90 dakika boyunca ilacin salinma ytiizdesi %2,42 olarak rapor
edildi. Elde edilen veriler dogrultusunda biyouyumlu ve biyobozunur dalli MD3’iin
kontrollii ilag salim1 i¢in yeni bir ilag tastyicisi olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir

(Tarhan vd., 2019).

Yang ve arkadaslar1 (2019), ayirict ajanlarin (amonyum siilfat, siilfobiitileter--
siklodekstrin ve sukroz oktasiilfatin) irinotekan lipozomlarinin antitiimor etkinligi
iizerindeki etkisini arastirdilar. Onlara gore lipozom bazl ilag tasginim sistemlerinde
uzaktan yiikleme teknolojisi benzersiz bir basaridir. Geleneksel pasif yiikleme ile
karsilagtirildiginda, uzaktan yiikleme teknolojisi, yiiksek ilag¢ yiikleme verimliligi,
diisiik s1zint1 orani ve yeterli ilag birikimi agisindan farkli bir iistiinliik sergilemektedir.
Lipozom i¢i sulu fazda, ayirict ajaninin karsi iyonu, ila¢ karsi iyon tuzunun
kristalizasyon durumunu kontrol edebilir ve bdylece uzaktan yiikleme etkinliginin
kontroliine katkida bulunabilir. Calismada, irinotekan (CPT-11) yiikli lipozomlar,
amonyum siilfat (AS), stlfobiitileter-P-siklodekstrin (SBE-P-CD) ve sakaroz
oktasiilfat (SOS) maddeleri kullanilarak gelistirildi. Elde edilen formiilasyonlar
sirastyla AS lipozomal CPT-11, TEA-SBE-p-CD lipozomal CPT-11 ve TEA-SOS
lipozomal CPT-11 olarak adlandirildi. Kriyo gegirimli elektron mikrograflari, TEA-
SOS lipozomal CPT-11 i¢inde CPT-11’in biriktigini gosterdi. Ayrica, AS lipozomal
CPT-11 ve TEA-SBE-B-CD lipozomal CPT-11 karsilastirilmalarinda, TEA-SOS
lipozomal CPT-11’in daha yavas ila¢ salimi, daha uzun dolagim siiresi ve dnemli
olgtide iyilestirilmis antitimor etkinligi gosterdigi rapor edildi. Ayrica ¢alismalarinda,

ay1rici ajaninin uzaktan ylikleme tizerindeki etkisine iligkin yeni bilgiler elde edildi ve
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CPT-11 yiikli lipozomlarin gelisimini degerlendirmek i¢in faydali bilgiler sagladi
(Yang vd., 2019).

Jayawardana ve arkadaglar1 (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, piperlongumini -
Siklodekstrinlerile kompleks haline getirerek suda ¢éziinmeyen ilaci (piperlongumine)
lipozomlarda kapsiillemek i¢in bir yontem gelistirdiler. Kanserin tedavi edilmesinde
nano tastyict sistemlerin kullanilmasi ilaglarin stirekli salimi ve viicudun tedaviye
ithtiyag duyulan belirli bolgelerini hedefleyebilmesi gibi avantajlar1 nedeniyle ilgi
cekicidir. Bununla birlikte, suda ¢6ziinmeyen kemoterapotik ilaglarin lipozoma
yiklenmesi zahmetli bir istir. COLO 205 ve PC-3 hiicre hatlar1 ile inkiibe edilmis
piperlongumin ile kapsiillenmis lipozomlar, piperlongumin konsantrasyonu 20 uM
oldugunda COLO 205 ve PC-3 hiicrelerinin canliliginin sirasiyla %7 ve %4l1'e
disttigiinii gosterdi (Jayawardana vd., 2018).

Monteiro ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, daha kararli demir oksit
manyetik nanoparcaciklarin (MNP'ler) olusumunda farkli bilesenlerin (beta-
siklodekstrin (B-CD), 2-hidroksipropil beta-siklodekstrin (HP-B-CD) ve sitrat anyonu)
etkisi incelendi. MNP formiilasyonlari, FTIR, parcacik boyutu, dinamik 151k sagilimi
ilkesine dayali zeta potansiyeli, X-151n1 toz modeli kirinimi, XPS spektroskopisi,
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ve termogravimetrik analiz ile karakterize
edildi. Sonuglar, beta-siklodekstrinlerin ve sitratin, daha kii¢clik boyutta kaplanmis
MNP elde etmek icin kilit bir rol oynadigini, irinotekan yiiklenmesini ve salimi
artirdigini, nanopartikiil oksidasyonunu 6nledigini ve daha stabil bir kolloidal dagilim
elde etmek icin etkili bir strateji oldugu kanitlandi. Ayrica sitrat kapli B-CD-
MNP'lerin, serbest irinotekan (IRI) ile ayn1 sitotoksiste etkiyi gosterdigi ifade edildi
Sekil 2.2’de B-CD-MNP, sitrat kaplit B-CD-MNP ve irinotekan yiiklenmis sitrat kapl
B-CD-MNP’nin sematik olarak gosterilmektedir (Monteiro vd., 2017).
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Sekil 2.2 B-CD-MNP, sitrat kapli B-CD-MNP ve irinotekan yiiklenmis sitrat kapli B-CD-MNP’nin
sematik gosterimi

Hardiansyah ve arkadaslar1 (2017) yaptiklari ¢alismada, hidrofobik bazli ilaglarin daha
az hedeflenmis ve sinirli ¢oziiniirliige sahip olmasi ilag taginim sistemindeki 6nemli
engellerden olmasi nedeniyle hidrofobik ilaglarin ¢oziiniirliigiinii ve kontrollii salim
davraniglarini artirmak igin yeni stratejiler gelistirdiler. Calismada, hidrofobik ilacin
bir modeli olan kurkumin, ila¢ kontrollii salim sistemi i¢in ilag¢ tasiyici platform olarak
PEG'lenmis manyetik lipozomlara yiiklendi. Indiikleyici manyetik 1sitma (hipertermi)
ile uyarilan ilag salimi, kurkumin yiiklii PEG’lenmis manyetik lipozomlarin in vitro
hiicresel sitotoksisite deneyi ve manyetik yoOnlendirme ile indiiklenen hiicresel
i¢sellestirme durumu arastirildi. Ilag tastyicilarmin sonucu, siiperparamanyetik bir
ozellik gostererek sulu ¢ozelti icinde homojen olarak dagilabildigini ve harici yiiksek
frekansli manyetik alan (HFMF) ile endiiktif manyetik 1sitma yapabilecegini gosterdi.
In vitro kurkumin salim ¢alismalari, ila¢ tasiyicilarinin 37 °C'de 6nemli bir salim
gostermedigini, 45 °C'de ise hizli salim sergiledigini dogruladi. Bununla birlikte, 45
°C'de HFMF'ye maruz kalmayan kurkumine kiyasla, HFMF maruziyeti altinda olan
kurkumin {i¢ kat daha yiiksek salim gosterdi. In vitro sitotoksisite testi, kurkumin yiiklii
PEG’lenmis manyetik lipozomlarin, artan kurkumin konsantrasyonuna paralel olarak
MCEF-7 hiicrelerini verimli bir sekilde ldiirebildigini gosterdi. Bu nedenle, indiikleyici

manyetik 1sitma ile kombinasyon halindeki yeni hidrofobik ila¢ yiiklii PEG’lenmis
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manyetik lipozomlarin, kanser tedavisi i¢in kemoterapi ve termoterapi
kombinasyonunda uygulanmak {izere umut verici oldugu tahmin edilmistir

(Hardiansyah vd., 2017).

Seleci ve arkadaslarinin (2017) ¢aligmasinda, teranostik lipozomlarin hazirlanmasi,
karakterizasyonu ve in vitro degerlendirmesi arastirildi. Gelismis teranostik nanotip,
hastalikli dokularin tani ve etkili tedavisini birlestiren ¢ok islevli bir yaklagim sunar.
Bilindigi gibi, lipozom-kuantum dot (L-QD) hibrit vezikiiller, hiicre goriintiileme i¢in
umut verici nanoyapilardir ve lipozomal-topotekan (L-TPT), sistemik temizlige kars1
koruma saglayarak ve tiimoriin oldugu bolgede birikmesi i¢in uzun siireye izin vererek
TPT'nin etkinligini arttirdi. Calismada, hidrofobik CdSe/ZnS QD ve TPT, sirasiyla iki
katmanli membranda ve lipozomlarin i¢ ¢ekirdeginde yer aldi. Lipozomlarin vezikiil
boyutunu, yiikiinii ve spektroskopik 6zelliklerini belirlemek i¢in dinamik 151k sagilimi1
(DLS), zeta potansiyeli 6l¢timleri ve floresans/absorpsiyon spektroskopisi kullanilarak
karakterizasyonlar1 yapildi. Ayrica, nétr ve asidik pH kosullar1 altinda ilag salimi
calisildi. TPT yiiklii L-QD formiilasyonunun hiicresel alimini ve hiicre i¢i tagiimini
incelemek i¢in floresan mikroskopisi ve akis sitometrisi analizleri yapildi. Calismada
kullanilan malzemelerin HeLa hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksisite aragtirmalari
MTT analizi ile yapildi. Elde edilen verilere gore, TPT yiiklii L-QD hibridinin yeterli
fizikokimyasal 6zelliklere sahip oldugu tedavi edici ve teshis maddelerinin ayn1 anda
birlikte verilmesini saglayan umut verici ¢ok islevli bir tasimim aract olarak

kullanilabilecegi bildirildi (Seleci vd., 2017).

Jain ve Jain (2016) tarafindan yapilan bir calismada, yumurtalik kanserinin
kemoterapisi i¢in tedavi edici etkinligi arttirmak adina sinerjik olarak aktif
kombinasyonlarin  kullanilmas1 gerekliligi vurgulandi. Sinerjik olarak aktif
paklitaksel-topotekanin kombinasyonu (Pac-Top; 20:1, w/w) yumurtalik kanserinin
giivenli ve etkili tedavisi icin folat baglantili polietilenglikol ile kaplanmis olan
lipozomlara (FPL-Pac-Top) yiiklendi. Karbodiimid kullanilarak baglanma
reaksiyonlar1 gergeklestirilmis ve reaksiyonlarin olusum durumlar1 kiziltesi spektral
analizle dogrulandi. Olusan bu lipozomlarin hem sekil ve fiziksel etkilesim durumu
hem de lipozomlarda tasman ilaclarm in vitro salim kinetigi, hemolitik toksisite,
OVCAR-3 hiicre dizilerinde ex vivo farmakodinamik ve yumurtalik tiimdrii tagtyan

farelerde ise farmakokinetik agidan arastirildi. Diferansiyel taramali kalorimetre
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caligmalar1 ile lipozomlarin (150 nm) 41°C'de erimeye basladiklar1 gdzlemlendi.
Lipozomlardan ilaglarin salim1 Fickian difiizyon modeliyle takip edildi. Hematolojik
calismalar, kan hiicreleri igin nemsiz toksisitenin varligini ortaya ¢ikardi. In vivo
caligmalar, uzun dolasim davranist (artan AUCO-t ve AUMCO-t ve MRT) ve
yumurtaliklarda segici FPL-Pac-Top birikiminin oldugunu ve FPL-Pac-Top, akis
sitometrisinde daha az nekroz ve daha fazla apoptoz etki gosterdi. FPL-Pac-Top'un
giclii anti-kanser aktivitesi, viskozite termo duyarlilifi, uzun dolasim yapisi ve
hedeflenebilirlik gibi birgok 6zelligi ile iliskilendirildi. Sonug olarak FPL-Pac-Top'un,
kanserin giivenli ve etkili bir sekilde tedavisinin hedeflenmesine katki sunabilecegi

ifade edilmistir (Jain ve Jain, 2016).

Wang ve arkadaglar1 (2016) geleneksel risperidon yiiklii lipozom ile karsilastirma
yapabilmek i¢in lipozom sisteminde kullanilmak iizere ilag-siklodekstrin kompleksini
hazirladilar. Caligmalarinda karsilastirma yapabilmek icin iki farkli yontemle lipozom
elde edildi. Inkliizyon komplekslerinin termal dzellikleri ve lipozom morfolojisi i¢in
diferansiyel termal analiz (DTA) ile birlikte ge¢irimli elektron mikroskobu (TEM)
kullanildi. Ayrica, partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve kapsiilleme verimliligini
ultrafiltrasyon ve 1s1k sacilim analizi ile incelendi. pH 7,4 fosfat tampon ¢6zeltisinde
in vitro salim caligmalar1 gergeklestiridi ve belirli zaman araliklarinda numuneler
toplandi. Sonug olarak, farkli yontemlerle hazirlanan lipozomdaki ilag-siklodekstrin
kompleksi, geleneksel lipozomlardan daha diisiik kapsiilleme etkinligi gosterdi.
Bununla birlikte, hazirlanan sistemin boyutu daha biiyiik ve kararlilig1 ise ikincisinden
daha iyiydi. Yeni tasinim sisteminin ikinci salim agamasi, birinci asamadaki ilk ortaya
¢ikan salimdan sonra biraz daha yavas olurken, geleneksel lipozom daha diizenli bir
ozellik sergiledi. Bu nedenle, yeni elde edilen lipozomun uzun etkili enjeksiyon ile
birlikte uygulama formiilasyonu olarak gelistirilme potansiyeline sahip oldugu rapor
edildi. Sekil 2.3’te geleneksel ve ilag-siklodekstrin kompleksinin lipozom ile ilag
taginimi sematik olarak gosterilmektedir (Wang vd., 2016).
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Ilag-siklodekstrin
kompleksi

Sekil 2.3 Geleneksel ve ilag-siklodekstrin kompleksinin lipozom ile ilag¢ tasiniminin sematik gdsterimi

Padhi ve arkadaglar1 (2016) tarafindan yapilan ¢aligmalarinda, topotekan (TPT) ¢esitli
kat1 timorlere kars1 etkinlik gostermekte olan, ancak konu ile ilgili olarak farmasotik
uyarilar nedeniyle klinik kullanimi kisitlanan bir antikanser ila¢ olmasi nedeniyle
kisitlamaya neden olan ilacin aktif lakton formunun inaktif karboksilat formuna hizl
dontlistimiinii yavaglatan ve sonug¢ olarak etkinligini artiran basarili bir TPT-PLGA
(poli-laktid-ko-glikolid) nanosistemi formiile etmeye odaklanmislardir. TPT-PLGA
nanoparcaciklar, istenen pargacik boyutu, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli ve
tutunma verimini elde etmek icin sirali optimizasyon ile bir ¢ift emiilsiyon-¢oziicii
buharlastirma teknigi ile formiile edildi. TPT'nin kararlilig1, ilag igeren fazda asidik bir
pH’ta korunarak sagland1 ve sistem sitotoksik etki dahil olmak iizere in vitro-in vivo
performans agisindan degerlendirildi. Nanopartikiillerin i¢indeki diisiik pH, ilac1 aktif
lakton formunda kalacak sekilde stabilize etti ve 15 giine kadar iki fazli bir salim
modelin varligini ortaya ¢ikardi. Ek olarak, in vitro sitotoksisite analizinin yani sira in
vivo antitimor etkinligi, saf ilag (TPT) ile karsilastirildiginda 6nemli bir yiiksek
proliferasyon inhibisyonu potansiyeli gosterdi. Bu nedenle arastirma verilerine gore,
kat1 tiimorleri tedavi etmek ve etkili tasinim igin stabil TPT nanopargaciklari

gelistirmeye yonelik yenilik¢i ve basit bir nano yapi rapor edildi (Padhi vd., 2016).

Martinez-Carmona ve arkadaslar1 (2016), topotekanin etkisiz karboksilat forma
doniisiimiinii engelleyecek bir ¢calisma yapmislardir. Topotekan (TOP), kamptotesinin
suda ¢Oziiniir bir tiirevi olup farkli kanser tiirlerinin tedavi edilmesinde ilgi goren giiclii

bir antitlimor ilacidir. Bununla birlikte, bu ilacin klinik kullanimindaki en biiyiik
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dezavantajlarindan biri, fizyolojik pH’ta etkisiz olan forma doniismesidir. Bu sorunu
asmak i¢in mezogdzenekli silika nanoparcaciklar (MSN'ler), umut verici nano
tastyicilardir. Caligmada TOP, MSN'ler icine kapsiillenmis ve nanopartikiillerin
icsellestirilmesini takiben asidik hiicre bolmeleri sirasinda (endo/lizozomlar; pH<S5.5)
ilacin aktif formunun salinmasina izin veren timor hiicrelerine kars1 segicilik sagladigi
rapor edildi. Bu amacla, MSN'ler, TOP"u hidrolizden korumakta ve erken salinimini
onlemekte, pH'a duyarli bir katman gorevi gormekte ve tiimor hiicrelerinde segici
i¢sellestirme icin folik asit (FA) gibi hedefleyici ligandlarin asilanmasi i¢in ¢oklu
sabitleme noktalar1 saglayan ¢ok islevli bir jelatinli madde ile kapland. In vitro testler,
FA'ya afinitesi olan membran hiicre yiizeyi isaretleyicilerini asir1 ifade eden kanser
hiicrelerinin, bu tiir isaretleyicileri asir1 ifade etmeyen saglikli hiicrelere gore daha
yliksek oranda nanoparcgaciklar1 benimsedigini gosterdi. Ayrica nanosistemler, normal
hiicrelerin canliligim azaltmazken tiimor hiicrelerini 61diirmede etkili bulundu. Serbest
olarak bulanan TOP, ilacin inaktivasyonuna atfedilebilecek her iki hiicre hattin1 da yok
etmede basarisiz oldu. Bu yeni tasarlanan nano sistem, kansere karsi savagsmada
ilaglarin taginmasi i¢in dogru bir adim teskil etmektedir. Sekil 2.4 TOP'u i¢ine alan,
jelatin bir kabukla kaplanmis ve hedefleme ligandi olarak folik asit (FA) ile siislenmis
MSN'lerden olusan tiimor hedefli TOP nanosistem sematik gosterilmektedir

(Martinez-Carmona vd., 2016).

Jelatin

) ) Reseptor
%y Aracilh
Endositoz

Tiimér hiicresi Endozom

Sekil 2.4 TOP'u i¢ine alan, jelatin bir kabukla kaplanmis ve hedefleme ligandi olarak folik asit (FA) ile
siislenmis MSN'lerden olusan tiimor hedefli TOP nanosisteminin sematik gosterimi
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He ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan ¢calismada, pH'a duyarli nanopargaciklarin
tasarlanmasi, asetallenmis a-siklodekstrin malzemelerinden kolaylikla elde edildi.
Tasarlanan nanopargaciklarin hidroliz periyodu, asetalasyon siiresi ile kolayca kontrol
edilebilen gesitli asetal tiplerine sahip malzemelerin kullanilmasiyla hassas bir sekilde
ayarlanabilir. pH duyarlilikta hidrolize ve pH ile tetiklenen ilag verme kapasitesine
sahip bu nanopargaciklar, in vitro ve in vivo olarak iyi biyouyumluluk gosterdi.
Antikanser ila¢ paklitakselin (PTX) yeni gelistirilen pH’a duyarli nanosistemlere
entegre edilmesi, ¢esitli timor hiicrelerine karst 6nemli 6l¢iide gelistirilmis sitotoksik
aktiviteye sahip nano tedavi edici maddelerin yolunu acgabilir. Daha da 6nemlisi, bu
sekilde formiile edilmis tibbi nano sistemler, PTX’e karst direngli olan kanser
hiicrelerinin ¢oklu ilag direncini tersine ¢evirebilir. In vivo antitiimér ¢alismalari, pH'a
duyarli nanosistemlerin, bozulmayan PTX ve pH’a duyarsiz poli-laktid-ko-glikolid
(PLGA) nanoformiilasyonlarina gore tistiinliigiinii de ortaya koydu. Dahasi, diger iki
aside dayaniksiz malzeme ile karsilastirma yapildiginda siklodekstrin bazli nano-
tasiyicilarin ilag yiikleme kapasitesi, in vitro ve in vivo aktivite ve ayrica hafifletilmis
yan etkiler agisindan avantajlarin1 kanitladi. Elde edilen veriler dogrultusunda pH'a
duyarl nanopargaciklarin, ilag taginimi i¢in yeni nesil nano tasiyicilar olarak hizmet
edebilecegi bildirildi. Sekil 2.5 Asetallenmis a-CD'ye (Ac- a-CD) dayali pH'a duyarh
PTX nanoapargacik yapisi sematik olarak gdsterilmketdir (He vd., 2013).

¢ w8 “
T 4
setalasyon o). ? v Diisiik pH
Hidroliz Mikrokapsiilleme PR Hidroliz ve
ilag salmim

Asetallenmis 0-CD ,
PTX yiiklenmig

nanopargacik

Sekil 2.5 Asetallenmis a-CD'ye (Ac- a-CD) dayali pH'a duyarli PTX nanoapargacik yapisinin sematik
gosterimi

Rahman ve arkadaglar1 (2012) tarafindan sudaki c¢oziiniirliigli zayif ilaglarin
cozlinlirliigliniic ve dagitim oOzelliklerini  gelistirmek amaciyla, [-siklodekstrin-
kurkumin (B-CD-C) inkliizyon kompleksleri (hidrofilik kurkumin) hazirland1 ve hem
dogal kurkumin (hidrofobik) hem de kompleksleri ayr1 ayr1 lipozomlara
hapsedildikten sonra akciger ve kolon kanseri hiicre hatlarinda in vitro sitotoksisite

acisindan degerlendirildi. Metanol geri akisi ile hazirlanan B-CD-C kompleksleri ile
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B-CD icinde kurkumin yiiklenmesinin optimizasyonu saglandi. Inkliizyon
kompleksleri UV-Vis spektroskopisi, fourier doniisimlii kizilotesi (FTIR)
spektroskopisi ve X-1simn1 kirinimi kullanilarak karakterize edildi. Ayrica, tim
lipozomal formiilasyonlar, 2-8°C'de kurkumin ve B-CD-C kompleksi i¢in yiikleme
etkinligi, partikiil boyutu, polidispersite ve stabilite acisindan karakterize edildi. B-
CD-C komplekslerinin sudaki ¢oziiniirligii belirgin sekilde iyilesti ve komplekslerin
bir ince film hidrasyon yontemi kullanilarak hazirlanan lipozomlara basarili bir sekilde
yiiklenmesi de saglandi. Kurkumin, BCD-C kompleksi ve bunlarin optimize edilmis
lipozomal formiilasyonlari, akciger (A-459) ve kolon (SW-620) kanser hiicre
dizilerinde antikanser aktivite agisindan degerlendirildi. Test edilen tiim kurkumin
iceren formiilasyonlar, bir MTT analizi ile belirlendigi lizere hiicre cogalmasini inhibe
etmede etkili oldugu bulundu. Tiim kurkumin formiilasyonlar1 i¢in medyan etkili
dozun (IC50), test edilen hem kolon hem de akciger kanseri hiicre hatlar1 igin diisiik
uM araliginda oldugu rapor edildi. Calismanin sonuglarina gore, kurkumin gibi suda
az ¢oziinen ilaglarin B-CD inkliizyon komplekslerinin, lipozomlar gibi biyouyumlu
vezikiiller i¢inde tutulabilecegini ve bu onlarin antikanser aktivitelerini

engellemedigini dogruladi (Rahman vd., 2012).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

3.1.1 Reaktifler ve kimyasallar

Caligsma siiresince kullanilan tiim maddeler ve ¢oziiciiler analitik saflikta olup ticari
olarak satin alinip kullanilmistir. Manyetik demir oksit nanoparcaciklar (Fe3Oa),
manyetik p-siklodekstrin (Fe3Os4@p-CD) ve lipozom literatiirdeki sentezlenme

mekanizmalarindan yararlanilarak hazirlanmistir.
Demir (II) Klortir Hekzahidrat (FeCl;.6H>O)
Demir (II) kloriir tetrahidrat (FeCl,.4H20)
B-siklodekstrin (C42H70035)

Glasiyel Asetik Asit (CH;:COOH)

MES (Tampon) (CsH13NO4S)

Fosfat tuzu tamponu (Sigma 100 Tablet)
Asetonitril (CHsCN)

Trietilamin (CsH sN)

Amonyak (NH4OH)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Hidroklorik asit (HCI)

Topotekan (C23H23N305s)

Kolesterol (C27H460)

Hidrojenlenmis L-a-Fosfatidilkolin (1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
Izopropil Alkol (C3HsO)

Etil alkol (C2:HsOH)
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3.1.2 Cihazlar ve aletler

Bu calismanin biiyiik ¢cogunlugu Dicle Universitesi Ziya Gokalp Egitim Fakiiltesi
Nanoteknoloji Arastirma Laboratuvarlarinda bir kismi ise inénii Universitesi Fen
Fakiiltesi Kimya Boliimii Arastirma Laboratuvarlarinda ve Ortadogu Teknik
Universitesi (ODTU) Merkezi Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi. Tez

caligmasi siiresince faydalanilan cihaz ve arag-gereg listesi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan cihazlar ve aletler

Cihazin Ad1 Markasi
FT-IR Perkin Elmer 400
UV-Vis Spektrofotometre Agilent Cary 60

HPLC

Agilent 1260 Infinity Quaternary

SEM QUANTA 400F

VSM Cryogenic Limited PPMS

TEM JEOL marka JEM 2100F

DLS Malvern Nano ZS90

Etliv Memmert

Ultra Saf Su Cihazi Sartorius Arium Comfort

Sonikator Sonics

Isik Mikroskopu Olympus CX21 Biyolojik Mikroskop
Ultrasonik Banyo WiseClean

Manyetik Karistirici-Isitict

IKA C-MAG HS 7

pH Metre

Hanna HI 2211

Derin dondurucu

Vestel Buzdolab:r ve Dondurucu

Mikropipetler

Eppendorf

Vorteks

Isolab

Hassas Terazi

Denver Instrument

Calkalamali Inkiibator

IKA KS 4000 i Control

3.2 Metotlar

Calismada hazirlanan nanomalzemelerin yapisal analiz, ylizey ve boyut morfolojisi
manyetik karakterizasyonunda, taramali elektron mikroskobu (SEM), gecirmeli
elektron mikroskobu (TEM), optik mikroskop, fourier doniisiimlii kizilGtesi
spektrometresi (FTIR), par¢acik boyutu dagilimi (DLS), zeta-potansiyel 6l¢iim ve
titresimli 6rnek manyetometresi (VSM) metotlar1 kullanilmistir. Ayrica ilacin salim ve
yiikkleme c¢aligmalar1 i¢in yiliksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC) ve

ultraviyole-goriiniir bolge spektrofotometre (UV-Vis) kullanilmistir.
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3.2.1 Karakterizasyon

3.2.1.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Fourier doniistimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR), fonksiyonel gruplari belirlemek
icin kullanilan bir tekniktir. Genellikle fonksiyonel gruplar, bilesigin kimyasal
reaksiyon ozelliklerini verir. Fonksiyonel gruplarin bazi 6rnekleri hidroksil (OH-) ve
karbonildir (C=0). Fonksiyonel gruplar biliniyorsa, bilesik sinifi belirlenebilir.
Ornegin, hidroksil grubu (OH-) genellikle alkolleri ve karboksil asitleri temsil eder
(Algaheem ve Alomair, 2020).

Fourier doniisiimlii kiz1ldtesi spektrometresi (FTIR) analizleri, Dicle Universitesi Ziya
Gokalp Egitim Fakiiltesi biinyesinde bulunan Perkin Elmer 400 FT-IR

Spektrofotometre cihazi ile yapilmistir.

3.2.1.2 Ultraviyole-goriiniir bolge spektrofotometre (UV-Vis)

Molekiillerin incelenmesinde, molekiiliin absorpsiyon araligmin belirlenmesi,
malzemenin potansiyel kullanimlarimin belirlenebilmesi icin hayati Onem tasir.
Absorpsiyon, fotonlardan gelen 1s1ik enerjisi molekiiller tarafindan alindiginda ve
elektronlar daha yiiksek uyarma durumlarma gecerken kinetik enerjiye
dontstiiriildiigiinde meydana gelir. Isiktan gelen enerjinin tamami emilir, ancak belirli
dalga boylar1 elektronik enerji seviyelerinde uyarilmaya neden olur. 200 ile 1100 nm
dalga boylar1 araligindaki ultraviyole ve goriiniir 151k, elektronik enerji seviyelerinde
uyarilmaya neden olur. Her elektronik gegiste ayrica titresimsel ve rotasyonel gegisler
olmaktadir. Bu enerji absorpsiyonu, bir CCD kamera kullanilarak ultraviyole/goriiniir
absorpsiyon spektrometrisi (UV-Vis) ile tespit edilebilir. Yiiklii birlestirilmis cihaz
(CCD) kamerasi, numuneden gelen 151¢in fotonlarini algilar ve spektroskopik bir
spektrum olusturmak i¢in onu elektrik yiikiine doniistiiriir.

Ultraviyole-Gériiniir Bolge Spektrofotometre (UV-Vis) analizleri Dicle Universitesi
Ziya Gokalp Egitim Fakiiltesi biinyesinde bulunan Agilent Cary 60 cihazi ile
yapilmistir.

3.2.1.3 Yiiksek performansh sivi kromotografisi (HPLC)

Yiiksek performanslt sivi kromatografisi (yaygin olarak HPLC olarak bilinir), bir
karisimdaki her bir bileseni ayirmak, tanimlamak veya dlgmek i¢in kullanilan analitik
bir tekniktir. Karigim, kolon kromatografisinin temel prensibi kullanilarak ayrilir ve

ardindan spektroskopi ile tanimlanir ve miktar1 belirlenir.
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Yiiksek performansli stvi kromotografisi (HPLC) analizleri Dicle Universitesi Ziya
Gokalp Egitim Fakiiltesi biinyesinde bulunan Agilent 1260 Infinity Quaternary cihazi
kullanilarak yapilmistir. Biitiin analizlerde Poroshell 120 EC-C18 (boyutlar1 4,6 x 50
mm, tanecik boyutu 2,7 pm olan) kolonu kullanilmistir. Kolonun maksimum basinci
151,4 bar’a dayanikli, akis hiz1 1 mL/dakika, enjeksiyon hacmi 1puL olan ve yiiriitiicii
faz olarak trietilamin asetat/asetonitril 88/12 oranlarinda c¢aligilmistir. Okumalar

adsorpsiyon 382 nm ve emisyon 516 nm’de floresans dedektor ile yapilmistir.

3.2.1.4 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM), odaklanmis bir elektron demeti ile ylizeyi
tarayarak test edilen numunenin yiizeyini 6lgmek ic¢in kullanilan bir tekniktir. Bu
teknik ile nanometre (nm) ile mikrometre (um) araligindaki yapilar analiz edilebilir.
Elde edilen goriintii 3 boyutlu bir fotografta olacaktir. SEM sistemi, her numune tipi
icin uygun vakum seviyelerinin secilebildigi bir vakum numune odasindan olusur.
SEM teknigi, metaller gibi analiz edilebilen iletken numuneler i¢in uygundur. Fakat,
seramik ve polimerler gibi iletken olmayan numunelerde, goriintii kalitesini
tyilestirmek icin altin veya karbon kaplama yapilmasi gereklidir (Thongdee ve
Jantaratana, 2021).

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizleri Orta Dogu Teknik Universitesi
(ODTU) Merkezi Laboratuvarinda bulanan QUANTA 400F Field Emission SEM

Yiiksek ¢oziiniirliikli taramali elektron mikroskobu ile yapilmustir.

3.2.1.5 Titresimli 6rnek manyetometresi (VSM)

Titresimli numune manyetometresi, ilk olarak 1955 yilinda S. Foner (Foner, 1959)
tarafindan 6nerilen malzemelerin manyetik karakterizasyonu icin en yaygin kullanilan
yontemdir. Manyetik Olgiimler i¢in dogrudan ve dolayl teknikler kullanilarak
giiniimiizde ticari olarak farkli tiplerde bircok VSM mevcuttur (Muhammad, 2011).
Manyetometrenin ¢alisma prensibi Faraday'in indiiksiyon Yasasina dayanmaktadir.
Genellikle numune uzun bir ¢ubuga yerlestirilir ve sabit bir manyetik alanda sabit
toplama bobinleri arasina yerlestirilen mekanik vibrator tarafindan belirlenir.
Manyetik numunenin salimim hareketinin neden oldugu basibos alan nedeniyle
algilama bobinlerinde indiiklenen voltaj, daha sonra kilitleme amplifikatoriine alinir

ve numunenin manyetik momenti ile orantili olarak sinyal iiretir.
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Titresimli 6rnek manyetometresi (VSM) analizleri Orta Dogu Teknik Universitesi
(ODTU) Merkezi Laboratuvarinda bulanan Cryogenic Limited PPMS cihaz1 ile
yapilmuistir.

3.2.1.6 Gegirmeli elektron mikroskopu (TEM)

Gegirimli elektron mikroskobu, malzeme bilimi i¢in ¢ok giiclii bir aragtir. Yiiksek
enerjili bir elektron demeti ¢ok ince bir numuneden gegirilir ve elektronlar ve atomlar
arasindaki etkilesimler kristal yap1 gibi o6zellikleri ve yapidaki kaymalar ve tane
siirlart gibi Ozellikleri gozlemlemek i¢in kullanilabilir. Kimyasal analizler de
yapilabilir. TEM, katmanlarin biiylimesini, bilesimlerini ve yar1 iletkenlerdeki
kusurlar1 incelemek i¢in kullanilabilir. Kuantum kuyularmin, tellerin ve noktalarin
kalitesini, seklini, boyutunu ve yogunlugunu analiz etmek i¢in yliksek c¢oziintirlik

kullanilabilir (Donten-Bury, 2018).

TEM, 151k mikroskobu ile ayni temel prensiplerde ¢alisir ancak 151k yerine elektronlar
kullanir. Elektronlarin dalga boyu 15181 dalga boyundan ¢ok daha kii¢iik oldugu ig¢in,
TEM goriintiileri i¢in elde edilebilecek optimal ¢oziiniirliik, bir 151k mikroskobundan
cok daha iyi bir biiylikliik derecesidir. Boylece, TEM'ler baz1 durumlarda tek tek
atomlar kadar kiiciik 1¢ yapmmin en ince ayrintilarimi ortaya ¢ikarabilir

(Shunmugaperumal, 2020).

Gegirmeli Elektron mikroskopu (TEM) analizleri Orta Dogu Teknik Universitesi
(ODTU) Merkezi Laboratuvarinda bulanan JEOL marka JEM 2100F model Gegirimli
Elektron Mikroskobu ile yapilmaistir.

3.2.2 Sentez Prosediirleri

Nanopartikiillerin ~ sentezlenmesinde uluslararasi gegerliligi olan metotlardan
faydalanilmistir. Bu tez calismasinda, demir oksit nanoparcaciklar (Fe3O4) birlikte
coktiirme metodu ile sentezlenmistir. Bu parcaciklar farkli fonksiyonel gruplarla
fonksiyonlandirilmis farkli  polimerlerle kaplanmistir. Sentezlenen manyetik
nanopargaciklarin yapisal analizi i¢in FTIR kullanilmistir. Elde edilen demir oksit
nanopargaciklarin manyetik analizi, VSM ve boyut analizi ile yiizey morfolojisi i¢in
TEM, SEM, DLS ve Zeta potansiyel kullanilmistir (Biitiin karakterizasyon grafikleri

ve yorumlar1 Bulgular ve Tartisma boliimiinde verilmistir).
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3.2.2.1 Manyetik nanoparcaciklarinin (Fe3Q4) sentezi

Manyetik nanoparcgaciklar (Fe3O4) tek adimda kimyasal olarak birlikte ¢oktiirme
yontemine gore hazirlanmistir (Cruz vd. 2008). FesOs4’lerin sentezi igin 2,36 g
FeCl3.6H20 ve 0,86 g FeClo-4H,O (molar oranlar1 Fe**: Fe**=1:2) karisimi, 50 mL
distile su i¢inde, argon atmosfer altinda (oksidasyonu dnlemek i¢in) yuvarlak dipli bir
balonda ¢oziilerek 1 saat boyunca mekanik karistirma ile karistirilmistir. Daha sonra
reaksiyon karisimina damla damla %25 amonyak ¢ozeltisi ilave edilmis (siyah renkte
FesO4 c¢okeltisi elde edilmis) ve 30 dakika daha karistirmaya devam edilmistir.
Reaksiyonun bu asamasi pH 8-10 araliginda olmalidir. Reaksiyonun bitiminde Fe3O4
bir miknatis yardimiyla ¢oktiiriiliip deiyonize su ile birkag¢ kez yikanmistir (Sekil 3.1)
(Gogoi vd. 2019). Calisma i¢in sentezlenen Fes3Os’ler istenilen miktarlarda
kullanilmak tizere 1slak (sulu) vaziyette kapakli falkon tiiplerinde muhafaza edilmistir

(Tarhan vd., 2019).

Fe® +2Fe® + 8OH —> Fe(OH),2Fe(OH), —> Fe,0, +4H,0 (3.1

%25 NH,OH

pH: 8-10

Sekil 3.1 Fe;04 sentezinin sematik olarak gdsterimi

3.2.2.2 Manyetik p-siklodekstrin (Fe3O4@p-CD) sentezi

B-siklodekstrin kapli demir oksit manyetik nanoparcaciklar tek adimda kimyasal
olarak birlikte ¢oktiirme yontemine gére modifiye edilerek hazirlanmistir (Cruz vd.
2008). Fe3Os@p-CD’lerin sentezi i¢in 0,5 g B-siklodekstrin, 2,36 g FeCl3.6H20 ve
0,86 g FeCl,'4H,0 (molar oranlar1 Fe?*: Fe**=1:2) karisim1, 50 mL distile su iginde,
argon atmosfer altinda yuvarlak dipli bir balonda ¢oziilerek 24 saat boyunca mekanik
karistirma ile karistirilmistir. Daha sonra reaksiyon karisimina damla damla %25

amonyak ¢ozeltisi ilave edilmis ve 30 dakika daha karistirmaya devam edilmistir
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(Sekil 3.2). Reaksiyonun bu asamasinda pH 8-10 araliginda olmalidir. Reaksiyonun
bitiminde Fe;04@f-CD’ler bir miknatis yardimiyla ¢oktiiriiliip deiyonize su ile birkag
kez yikanmigtir (Sekil 3.3) (Gogoi vd., 2019). Calisma i¢in sentezlenen Fe3O4@p-

CD’ler istenilen miktarlarda 1slak olarak kullanilmustir.

B_CD FC304@ B—CD

Sekil 3.3 Fe3;O4@p-CD sentezinin sematik olarak gosterimi
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3.2.2.3 Lipozom sentezi

Lipozomlar ultrasonik banyonda sonikasyon yontemi ile hazirlanmistir. 20 mg
kolesterol 10 mL’lik bir falkona alinarak 10 mL ultra saf su eklenerek 50 °C’de 30 dk
ultrasonik banyoda sonike edilerek ¢oziindiiriilmiistiir. 30 dk sonrasinda 100 mg L-a-
Fosfatidilkolin fosfo lipit kolesterol ¢ozeltisine eklenerek 50 °C’de 40 dk ultrasonik
banyoda karisim olarak sonike islemine devam edilerek lipozomlar elde edilmistir
(Putri vd., 2017; Dwiastuti vd., 2016). Sematik olarak lipozom sentezi Sekil 3.4’te
gosterilmektedir. Lipozomlarmn gériintiileri, Dicle Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi

Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Olympus CX21 Biyolojik Mikroskop ile alinmistir.

Kolesterol Fosfolipit

Ultrasonik banyo Ultrasonik banyo
30dk 50°C 40 dk 50 °C

Sekil 3.4 Lipozom sentezinin sematik olarak gosterimi

3.2.3 TPT yiikleme calismalari

3.2.3.1 Stok ve standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

Topotekan stok ¢ozeltinin hazirlanmasi (1000 ug/mL): Tez calismasinda kullanilmak
iizere topotekan’dan 1000 pg/mL stok c¢ozelti dimetil siilfoksit (DMSO) iginde
hazirlanmistir. 1000 pg/mL stok topotekan (Molekiil Agirligi =457,9 g/mol) ¢ozeltisi
icin yaklagik olarak 25 mg tartilip 25 mL’lik bir balon jojede DMSO i¢inde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Diger kullanilan derisimler stok c¢ozeltiden gerekli seyreltmeler
yapilarak hazirlanmistir.

Topotekan, kamptotesin tlirevi olup ortamin pH’na bagl olarak iki farkli formda
bulunan bir anti kanser ilagtir. Formlardan biri, kanser tedavilerinde kullanilan ve aktif
form olan lakton formudur. Bu form, pH 5 ve 5’ten kii¢lik degerlerde yani asidik
ortamda mevcuttur. Toksik etki gosteren diger form ise karboksilat formudur.
Karboksilat, notral ve bazik kosullardaki pH degerlerinde olan formdur. Topotekanin

aktif lakton formda kalma kosullarinin belirlenmesi 6nemlidir. Sentezi yapilmis nano-
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malzemelere yiiklenen topotekanin aktif lakton formda kalma durumu HPLC analizleri
ile takip edilmistir.

Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi: HPLC analizleri ile topotekan’in hem karboksilat
hem de lakton formunu kantitatif olarak tayin etmek icin sirasiyla 2-25 pg/mL ve 5-
50 pg/mL derisim araliginda iki ayr1 kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Lakton formun
kalibrasyon grafigi i¢in standart ¢dzeltiler, 1000 pg/mL stok topotekan ¢dzeltisinden
pH 4 fosfat tamponu ile seyreltmeler yapilarak hazirlanmistir. Karboksilat formun
kalibrasyon grafigi icin ise standart c¢ozeltiler, 1000 pg/mL stok topotekan
cozeltisinden pH 10 fosfat tamponu ile seyreltmeler yapilarak hazirlanmistir.
Karboksilat formun kalibrasyon grafigi ve pH 10’da HPLC kromatogrami Sekil 3.5 ve
Sekil 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.5 2-25 pg/mL derisim araliginda karboksilat form i¢in kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.6 pH 10°da karboksilat form i¢in HPLC kromatogrami

Lakton formun kalibrasyon grafigi ve pH 4’te HPLC kromatogrami Sekil 3.7 ve Sekil

3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.8 pH 4’te lakton form i¢in HPLC kromatogrami

Stok fosfat tamponunun hazirlanmasi: Ticari olarak tablet seklinde satilan fosfat
tuzunda, bir tablet tartildig1 zaman 1933 mg gelmektedir. 200 mL ultra saf su i¢inde

bir tablet fosfat tuzu ¢oziilerek pH 7,4 olan fosfat tampon hazirlanmstir.

Farkli pH icin fosfat tamponunun hazirlanmasi: HC1 ve NaOH kullanilarak ihtiyag
duyulan pH degerlerine ayarlanmistir. Standart lakton ve karboksilat formun
cozeltileri hazirlanirken kullanilan pH 4 ve pH 10 tampon ¢ozeltileri, stok tampon
cozelti (pH 7,4) HCI ve NaOH cozeltilerinin kullanilmasiyla ayarlanmistir. Sorpsiyon
ve desorpsiyon ¢alismalari icin pH 5,0, pH 5,5, pH 6,5 ve pH 7,4’de tampon ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Hem stok olarak kullanilan hem de seyreltilerek hazirlanan biitiin
tampon ¢ozeltiler filtrasyondan gegirildikten sonra buzdolabinda muhafaza edilerek

caligmalarda kullanilmstir.

800 mL deiyonize suda 10 mL trietilamin ¢6ziiliip, pH degerinin 5,5’e ayarlanmasi

icin glacial asetik asit kullanilmistir. HPLC c¢alismalarinda yiiriitiicii faz olarak
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kullanmak iizere filtre edildikten sonra buzdolabinda saklanmistir. Analizlerde
Poroshell 120 EC-C18 (boyutlar1 4,6 x 50 mm, tanecik boyutu 2,7 pm olan) kolonu
kullanilmistir. Kolonun maksimum basinci 151,4 bar’a dayanikli, akis hizi 1
ml/dakika, enjeksiyon hacmi 1pL olan ve yiriticli faz olarak trietilamin
asetat/asetonitril 88/12 oranlarinda c¢alisilmigtir. Okumalar adsorpsiyon 382 nm ve

emisyon 516 nm’de floresans dedektor ile yapilmustir.

3.2.3.2 TPT’nin Fe3;04@p-CD nanoparcaciklarina yiikleme ¢calismalari

Sentezlenen nanoparcaciklara TPT yiikleme c¢aligmalar: yapilmis ve ilacin yiiklenme
verimliligi hesaplanmistir. Calismalarda TPT’nin yiikleme verimliligi iizerine
nanoparcacik miktari, ortamm pH’1i, TPT ile ylizeyin etkilesim siiresi ve TPT nin
konsantrasyon etkileri arastirllmistir. Sekil 3.9°da TPT’nin  Fe;O4@p-CD

nanoparcaciklara yliklenmesi sematik olarak gosterilmektedir.

Fe;0,@ B-CD Fe;0,@ B-CD-TPT

Sekil 3.9 TPT’nin Fe;04@p-CD nanopargaciklara yiiklenmesi

3.2.3.3 TPT ve Fe;04@p-CD-TPT nin lipozoma yiiklenme ¢alismalar:

3,125, 6,25, 12,50, 25,00 ve 50,00 ng/mL derisimlerinde TPT ve Fe;O4@p-CD-TPT
pH 5 fosfat tamponunda hazirlanmigstir. TPT:Lipozom ve Fe;O4@f-CD-TPT:Lipozom
hacimsel olarak 1:1 oraninda hazirlamak i¢in TPT ve Fe3O4@p-CD-TPT
cozeltilerinden (3,125, 6,25, 12,50, 25,00 ve 50,00 pg/mL) oda sicakliginda 100
rpm’de 1 saat calkalanmistir. Sitotoksisite calismalari i¢in ¢ozeltilerden uygun
miktarlar kullanilmistir. Hazirlanan 1,5625, 3,125, 6,25, 12,50 ve 25,00 pg/mL
Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;04@f-CD-TPT ¢ozeltileri sitotoksisite ¢alismalarinda
kullanilmastir (Sekil 3.10 ve Sekil 3.11).
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Lipozom

Sekil 3.10 TPT nin lipozoma yiiklenmesi

FC304@ B—CD—TPT

Lipozom-Fe;0,@ p—CD-TPT

Sekil 3.11 Fe304@p-CD-TPT nin lipozoma yiiklenmesi

3.2.4 TPT’nin Fe3;04@p-CD’ye yiikleme parametrelerinin optimizasyonu
3.2.4.1 pH ¢alismalari

TPT’ nin yiikleme ¢alismalarinda optimum pH degerlerinin belirlenmesi i¢in ii¢ farkl
pH (5, 5,5 ve 6,5) degerinde siireye bagl ¢alisilmistir. 2 mL 50 pg/mL TPT fosfat
tamponunda ¢6ziilmiis ve 50 mg Fe3;Os@B-CD ile 200 rpm hizinda 25 °C’de
inkiibatorde etkilestirilmistir. Belirlenen her siire sonunda karisim miknatis yardimu ile
coktliriiliip, slipernatant bir steril tlip i¢ine alinarak sivi azotta dondurulup, HPLC
analizi i¢in buzdolabinda saklanmistir. HPLC analizleri ile topotekanin aktif olan
lakton formunun hangi pH degerinde kararli oldugu belirlenmistir. Optimize edilen bu
pH degerlerinde Fe;04@p-CD nanopargaciklar icin ilag yilikleme ¢alismalart
yapilmistir. Asagida verilen formiil (3.2) kullanilarak ila¢ yiikleme verimleri (%)
hesaplanmistir (Ali vd., 2020)). Elde edilen sonuglar bulgular ve tartisma boliimiinde
verilmistir.
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ilag yiikleme verimi(%) = Baglangig ilag derigimi (pg / ml) — Siiziintiide kalan ilag derigimi (pg / ml) <00 (3.2)

Bagslangc ilag derisimi(pg / ml)

3.2.4.2 Miktar calismalar:

Optimum Fe304@B-CD miktarin belirlemek i¢in, 5 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg, 25 mg
ve 50 mg gibi farkli Fe3O4@p-CD nanopargacik miktarlar1 ile TPT yiikleme
caligmalar1 yapilmistir. pH 5 fosfat tamponunda hazirlanmis 2 mL 50 pg/mL TPT,
Fe304@-CD nanopargaciklar ile 200 rpm’de 25 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra
TPT vyikli Fe;O4@p-CD nanoparcaciklar bir miknatis yardimiyla c¢oktiiriiliip
stipernatanttan ayrilmistir. Fe3Os@B-CD nanopargaciklara tutunmayan, siipernatantta
kalan TPT nin analizi, UV-Vis spektrofotometre ile 385 nm dalga boyunda yapilmistir

(Sekil 3.12). Sonuglar bulgular ve tartisma boliimiinde verilmistir.
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Sekil 3.12 TPT nin analizinde kullanilan UV-Vis kalbirasyon grafigi

3.2.4.3 Derisim ¢calismalar1

TPT’nin Fe304@B-CD nanopargaciklara ylikleme verimi iizerine derisim etkisini
incelemek icin pH 5’de 2 mL 10, 20, 30, 40 ve 50 pg/mL TPT, 50 mg Fe304@p-CD
nanoparcaciklar ile 200 rpm ve 25 °C’de 24 saat siireyle etkilestirilmistir. Miknatis
yardimiyla TPT yiiklenmis Fe;Os@B-CD c¢oktiiriilerek ayrilmistir. Siipernantantta
geriye kalan TPT 385 nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometre ile analizleri
yapilmistir.
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3.2.5 fla¢ sahm ¢alismalar

Fe304@pB-CD@TPT nanopargaciklarinin ilag salim g¢alismalart 5,5, 6,5 ve 7,4 pH
degerlerinde siireye bagli calisilmigtir. Salinan TPT, UV-Vis Spektrofotometre ile
takip edilmistir. 45 pg/mL 50 mg Fe3Os@p-CD-TPT alinarak ve tizerine 2’ser mL pH
5,5, pH 6,5 ve pH 7,4 fosfat tamponundan eklenmistir. 24., 48. ve 72. saat salim
calisilmistir. Salinan ilag (%) asagida verilen denklem (3.3)’e gore hesaplanmistir (Wu
vd., 2015).

Ortamdaki ilag (ug / mL) A
Tutunanilag (ug / mL)

Salian ilag (%) = 00 (3.3)

3.2.6 Sitotoksisite ¢calismalar:

Sitotoksisite ¢alismalar1, Inénii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Biyokimya Ana Bilim Dali 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Burhan Ates’in arastirma
laboratuvarinda ve caligma ekibi tarafindan yapilmustir.

%10’luk FBS ve %1’lik Pen-Strep karisimi olan yiiksek glukozlu DMEM besiyeri
kullanilarak, flask icerisinde, 37 derecelik %5 CO» inkiibatdriinde MCF-7 (Insan
meme kanseri) hiicreleri ¢ogaltilmistir. 96’Iik kuyucuklu plaka igerisine, her bir
kuyucukta 10.000 adet MCF-7 hiicresi olacak sekilde ekilmistir. Kuyucuklu plaka
ertesi gline kadar CO» inkiibatoriinde yapismasi ve yayilmasi i¢in beklenmistir. Her
malzeme i¢in DMEM kullanilarak 25 pg’den 1,5625 pg’ye kadar olacak sekilde seri
sulandirma yontemiyle seyreltik konsantrasyonlar hazirlanmistir.

Kuyucuklu plaka icerisindeki beklemis besiyeri g¢ekilip yerine Fe;Os@p-CD ve
Fe;04@p-CD-TPT, TPT, Lipozom-TPT ve Lipozom@Fe;O04@p-CD-TPT den
sirastyla 1,5625, 3,125, 6,25, 12,5 ve 25 pg/mL konsantrasyonlardan 100’er pL
eklenmistir. Ardindan ertesi gline kadar %5’°lik CO> inkiibatoriinde 37 derecede 24
saat inkiibe edilmistir. 5 mg/mL olacak sekilde MTT boyast PBS (Fosfat Tamponunda
pH:7.4) igerisinde ¢oziilmiistiir. 24 saat sonra, tiim kuyucuklu plakalarin eski besiyeri
cekilip atilip yerine her kuyucukta 90 pL. DMEM ve her kuyucukta, Smg/ml
hazirlanmis 10 uL MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
olacak sekilde karisgim hazirlanarak 100’er pL konulup ve 4 saat boyunca CO:
inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklu plakalarin

icindeki MTT’li besiyeri ¢ekilip atilmistir. Kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna
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100 uL DMSO konulmustur. Kuyucuklu plakalar DMSO yiiklendikten hemen sonra
540 nm dalga boylarinda spektrofotometre yardimiyla okumasi yapilmstir.

Arastirmada 96’11k kuyucukta yer alan kanserli hiicrelere 1,5625, 3,125, 6,25, 12,5 ve
25 pg/mL derisimler de Fe3O4@p-CD ve Fe;04@pB-CD-TPT, TPT, Lipozom-TPT ve
Lipozom @Fe304@p-CD-TPT ¢ozeltilerden uygun miktar eklenerek 24, 48 ve 72 saat
sonra hiicrelerin durumu Olympos CKX41 invert optik mikroskop kullanilarak 20x

yakinlastirma ile alinarak incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Karakterizasyon calismalari

4.1.1 FTIR analizi

Sekil 4.1’de Fe3Os nanopargaciklarinin FTIR spektrumu verilmigtir. Fe3Os FTIR
spektrumunda 3400 cm™ gériilen pik O-H esneme titresimine, 1610 cm™! yer alan pik
ise Fe;04 nanoparcaciklar1 absorbe olan H-O-H titresimine aittir. 1390 cm™’deki pik
O-H egilme titresimine ve 540 cm!’de yer alan pik ise karakteristik Fe-O varligini
gostermektedir (Liu vd., 2009). FTIR analiz sonucuna gore Fe3;Os nanoparcacik

basaril1 bir sekilde sentezlenmistir.

100

1610 1390

% Gegirgenlik

540
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Sekil 4.1 Fe3;0,’tin FTIR spektrumu

Sekil 4.2°de saf B-CD’nin FTIR spektrumu verilmistir. B-siklodektrin (CD) icindeki
O-H baglarmin karakteristik absorpsiyon tepe noktasmin yaklasik 3294 cm™'de
bulundugu gériilebilir. ~ 2922 cm™'de bulunan pik CH ve CH> islevsel gruplar i¢inde
CH bagin gerilme titresimine aittir. 1645 cm™"'de bulunan pik O-H egilme titresiminin
frekansina aittir (Ahadi vd., 2019). 1204-1414 cm™ (1204, 1252, 1296, 1330, 1366 ve
1415 cm™) bolgesindeki absorpsiyon bantlari, C-O ve C-H biikiilmesinin birincil ve
ikincil hidroksi grubundaki OH baglarinin deformasyon titresimlerine karsilik
gelmektedir. 1149 cm™'deki pik, eter ve OH’taki hidroksi gruplarmin egilme
titresimlerinde C-O-C'ye ait baglar1 gostermektedir. 1020 ve 1076 cm™''deki 6ne ¢ikan
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pikler eslesmis C-O /C-C germe ve OH egilme titresimlerine baglanmaktadir (Ahadi
vd., 2019).
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Sekil 4.2 B-CD’nin FTIR spektrumu

Fe304@B-CD FT-IR spektrumu Sekil 4.3’de verilmistir. Spektrumdan da goriildigi
gibi Fe3O4 nanopargaciklar ve B-CD’den kaynaklanan pikler Fe3;O4@p-CD FTIR
spektrumunda da mevcuttur. Fe3;Os@pB-CD FT-IR spektrumundaki Fe-O bag
titresimine ait olan 546 cm™''deki giiclii pik yapida Fe;O4 nanopargaciklarmin varligimi
dogrulamaktadir (Mahpishanian ve Sereshti, 2017). 1149 cm""deki pikler sirasiyla -
CD varhigim gosteren eter ve OH’taki hidroksi gruplarinin egilme titresimlerinde C-
O-C'ye ait baglarmi ve 1083 ve 1027 cm !'deki piklerde C-O /C-C germe ve OH egilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. FTIR spektrumundaki Fe3Os ve B-CD’nin
varligint kanitlayici bu pikler FesOs@B-CD’nin basarili bir sekilde sentezlendigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.3 Fe304@B-CD’nin FTIR spektrumu

Fe304@p-CD-TPT FTIR spektrumu Sekil 4.4’te verilmistir. B-CD'nin karakteristik
pikleri 1021 ve 1082 cm'de gosterilmistir. TPT ilacimin Fe;Os@B-CD’de
kapsiillenmesi, TPT nin C-O ve C-H gerilme titresimlerine karsilik gelen 1082 ve
2918 cm!'de pikleri gdsteren FT-IR spektrumu ile dogrulanmustir. B-CD’de 1645 cm”
I'de bulunan O-H egilme titresiminin frekansina ait olan pik 1633 cm™'e kaymistir
(Ahadi vd., 2019). Fe3O04@p-CD-TPT’ nin FTIR spektrumunda, TPT'nin hidroksil
gerilme titresimi piki yaklasik 3000-3500 cm™''de, 1704 cm™!'de lakton halka formu
icin C=0 gerilme titresimleri ve 1449 cm™’de benzen halkas1 C-N gerilme titresim
pikleri gosterilmistir. Bu veriler TPT nin FezO4@B-CD’ye basariyla yiiklendigini
gostermektedir (Wu vd., 2015; Krishnan vd., 2017).
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Sekil 4.4 Fe;04@B-CD-TPT nin FTIR spektrumu

4.1.2 Titresimli numune manyetometresi (VSM) analizi

VSM analizleri Orta Dogu Teknik Universitesi (ODTU) Merkezi Laboratuvarinda
bulanan Cryogenic Limited PPMS cihazi ile yapilmistir.

VSM teknigi, uygulanan manyetik alan altinda manyetik partikiillerin manyetizasyon
degerini O6lgmek i¢in kullanilir. FesO4 ve B-CD kapli FesOs nanopartikiillerinin
manyetik 6zellikleri, oda sicakliginda 6l¢iilmiistiir. Manyetik Fe3O4 ve Fe;O4@p-CD
nanopartikiillerin  yiiksek  doygunluk  manyetizasyon degeri  biyomedikal
uygulamalarda onemli bir parametredir. Fe3O4 ve FesOs4@B-CD nanopartikiillerinin
M'ye kars1 H egrileri sirasiyla Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’te verilmistir. Fe3Os ve FesO4@)-
CD nanopartikiillerinin doygunluk manyetizasyon degerleri (Ms) sirasiyla 63,5 emu/g
ve 57 emu/g olarak bulunmustur (Zaitsev vd.,1999). Fe3O4@p-CD nanopartikiillerinin

Ms degerindeki diisiis, B-CD kaplama polimerinin varligindan kaynaklanmaktadir
(Badruddoza, 2011).
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emu/g

Tesla

Sekil 4.5 Fe;O4’lin manyetik alana kargt miknatislanma egrisi

70,0

50,0

30,0

-70,0 -
Tesla

Sekil 4.6 Fe;04@p-CD’nin manyetik alana karst miknatislanma egrisi

4.1.3 Parcacik boyutu dagilimi ve zeta potansiyel analizi

Parcacik boyutu dagilimi ve Zeta-Potansiyel dlgiimii, Orta Dogu Teknik Universitesi
(ODTU) Merkezi Laboratuvarinda bulanan Malvern Nano ZS90 cihazi ile yapilmustir.
Parcacik boyutu ve yiizey yiikii, etkili bir ila¢ tasinimina sahip olmak ig¢in
odaklanilmasi gereken en 6nemli kriterler olarak kabul edilir. Lipozomun ve manyetik
manopartikiillerin partikiill boyutu, tiimér dokularinda anti-kanser ilaglarinin
hedeflenmesinde hayati bir rol oynar. Parcacik boyut dagilim analizi, pargacigin
boyutuna ve optik 6zelligine bagli olarak paralel 1s1ninin pargacik iizerine belirli

acilarda sabitlenerek sagilmasi prensibine dayanilarak dl¢iim yapan, Malvern marka
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Nano ZS90 model zetasizer parcacik boyut Olcer cihazinda yapilmistir. FesOs,
Fe;04@pB-CD ve Fe3Os@B-CD-TPT, Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;O4@p-CD-
TPT'nin parcacik boyut dagilimi ve zeta potansiyel degerleri Tablo 4.1°de
listelenmistir.

Tablo 4.1 Fe304, Fe;04@pB-CD ve Fe3O4@p-CD-TPT, Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;O.@B-CD-TPT
Nanopargaciklarin pargacik boyut dagilimi ve zeta potansiyel degerleri (n:3 i¢in Xort+s)

Nanoparcacik Parcacik boyutu dagilimi (nm) Zeta potansiyel (mV)
Fes304 91,24+0,227 -6,27+0,202
Fe;04@B-CD 190,06+0,451 +6,16+0,177
Fe;0.@p-CD-TPT 164,21+0,325 -9,47+0,225
Lipozom-TPT 95,2740,260 -51,04+0,571
Lipozom-Fe;04@p-CD-TPT 141,76+0,252 -21,36+0,351

Fe304, Fe304@pB-CD, Fe;04@p-CD-TPT, Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;O4@f-CD-
TPT'nin boyut dagilimi grafikleri sirastyla Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve
Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.7 Fe;04’tin boyut dagilim grafigi
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Sekil 4.8 Fe;04@p-CD’nin boyut dagilim grafigi
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Sekil 4.9 Fe;04@p-CD-TPT’nin boyut dagilim grafigi
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Sekil 4.10 Lipozomun-TPT nin boyut dagilim grafigi
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Sekil 4.11 Lipozom-Fe3;04@f-CD-TPT nin boyut dagilim grafigi

Zeta potansiyel, nanopartikiillerin sivilarda fiziksel durumlarini (6rnegin kararlilik, bir
dispersiyonda toplanma, sogurma, vb.) ve dolayisiyla biyolojik sistemlerle
etkilesimlerini etkileyen ylizey ytiikiidiir. Zeta potansiyel degerleri -200 ile +200 mV
arasinda degisim gostermektedir (Sayyed-Alangi ve Nematzadeh, 2019). Fe;Os,
Fe;04@pB-CD ve Fe3O4@B-CD-TPT, Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;O4@p-CD-
TPT'nin Zeta-Potansiyel ol¢iim egrileri sirasiyla Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14,
Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir. Fe;04, FesO4@p-CD ve Fe;O4@p-CD-TPT,
Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;04@f-CD-TPT'nin zeta potansiyelleri sirasiyla —6,27,
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+6,16, —9,47, -51,04 ve -21,36 mV olarak bulunmustur. Hazirlanan nanolipozomal
sistemlerin (Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;O04@p-CD-TPT) zeta potansiyel degerleri
(-51,04 ve -21,36 mV), sirdiriilebilir nanolipozomal sistemler olduklarini
gostermistir.

Yiizey yiikii, ortamdaki kolloidal nanoparcacik sisteminin kararliligini gosteren
onemli bir isarettir. Benzer tipte ylizey yiikiine sahip nanopartikiiller arasindaki itme,
ilave stabilite sunar (Chen vd., 2015). Yiizey yiikii ne kadar iyi olursa, partikiiller
arasindaki itme de o kadar yiiksek olur, bu da dogal agrega egilimini azaltarak kararli
bir siispansiyon saglar. Chen ve arkadaslar1 (2015) yaptiklar1 calismada, 238+10 nm
boyutundaki [B-CD nanopartikiillerinin zeta potansiyelini +34,54+0,3 olarak
bulmuslardir (Chen vd., 2015). Sekil 4.7.’den de goriildiigli gibi Fe;Os@p-CD’nin
boyutu diger hazirlanan malzemelere gore en yiiksektir. Bunun nedeni B-CD’nin
pozitif ve Fe3Os’in negatif zeta potansiyeli nedeniyle olusan Fe;Os@p-CD
nanopartikiillerde aglomerasyonun daha yiiksek olmasidir. Lipozom, TPT ve Fe3O4
negatif zeta potansiyeline sahiptirler (Patel ve Patel, 2020; Gorospe vd., 2019).
Bundan dolay1 bunlarin malzemeye dahil edilmeleri zeta potansiyelin negatif etkisini
artirmistir. Nanopartikiillerin negatif yiikiinlin, kan plazmasi {izerindeki diisiik
etkilesim siiresinden ve dolayisiyla dolasim siirelerinin artmasindan dolay1 arzu
edildigi iyi bilinmektedir (Sukhanova vd., 2018). Ote yandan, pozitif yiiklii
nanopartikiiller daha fazla sitotoksik etkiye sahiptir ve zarlara etkili bir sekilde niifuz
eder. Ayn1 zamanda negatif yiiklii DNA'ya giiclii bir sekilde baglanirlar (Liu vd.,
2011). Bu bilgiler goz oOniinde bulunduruldugunda Fe3Os4, Fe30s4@B-CD-TPT,
Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;O4@p-CD-TPT'min negatif zeta potansiyel sonuglari

olumlu degerlendirilmistir.
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Sekil 4.12 Fe304’1in zeta potansiyel dlgliim grafigi
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Sekil 4.15 Lipozom-TPT nin zeta potansiyel 6l¢tim grafigi
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Sekil 4.16 Lipozom-Fe;04@B-CD-TPT nin Zeta potansiyel 6l¢iim grafigi

4.1.4 Gecirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi

Fes304, Fes04@pB-CD ve Fe;Os@pB-CD-TPT, Lipozom ve Lipozom-Fe;Os@p-CD-
TPT’nin morfolojisi ve boyutlar1t TEM goriintiileriyle karakterize edilmistir. Sekil
4.17°deki Fe3Os nanopartikiillerin TEM goriintiisiinden de goriildiigi  gibi
nanopartikiiller 1yi sekilli, kiiresel veya elipsoidal yer yer aglomerasyona ugramaistir.
TEM goriintiisii incelendiginde aglomere olan nanopartikiiller koyu renkli kisimlarda
goriilmektedir. Fe3Os4 nanopartikiillerde yiizey/hacim oran1 biiyiikk oldugundan,
nanopartikiiller ylizey enerjilerini azaltmak i¢in aglomere olmaya egilim gostermistir.
Ayrica, TEM goriintiilerine ait sonuglara gore sentezlenen Fe3Os nanopartikiillerin
parcacik boyutunun yaklasik olarak 8 nm oldugu (Sekil 4.17) ve daha Onceki
caligmalarimiz ile uyumlu oldugu tespit edilmistir (Tural vd., 2009; Tural vd., 2016).
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Sekil 4.17 Fe30O4 nanopartikiillerin 50 nm skalada TEM goriintiisti

Sekil 4.18’de Fe304@p-CD nanopartikiillerin TEM goriintiisii verilmistir. TEM
goriintiistinden de goriilebilecegi gibi, Fe3Os4 nanopartikiillerin  B-CD ile
kaplanmasindan sonra aglomereasyon artmistir. Bunun nedeni B-CD’nin pozitif ve
Fe304’in negatif zeta potansiyeli nedeniyle olusan Fe3Os4@B-CD nanopartikiillerde
aglomerasyonun daha yiiksek olmasidir. Bu sonu¢ Sekil 4.8’de verilen Fe3Os@-
CD’nin aglomerasyon boyutunun diger hazirlanan malzemelerden daha biiyiik olmasi

ile de uyumludur.

Ayrica Fe3;O4@p-CD nanopartikiillerin kiiresel yapida oldugu ve yaklasik olarak 15
nm olduklart Sekil 4.18’deki TEM goriintiisiinden goriilmektedir. Shelat ve
arkadaslarmm yaptiklar1 ¢alismada Fe;Os@pB-CD i¢in benzer goriintiiler elde
etmislerdir (Shelat vd., 2018). Zhu ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada FeszO4
nanopartikiilleri B-CD ile kaplamistir. Bu ¢aligmada alinan TEM goriintiileri 15181nda,
demir oksit nanopartikiillerin yaklasik 10 nm boyutunda ve B-CD ile kaplandiktan
sonra boyutun yaklagik 16 nm oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢calismada nanopargaciklarin
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sekilsel olarak kiiresel veya elipsoidal olduklar1 da ifade edilmistir (Zhu vd., 2011).

7, -

Sekil 4.18 Fe304@p-CD nanopartikiillerin 20 nm skalada TEM goriintiisii

Fe304@p-CD-TPT nanopartikiillerinin 20 nm skaladaki TEM goriintiisti Sekil 4.19°da
verilmistir. TPT, Fe3;04@pB-CD tastyicilart icinde kapsiillendiginde, ortaya cikan
Fe3;04@B-CD-TPT inkliizyon kompleksleri, sekil ve morfolojiyi biiyiik ol¢iide
degistirerek daha amorf hale gelmistir (Sekil 4.19). Kapsiillenme sonrasinda
komplekslerin ylizey morfolojisindeki degisiklik, TPT'nin Fe3O4@pB-CD’ye molekiiler
kapsiillenmesinden kaynaklanabilecek yeni bir kati fazin varliginin gostergesidir.
TEM goriintiileri, manyetik nanotasiyict (Fe;O4@p-CD) ve ilag yiiklii manyetik nano
tastyicinin  (Fe;O4@B-CD-TPT) ayr1 ayr1 bilesenlerinin, ayrilmis parcaciklarla
nanometre boyut araliina sahip oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.19).
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_. . ) ‘ Onm R T—
Sekil 4.19 Fe;04@p-CD-TPT nanopartikiillerin 20 nm skalada TEM goriintiisi

Sekil 4.20°de Lipozom-TPT 50 ve 100 nm skalada TEM goriintiileri goriilmektedir.
TEM goriintiileri, lipozomlarin partikiil boyutu, vezikiil sekli ve lamelleritesinin,
hazirlama siirecine bagli olarak farkli olabilecegini (fosfolipitlerin kolesterolsiiz
olusturacagi lipozomlar gibi) gostermistir. Sekil 4.20'de gosterildigi gibi, nano-metrik
boyutta (sonikasyondan sonra) tiim vezikiiller (lipozomlar) tiplerinin benzer tek
lamelli, oval, kiiresel veya farkli sekillere sahip oldugu goériilmiistiir. Bu farkli sekilli
lipozomlar numune hazirlama sirasinda meydana gelebilecek lipozomlarin
deformasyonundan kaynaklanmis olabilir. Kolesterol ve fosfolipitler etkilesimi
sonrast olusan lipozomlarin iki tabakali yapisi, organize lipozomlarin varliginm
dogrulayan Sekil 4.20’de acik¢a goriilmektedir (Hoppe vd., 2013; Pezeshky vd.,
2016). Sekil 4.21°de Fe304@p-CD-TPT yiiklii lipozom, kiiresel bir sekil ve homojen
bir gorlinlim sergilerken, lipozomda Fe3O04@B-CD-TPT’ nin  kapsiillenmesi
gdzlemlenmistir (Gharib vd., 2015). TEM analizleri Orta Dogu Teknik Universitesi
(ODTU) Merkezi Laboratuvarindabulanan JEOL marka JEM 2100F model Gegirimli
Elektron Mikroskobu ile yapilmistir.
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Sekil 4.20 Lipozom ve Lipozom-TPT nin 50 ve 100 nm skalada TEM goriintiileri

Sekil 4.21 Lipozom-Fe;04@f-CD-TPT’nin 50 ve 100 nm skalada TEM goriintiileri

4.1.5 Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Fe304, Fe304@pB-CD ve Fe3;04@pB-CD-TPT nin yiizey morfolojisi ve boyut araligi
SEM goriintiisii ile karakterize edilmistir. SEM goriintiilerinde goriildiigii gibi hem
pargacik boyutlarmin ¢ok kiiciik olmast hem de aglomerasyondan dolayr bu
goriintiilerinden ylizey morfolojisi hakkinda net bir bilgi alinamamis olup kiiresel
nanopartikiillerden olustugu gozlenmistir. Sekil 4.22, 4.23 ve 4.24’te Fe3Os,
Fe3;04@pB-CD ve Fe3O4@B-CD-TPT i¢in SEM goriintiileri sirasiyla verilmistir. Bu
goriintiilerde TPT yiiklendikten sonra yilizeyde meydana gelen degisimler

gbzlenebilmistir.
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SEM analizleri Orta Dogu Teknik Universitesi (ODTU) Merkezi Laboratuvarinda
bulanan QUANTA 400F Field Emission SEM Yiiksek ¢oziiniirliiklii taramali elektron

mikroskobu ile yapilmistir.

12/7/2020 | det HV mag spot WD 500 nm
2:15:02 PM | ETD | 30.00 kV [ 150 000 x | 3.0 |10.9 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.22 Fe304’lin 500 nm’deki SEM goriintiisii

mag spot WD 500 nm
30.00 kV[150 000 x| 3.0 |11.1 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.23 Fe304@pB-CD’nin 500 nm’deki SEM goriintiisi
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HV mag spot WD — 10 1O N 122}
ETD |30.00 kV| 200000 x| 3.0 |11.1 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.24 Fe;04@p-CD-TPT’nin 500 nm’deki SEM goriintiisii

4.1.6 Enerji dagilim X-151m1 spektrometresi (EDX) analizi

Sekil 4.25'te EDX spektrumu, Fe3Os nanonanoparcaciklarin temel parmak izlerini
gostermistir. Saf Fe3O4'lerin EDX spektrumlarinda Fe ve O'nin agirlik yiizdeleri Tablo
4.2’de gosterilmektedir.

Fe
(o]
Fe
e
Fe
‘ 4'.00 “B“.OO 12I.0M(: - 16I.00 20'.00 24‘.00 28'.00 32I.00 keV

Sekil 4.25 Fe304’in EDX spektrumu
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Sekil 4.26'da EDX spektrumu Fe;O4@f-CD temel parmak izlerini gostermistir.
Fe;04’e kiyasla elementel karbon ve daha yiiksek agirlik yiizdesi Fe ve O'nun varligini
gosterdi. Bu sonug, B-CD’nin Fe3O4 nanopargaciklarin ylizeyinde basaril bir sekilde
kaplandigini bir kez daha dogrulamaktadir. Ayrica, C ve O ylizdelerinde artis olmus
bu da daha yiikksek B-CD bag igeriginin Fe3Os nanoparcaciklarla etkileserek
kaplandigimi gostermektedir. Fe;O4@B-CD’nin EDX spektrumlarinda Fe, C ve O'nin
agirlik yiizdeleri Tablo 4.2°de gosterilmektedir.

Fe
(s}
Fe
Fe Fe
w
4.00 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 keV

Sekil 4.26 Fe;04@p-CD’nin EDX spektrumu

Sekil 4.27°de EDX spektrumu Fe3;Os4@pB-CD-TPT nin temel parmak izlerini
gostermistir. FesO4@B-CD-TPT’nin  EDX  spektrumunda C ve N piklerinin
intensitelerinde artis gostermesi topotekan’in Fe3O4@B-CD nanoparcaciga basarili bir
bicimde yiiklendigini gdsermektedir. Fe3Os4@pB-CD-TPT nin EDX spektrumlarinda
Fe, C, N ve O'nin agirlik ytizdeleri Tablo 4.2’ de gosterilmektedir.
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Fe

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 keV

Sekil 4.27 Fe3O4@pB-CD-TPT nin EDX spektrumu

Tablo 4.2 Fe304, Fe;04@B-CD ve Fe;04@p-CD-TPT nanopargaciklarin EDX analiz sonuglari (n:3 igin
Xort£s)

Elementlerin Agirlikca Yiizdeleri (%)

Nanoparcaciklar
Fe (0] C N
Fe;04 68,76+4,64 31,2444,64
Fe;04@B-CD 59,9743,59 29,32+4,20 10,71+£3,83
Fe;04@B-CD-TPT 42,77+6,27 31,74+4,42 23,1149,93 2,38+0,43

4.1.7 Optik mikroskop analizi

Sekil 4.28’de lipozomlarin fiziksel durumlarinda meydana gelen degisimleri
saptayabilmek i¢in Orneklerin 151k mikroskobu goriintiileri alinmistir. Goriintiilerde
artan biiyiitme ile ¢coklu keseciklerin i¢ i¢e gegmis yapilariin varligi tespit edilmistir.
Olusan lipozomlarin genel olarak kiiresel sekillerini koruduklar fakat bazi yerlerde
yer alan keseciklerin ¢ekirdeklerinde veya ¢evre ortamlarinda bulaniklasan bozulmalar
gozlemlenmistir. Kavya ve ark. (2014) lipozomlarin morfoloji ve seklini optik
mikroskopi ile izlediler. Calismada ¢ok katmanl kiiresel lipozomlar, mikroskobun
100x boyutunda, immersiyon yagi ile dogru bir sekilde gozlemlendi (Kavya vd.,
2014).
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Sekil 4.28 Lipozomun optik mikroskop ile elde edilen goriintiisii (x40)

4.1.8 Topotekan yiikleme calismalari
4.1.8.1 Optimum pH ve siire belirleme ¢calismalar:

Topotekan, kamptotesin tiirevi olup ortamin pH’na bagh olarak iki farkli formda
bulunan bir anti kanser ilagtir. Formlardan biri, kanser tedavilerinde kullanilan ve aktif
form olan lakton formudur. Bu form, pH 5 ve 5’ten kiigiik degerlerde yani asidik
ortamda mevcuttur. Toksik etki gosteren diger form ise karboksilat formudur.
Karboksilat, nétral ve bazik kosullardaki pH degerlerinde olan formdur. Sentezi
yapilmis  Fe3;Os4@pB-CD’nin, topotekan1 aktif formda tutabilecek kosullar
belirlenecektir. Yukarida verilen literatlir bilgiler 1s1ginda, anti kanser ilag olan
topotekanin aktif lakton formda kalabilmesi i¢in ilag yiikleme pH araligi 5,0-6,5 olarak
belirlenmistir. 50 mg Fe3O04@B-CD, pH 5,0, 5,5 ve 6,5 degerlerinde 2 mL 50 pg/mL
TPT ile etkilestirilmistir. Tutunmadan geriye kalan TPT analizleri, Poroshell 120 EC-
C18 kolon, akis hiz1 1 mL/dakika, enjeksiyon hacmi 1uL olan ve yiiriitiicii faz olarak
trietilamin asetat/asetonitril 88/12 oranlarinda HPLC ile yapilmistir. Okumalar
adsorpsiyon 382 nm ve emisyon 516 nm’de floresans dedektor ile yapilmistir. Analiz
sonuclart Tablo 4.3’te verilmistir. Tutunan % TPT verimi denklem (3.2)’ye gore
hesaplanmistir. pH’1n artan degerlerine karsilik tutunan TPT konsantrasyonu artis
gostermis fakat pH artisi ile beraber tutunmayan kisimda karboksilat formda da artma
gozlenmistir. Tutunan TPT nin hepsi lakton form olmayip, bir miktar karboksilat form
da Fe;04@p-CD’ye tutunmustur. TPT nin aktif formu olan Lakton formun en fazla

pH 5’te korunmasi ve ayrica tlimorlii bolgenin asidik olmasi (Lagadic-Gossmann vd.,

97



2004) nedeniyle optimum TPT yiikleme pH degeri 5,0 ve ylikleme siiresi 24 saat olarak

belirlenmistir.

Tablo 4.3 Fe;04@B-CD’ye topotekanin yiiklenme HPLC analiz sonuglart (C18 ve kolonun maksimum
basinci 151.4 mbar, akis hizi 1 mL/dakika, enjeksiyon hacmi 1pl olan ve yiiriitiicii faz olarak trietil amin
asetat/asetonitril 88/12 ve adsorpsiyon 382 ve emisyon 516 nm’de HPLC ile 6l¢iim sonuglart (n:3 igin
Xortts)

pH Siire (saat) Lakton(ug/mL) Karboksilat(ug/mL) Tutunan(ng/mL)

1 34,1540,10 0.850,10 15£0,25
3 29.2040.25 0.80£0,25 200,20
3,0 19.250.18 0.75£0,18 300,35
12 13,40£0,25 0.60£0,25 36£0,30
24 4,50£0,20 0.50£0,20 4540,15
1 37.0540.13 0.95+0,13 120,10
- 3 31,1540.25 0,8520,25 180,20
6 21,2040.18 0,800,183 284040
12 17.2550.15 0.75£0.15 320,50
24 9.35:0.28 0,6520,28 404035
I 38.7540.17 1.25£0.17 10£0.15
3 33,8540,15 1.15£0.15 150,32
6.5 6 24.00+0.27 1,0040,27 254035
12 19.15£0.35 0.85£0.35 300,20
24 14.240.30 0.80+0.30 354045

Fe304@p-CD’ye TPT (%) ylikleme calismalarinin analizleri ayn1 zamanda UV-Vis
spektrofotometre ile de yapilmistir. Tablo 4.4’te 50 mg Fe;O4@B-CD, 2 mL 50 pg/mL
TPT ile pH 5, 200 rpm 25 °C’de farkli siirelerde yapilan calismanin UV-Vis
spektrofotometre analiz sonuglar1 verilmistir. Bu sonuclara gére 24 saat en iyi TPT
ylikleme siiresi olup HPLC analiz sonuglar1 ile de tutarlidir.

Tablo 4.4 Fe;04@p-CD nanopartikiillerine topotekan yiikleme, zamana kars1 %tutunan TPT sonuglar1

(pH: 5, 50 mg Fe;0,@B-CD ve 50 ng/mL TPT i¢in UV-Vis spketrofotometre ile 6lgiim sonuglar igin
UV-Vis spketrofotometre ile 6l¢iim sonuglari (n:3 i¢in Xort+s))

Siire (saat) % Tutunan (TPT) Tutunan TPT (mg/g)
0.5 59,93+0,70 1,198+0,014
1 62,06+0,60 1,241+0,012
3 64,03+0,35 1,281+0,007
6 66,06+0,70 1,321+0,014
9 70,93+0,40 1,418+0,008
12 74,10+0,66 1,482+0,013
18 77,05+0,33 1,541+0,006
24 84,10+0,46 1,682+0,009
30 83,86+0,41 1,677+0,008
36 83,62+0,28 1,672+0,005
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Tablo 4.5’te, 50 mg Fe;04@p-CD, farkli pH degerinde (pH 5, 5,5 ve 6,5) 2 mL 50
pg/mL TPT ile 200 rpm, 25 °C’de 24 saat siire ile yapilan ¢alismanin UV-Vis
spektrofotometre analiz sonuglari1 verilmistir. Tablo 4.4’te verilen analiz sonuglarina
gore en iyl TPT yiikleme verimi pH 5,0’te elde edilmistir.

Tablo 4.5 Fe;04@p-CD’ye tutunan TPT derisimi ve % ilag yiikleme verimi (50 mg Fe;Os@B-CD ve
stire: 24 saat, 50 ug/ml TPT i¢in UV-Vis spketrofotometre ile 6l¢lim sonuglart (n:3 i¢in Xort+s))

pH Tutunan % Ilac Yiikleme Tutunan
Nanoparcacik Ortalama fla¢ Verimi Ortalama ila¢
(ng/mL) (mg/g)
5 27,524+0,33 55,0440,65 1,100+0,013
Fe;04@p-CD 55 23,42+0,38 46,84+0,76 0,936+0,015
6,5 21,2540,25 42,5+0,50 0,850+0,010

4.1.8.2 Fe30s@B-CD’nin miktarimin belirlenmesi calismalari

Optimum miktar belirlenmesi ¢alismasinda Fe3Os@f-CD nanopargaciklardan farkli
dozlarda almip pH 5’te 2 mL 50 pg/mL TPT ile 200 rpm’de ve 25 °C’de
etkilestirilmistir. Tablo 4.6’da goriildiigli gibi miktar arttikca tutunan TPT
konsantrasyonunda artis goriilmektedir. Bu nedenle optimum doz belirleme
caligmasinda sitotoksisite deneyleri de dikkate alinarak 50 mg’lik 6rneklerin en uygun

doz oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.6 Fe;04@f-CD i¢in miktara karsi tutunan ilag derigimi (pH: 5, siire: 24 saat ve 50 pg/mL TPT
icin UV-Vis spketrofotometre ile dl¢iim sonuglari (n:3 igin Xort+s))

Fe304@p-CD (mg) % Tutunan TPT (ug/ml) Tutunan TPT (mg/g)
5 15,13+0,42 6,05+0,17
10 17,60+0,61 3,52+0,07
15 20,90+0,83 2,79+0,24
20 25,86+1,31 2,58+0,19
25 30,60+1,21 2,45+0,10
40 38,13+0,42 1,90+0,02
50 45,03+0,46 1,80+0,01

4.1.8.3 TPT derisiminin etkisini belirleme calismalari

Bu ¢alismada, 50 mg Fe304@B-CD nanoparcacik, pH 5’te farkli derisimlerde TPT (10,
20, 30, 40 ve 50 pg/mL) ile 24 saat 25 °C’de etkilestirilmistir. Daha sonra bir miknatis
yardimt ile siipernatant ayrilmistir. Siipernatantta geriye kalan TPT analizi UV-Vis
spektrofotometre ile yapilmistir. Sonuclar Tablo 4.7°de verilmistir. 10, 20, 30, 40, 50
pg/mL derisimlerinde TPT’nin Fe;04@B-CD’e tutunma verimleri sirastyla %40,2
%48,17, %65,16, %70,00 ve %80,66 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.7). Sonuclara
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gore Fes04@B-CD nanopargaciklara eklenen topotekanin derisimi artarken yiiklenme
veriminin de artig gosterdigi saptanmustir (Asik vd., 2013). Aljuffali ve ark. (2011) ve
Hormann ve ark. (2012) topotekan ilacinin konsantrasyona bagli toksik etkisini
caligmuglardir. ilacin yiiksek dozlarda alinmasinin toksik etki yaptigini belirtmislerdir.
Topotekan ile yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda, genel olarak pg/mL diizeyinde ilag
derigimi ile ¢alismalarin varligi tespit edilmistir (Aljuffali vd., 2011; Hérmann vd.,
2012). Bundan dolay1 bu tez calismasinda 50 pg/mL TPTderisimde yiiklenen
Fe304@p-CD ile in vitro ¢alismalar yapilmistir.

Tablo 4.7 Topotekan derisiminin yiikleme verimliligine etkisi (pH: 5, 50 mg Fe;04@f-CD ve siire: 24
saat i¢cin UV-Vis spketrofotometre ile 6l¢iim sonuglari (n:3 igin Xort+s))

Derisim (ng/mL) % Tutunan TPT Tutunan TPT (mg/g)
10 40,20 +0,72 0,804+0,014
20 48,17+1,60 0,96340,032
30 65,16+1,26 1,303+0,025
40 70,00+2,00 1,400+0,040
50 80,66+4,04 1,606+0,031

4.1.8.4 Ilac salim calismalarinin sonuclari

Lagadic-Gossmann ve arkadaslar1 (2004), apoptozda hiicre ici pH (pHi)
degisikliklerinin hem kdkeni hem de rolii hakkindaki bir derleme hazirlamiglardir.
Derlemede kisaca su hususlar vurgulanmistir: Kanser hiicre zarinin igindeki sivida
(sitoplazmasindaki) pHi >7.4 ve ilizerindedir. Yani asidik degil, biraz baziktir, alkalidir
ve kanser hiicresinin i¢indeki pH artis1 (alkali olmasi), hiicrenin g¢ogalmasini
kolaylastirir ve Oliimiiniide (apopitozis) zorlagtirir. Kanser hiicresi kendi
sitoplazmasinda iirettigi, icindeki asidi disar1 ¢evre dokuya atarak hem kendini her
zaman bazik tutar hem de ¢evre dokuya (mikrogevre) asiti salgiladigi i¢in peritiimoral
alan1 ise hep asidik tutar. Normal bir hiicre, igerideki ve disaridaki pH farkini tolere
edemez, dayanamaz. Kanser hiicresi ise kendi i¢ini bazik tutarken g¢evresinin asidik
olmasini firsata cevirir, diger saglikli dokulara hasar vererek kendisine yeni yer agma
eylemine yonelir (Lagadic-Gossmann vd., 2004). Danhier ve ark. (2010) yaptiklar
calismada, Tiimorlerin hiicre dist pH degerlerinin 6,0'dan diisiik oldugunu
gostermislerdir (Danhier vd., 2010). Timorlii bolgenin pH’1 ile ilgili yapilan diger
caligmalarda da benzer sonuglar bulunmustur (Lardner, 2001; Kraus ve Wolf, 1996).
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Laboratuvarda yapilan salim calismalari, sitotoksisite ¢alismalarina yol gosterici
olacaktir. Siire ve pH optimizasyonu 6nemli oldugundan, o6zellikle calisilacak pH
aralig1 TPT nin yapis1 ve kanserli bolgenin pH degerleri goz 6niinde bulundurularak

belirlenmistir.

Bu nedenle 50 mg Fe3O4@f-CD nanoparcaciklar kullanilarak pH 5°te 50 pg/mL TPT
yiiklenmigtir. pH 5’te tutunan TPT derisimi 45 pg/mL olan TPT yiiklii Fe;O4@B-CD-
TPT nanopargaciklar salim g¢aligmalarinda kullanilmistir. pH 5,5, 6,5. ve 7,4’te 36,5
°C’de salim calisilmistir. 24, 48, 72, 96 ve 120 saat ve farkli pH degerlerindeki salim
sonugclar1 Tablo 4.8’de verilmistir. Salinan ilag (%) denklem (3.3) gore hesaplanmustir.
Salim sonuglar1 degerlendirildiginde, salimin oldukc¢a yavas oldugu 120. saatte
TPT’nin yaklasik olarak %22’sinin salindig1 goriilmektedir. Farkli pH’larda siireye
bagl salim sonuglarina bakildiginda en iyi sonu¢ pH 7,4’te elde edilmistir. Kanserli

boélgenin pH’1nin 6’nin altinda oldugu diisiiniildiigiinde bu sonug¢ olduk¢a iyidir.

Tablo 4.8 Fe3Os@p-CD nanoparcacik i¢in pH ve siireye baglt % salinan TPT ilacimin gdsterilmesi
(Fe304@B-CD’de yiikli 45 pg/ml TPT nin UV-Vis spketrofotometre ile 6lgiim sonuglari (n:3 igin
Xort+£s))

Siire pH Salinan TPT ilaci (%)
55 10,06+0,16
24 Saat 6,5 11,17+0,21
7.4 11,14+0,14
5,5 11,2240,25
48 Saat 6,5 10,03+0,15
7.4 10,07+0,20
5,5 20,08+0,28
72 Saat 6,5 17,87+0,25
7.4 21,20+0,26
5,5 22.38+0,28
96 Saat 6,5 22.2240,23
7.4 22.40+0,35
5,5 22.92+0,37
120 Saat 6,5 22,98+0,18
7.4 22,96+0,27

4.1.9 Sitotoksisite sonuclari

Fe;04@B-CD ve Fe;O4@p-CD-TPT, TPT, Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;O4@p-
CD@TPT pargaciklarin sitotoksisitesi 1,5625, 3,125, 6,25, 12,5 ve 25 pg/mL

derigsimler de ¢ozeltiler hazirlanip MCF-7 kanserli hiicredeki etkileri aragtirilmistir.
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TPT ve Lipozom-TPT’nin en diisiikk konsantrasyonlarinda bile canliligin %30’un
altinda seyretmesi nedeniyle, 72. saat ICso degeri hesaplanamamistir. Fe;O4@B-CD-
TPT nanopartikiiliniin  24. saat sonucundaki canlilik degeri en yiksek
konsantrasyonlarda bile %90’lardadir. Tablo 4.9°da farkli malzemelerin ICso sonuglari

gosterilmektedir.

Tablo 4.9 Fe;04@p-CD ve Fe304@B-CD-TPT, TPT, Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;O4@p-CD@TPT
nanopargaciklarin MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde ICso degeri ((n:3 igin Xort+s))

ICso pg/mL
Malzeme 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Fe;04@pB-CD 149,67+4,42 95,32+4,55 48,03+2,88
TPT 18.3243.06 5.43+£3.22 Yiiksek Oliim
Fe;0,@p-CD@TPT Diisiik Olim 47,93+3,24 25,3143,26
Lipozom-TPT 25,854+4,66 5,31+2,13 Yiiksek Oliim
Lipozom @Fe;04@B-CD@TPT 21,15+£2,91 21,47+2,64 18,64+3,60

4.1.10 Optik mikroskop goriintiileri

25 pg/mL Fe304@p-CD, Fe;O04@p-CD-TPT, TPT, Lipozom-TPT ve Lipozom-
Fe304@p-CD-TPT nin MCF-7 hiicre hatlarina 24., 48. ve 72. saat uygulanmalarindan

once ve sonraki optik mikroskop goriintiileri verilmistir.
4.1.10.1 24. saat optik mikroskop goriintiileri

24. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pug/mL Fe3O4@p-CD’nin uygulamadan 6nce
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri (20x biiyiitme)
Sekil 4.29°da verilmistir. Fe;O4@p-CD malzemesinin kanser hiicreleri i¢in sitotoksik
etkisi 6l¢iildiigiinde antikanser 6zelliginin 24. saat i¢in diislik oldugundan hiicreler i¢in

gbzle goriiliir degisim goriilmemektedir.
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Sekil 4.29 24. saatte MCF-7 hiicre hatlarina Fe;O4@B-CD’nin uygulamadan o6nce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

24. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 ug/mL Fe3;04@B-CD-TPT’nin uygulanmadan
once (solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri (20x
biiytitme) Sekil 4.30°d0 verilmistir.

Fe304@pB-CD-TPT nin MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde olumsuz etkisi goriilmiis olup

oliim orani diigiiktiir. Hiicreler erken apoptozda oldugundan canli goriilmistiir.

Sekil 4.30 24. saatte MCF-7 hiicre hatlarina Fe;O04@f-CD-TPT’nin uygulanmadan 6nce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

24. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL Lipozom-Fe;Os@-CD-TPT nin
uygulanmadan Once (solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop
goriintiileri (20x biiyiitme) Sekil 4.31°de verilmistir. Goriintiilerden de goriildiigii gibi,
Fe;04@pB-CD-TPT malzemesi lipozom ile kapsiillendiginde TPT etkinligi
artmaktadir. FesO4 siyah nanopargaciklarin ¢evresinde degisiklik goriilmemektedir.
Lipozomun 15181 kirma katsayisi1 yiiksek oldugundan 6lii hiicrelerin goriintiilenmesi
zorlagsmigtir. Fakat kiiresel hiicre sayisinin artmasi hiicre apoptozunun oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.31 24. saatte MCF-7 hiicre hatlarina Lipozom-Fe;04@p-CD-TPT nin uygulanmadan 6nce
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

24. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL TPT’nin uygulanmadan 6nce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri (20x biiyiitme) Sekil
4.32’de verilmistir. pH 5’te 25 pg/mL  TPT uygulandiginda hiicre 6limi agikca
goriilmektedir. Hiicre sayisinin diisiik olmasi béliinmeye engel oldugunu gostermekle
birlikte hiicrelerin morfolojik yapisinin da degistigini gostermektedir. Bu degisim

hiicre zarinin hasara ugramasi olarak yorumlanmastir.

Sekil 4.32 24. saatte MCF-7 hiicre hatlarina TPT’nin uygulanmadan 6nce (solda) ve uygulandiktan
sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

24. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL Lipozom-TPT nin uygulanmadan 6nce
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri (20x biiyiitme)
Sekil 4.33’te verilmistir. Oldiiriiciiliigii bilinen TPT anti-kanser ilacin ile 15131 kirma
katsayis1 yiiksek olan lipozom ile kapsiillenmesinden alinan goriintiilerde, lipozom-

TPT nin hiicrelerin zarim yipratmis olup tanecikli 6lii hiicreler goriilmektedir.
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Sekil 4.33 24. saatte MCF-7 hiicre hatlarina Lipozom-TPT nin uygulanmadan 6nce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

24. saatte MCF-7 hiicre hatt1 ile yapilmis olan ¢alismalarda kontrole kiyasla FezOs
iceren yapilar farkliliklar gostermistir. Fe3Os igeren FesO4@p-CD, Fe;Os@p-CD-
TPT ve Lipozom-Fe3;O04@B-CD-TPT nanopartikiilleri, mikroskopta kat1 siyah olarak

gozlemlenmistir.

4.1.10.2 48. saat optik mikroskop goriintiileri

48. saat MCF-7 hiicre hatt1 ile yapilmis olan ¢alismalarda kontrole kiyasla farkliliklar
goriilmiistiir. Fe;O4 i¢eren Fe;O4@B-CD, Fe;04@pB-CD-TPT ve Lipozom-Fe;Os@f-
CD-TPT nanopartikiilleri, mikroskopta kat1 siyah olarak gézlemlenmistir.

48. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL Fe3Os@B-CD’nin uygulamadan 6nce
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri (20x biiyiitme)
Sekil 4.34’te verilmistir. Fe;04@B-CD malzemesinin kanser hiicreleri i¢in sitotoksik
etkisi ol¢tildiiglinde antikanser 6zelliginin 48. saat ICso degeri géz oniine alindiginda

gozle goriiliir degisim goriilmeye baglanmistir.

Sekil 4.34 48. saatte MCF-7 hiicre hatlarina Fe;04@p-CD’nin uygulamadan 6nce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri
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48. saatte MCF-7 hiicre hatlaria 25 pg/mL Fe;04@B-CD-TPT nin uygulamadan 6nce
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri (20x biiyiitme)
Sekil 4.35’te verilmistir.

Fe304@pB-CD-TPT nin 24. saat 6liim oranmi diisiik goriilmiistii. Fakat 48. saat I1Cso
degerindeki diisiise paralel olarak Fe;O4@p-CD-TPT nin hiicreler de 6liime neden

olmaya bagladig1 goriilmektedir.

Sekil 4.35 48. saatte MCF-7 hiicre hatlarina Fe;O4@B-CD-TPT’ nin uygulamadan 6nce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

48. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL Lipozom-Fe3;O4@p-CD-TPT nin
uygulamadan oOnce (solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop
goriintiileri (20x biiyiitme) Sekil 4.36’da verilmistir. Fe;04@B-CD-TPT, lipozom ile
katkilandiginda etkinligi artmaktadir. Fe304@B-CD-TPT nin yapisinda bulunan siyah
Fe304 nanopartikiillerinin ¢evresinde bir degisiklik goriilmemektedir. Lipozomun 15181
kirma katsayis1 yiiksek oldugundan o6lii hiicrelerin goriintiilenmesi zorlasmistir. Fakat
kiiresel hiicre sayisinin artmasi hiicre apoptozunun oldugunu gostermektedir. 1Cso
degerleri dikkate alinip 24. saat ile karsilastirma yapildiginda pek fazla bir degisim

goriilmemistir.
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Sekil 4.36 48. saatte MCF-7 hiicre hatlarma Lipozom@Fe;O04@p-CD-TPT nin uygulamadan once
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

48. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL TPT’nin uygulamadan 6nce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop gorintiileri1 (20x biiylitme) Sekil
4.37°de verilmistir. pH 5’te hazirlanan 25 pg/mL TPT uygulandiginda hiicre 6liimii
acikca goriilmektedir. Hiicre sayisinin diisiik olmasi bdliinmeye engel oldugunu
gostermekle birlikte hiicrelerin morfolojik yapisinin da degistigini gostermektedir.
ICso degerindeki diisme nedeniyle TPT nin 24 saat ile kiyaslandiginda hiicrelerde daha

fazla 6lime neden olmaktadir.

Sekil 4.37 48. saatte MCF-7 hiicre hatlarina TPT’nin uygulamadan 6nce (solda) ve uygulandiktan
sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

48. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL Lipozom-TPT nin uygulamadan 6nce
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri (20x biiyilitme)
Sekil 4.38’de verilmistir. TPT antikanser ilaci ile 15181 kirma katsayisi yiiksek olan
lipozomun kapsiillenmesi neticesinde elde edilen lipozom-TPT, MCF-7 hiicre
hatlarina 48. saat uygulanma oncesi ve sonrast alinan goriintiilerde hiicre zarlarinin

yipranmis oldugu ve tanecikli 61 hiicreler goriilmektedir. 24. saat ile kiyaslandiginda
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ICs0 degerinde diisme meydana geldiginden lipozom-TPT hiicrelerde daha fazla 6liime

neden oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.38 48. saatte MCF-7 hiicre hatlarina Lipozom-TPT’nin uygulamadan o6nce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

4.1.10.3 72. saat optik mikroskop goriintiileri

72. saat MCF-7 hiicre hatt1 ile yapilmis olan ¢alismalarda kontrole kiyasla farkliliklar
goriilmiistiir. Fe3Os igeren FesO4@p-CD, Fe304@B-CD-TPT ve Lipozom-Fe;Os@-
CD-TPT nanopartikiiller, mikroskopta kat1 siyah olarak gézlemlenmistir.

72. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL Fe3Os4@B-CD’nin uygulamadan 6nce
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri (20x biiyiitme)
Sekil 4.39’da verilmistir. FesOs nanopartikiillerinin sitotoksik etkisi 6l¢iildiigiinde
antikanser 6zelliginin 24. ve 48. saat ile ICso degerleri karsilastirildiginda 72. saatte
Fe304@p-CD nanopargaciklarin hiicreler de daha fazla Oliime neden oldugu

goriilmektedir.

Sekil 4.39 72. saatte MCF-7 hiicre hatlarina Fe;O4@B-CD’nin uygulamadan 6nce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri
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72. saatte MCF-7 hiicre hatlaria 25 pg/mL Fe;04@B-CD-TPT nin uygulamadan 6nce
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri (20x biiyilitme)
Sekil 4.40’ta verilmistir. Fe;Os@p-CD-TPT’nin 24. saat olim oram1 disiik
goriilmiistii. Fakat 72. saat sonrasinda ICso degerindeki diisiis g6z Oniinde

bulunduruldugunda Fe3O4@p-CD-TPT nin hiicreler de ciddi oranda dliimlere neden

oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.40 72. saatte MCF-7 hiicre hatlarina Fe;O4@B-CD-TPT’ nin uygulamadan once (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

72. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL Lipozom-Fe3;O4@p-CD-TPT nin
uygulamadan o©nce (solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop
goriintiileri (20x biiyiitme) Sekil 4.41°de verilmistir. Fe;04@B-CD-TPT, lipozom ile
kapsiillendiginde TPT etkinligi artmaktadir. Fe304@B-CD-TPT nin yapisinda bulunan
siyah Fe3O4 nanopartikiillerinin ¢evresinde bir degisiklik goriilmemektedir.
Lipozomun 15181 kirma katsayis1 yliksek oldugundan 6lii hiicrelerin goriintiilenmesini
zorlagtirmaktadir. Siyah partikiiller olan Fe3;O4 ¢evresinde Onceki ¢alisma siirelerinin
ICso degerleri ile karsilastirma yapildiginda ¢ok az bir degisiklik goriilmeye

baslanmuistir.
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Sekil 4.41 72. saatte MCF-7 hiicre hatlarima Lipozom-Fe;O4@B-CD-TPT nin uygulamadan o6nce
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

72. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL TPT’nin uygulamadan dnce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop gorintiileri (20x biiylitme) Sekil
4.42°de verilmistir. pH 5’te hazirlanan 25 pg/mL TPT uygulandiginda hiicre 6liimii

acikca goriilmektedir. Bu siire sonunda TPT hiicre hattinda yiiksek 6liime neden

oldugundan ICso degeri hesaplanamamustir.

Sekil 4.42 72. saatte MCF-7 hiicre hatlarina TPT’nin uygulamadan 6nce (solda) ve uygulandiktan
sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

72. saatte MCF-7 hiicre hatlarina 25 pg/mL Lipozom-TPT’ nin uygulamadan 6nce
(solda) ve uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri (20x biiyilitme)
Sekil 4.43’te verilmistir. TPT antikanser ilact ile 15181 kirma katsayis1 yiiksek olan
lipozomun kapsiillenmesi neticesinde elde edilen lipozom-TPT, MCF-7 hiicre
hatlarina 72. saat uygulanma oncesi ve sonrast alinan goriintiilerde hiicre zarlarinin
yipranmis oldugu ve tanecikli Olii hiicreler goriilmektedir. 24. ve 48. saat ile
kiyaslandiginda ICso degerinde diisme meydana geldiginden lipozom-TPT hiicrelerde

daha fazla 6liime neden oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.43 72. saatte MCF-7 hiicre hatlarina Lipozom-TPT’nin uygulamadan o6nce (solda) ve
uygulandiktan sonraki (sagda) optik mikroskop goriintiileri

MCEF-7 hiicre hatlarina Fe;04@p-CD ve Fe3Os@p-CD-TPT, TPT, Lipozom-TPT ve
Lipozom-Fe;04@p-CD-TPT pargaciklarinin uygulamasi yapildiktan 24., 48. ve 72.
saat sonraki canliliklar1 degerlendirilmistir. Farkli siire ve derisimde yer alan her bir
nano-malzeme i¢in ii¢ tekrar ¢alisilmistir. Calismada elde edilen veriler i¢in istatistik

analizi yapilmastir.

Sekil 4.44°te Fe;O04@pB-CD’in MCF-7 hiicre hatt1 tizerine farkli derisimlerde 24., 48.
ve 72. saatteki etkileri incelendiginde, 1,5625 pg/ml derisim ve 24. saat hiicre canlilig1
%98 olciiliirken 25 pg/ml derisim ve 24. saat hiicre canlilifi %91 olarak 6l¢iilmiistiir.
1,5625 pg/ml derisim ve 48 saat sonra hiicre canliliglr %103 6l¢iiliirken 25 pg/ml
derisim ve 48. saat hiicre canlilig1 %89 olarak Sl¢lilmiistiir. 1,5625 pg/ml derisim ve
72. saat hiicre canlilig1 %94 olgiiliirken 25 ng/ml derisim ve 72. saat ise hiicre canlilig1

%72 olarak ol¢iilmiistiir.

Elde edilen veriler dogrultusunda Fe3O4@pB-CD’in MCF-7 hiicre hatt1 iizerine siire
artisina bagl olarak etki gosterdigi gozlemlenmistir. Tiim stirelerde etki gosterdigi en

iy1 derigim 25 pg/ml olarak ol¢iilmiistiir.
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Sekil 4.44 MCF-7 hiicre hattinda Fe;O4@f-CD’in 24., 48. ve 72. saatte derisime bagl % canlilik
degerleri

Sekil 4.45’te TPT’in MCF-7 hiicre hatt1 iizerine farkli derisimlerde 24., 48. ve 72.
saatteki etkileri incelendiginde, 1,5625 pg/ml derisim ve 24. saat hiicre canliligi %87
Olciilirken 25 pg/ml derisim ve 24. saat hiicre canliligit %37 olarak olclilmiistiir.
1,5625 pg/ml derisim ve 48 saat sonra hiicre canliligt %57 ol¢iiliirken 25 pg/ml
derisim ve 48. saat hiicre canlilig1 %25 olarak ol¢iilmiistiir. 1,5625 pg/ml derisim ve
72. saat hiicre canlilig1 %27 dlgiiliirken 25 pg/ml derisim ve 72. saat ise hiicre canlilig1

%12 olarak ol¢iilmiistiir.

Elde edilen veriler dogrultusunda Fe3O4@pB-CD’in MCF-7 hiicre hatti iizerine siire
artisina bagl olarak etkisinin fazla oldugu 72. saat canliligin degeri %30’un altinda

olciildiiglinden tiim derigsimlerde iyi sonuclar elde edilmistir.
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Sekil 4.45 MCF-7 hiicre hattinda TPT’in 24., 48. ve 72. saatte derisime bagli % canlilik degerleri

Sekil 4.46’da Fe3sO4@p-CD-TPT in MCF-7 hiicre hatt1 iizerine farkli derisimlerde 24.,
48. ve 72. saatteki etkileri incelendiginde, 1,5625 pg/ml derisim ve 24. saat hiicre
canliligr %91 olgiiliirken 25 pg/ml derisim ve 24. saat hiicre canlilig1r %91 olarak
Olciilmiistiir. 1,5625 pg/ml derisim ve 48. saat hiicre canlilig1 %94 dlgiiliirken 25 pg/ml
derisim ve 48. saat hiicre canlilig1 %72 olarak Slglilmiistiir. 1,5625 pg/ml derisim ve
72. saat hiicre canliligi %108 olgiiliirken 25 pg/ml derisim ve 72. saat ise hiicre

canlilig1 %70 olarak 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen veriler dogrultusunda Fe;O4@p-CD-TPT’in MCF-7 hiicre hatt1 lizerine
stire artigina bagli olarak etki gosterdigi gozlemlenmistir. 25 pg/ml ‘nin tiim siirelerde

en iyi etkiyi gdsteren derisim oldugu gozlemlenmistir.
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ekil 4.46 MCF-7 hiicre hattinda Fe;Os@p-CD-TPT’in 24., 48. ve 72. saatte derisime bagli % canlilik
S $ g

degerleri

Sekil 4.47°de Lipozom-TPT ’in MCF-7 hiicre hatt1 izerine farkli derisimlerde 24., 48.
ve 72. saatteki etkileri incelendiginde, 1,5625 ug/ml derisim ve 24. saat hiicre canlilig1
%79 olciiliirken 25 pg/ml derisim ve 24. saat hiicre canlilig1 %53 olarak 6l¢iilmiistiir.
1,5625 pg/ml derisim ve 48. saat hiicre canlilig1 %54 6l¢iiliirken 25 pg/ml derisim ve
48. saat hiicre canlilig1 %39 olarak 6l¢iilmiistiir. 1,5625 pg/ml derisim ve 72. saat hiicre
canlilif1 %33 ol¢iiliirken 25 pg/ml derisim ve 72. saat ise hiicre canlilig1 %23 olarak

Olctilmiistiir.

Elde edilen veriler dogrultusunda Lipozom-TPT’in MCF-7 hiicre hatt1 lizerine siire
artisina bagl en iyi etkiyi canliligin %30’un altinda 6lgiilmesi sonrasinda 72. saatte

elde edildigi bulunmustur.
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Sekil 4.47 MCF-7 hiicre hattinda Lipozom-TPT’in 24., 48. ve 72. saatte derisime bagli % canlilik

degerleri
Sekil 4.48°de Lipozom-Fe;Os@p-CD-TPT’in MCF-7 hiicre hatti iizerine farklh
derisimlerde 24., 48. ve 72. saatteki etkileri incelendiginde, 1,5625 ug/ml derisim ve
24. saat hiicre canlilig1 %102 6l¢iiliirken 25 pg/ml derisim ve 24. saat hiicre canlilig
%47 olarak Olgiilmiistiir. 1,5625 pg/ml derisim ve 48. saat hiicre canliligt %99
Olciiliirken 25 pg/ml derisim ve 48. saat hiicre canliligt %47 olarak ol¢iilmiistiir.

1,5625 pg/ml derisim ve 72. saat hiicre canlilig1 %104 6l¢iiliirken 25 pg/ml derisim ve

72. saat ise hiicre canlilig1 %38 olarak 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen veriler dogrultusunda Lipozom-Fe;04@B-CD-TPT’in MCF-7 hiicre hatti

iizerine siire artisina bagli olarak 72. saatte en iyi etkiyi gosterdigi ol¢tilmiistiir.
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Sekil 4.48 MCEF-7 hiicre hattinda Lipozom-Fe;O04@p-CD-TPT’in 24., 48. ve 72. saatte derisime bagh
% canlilik degerleri
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kanser, diinyada kalp hastaligindan sonra ikinci en 6liimciil hastaliktir. Kanserin bu
kadar zorlu bir hastalik olmasinin nedeni, mutasyona ugramig viicut hiicrelerinin
kontrolsiiz bir sekilde biiylimesi ve tiim viicudunuza yayiliyor olmasidir. Mevcut
uygulanan yontemler, kanserli hiicreleri yok ederken saglikli hiicreleri de yok
etmektedir. Kemoterapi, hizli biiyliyen hiicreleri yok eden kemoterapotik ajanlarin,

viicuda zarar vermek i¢in kan dolasimina enjekte edildigi bir yontemdir.

Topotekan (TPT), kamptotesinin suda ¢6ziiniir bir tiirevi olup farkli kanser tiirlerinin
tedavi edilmesinde ilgi goren gii¢lii bir antitimor ilacidir. Bununla birlikte, bu ilacin
klinik kullanimindaki en biiyiikk dezavantajlarindan biri, aktif olan lakton formun,
fizyolojik pH’ta inaktif olan karboksilat forma doniismesidir. Bu sorunu asmak icin
Fe304@pB-CD nanoparcaciklar umut verici nano tasiyicilardir. Bu tez ¢alismasinda
TPT’nin, Fe3Os@p-CD'ler icine kapsiillenmesi ve ilacin aktif formunun
korunabilecegi, salinmasina izin veren timor hiicrelerine karsi secicilik saglamasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda hazirlanan Fe;O4@p-CD'ler, TPT'yi
hidrolizden korumakta ve erken salinimini 6nlemekte, pH'a duyarh bir katman gorevi
gormektedir. TPT ile yiikklenmis FesOs@B-CD (Fe3;O4@p-CD-TPT), timor
hiicrelerinde segici i¢sellestirme i¢in, mikrofajlar tarafindan taninmay1 6nleme bdylece
kanda daha uzun siire dolagsmak icin, kilcal damarlar ve biyolojik zarlar yoluyla
dokularin derinliklerine niifuz etmek i¢in, hiicreler tarafindan kolayca alinma boylece
hedef bolgede terapotik etkinligin artmasini saglamak ve istenen alanda etkiyi uzun
bir slire boyunca siirdiirmek, kontrollii salim1 ve hassas hedeflemeyi biiyiik Olclide

gelistirmek icin lipozom ile kapsiillenmistir.

Bu tez calismasinda, Fe*? ve Fe*™ tuzlar kullamlarak birlikte ¢oktiirme ydntemiyle
manyetik demir oksit nanopartikiiller sentezlenmistir. Sentezlenen Fes;O4
nanopartikiiller B-CD ile kaplanmistir. Fe3O4@p-CD nanopartikiillere anti-kanser ilag
topotekan yiiklenmistir.  Ila¢ yiikleme ve salim kosullar1 optimize edilmistir.
Fe304@B-CD dozu, Topotekan derisimi ve siire caligmalar1 yapilmistir. Tlag yiikleme
caligmalar1 pH 5,0, 5,5 ve 6,5°da ve 1-48 saat araliginda yapilmistir. pH’in artan
degerlerine karsilik, tutunan TPT konsantrasyonu artis gostermis fakat pH artisi ile
beraber tutunmayan kisimda karboksilat formda da artma gozlenmistir. Artan pH’a
bagli olarak, tutunan TPT nin hepsi lakton form olmayip, bir miktar karboksilat
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formda da Fe;04@p-CD’ye tutunmustur. TPT nin aktif lakton formunun pH 5’te en
fazla korunmasi ve ayrica tiimdrlii bolgenin asidik olmasi nedeniyle optimum TPT

yiikleme pH degeri 5 olarak belirlenmistir.

50 mg Fe304@p-CD nanopartikiil dozu ve 24 saat ilag¢ yiikleme siiresi optimize
edilmistir. Optimum TPT yiikleme verimliligi farkli pH calismalar1 i¢in %40-60
araliginda bulunmustur. Fe3;O4@p-CD-TPT ve TPT lipozomla kapsiillenmistir.
Sentezlenen malzemelerin goriintiilenmeleri SEM, TEM ve optik mikroskop ile
yapilmistir. Tiim bos ve TPT yiiklii FesO4@f-CD nanoparcaciklarinin dar bir boyut
dagilima sahip, piiriizsiiz ve tek bicimli kiiresel sekilli oldugu bulunmustur. TEM
goriintiilerinden Fe;O4@f-CD nanoparcaciklarinin yaklasik 15 nm boyutunda oldugu
belirlenmistir. Lipozom-TPT nin TEM goriintiisiinden, farkli sekil ve boyutlarda
olustugu tespit edilmistir. Lipozom-Fe;O4@p-CD-TPT’nin TEM goriintiileri ise
Fe304@p-CD-TPT nin lipozoma kapsiillendigini ve parcaciklarin homojen ve kiiresel

oldugunu gostermektedir.

DLS, EDX, VSM, zeta potansiyel ve FTIR ile nano-malzemeler karakterize edilmistir.
FTIR analizleri ile Fe;O4@p-CD’nin basarili bir sekilde sentezlendigi ve TPT’nin
Fe;04@p-CD’ye yiiklendigi gosterilmistir.

Fe304 ve Fe304@-CD nanopargaciklarin bagarili bir sekilde sentezlendigi ve TPT nin
Fe304@p-CD’ye yiiklendigi EDX analizi ile kanitlanmis olup elde edilen sonuglarin

literatiir ile uyum i¢inde oldugu gosterilmistir.

Pargacik boyutu ve yiizey yiikii, etkili bir ilag taginimina sahip olmak igin
odaklanilmasi gereken en 6nemli kriterler olarak kabul edilir. Lipozomun ve manyetik
manopartikiillerin partikiill boyutu, tiimér dokularinda anti-kanser ilaglarinin
hedeflenmesinde hayati bir rol oynar. Fe3Os, Fe3;O4@p-CD ve Fe;Os@p-CD-TPT,
Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;04@B-CD-TPTnin zeta potansiyeli sonuglar
hesaplanmis ve degerleri sirasiyla -6,27+0,202, +6,16+0,177, -9,47+0,225,
-51,04+£0,571 ve -21,36+0,351 mV olarak bulunmustur. Bu nedenle hazirlanan
nanolipozomal sistemlerin (Lipozom-TPT ve Lipozom@Fe;04@p-CD-TPT) zeta
potansiyel degerleri, siirdiiriilebilir nanolipozomal sistemler olduklarin1 gostermistir.

Fe;04, Fe3s04@B-CD ve Fe;O04@p-CD-TPT, Lipozom-TPT ve Lipozom-Fe;O4@p-
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CD-TPT'min pargacik boyut dagilimi sirasiyla 91,24+0,227, 190,06+0,451,
164,21+0,325, 95,27+0,260 ve 141,76+0,252 nm olarak bulunmustur.

Nanoyapilarin etki bdlgesini hedefleme, daha hizli birikme ve timdr dokusuna daha
derine niifuz etme konusunda daha fazla yetenege sahiptirler. Tez c¢alismasi
kapsaminda hazirlanan Fe3O4@-CD ve Fe;O4@f-CD-TPT, Lipozom ve Lipozom-
Fe;04@pB-CD-TPT'nin aynt zamanda in vitro karakterizasyon c¢alismalar1 da
yapilmistir. In vitro salim ¢alismalarim1 destekleyici olmasi agisindan laboratuvarda
topotekan salim calismalar1 farkli stirelerde ve farkli pH araliklarinda yapilmistir. -
CD vyapisindan dolayr Fe;O4@p-CD-TPT'nin salimi uzun sirmiistiir. Kanser
ilaglarinin uzun siire salim yapmasi istenilen bir durumdur. Laboratuvarda FezOs@)-
CD-TPT ile yapilan UV-Vis spektrofotometrik olarak takibi yapilan ilag salim
caligmalarinda pH 5,5’te 120. saatte %22,92+0,37 ilag salim1 olmustur. MCF-7 hiicre
hatlar1 ile yapilan in vitro hiicre ¢alismalarinda da benzer sonuglar elde edilmistir.
Sitotoksisite ¢caligmalarinda, gecikmeli salim profili, uzun dolasim siiresi ve gelismis
hiicre i¢i alim nedeniyle, hedef nano-malzemelerimiz olan Fe;Os@pB-CD-TPT ve
Lipozom-Fe3;04@pB-CD-TPT meme kanseri hiicrelerinde yiiksek antitiimor etkinligi
gostermistir. Bu nedenle, elde edilen sonuclar ile lipozomal manyetik siklodekstrin
nanopartikiillerin potansiyel kemoterapdtik uygulamalar i¢in kontrollii topotekan

taginimi i¢in potansiyel olarak kullanilabilecegi fikrini desteklemektedir.
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