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OZET

BODIPY BAZLI YENIi LIPOZOMLARIN SENTEZI VE PDT
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Muhammed Emre OZLER

Yuksek Lisans Tezi
Nanoteknoloji Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Fazh SOZMEN
2024, 56+xviii sayfa

Fotodinamik terapi (Photodynamic therapy, PDT) invaziv olmayan bir terapotik
yontemdir ve tiimorlere kars1 etkisi sebebiyle genellikle onkolojik alanda
kullanilmaktadir. Geleneksel kanser tedavilerinin (cerrahi, kemoterapi, radyoterapi)
yiiksek toksisite, ilag direnci gibi ¢esitli yan etkilerinden dolay1 PDT, fototermal terapi
(Photothermal therapy, PTT) gibi kanser tedavi yontemlerine olan ilgi giderek
artmaktadir. PDT tedavisinde ihtiya¢ duyulan ii¢ ana bilesen vardir bunlar; bir
fotoduyarlastirict (photosensitizer, PS), belirli bir dalga boyundaki 151k ve molekiiler
oksijendir. BODIPY tiirevi bilesikler de PDT’de fotoduyarlastirici olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadirlar. BODIPY tiirevi bilesikler sahip olduklar1 absorbsiyon ve
emisyon Ozelliklerinin yani sira birgok farkli pozisyondan fonksiyonlandirilabilme
Ozellikleri nedeniyle, DNA ve proteinler icin etiketleme reaktifleri, kemosensorler,
lazer boyalar gibi daha bir¢ok alanda kullanilmaktadirlar. Son zamanlarda lipozomal
yapilarin nanotlp uygulamalarinda onemli bir artis gozlenmektedir. Ozellikle
lipozomlar ilag tasiyict sistemler olarak yaygim bir sekilde arastirilmakta ve bu amacla
biyomedikal ve nanotip uygulamalarinda yeni lipozomal nano yapilar
gelistirilmektedir. Bu nano lipozomal yapilar kolloidal kararliliklari, biouyumlu
olmalari, toksik olmamalar1 ve etkili hedefleme yetenekleri gibi 6zellikleriyle 6ne
cikmaktadirlar. Bu tez caligmasi kapsaminda PDT etkinligi gosteren BODIPY bazl
yeni lipozomal yapilarin sentezlenmesi amaglanmistir. Bu amacla, ilk olarak mezo
pozisyonunda alifatik karboksilik asit grubu iceren bir BODIPY tirevi bilesik (BOD
A2) fotoduyarlastirict olarak sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Daha sonra

karboksilik asit fonksiyonel grubu tasiyan BOD A2 bilesigi ile 1-etil-3-3-
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dimetilaminopropil karbodiimid (EDC), 4-dimetilamino piridin (DMAP) varliginda
lizofosfatidilkolinin (Lyso PC-16) hidroksil grubu arasinda meydana gelen eslesme
(coupling) reaksiyonu iizerinden bir ester yapisi olusturularak BOD A2-Lipit konjugati
sentezlenmistir. Calismanm nihai tiriinii olan BODIPY bazli lipozomlar, ince film
hidratlama yontemiyle BODIPY-Lipit konjugati kullanilarak nano boyutta
sentezlenmistir. Son olarak, yapisinda fotoduyarlastirict bir bilesik bulunduran bu
lipozomlarin PDT o6zellikleri incelenmistir. Bu amagla 9,10-Anthracenediyl-
bis(methylene)dimalonic acid (ABDA) tuzak molekiilii varhginda sulu ortamda
lipozomlar belirli bir siire araliginda, 530 nm dalga boyuna sahip LED 1s18a maruz
birakilmis ve tuzak molekiiliiniin absorbansindaki diisiis izlenmistir. BOylece 530 nm
dalga boyundaki LED 1s1gina maruz kalan lipozomlarin singlet oksijen treterek PDT
Ozelligine sahip olduklar1 belirlenmistir. Ayrica bu tez ¢alismasi kapsaminda
sentezlenen lipozomlarin singlet oksijen kuantum verimleri de (@) 0,30 olarak
hesaplanmistir. Sonug olarak fotoduyarlastirict olan bir BODIPY bilesiginin lipozomal
yapilara dogrudan yiiklenmesi yoluyla degil, BODIPY bilesigi ile bir lipit bilesiginin
konjuge edilmesiyle elde edilen BODIPY-Lipit konjugat1 kullanilarak sentezlenen
6zgin lipozomal yapilar bu tez ¢alismasi ile ilk defa sentezlenmis ve PDT etkinligi
gOsterilmistir. Ayrica bu yapilarin ¢ok yonli kullanimlara dair olduk¢a umut verici

Ozelliklere sahip olduklar1 diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Fotodinamik Terapi, Lipozom, BODIPY, Lipit.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF BODIPY-BASED NEW LIPOSOMES AND
INVESTIGATION OF THEIR PDT PROPERTIES

Muhammed Emre OZLER
Master of Science Thesis
Department of Nanotechnology Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Fazh SOZMEN
2024, 56+xviii pages

Photodynamic therapy (PDT) is a non-invasive therapeutic method and is generally
used in the oncological field due to its effect against tumors. Due to various side effects
of traditional cancer treatments (surgery, chemotherapy, radiotherapy), such as high
toxicity and drug resistance, interest in cancer treatment methods such as PDT and
photothermal therapy (PTT) is increasing. There are three main components needed
for PDT treatment: a photosensitizer (PS), light of a specific wavelength, and
molecular oxygen. BODIPY derivative compounds are also widely used as
photosensitizers in PDT. BODIPY derivative compounds are used in many areas such
as labeling reagents for DNA and proteins, chemosensors, laser dyes, etc. due to their
absorption and emission properties as well as their ability to be functionalized from
many different positions. Recently, a significant increase has been observed in the
nanomedicine applications of liposomal structures. Liposomes in particular are being
widely investigated as drug delivery systems and new liposomal nanostructures are
being developed for this purpose in biomedical and nanomedical applications. These
nano liposomal structures stand out with their colloidal stability, biocompatibility,
non-toxicity and effective targeting capabilities. In this thesis, it was aimed to
synthesize new BODIPY-based liposomal structures that exhibit PDT activity. For this
purpose, firstly, a BODIPY derivative compound (BOD A2) containing an aliphatic
carboxylic acid group in the meso position was synthesized and characterized as a
photosensitizer. Then, an ester structure was formed via the coupling reaction between
the BOD A2 compound carrying the carboxylic acid functional group and the hydroxyl
group of lysophosphatidylcholine (Lyso PC-16) in the presence of 1-ethyl-3-3-



dimethylaminopropyl carbodiimide (EDC), 4-dimethylamino pyridine (DMAP) and
the BOD A2-lipid conjugate was synthesized. The final product of the study,
BODIPY-based liposomes, was synthesized at nanoscale using BODIPY-Lipid
conjugate by thin film hydration method. Finally, the PDT properties of these
liposomes containing a photosensitizer compound in their structure were investigated.
For this purpose, liposomes in aqueous medium in the presence of 9,10-
Anthracenediyl-bis(methylene)dimalonic acid (ABDA) trap molecule were exposed
to LED light with a wavelength of 530 nm for a certain period of time and the decrease
in absorbance of the trap molecule was monitored. Thus, it was determined that
liposomes exposed to LED light with a wavelength of 530 nm had PDT properties by
producing singlet oxygen. In addition, the singlet oxygen quantum yield (®) of the
liposomes synthesized within the scope of this thesis study was calculated as 0.30. As
a result, original liposomal structures synthesized using BODIPY-Lipid conjugate
obtained by conjugating BODIPY compound with a lipid compound, rather than by
directly loading a photosensitizer BODIPY compound onto liposomal structures, were
synthesized for the first time in this thesis study and PDT activity was demonstrated.
In addition, it is thought that these structures have very promising properties for

versatile uses.

Key Words: Photodynamic Therapy, Liposome, BODIPY, Lipid.
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1.GIRIS

Fotodinamik terapi (Photodynamic therapy, PDT), cilt lezyonlari, akne, goz de
olusan damar tiimoérleri ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan,
viicut biitlinligiinde herhangi bir bozulmaya sebep olmayan bir tedavi yontemidir
(Sun vd., 2023). Klinik olarak, neoplastik ve non-malign hucrelerinin tedavisinde
Fotodinamik terapi (PDT) yaygin olarak kullanilmaktadir. PDT segici olarak hedef
dokuda biriken, 1s18a duyarli fotoduyarlastirici (PS) maddenin, molekiiler oksijen
varliginda, uygun dalga boyundaki 1s18a maruz birakilmasi1 prensibine
dayanmaktadir (Ion, 2000; Kamkaew vd., 2013). PDT tedavisinde ihtiya¢ duyulan
iic ana bilesen vardir bunlar; bir fotoduyarlastiric1 (photosensitizer, (PS)), belirli bir
dalga boyunda 151k ve molekiiler oksijendir. PDT de gerceklesen fotofiziksel siireg
Jablonski diyagrami ile ifade edilmistir. PS’nin uygun dalga boyundaki 15181
absorblamasinin ardindan fotoduyarlastirict elektronik temel halden kisa omiirlii bir
birinci uyarilmis tekli duruma (singlet state) (S1) uyarilir. Bu elektronik gec¢is donme
degisimi ile meydana gelmesi durumunda, S1 birinci uyarilmis Ui¢lii duruma (first
excited triplet state) (T1) gecis yapmaktadir. Uyarilmig PS kararsizdir ve fazla
enerjisini luminesans (1s1n1m gecisleri) olarak adlandirilan 1s1k olarak serbest birakarak
temel hale geri donme egilimindedir. Luminesans iki tipe ayrilmaktadir bunlar;
Floresans ve Fosforesansdir. PS’in emilen enerjiyi yayarak temel hale donmesi
Floresans olarak adlandirilir. Fosforesans, genellikle PS’nin enerjiyi birinci uyarilmis
Ucli durumdan temel hale salarak ge¢mesi durumunda tanimlanmaktadir. PDT
mekanizmas1 iki ayr1 durumda incelenmektedir bunlar; Tip I ve Tip II olarak
isimlendirilmistir. Tip I mekanizmasiyla iiretilen hidroksil radikalleri (-<OH) ve Tip 1l
mekanizmalariyla iiretilen singlet oksijen (*O2) kanserli hiicrelerin apoptozuna ve
nekrozuna neden olmaktadir. Tip | fotoreaksiyonlar bir hedef molekilden ya da
coziicliden serbest radikal olusumuna yol a¢maktadwr. Tip II fotoreaksiyonlar
sonucunda reaktif oksijen turleri ve sitotoksik olan singlet oksijen Uretilmektedir.
Kisaca tlim elektron transferleri (charge transfer) Tip I fotoreaksiyonlar, tiim enerji
transferleri ise Tip II fotoreaksiyonlar olarak smiflandirilmaktadir(lon, 2000;
Kamkaew vd., 2013). PDT de kullanilan 1s1k kaynaklar1 lazerli ve lazersiz 151k
kaynaklar1 olarak iki grupta degerlendirilebilir. Lazer 15181, yiiksek yogunluga sahip,
tek renkli ve diger 151k kaynaklarina nazaran daha yiiksek kalitede olan 151k kaynagidir.
PDT ' de derin doku penetrasyonu igin 0zellikle "terapdtik pencere” (650 nm-800 nm)



olarak isimlendirilen bolgeye uygun 11k kaynaklarmin kullanimi artmaktadir (Awuah
& You, 2012). Cogunlukla PS’ler elektromanyetik spektrumun goriiniir bolgesindeki
dalga boylar1 kullanilarak etkinlestirilmektedir. Bu sebepten diisiik doku penetrasyonu
sergiler. BODIPY tiirevi bilesikler de PDT’de fotoduyarlastirict olarak
kullanilmaktadirlar. Genel olarak BODIPY (4,4-Difloro-4-bora-3a, 4a-diaza-s-
indasen) seklinde kisaltilan boradiazaindasen tiirevi bilesikler sahip olduklari
absorbsiyon ve emisyon Ozelliklerinin yani swra bircok farkli pozisyondan
fonksiyonlandirilabilme o6zellikleri nedeniyle, DNA ve proteinler i¢cin etiketleme
reaktifleri, kemosensorler, lazer boyalar gibi daha birgok alanda kullanilmaktadirlar
(Jiao vd., 2009; Yan vd., 2022). BODIPY (4,4-Difloro-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indasen)
cekirdegi icin 3 ve 5 konumlart a, 1,2,6,7 konumlar1 B ve 8 konumu mezo
pozisyonudur (Sekil 3.1). Mezo pozisyonunda fonksiyonellestirme yontemleri a ve 3
pozisyonlarinda ki fonksiyonellestirme ydntemlerine gore nispeten kolaydir
(Bumagina vd., 2022; Jiao vd., 2009). Ornegin BODIPY-bazli problar sentezlenirken
genellikle amino, tiyol, alken, alkin, ester, aldehit ve triflorometil gibi ¢esitli gruplarm
mezo-pozisyonuna (8 konumu) baglanmasi tercih edilir (Yan vd., 2022). Son
zamanlarda lipozomal yapilarin nanotip uygulamalarinda o6nemli bir artis
gozlemlenmektedir. Ozellikle lipozomlar ila¢ tasiyici sistemler olarak yaygm bir
sekilde arastirilmaktadir ve bu amagla biyomedikal ve nanotip uygulamalarinda yeni
lipozomal nano yapilar gelistirilmektedir. Bu nano lipozomal yapilar kolloidal
kararhliklar1, biouyumlu olmalari, toksik olmamalar1 ve etkili hedefleme yetenekleri
gibi dzellikleriyle 6ne ¢ikmaktadirlar (Lombardo & Kiselev, 2022). Kii¢uk bir hiicreye
benzeyen bir ¢ift tabakadan olusan lipozomlar, membran lipitlerinin sulu bir ortama
konduklarinda i¢inde ve disinda su olacak bigimde kiiresel bir yapida kendiliginden
olusmaktadir. Bu yapida hidrofilik uclarin su ile temas halinde oldugu ve hidrofobik
bolgenin de bir lipit ortaminda oldugu bilinmektedir (Watson, 2015). Ilag tasiyic
sistemler arasinda nano partikiiller, nano lipozomlar, nano jeller, nano emiilsiyonlar
gibi daha bircok ornek bulunmaktadir. Nano lipozomlar hedefli ila¢ dagitim
sistemlerinde tercih edilen ve bununla birlikte en ¢ok arastirilan nano tastyicilardandir
(cap1 genellikle 50-500 nm'dir). Nano lipozomlarin ilag dagitim sistemleri i¢in tercih
ediliyor olmasinin baslica nedenleri arasinda, boyutlari, hidrofobik ve hidrofilik
ozellikleri, ilag molekiillerini vezikiillerin sulu i¢ kisminda ya da lipofilik zarda
kapsiilleyebilme yetenekleri sayilabilir(Kraft vd., 2014; Lombardo & Kiselev, 2022;

Nsairat vd., 2022). Lipozomlarin boyutlarinin artistyla lipozomlarin kapsiilleme
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etkinligi de artmaktadir(Nsairat vd., 2022). Lipozomlarin ¢ift katmanli zar yapisi,
yiiklenmis ilact hidrolizden ya da oksidatif bozulma gibi etkilerden koruyabilir,
boylece terapotik indeksi gelistirebilir. Ayrica ilacin viicut i¢inde kalma siiresini ve
dolasimini ya da ilacin biyoyararlanimini artirabilir bu sekilde ila¢ molekiillerinin
hastalikli bolgelere ulagabilmesi i¢in yeterli siire korunabilir. Ayn1 anda birden fazla
ila¢ tastyabilme, sicaklik, pH veya diger ¢evresel etmenlere yanit olarak biyolojik
anlamda parcalanabilen ve ayarlanabilen ila¢ salimi da diger avantajlarindandir (Kraft
vd., 2014). Organik bilesiklerden olusan lipitler hiicrelerin temelini olustururlar. Su
icerisinde ¢Oziinebilirligi oldukca smnirli olan lipitler kloroform ve eter benzeri
solventlerle etkin ve kolayca ¢6ziinebilmektedir. Boylelikle biyouyumlu ortamlar igin
kullanima uygundur. Lipit molekiilleri polaritelerine gore polar ve non-polar olarak
ikiye ayrilmaktadir. Kolesterol, yag asitleri, glikosfingolipitler ve gliserofosfolipitler
gibi polar yapiya sahip lipitler su ortaminda ¢oziinebilirler. Trigliseritler ve kolesterol
esterleri gibi non-polar yapiya sahip lipitler su ortaminda ¢6ziinmezler (Korkut, 2015).
Lipitler, sinyallesme, enerji depolama ve zar olusumunda 6nemlidir (Flores vd., 2020).
Cift tabakadan olusan lipidler amfipatik lipidler olarak isimlendirilir. TUm membran
lipidleri amfipatiktir; yani hem hidrofilik (suyu seven) hem de hidrofobik (sudan nefret
eden) uglara sahiptir. Membran lipitlerinin amfipatik yapisindan dolayr hidrofilik
uclarm sulu ortama, disa dogru baktig1 ve hidrofobik uglarin ise ice dogru birbirine

baktigi ¢ift tabakalar halinde bulunduklar1 sdylenebilir(Watson, 2015).



2. FOTODINAMIK TERAFPI (PDT)

Giliniimiizde oldukga yaygin bir sekilde goriilen kanser hastaligi tedavisinde hastalar
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi gibi tedaviler almaktadir ancak bu yontemlerin
onlenemeyen cok ciddi yan etkileri nedeniyle tedavi stireci hastalar icin zorlu ve
korkutucudur. Yeni bir tedavi yontemlerinden olan fotodinamik terapinin ortaya
cikmastyla malign ve malign olmayan hastaliklarin tedavisinde alternatif bir yontem
olarak PDT hastalara timit olmustur. PDT, akciger (Pramual vd., 2020), meme kanseri
(Q. Livd., 2020), cilt kanseri (Spikes, 1991) ve daha bir ¢ok kanser tirlerinin (Sobhani
& Samadani, 2021) tedavilerinde kullanilan, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi
tedavi yontemlerinin haricinde (Pehlivan, 2022), minimum yan etkisi, hedeflenebilme
yetenegi ve uzun vadeli etkinligiyle (Isik, 2020), UV ya da NIR bolgede ki 15181n, 15182
duyarhlastiric1 bir ilagla birlikte kullanilmasiyla gesitli kanserli hiicrelerin tedavi
edilmesi amaciyla gelistirilen ve cilt lezyonlari, akne, g6z de olusan damar tiimorleri
gibi ¢esitli hastaliklarm da tedavisinde kullanilan, bir noninvaziv tedavi yontemidir
(Dolmans vd., 2003; Isik, 2020; Sun vd., 2023). PDT uygulama siirecinde 151k kaynagi,

1s18a duyarli bir madde ve oksijenin uygun kombinasyonu icermektedir.

2.1 PDT*¢nin Tarihi

PDT vyuzlerce yilik bir gecmise sahiptir. Antik donemde Misir, Hint ve Cin
medeniyetleri 15181 sedef hastaligi, rasitizm ve cilt kanseri gibi ¢ok sayida farkli
hastalig: tedavi edebilmek i¢in sik¢a kullanmiglardir(Correia vd., 2021). Fotodinamik
terapi yiizlerce yilik gegmisine ragmen, yaklasik 100 y1l 6nce, tip 6grencisi Oscar Raab
tarafindan gerceklestirilen ¢alismanin sonucunda kimyasal bir bilesik ve 151k
kombinasyonunda hticre 6lumu ilk kez raporlanmistir (Spikes, 1991). 20. Yiizyilin
baslarinda, Niels Finsen yaptigi caligmalarla ¢igek hastaligi ve deri tiiberkiilozunun
151k uyarilmasiyla tedavi edildigini duyurmustur (Correia vd., 2021). Bir sure sonra
von Tappeiner gesitli deri lezyonlarinin tedavisi igin eozin ve beyaz 15181 birlikte
kullanmistir. 1904 yilinda Jodlbauer ile birlikte von Tappeiner “fotodinamik aksiyon”
olarak adlandirdiklar1 terimi ortaya ¢ikardilar. Bu ¢alismaya gore bir fotoreaksiyonda
oksijene ihtiyag oldugu ilan edildi (Spikes, 1991). 1911'de W. Hausmann, Tuberkdloz,
kolera ve Pnomoni gibi hastaliklarin hematoporfirin ile tedavisini duyurdu(Hausmann,

1911). 1972 yilinda Diamond ve arkadaglar1 in vivo PDT c¢aligmalarini
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yayimlamiglardir. Bu ¢alismada PDT uygulamasi sonucunda timérli hicre
blyumesinin bir sure engellendigi raporlanmistir(Diamond vd., 1972). 1993 yilinda,
kimyasal olarak saf bir hematoporfirin tiirevi olan 1518a duyarllastirici fotofrin mesane
kanseri tedavisinde kullanilmis. Boylelikle, fotofrin, fotodinamik terapi i¢in onaylanan
ilk 15132 duyarlilastirict olmustur. Ilerleyen zamanda fotodinamik terapi de kullanilan
baska 1518a duyarlilastiricilar da raporlanmis ve FDA onay1 almistir (Senge & Brandt,
2011). Sonrasinda pankreas kanseri, cilt kanseri, bas ve boyun tiimorleri ve beyin
timorleri ve daha birgok hastaligin tedavisi i¢cin PDT ¢alismalarma gosterilen ilgi
artmigtir (Daniell & Hill, 1991).

2.2 PDT*nin Calisma Prensibi

Isik evrende ki yasamin temel kavramlarindan biridir (Taydas, 2022). PDT bir 151k
kaynag1 ve 1sik duyarlastirict varh§inda malign dokularm tedavisi i¢in kullanilan
alternatif bir tedavi yontemidir. Isik kaynagi, 1s18a duyarlilastirici (PS) ve oksijen ise
fotodinamik terapinin esas ti¢ bilesenidir (Ackroyd vd., 2007). Isiga duyarhlastiricilar,
PDT'de glivenli tedavi saglayan ve saglkli dokuda toksisiteyi sinirlayan, isik ile
uyarilmadiginda aktif ve toksik olmayan, belirli bir dalga boyunda isik absorplayici
molekullerdir(Wachowska vd., 2011). PS’lerin diger 1sik absorblayici molekillerden
farki, tam doldurulmus uyariimis Gg¢li durumlar sayesinde oksijen molekdlleriyle
reaksiyona girme ihtimalinin yliksek olmasidir. PS, disik enerji seviyesinden (temel
durum) daha yilksek bir enerji seviyesine (uyarilmis durum) dogru isik enerjisi ile
uyarihr(Demirci, 2020). Daha sonra bu enerji, genellikle serbest radikaller/singlet
oksijen Uretmek lzere hiicre ici oksijene aktarilabilir ya da floresans olarak salinabilir.
Temel durumdaki oksijenin fotofiziksel uyarilmas: Tip-1 ve Tip-1l reaksiyonlari ile
gerceklestirilmektedir. Tip-1 reaksiyonda elektronlar ya da fotonlar molekiiler oksijene
gecerek reaktif oksijen olusturur, ancak tip-1l reaksiyonda elektron hareketleri degil
enerji transferi gerceklesir (Plaetzer vd., 2009). Tip-1 reaksiyonu, anyonik (-) ya da
katyonik (+) radikaller olusturmak icin elektron veya protonun oksijene ve cevre
molekiillere transferi ile gergeklesir. Bu radikaller oksijen molekuli ile reaksiyona
girerek superoksit ve peroksit gibi daha birgok reaktif oksijen turlerini (ROS)
olusturabilir. Tip-II reaksiyonun’da, uyarilmigs PS'nin enerjisi, tiglii durumdan temel

duruma gegerek ve enerjisini oksijen molekiiliine aktararak onu uyarilmis singlet
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oksijene doniistiiriir. Singlet oksijen, yiiksliz bir molekiil olarak biyolojik zarlara
yayilabilir (Sobhani & Samadani, 2021). Singlet oksijen, yapisinda bol elektron i¢eren
DNA ve RNA gibi 6nemli molekdllerle reaksiyona girerek timorli hucrelerin nekroz
ve apoptozuna neden olmaktadir (Demirci, 2020). Genel olarak tip-II reaksiyonlarinda
PS’ler yuksek kuantum veriminlerine sahiptirler (Sobhani & Samadani, 2021).
Biyolojik sistemlerde reaktif singlet oksijenin kisa 6murli (<40 ns) olmasi ve 20 nm
lik etki yarigapmna sahip olmasindan dolay: gevresinde ki dokulara zarar verilmesi
onlenmekte, hedefli bir uygulama bdlgesi saglanmaktadir (Pehlivan, 2022). PDT’de
hicre icinde bulunan oksijen miktar1 her iki reaksiyon tipi iginde yiksek ¢nem arz
etmektedir. Oksijen, Tip I'deki anyonik PS radikalleri ile reaksiyona girmektedir. Tip
II'de uyarilmig PS'den direkt enerji iletiminde etkin olmaktadir(Demirci, 2020). Tip |
ve Il reaksiyonlari, 1518a duyarlilastiricinin tipine ve oksijen konsantrasyonuna bagli
olarak meydana gelir. Daha fazla uygulanan 1s1ga maruz kalan duyarhlastiricilar igin
Tip-11 reaksiyonunun gorece daha 6n planda oldugu belirtilmistir (Sobhani &
Samadani, 2021). Neredeyse tim PS’lerin etkinliginin oksijene bagli olmasi
nedeniyle, oksijenin yetersiz oldugu doku alaninda PS’lerin fotodinamik etKisi
verimsizdir(Dolmans vd., 2003). Tip-1 ve Tip-II reaksiyonlarmna ait diagram Sekil
2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1 PDT de gergeklesen fotofiziksel siirecleri gosteren Jablonski diyagrami

2.3 Reaktif OksijenTurleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), en dis elektron kabugunda tek bir eslesmemis elektrona

sahip olan radikaller, iyonlar veya molekillerdir(Liou & Storz, 2010). Serbest oksijen



radikalleri arasinda siiperoksit (02%), peroksil radikalleri (ROO?), hidroksil
radikali("OH) ve nitrik oksit (NO") gibi ¢esitli radikaller bulunmaktadir. Hidrojen
peroksit (H202), singlet oksijen (102), ozon/trioksijen (Os) ve organik hidroperoksitler
(ROOH) gibi bilesiklerde radikal olmayan ROS'lara 6rnek olarak verilebilir(Yang vd.,
2019). Uyarilmis oksijen tiirevi olan singlet oksijen (*O2) dis orbitallerinde eslesmemis
elektronlar bulunduran, oldukga reaktif, PDT uygulamalarinda sitotoksik etkisinden
faydalinan temel 6gelerden biridir (Yilmazer, 2019). Singlet oksijen hiicre iginde
hasarlara neden olan stperoksit radikalleri gibi ¢esitli ROS’lar Uretmektedir ve
bdylece PDT uygalamasinda apoptoz, nekroz veya otofaji gibi nedenlerle hiicresel
Olimler ger¢eklesmektedir (Taydas, 2022; Wachowska vd., 2011).

2.4 Neden Fotodinamik Terapi

PDT, cerrahi bir islem uygulamaksizin yeniden uygulanabilen, 6zellikle erken teshis
edilmis kanser hastaliklarinda olumlu, hastalarin yasam kalitesi ve hayatta kalma
strelerini yukselten bir tedavi gesididir (Belce, 2019). Ayn1 zamanda ameliyat
edilemeyen ya da radyoterapi almis hastalarin tedavi edilmesi ic¢in alternatif
yontemlerden biridir (Pehlivan, 2022). PS’lerin genis modile edilebilir 6zellikleri
sayesinde, hastaya 0zel ilag kombinasyonlar1 tizerinde ¢alismalar yapilabilmektedir
(Belce, 2019). Cerrahi gibi invaziv midahalelere gére PDT daha az invaziv olmasi
nedeniyle hastalarmm daha hizli iyilesmesine yardimci olmaktadir. Bunun yani sira
tekrarlanabilir olmasi, gorece daha az yan etki ve Ozellikle cerrahi yontemlerle

karsilastirildiginda olumlu estetik sonuclar vermektedir.

2.5 PDT*nin Kullanim Alanlar

Amerika, Almanya, Japonya, Ingiltere, Fransa, Hollanda, Kanada gibi ¢ok sayida
ulkede PDT'nin cesitli kanser trlerinin tedavisinde kullanimi iilkelerde ki saglik
kuruluglar1 tarafindan resmi olarak onaylanmistir. Yaygin olmasa da PDT tipda
onkoloji alaninda kullanilmaktadir (Dolmans vd., 2003). Fotodinamik terapi sedef
hastaligi, rasitizm ve cesitli géz tiimorleri gibi hastaliklarinin tedavilerinin yani sira
mesane kanseri, cilt kanseri, jinekolojik kanser, bas ve boyun kanseri, mide-bagirsak

kanseri, rahim agz1 kanseri ve mide kanseri gibi cesitli kanser tiirleri i¢cin gelecekte
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umut verici ve minimal invazif tedavi yontemlerinden biri olmay1 basarmistir. Ayrica
PDT kardiyoloji alaninda da kullanilmaktadir (Dolmans vd., 2003; Spikes, 1991).
Diisiik maliyetli uygulama igin 6zel diizenlenmis bir tedavi ortami gerektirmemesi, her
yas grubundaki ve saglik durumundaki hastalara uygulanabilme imké&ni nedeniyle
PDT'nin gelecekte tip wuygulamalarinda daha yaygin olarak kullanilacagi
ongorilmektedir (Vergnon vd., 2006).

2.6 PDT*“nin Avantajlan

PDT c¢esitli avantajlara sahiptir. Bunlardan birincisi, neredeyse tim kanser tirlerine
kars1 uygulanabilir olmasina ek olarak kimiulatif (birikerek artmasi yani verilerin
birikerek tst iiste toplanmasi) toksik birikintisi yoktur ve hastaya ayakta tedavi
prosediri uygulanabilme yetenegine sahiptir. Gereksinim duyulmasi halinde,
noninvaziv (cerrahi islem gerektirmeyen durumlar) bir tedavi ¢cesidi olmasindan dolay1
PDT ayni bolgeye birka¢ defa uygulanabilmektedir. Ayrica, diisilk komplikasyon
riskinden dolayi yaslilarda ya da ameliyat olamayacak kadar ileri hastaliga sahip olan
kisilerde dahi kullanim1 miimkiindiir. PDTye uygulanan bolgede yiiksek se¢iciligi ve
ufak bir yara izi ya da hi¢ yara izi olmadan tedavi saglayabilmesi nedeniyle gosterilen
ilgi artmaktadir (Wachowska vd., 2011). PDT uygulamasimim maliyeti yaygin olarak
uygulanan cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi yontemlerden daha uygundur ve

tedavi sonrasi hastanin bakim siiresi gorece daha kisadir(Sobhani & Samadani, 2021).

2.7 PDT‘nin Dezavantajlan

Yukarida agiklanan avantajlara karsin PDT'min bazi 6nemli dezavantajlara da
bulunmaktadr.  Derin bdlgedeki timdrlerin tedavisi, cilt hassaslagsmasi, diisiik
secicilik ve kizilotesi bolgede zayif emilim gibi PDT nin temel dezavantajlar
bulunmaktadir. PDT ¢ok sayida avantaja sahip olsada bu yontem kullanilarak, derin
timorlerin kisa dalga boyundaki 1sik ile uyarilmasi ve tedavisinde yuksek verim
alinamamaktadir. GOrtinur bolgede ve ultraviyole enerji araligina sahip 15181n, derin
dokulara nifuzu disiiktir ve bu ylzden etkisi doku yuzeyinin yanlizca birkag
milimetre icindeki tumdrlerin tedavisi ile sinirli kalmaktadir. Agri, eritem, 6dem,

urtiker ve kontakt dermatit PDT uygulanmasinda yaygin olarak karsilasilan yan
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etkilerden bir kagidir (Sobhani & Samadani, 2021). PDT’de esas problemlerden olan
timoriin deri altindaki derinligi ve boyutu tedavi surecini direkt olarak etkilemektedir.
Uygulanan 151k yaklasik 1 cm boyutundaki dokulara kadar niifuz edebildiginden bu
boyutun Uzerinde ki lezyonlarin PDT’de tek seansta tamamen yok edilmesi mimkin
olmayabilir. Blylk lezyonlarin tedavisi igin ¢ok seansli bir PDT uygulamasi
Onerilmektedir ya da mumkinse lezyon lazer eksizyonun (organ, dok, timor gibi
seylerin hastadan kesilmesi veya tamamen ¢ikarilmasi) ardindan PDT uygulamasi
gerceklestirilebilir  (Allison vd., 2011). Fotodinamik terapinin 1sik kaynakl
dezavantajlarida bulunmaktadir. Isik duyarliigi PDT’de karsilasilan temel
sorunlardan biridir. Uzun siireli 151k maruzeti cilt iizerinde duyarlihiga neden
olabilmektedir ve bu nedenle PDT uygulanan hastalarin en az 6 haftalik slire boyunca
dogrudan giines 151¢1na maruz kalmamasina ve parlak i¢c mekan isigindan kaginmaya
dikkat edilmelidir. Son olarak PDT lokal bir tedavi yontemi olmasindan dolay1
sistemik olarak uygulanamaz, bu nedenle PDT metastaz lezyonlarin tedavisi igin
etkisiz bir yontemdir (Capella & Capella, 2003). Tim bu avantaj ve dezavantajlar
PDT uygulamasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla tiim bunlar i¢in PDT nin
uygulanmasi gereklidir ve PDT’nin de birtakim gereksinimlere ihtiya¢ duydugu

unutulmamalidir.

2.8 PDT’nin Gereksinimleri

PDT’de temel ii¢ bilesene ihtiyag duyulmaktadir ve bunlar; bir fotoduyarlastirici
(photosensitizer, (PS)), belirli bir dalga boyunda 151k ve molekiiler oksijendir. PDT
verimliligini ve terap6tik etkileri artirmak amaciyla PDT ajanlarinm 'O,(Q. Li vd.,
2020)uretimi icin yiksek kuantum verimi ve kanser hiicrelerine karsi gelismis
se¢iciligin (Dougherty & Marcus, 1992) yani sira dokulara penetrasyonunun
maksimum oldugu terapdtik pencerenin de kapsandigi elektromanyetik spektrumun
UV-VIS ve NIR bogelerinde absorpsiyon gibi karsilamasi gereken ¢esitli
gereksinimler vardir. PDT igin gesitli ajanlar onerilmistir ancak, glintimizde klinik
olarak onaylanmig olan ajanlarn ¢ogunlugu porfirinlere, ftalosiyaninlere ya da
klorinlere dayanmaktadir. Bircok organik PS’in en dikkat ¢eken dezavantaji; kan

dolagiminda smirlayici olan hidrofobik yapilaridir. Bu durum disiik emisyonlara ve



yetersiz reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasina neden olmaktadir (Aslanoglu,

2022).

2.8.1 PDT’de Kullanilan Isik Duyarlastincilar (PS)

Isiga duyarlilastirici, uygun dalga boyundaki bir fotonun absorblandigi durumda aktif
hale gecen molekullerdir. PDT’de hastalara uygulanarak sik kullanim gosteren bu
molekiiller biyolojik hedeflerle reaksiyona girebilme yetenegi de sergilemektedir
(Capella & Capella, 2003). Isiga duyarlilastiricilarin yiiksek absorbsiyon degeri, gokca
singlet oksijen iiretimi, izlenebilirligi i¢cin floresans 6zellikler, yiiksek stabilite, diisiik
maliyetli ve pratik sentez basamaklari, diisiik toksisite, doku lizerinde se¢ici emilim ve
nifuz etme gibi 6zglin fotofiziksel, fotokimyasal, kimyasal ve biyolojik 6zelliklere
sahip olmasi istenmektedir(Sobhani & Samadani, 2021). Bunlara ek olarak, ilk nesil
1s518a duyarlhlastiricilarin segiciliklerinin diisiik olmasi (bunun sonucu olarak cildin
1513a maruziyeti fazla olmaktadir dolayisiyla 151k duyarliligit 6nemli bir yan etki
olusturmaktadir) ve 1s18a duyarhlastiricilarin, kirmizi bolgedeki emilimi zayif olmasi
(bu nedenle derin tumdorlerin tedavisi zordur) gibi 6nemli dezavantajlarida
bulunmaktadir(Atilgan, 2006). Ayn1 zamanda PS’ler genellikle normal hiicreler yerine
kotd huylu tumér hicrelerinin bulundugu bolgelerde konumlanmaktadir. Bu 6zel
birikim mekanizmasi sayesinde hastalarin ayni anda tani ve tedavisi igin iyi bir firsat
olusturmaktadir. Tiim 6zellikleri arasinda 1518a duyarlilastiricilarin yiiksek seciciligi,
hastanin tedavi siiresi boyunca saglikli dokular1 Gzerindeki yan etkilerini minimal
seviyede tutarak PDT'nin lokal timoérli dokularin tedavisi Gzerinde pozitif etkiye
sahiptir(Demirci, 2020). Bu bilesiklerden hematoporfirin tiirevi olan Photofrin (HpD),
modifiye edilmis porfirinler, klorinler, ftalosiyaninler ve BODIPY tiirevleri gibi bircok
fotoduyarlastirict madde, PDT uygulamalarinda kullanilmaktadir. Fotoduyarlastirici
madde olarak BODIPY boyar maddeleri sahip olduklar1 fotofiziksel 6zellikleri,
kararliliklar1 ve bir¢ok farkli pozisyondan kolay fonksiyonlandirilmalari gibi 6ne ¢ikan

ozellikleri nedeniyle PDT de cokga tercih edilmektedirler(Ozler vd., 2024).
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3. BODIPY (4,4-Difloro-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indasen) BILESIKLERI

BODIPY bilesigi ilk olarak 1968 yilinda Treibs ve Kreuzer’in ¢aligmalar1 sonucunda
aciklanmig, zamanla ¢ok sayida BODIPY tiirevleri sentezlenmis ve cesitli alanlarda
kullanilmistir (Loudet & Burgess, 2007; Rihn vd., 2012). Genel olarak BODIPY (4,4-
Difloro-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indasen) seklinde kisaltilan boradiazaindasen tiirevi
bilesikler sahip olduklar1 absorbsiyon ve emisyon 6zelliklerinin yani sira birgok farkl
pozisyondan fonksiyonlandirilabilme 6zellikleri nedeniyle, DNA ve proteinler igin
etiketleme reaktifleri, kemosensorler, lazer boyalar gibi daha bircok alanda
kullanilmaktadirlar. BODIPY ¢ekirdegi i¢in 3 ve 5 konumlart a, 1,2,6,7 konumlar1 3
ve 8 konumu mezo pozisyonu olarak adlandimrilir (Sekil 3.1). Mezo pozisyonunda
fonksiyonellestirme yontemleri a ve [ pozisyonlarinda ki fonksiyonellestirme
yontemlerine gore nispeten kolaydir(Bumagina vd., 2022; Jiao vd., 2009). Ornegin
BODIPY-bazl1 problar sentezlenirken genellikle amino, tiyol, alken, alkin, ester,
aldehit ve triflorometil gibi ¢esitli gruplarin mezo-pozisyonuna (8 konumu)
baglanmasi tercih edilir (Yan vd., 2022).

1 8 7
~
T
N.- Nx<
3 \’+ 5]
F, F
4

Sekil 3.1 Temel BODIPY kimyasal yapisi ve pozisyonlar1

3.1 BODIPY Bilesiklerinin Ozellikleri

Oldukga iyi derecede floresans etki gosteren BODIPY bilesikleri bu 6zelliklerinden
dolay1 ilk olarak goriintiileme ajani olarak kullanilmistir, sonrasinda yiiksek singlet
oksijen verimi, 151ks1z ortamda minimum toksisite vb. 6zelliklerinden dolayr PDT‘de
fotoduyarlastirict bilesikler olarak da kullanilmaya baglanmistir. Ayrica BODIPY
boyalarmnin yiiksek absorpsiyon katsayisi, yiiksek floresans kuantum verimi, kimyasal
ve foto kararlilik ve gorece kolay ve c¢esitli fonksiyonellendirme imkanlar1 gibi
ozellikleri onu diger boyalardan aywrmaktadir (Turksoy vd., 2019). BODIPY
cekirdegi, bircok farkli pozisyonda modifikasyona uygundur. PDT'de verimliligi
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yiikseltmek gibi amaglarla bu modifikasyonlar yapilmaktadir. Fonksiyonellendirilmis
BODIPY molekull, uzun dalga boyu absorpsiyonu gdstermesi istenilmektedir. Bu
aktivite Uglii uyarilmis durumda meydana geldiginden, daha uzun dalga boylarinda
absorpsiyon, terapotik pencereye ulasilmasmni (650 nm — 850 nm) saglamaktadir
(Hinkeldey vd., 2008). Br veya I gibi agir atomlarin, 2- ve 6- pozisyonlarinda
baglanmasiyla, sogurma ve emisyon degerlerinin maksimum noktalar1 i¢in 6nemli
Olglide kaymalar g6zlemlenmektedir(Canyurt, 2022). Fakat aril grubunun BODIPY
cekirdeginin mezo pozisyonunda konumlandirilmas: absorpsiyon ve emisyon
degerleri iizerinde ki etkisi kisithidir. Ote yandan, 1- ve 7- pozisyonlar1 fenil halkasmin
mezo  pozisyonundaki donme  hareketini  kisitlamaktadir  bu  yiizden,
fonksiyonellestirilmis 1- ve 7- pozisyonlari, fonksiyonellestirilme yapilmamis yerlere
kiyasla kuantum verimi tizerinde pozitif etkiye sahiptir(Erbas, 2009). 1-, 3-, 5- ve 7-
konumlarinda yapilacak fonksiyonellendirmeler, genellikle uzun siireli konjuge
BODIPY boyalar1 olusturmak i¢in tercih edilmektedir. Knoevenagel reaksiyonlarinda,
bahsedilen pozisyonlarda ikame edilmis metil gruplarmin asidik yapisi sebebiyle
yuksek verim elde edilmektedir(Rurack vd., 2001). Fotoduyarlastirici molekiillerin
organik solventlerde c¢oOziinlirliigi smirhidir. BODIPY boyalarinin bu ¢6ziinme
problemini agabilmek icin alifatik zincirli yapiya sahip olan gruplar kullanilmaktadir.
Ayrica, PDT’de biyouyumlugun artmasi amaciyla kullanilan PS’lerin sulu ortamda

¢oziiniir bir yapida sentezlenmesi de 6nemlidir (X. Li vd., 2019).

3.2 BODIPY Bilesiklerinin Kullamim Alanlan

BODIPY tiirevi bilesikler, iyi bilinen spektral 6zellikleri nedeniyle DNA ve proteinler
gibi ¢esitli maddeler i¢in biyolojik goriintiileme ve etiketleme ajanlari, supramolekiiler
floresan yapilari, 151k hasat edici sistemler, sensor uygulamalari, lazer boyalar ve PDT

uygulamalar1 gibi birgok alanlarda kullanilmaktadir (Jiao vd., 2009; Yan vd., 2022).

3.3 BODIPY Bilesiklerinin Avantajlar

BODIPY tiirevi bilesikler, goOrinur bolgede yiksek absorpsiyon, floresans-
fosforesans, yuksek singlet oksijen verimi, foto ve termal stabilite, diisiik sitotoksisite

gibi ¢esitli 6zellikleriyle 6n plana ¢ikmaktadir (Bumagina vd., 2022). Birgok farkl

12



pozisyondan fonksiyonlandirilabilme 6zelliklerine sahip BODIPY bilesigi bu 6zelligi
sebebiyle ¢ok sayida alanda kullanilmaktadir. Ayrica, terapdtik pencere araliginda
duyarli olmasmin yaninda BODIPY boyalar1 dogru fizyolojik pH degerine sahip
olduklar1 kabul edilir ve daha bir¢ok farkli 6zellikleri BODIPY boyalarini arastirma
ve ¢aligma yiiriitme agisindan daha ilgi ¢ekici kilmaktadir(Canyurt, 2022).

3.4 BODIPY Bilesiklerinin Dezavantajlar

Ik nesil PS’ler diisiik segicilik, uzun dalga boylarmm zayif emilimi ve Ps’lerin aktif
bilesenlerin karmasik yapist gibi temel dezavantajlara sahiptir. Bu dezavantajlardan,
cilt yapismin hassaslagmasi ve derin lezyonlarin verimli bir sekilde tedavi edilememesi
gibi sonuglar ortaya ¢ikmaktadir (Atilgan, 2006). PDT uygulamasi i¢in ¢ok sayida
farkli ajan Onerilmistir fakat klinik olarak onaylanmis ajanlarin biiyiikk ¢ogunlugu
porfirinlere, ftalosiyaninlere ya da klorinlere dayanmaktadir. Toplanma sorununun
istesinden gelmek icin, su anda spesifik ilag dagitim stratejileri takip
edilmektedir(Aslanoglu, 2022). Son dénemlerde biyoteknoloji ¢alismalarinda 6nem
kazanmasma ragmen ¢ok sayida BODIPY molekilinin 600 nm’in altinda dalga
boylarinda emisyon degerleri nedeniyle biyogoriintiileme i¢in optimal esigin altinda
kaldig1 raporlanmistir. Ek olarak, sulu ortamlarda cozinurlik gdésteren BODIPY

bilesiklerinin say1si olduk¢a azdir (Bayrak, 2023).

13



4. LIPITLER

Lipitler, organik bilesiklerin heterojen bir grubudur. Lipitler eter, koloroform gibi
solventlerle kolayca ¢oziinebilirken, suda oldukea kisitl diizeyde ¢oziinme gdsterme
gibi spesifik o©zelliklere sahiptir. Lipit partikiilleri sulu ortamda ¢6zunebilme
yeteneklerine gore polar ve non polar olmak iizere iki sinifa ayrilabilir. Polar lipitler
kisitli da olsa su igerisinde ¢oziinebilmekedir(Korkut, 2015). Amfipatik lipidler ¢ift
tabaka olusturur. Tiim membran lipidleri amfipatiktir; yani hem hidrofilik (suyu seven)
hem de hidrofobik (suyu sevmeyen) bir bélge icerirler. Bu nedenle, hidrofilik bas i¢in
en uygun ortam sulu ortamken, hidrofobik kuyruk lipid ortamda daha kararhdir
(Watson, 2015). Lipitlerin hidrofobik grubu asil zincir uzunlugu, simetrisi ve
doygunlugu bakimindan farklilik gosterir (Nsairat vd., 2022). Membran lipitlerinin
amfipatik dogasi, dogal olarak, hidrofilik baglarin sulu ortama dogru disa dogru baktig1
ve hidrofobik kuyruklarin ige dogru birbirine baktigi ¢ift tabakalar olusturduklar
anlamina gelir. Suya yerlestirildiklerinde, membran lipitleri kendiliginden, i¢inde ve
disinda su bulunan ve kii¢iik bir hiicreye benzeyen bir ¢ift tabakadan olusan kiireler
olan lipozomlar1 olusturacaktir. Bu lipitler i¢in en uygun konfigiirasyondur, ¢iinkii bu,
tiim hidrofilik baglarin su ile temas halinde oldugu ve tiim hidrofobik kuyruklarin bir
lipit ortaminda oldugu anlamina gelmektedir (Watson, 2015). Polar lipitler yapisinda
kolesterol, yag asitleri, glikosfingolipitler ve gliserofosfolipitler bulundururken,
nonpolar lipitler trigliseritler ve kolesterol esterleri icermektedir. Lipitler, plazmada
basit veya kompleks olarak iki farkli fromda bulunmaktadir. Ornegin kolesterol ve
serbest yag asitleri basit lipitlerdir. Gliserol ve kolesteroliin yag asitleri ile esterlesmesi
sonucunda kompleks lipitler meydana gelmektedir (Korkut, 2015). Biyolojik zarlarda
fosfolipidler (Watson, 2015), trigliserit (Korkut, 2015) ve steroller (kolesterol en
bilinen sterol tiirtidiir) olmak iizere ii¢ ¢esit lipit bulunmaktadir.

Fosfolipidler; Gliserol ve bir fosfat grubuna baglh iki yag asidi zincirinden olusur
(Watson, 2015). Gliserol molekiilii yapisinda ii¢ adet hidroksil grubu igermektedir.
Fosfolipidler bu gruplardan ikisi ile yag asitleri ve diger hidroksil grubuyla fosfat
molekiiliiniin esterlesmesi sonucunda meydana gelen hidrofobik 6zelikte bir yapida
olan lipit molekdlleridir (Korkut, 2015). Gliserol iceren fosfolipidler,
gliserofosfolipitler olarak da adlandirilmaktadir (Watson, 2015).

Trigliseritler (Triagilgliserol); Gliserol molekiiliniin yanlizca yag asidi

molekiilleriyle esterlesmesi sonucunda olugur. Trigliseritler, insanlarmn temel enerji
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deposudur. Trigliseritlerin hidrolize edilmesinin ardindan, karaciger ve 6zellikle kas
dokusu i¢in dnemli bir enerji kaynagi olarak kullanilir (Korkut, 2015).

Kolesterol; Steroller ¢ogu bakteri zarinda bulunmaz, ancak hayvan ve bitki zarlarinin
onemli bir bilesenidir (Watson, 2015). Bir membran lipit tiirevi olan kolesterol diger
lipit tiirlerine kiyasla farkli bir yapida bulunmaktadir (Bilge, 2011). Kolesterol
yapisinda bir hidroksil grubu (hidrofilik 'bas' bolge), dort halkali bir steroid yapisi ve
kisa bir hidrokarbon yan zincirleri igermektedir (Watson, 2015). Kolesterol tek basina
membran olusturamayan fazlaca kat1 molekiiller bir yapiya sahiptir (Bilge, 2011).
Lipitler, sinyallesme, enerji depolama ve zar olusumunda kilit rol oynayan hiicrelerin
temel yapi1 taglaridir (Flores vd., 2020). Lipit nanopartikiiller, kat1 lipid nanopartikiiller
(SLN'ler) ve nanoyapili lipid tasiyicilar (NLC'ler) olarak iki sinifta incelenebilir.
SLN'ler lipozomlar, emiilsiyonlar ve polimer nanoyapili malzemeler gibi geleneksel
kolloidal yapilara bir alternatif olan nanotastyicidir (Mukherjee vd., 2009). SLN'ler,
daha az toksiktir, biyo uyumlulugu yiiksektir ve SLN'ler hidrofilik ve lipofilik ilaglar
kapstilleme gibi gesitli avantajlara sahiptir (Satapathy vd., 2021). Ancak SLN’lerde
kat1 lipidin sertlesmesi ve ardindan kristallesmesinin, kapsiillenmis ilaglarin disar1
sizmasina neden olarak genis zaman diliminde stabil yapiin bozulmasina yol agmas1
gibi devantajlarida bulunmaktadir (Salel, 2022). Viicut sicakliginda kati olan
nanoyapili lipit tasiyicilar (NLC), SLN’lerin simirlamalarin iistesinden gelmek
amaciyla kati lipit ve sivi lipitlerin karigimindan elde edilmektedir. NLC’ler aktif
madde yiiklemesinin SLN'ye gore daha fazla olmasi ile 6n plana ¢ikmaktadir (Muller
vd., 2007; Patel vd., 2012). Lipit tiirleri yap1 olarak oldukga ¢esitlidir ve dagilimlar1
organizmalar arasinda farklilik gosterir. Bu muazzam ¢esitlilik, bu yap1 taslarinin
cesitli kombinasyonlarinin biyosentezinden kaynaklanir ve cok cesitli islevsel
¢ikarimlarla sonuglanir (Flores vd., 2020). Olduk¢a 6nemli olmalarina karsin, lipitler,
proteinler ve niikleik asitler gibi ¢esitli biyomolekiillerden daha az arastirilmistir. Lipit
calismalarini gorsellestirme i¢in kullanilan tekniklerin goreceli yetersizligi caligmalar1
zorlagtirmaktadir. Ayrica lipit yapilarinin ¢ok sayida yapisal ¢esitliligi, ortak
ekstraksiyon, saflagtirma, karakterizasyon ve analiz yontemleriyle tiim ¢esitleri tespit
etmek miimkiin degildir. Bu ylizden, lipitler hakkinda elde edilen bilgiler genellikle,
spesifik lipit bilesimlerine sahip sentetik zarlarin incelenmesine dayanmaktadir. Bu
model zarlar ¢ok az sayida lipid tiirlinden olusur ve bu da olusan lipidlerin spesifik
ozelliklerinin ve fonksiyonlarmin daha iyi anlagilmasini saglar (Flores vd., 2020). Lipit

bilesimi, boyut, yap1 ve morfoloji, ylizey ylikii ve yiizeylerini polimerler veya
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ligandlarla islevsellestirme olasiligi gibi kolayca kontrol edilebilen &zelliklerle
karakterize edilirler (Lombardo & Kiselev, 2022). Lipit tipine bagli olarak (drnegin,
tek yan zincirli lisolipidler), lipozomlar yerine kendi kendine birlesen lipid miselleri
olusturulabilir. Polimerik ylizey aktif madde misellerinin davraniglarma benzer
sekilde, lipit miselleri, hidrofobik ilaglari, hidrofilik bas kismi su ortaminin disina

bakacak sekilde lipofilik bir ¢ekirdek i¢inde kapsiilleyebilir (Sun vd., 2023).
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5. LIPOZOMLAR

Lipozomal yapilar ilk defa 1960'l1 yillarda Bengham tarafindan kesfedilmistir (Nsairat
vd., 2022). 1971 yilinda Gregoriadis ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligma ile
lipozomal yapilarin ilag dagitim sistemi olarak kullaniminin temeli olusturulmustur
(Gregoriadis vd., 1971). Ilerleyen yillarda, lipozomlar iizerine en ¢ok calisilan ilag
tastyici sistemlerden biri haline gelmistir (Nsairat vd., 2022). Lipozomlar tip alaninda
kullanilan ilk nanopartikiillerden biridir ve son donemlerde, tip alaninda ¢esitli
yenilik¢i 6zellikleri nedeniyle nanopartikiillere gosterilen ilgi artmaktadir (Sercombe
vd., 2015). Lipozomlarin kesfinden sonra yapilan ¢ok sayida ¢alismalarla birlikte
farmasotik trtlinler, biyomolekiiller ve gen transferleri gibi birgok farkli alanda

lipozomlar kullanilmistir (Mehryar, 2022).

5.1 Lipozomlarin Yapisi

Kiiciik bir hiicreye benzeyen bir cift tabakadan olusan lipozomlar, membran
lipitlerinin sulu bir ortama konduklarinda i¢inde ve disinda su olacak bigimde kiiresel
bir yapida kendiliginden olusmaktadir (Sekil 5.1). Bu yapida hidrofilik uglarin su ile
temas halinde oldugu ve hidrofobik bolgenin de bir lipit ortaminda oldugu agikca
bilinmektedir (Watson, 2015).

Hidrofilik bas

Sulu ¢ozelti

Hidrofobik
kuyruk

Sekil 5.1 Lipozom yapisinin sematik gdsterimi

Kolloidal yapida ve ¢ok kiglk boyutlara sahip olan lipozomlar tek veya i¢ ige birden
daha falza katmandan olusabilir (Barut, 2020; Nsairat vd., 2022). Yapilan arastirmalar
sonucunda klinik ¢aligmlar i¢cin onaylanan lipozomlarin ¢cogunlukla ¢aplarinin 50-500

nm araligmda oldugu ve kiiresel kapali zar kesecikleri gibi bir forma sahip olduklar1
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tespit edilmistir. Lipozomal yapilar hiicre membranlarina benzer olarak merkeze dogru
hidrofilik, disa dogru ise hidrofobik kisimlara sahiptir ve sulu ortamda ¢Oziinen
molekilleri hidrofilik olan bdlgede, lipofilik molekulleri ise hidrofobik bdlgede
kapsiilleyerek tastyici islevi yapmaktadir (Barut, 2020; Kocabas, 2017). Lipozomlarin
sentezlenip elde edilmesi lipitlere dayanmaktadir (Kraft vd., 2014). Lipidler hidrofilik
bir bas ve hidrofobik bir kuyruktan olusurlar (Kocabag, 2017). Literatiirde dogal
fosfolipid olarak fosfatidilkolin (PC), fosfatidilserin (PS), fosfatidiletanolamin (PE) ve
fosfatidilgliserol (PG) sik¢a kullanilmistir. PC bir diger adi ile lesitin, dogada bulunma
orant en Yyiiksek olan fosfolipid tiirevidir ve ayrica hiicre yapismna benzerlik
gostermektedir. Boylelikle PC viicut icerisinde ilag tasici sistemlerde oldukca avantajh
bir fosfolipiddir (Mehryar, 2022). Fosfolipitlerden elde edilen lipozomal yapilarina
eklenecak olan kolesterol ile membran gegirgenligi (Nsairat vd., 2022) tokoferol ile
yag asitlerinin stabilitesini koruma gibi ozellikleri gelistirilebilir(Barut, 2020).
Lipozomal yapilar dogal ya da sentetik fosfolipitlerden olusabilir. Molekiil boyutu,
stabilite gibi 6zellikler Lipid bilesimi oranindan dogrudan etkilenmektedir. Dogal
doymamis PC’lerden (yumurta, soya fasiilyesi gibi) elde edilen lipozomlarda yiiksek
gecirgenlik gozlemlenirken diisiik stabilite 6zelliklerine sahiptirler. Fakat, doymus
PC’lerden (dipalmitoil lesitin gibi) elde edilen lipozomlar ise sert ve oldukc¢a diisiik
gecirgenlik gibi 6zellikler sergilemektedir (Akbarzadeh vd., 2013). Lipozomlarin
kapsiilleme verimi, hidrofilik bilesiklerde lipozomal yapilarin boyutlar1 ile orantili
olarak artarken ¢ift katmanlarin sayisina gore diisiis gostermektedir (Nsairat vd.,
2022). Ayrica lipozomlarm boyutu ve boyut dagilimi lipozomlarin viicuttan
uzaklastirilmasmi etkileyen degiskenlerden biridir. Literatiirde, biiyilk boyutlu
lipozomlarm dolagimdan uzaklastirilma egiliminin daha yiiksek oldugu raporlanmistir

(Immordino vd., 2006).

5.2 Lipozomlarin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

in vitro ve in vivo ¢aligmalarda lipozomal yapilarin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
yapilan bilimsel arastirmalar1 dogrudan etkileyebileceginden lipozomal yapilarin
davranislar1 igin karakterizasyon yiiksek 6neme sahiptir (Yucel, 2015). Lipozomlarin
yapist ve yapisal ozellikleri sulu ortamda kendi kendine olusum siireci igerisinde
dizenlenmektedir (Lombardo & Kiselev, 2022). Lipitlerin tiirlerine ve oranlarina bagli

olarak cesitli fizikokimyasal ozelliklere sahip lipozomal yapilar hazirlanabilir
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(Kocabas, 2017). Ilaglarm lipozomlarin nano yapisma eklenmesiyle, onlarm kimyasal
ve biyolojik bozunmasin engellenmesi hedeflenmektedir. Boylece, lipozomal nano
yapilar terapétik etkinligin artisina neden olmaktadir (Lombardo & Kiselev, 2022).
Ayrica, lipozomalarin polietilen glikol (PEG) ile modifikasyonun, farmakokinetik
ozelliklerin degistirilebilmesi igin yararli oldugu belirtilmistir (Nsairat vd., 2022).
Lipozomal nano tastyicilarin kompozisyon ve yiik gibi fizikokimyasal ozellikleri,
lipitlerin adjuvanin bagigiklik sistemi uyarici dzelliklerini de etkilemektedir (Soema
vd., 2015).

5.3 Lipozom Cesitleri

Lipozom yapilarina gore, boyutlarina ve tabaka sayilarma gore kiiciik tek katmanh
vezikiiller (SUV) biiyiik tek katmanh vezikiiller (LUV), ¢ok katmanli vezikiiller
(MLV) ve cok vezikiiler vezikiiller (MVV) olarak dort temel sinifa ayrilmaktadirlar
(Barut, 2020; Nsairat vd., 2022). Lipozomlar tek katmanli yapida tekli fosfolipid ¢ift
tabakasi, cok katmanli yapida sogan benzeri bir formda ¢ok sayida cift tabakaya
sahiptir. Ayrica, kompozisyonlarma ve uygulamalarmma bagli olarak, lipozomlar
geleneksel lipozomlar, yiiklii lipozomlar, goriinmez kararli lipozomlar, aktif olarak
hedeflenen lipozomlar ve uyaranlara duyarli lipozomlar olarak 6zel bir siniflandirma

yapilabilir(Nsairat vd., 2022).

5.4 Lipozomlarin Avantaj ve Dezavantajlari

Lipozomal yapilarin viicutta biyogivenlik, biyouyumluluk ve stabilite gibi gesitli
avantajlar1 bulunmaktadir(Kocabas, 2017). Hem hidrofilik hem de lipofilik uclara
sahip olan lipozomlar ¢ok sayida farkli biyomolekiilll kapsiilleme yetenegi
gOstermektedir (Lombardo & Kiselev, 2022). Amfifilik yapida olmasi nedeniyle
lipozomlarm tastyict sistem olarak kullanimi 6ne ¢ikmaktadir. Bu yapisi sayesinde
hidrofilik ya da lipofilik ilaglarmm viicut iginde hedefli iletimi igin
kullanilmaktadir(Mehryar, 2022). Ayrica proteinler ve polimerlerle lipozomal
yapilarin dolagim yar1 Omiirlerini uzatmak, dagilim profilini gelistirmek ve
kapsiillenmis ilag etkinligini artirmak miimkiindiir (Mori vd., 1991). Lipozomal

yapilarin ¢ok sayida avantajmin olmasinin yani sira birka¢ dezavantaji da
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bulunmaktadir. Bunlardan ilki tiretim maliyetinin yiiksek olmasidir. Lipozomal
yapilarin sentez siirecinde fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik olarak stabilitesi
stirdiiriilmeli aksi takdirde ilag yliklenmis lipozomlarin depolama stabilitesi etkinligini
kaybedebilir. Bazi lipozomal yapilar zamanla stabilitesini kaybeder ve icerisinde
kapsitillenmis olan ilag partikiillerinin kaybedilmesine neden olmaktadir (Duong vd.,
2021). Burada yiklenmis olan lipozomlarm raf Omiirlerini artirmak amaciyla
liyofilizasyon ve pegilasyon gibi ¢esitli metotlar kullanilmaktadir (Mehryar, 2022).

Lipozomlarin avantaj ve dezavantajlari tablo 1°de verilmistir.

Tablo 5.1 Lipozomlarin avantaj ve dezavantajlari

LIPOZOMLARIN AVANTAJ VE DEZAVANTAJLARI

Avantajlar1 Dezavantajlar1

[lacin etkinligi ile terapétik indeksi artar | Coziiniirliigii diisiiktiir

Kapsilleme ile etken madde stabilitesi | Lipozom icindeki fosfolipidler
artirilabilir oksidasyon ve hidroliz reaksiyonlarma
ugrayabilirler

Sistemik  ve  sistemik  olmayan | Kapsiillenmis ilacin sizintis1 ve flizyonu
uygulamalar igin toksik, imminojenik | s6z konusu olabilir
degildir,  esnektir,  biyouyumludur,

biyolojik olarak parcalanabilir.

Kapsiillenmis maddelerin toksisitesini | Yarilanma Omrii kisadir

azaltir

Hassas dokularm  toksik ilaglara | Uretim maliyeti yiksektir

maruziyetini azaltir

(Akbrzadeh ve ark., 2013).

5.5 Lipozomlann Kullanim Alanlan

Lipozomlar, biyouyumluluklari, kararli yapilari, kolay sentezlenebilir olmalar1 ve
yuksek ila¢ kapstlleme verimi (Nsairat vd., 2022) gibi gesitli nedenlerle biyomedikal,
kozmetik, ila¢ endiistrileri ve daha bir¢ok farkli alanda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Kocabas, 2017). Son zamanlarda biyomedikal ve nanotip uygulamalarinda daha sik
kullanilmaya baglanan nano lipozomal yapilara kolloidal kararliliklar1 ile etkili

hedeflemeleri ve dagitimlar1 gibi etkileyici o6zellikleri nedeniyle gosterilen ilgi
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artmaktadir (Lombardo & Kiselev, 2022). ilag¢ tasiyict sistemlerden biri olan
lipozomlar boyutlari, hidrofobik ve hidrofilik 6zellikleriyle ilag partikiillerinin
kapsiillenmesi ve kullaniminda oldukc¢a ilgi ¢ekici bir platform olarak
degerlendirilmektedir. Cesitli lipozomal yapida ilag tastyict sistemler, Gida ve Ilag
Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir (Nsairat vd., 2022). Nanotip uygulamalarina
gosterilen ilginin artmasi sonucunda lipit-ilag ¢aligmalarida hiz kazanmustir. Bu
calismalarla ilag etki verimlerini iyilestirmeye ve hedef dis1 bolgelerin olumsuz olarak

etkilenmesinin 6nline gegilmeye calisilmistir (Kraft vd., 2014).

5.6 Lipozomlarnn Hazirlanmasinda Kullamlan Lipitler

Lipozomlarin hazirlanirken kullanilan lipitler dogal, sentetik, streoid ve ylizey aktif
maddeler olarak dort ana baglikta siniflandirilabilir (Cipolla vd., 2014; Daraee vd.,
2016; Monteiro vd., 2014).

1. Dogal lipitler

Gliserofosfolipidler 6karyotik hiicrelerin membran ¢ift tabakasmnin esas olarak
bilesenini olusturur. Fosfolipitler, bir fosfat grubu, iki yag asidi molekiilii ve onlara
baglanmig bir gliserol birimi icermektedir. Soya fasulyesi, yumurta saris1 gibi farkli
bir¢cok kaynaklardan dogal fosfolipitler hazirlanabilir.

2. Sentetik lipitler

Sentetik fosfolipitler, dogal fosfolipitlerin polar ve apolar bolgelerinin modifikasyonu
sonucunda elde edilmektedir. Gergeklestirilen modifikasyonlar sonucunda, ¢ok sayida
fosfolipit hazirlanabilir. Baslica doymus sentetik fosfolipidler, stearik ve/veya
palmitik yag asidi kullanimma dayanmaktadir.

3. Steroid

Hidrofobik ozellikler gdsteren Steroidler dort halkali yapidan olusan lipitlerdir. Bu
halkalara bagli olarak cesitli Steroiler hazirlanmaktadir. Lipozomal yapilarin elde
edilmesi i¢in c¢ogunlukla kullanilan temel Steroid kolesteroldiir. Kolesterol,
lipozomlarm ¢ift kath lipit tabakasina dahil olmaktadir.

4. yluzey aktif maddeler

Yiizey aktif maddeler, yiizey geriliminin azaltilmasi yoluyla lipozomlarin kapsiilleme
ve salma Ozelliklerini degistirmek igin lipozom formiilasyonlarinda kullanilmistir

(Cipolla vd., 2014; Daraee vd., 2016; Monteiro vd., 2014; Nsairat vd., 2022).
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5.7 Lipozomlann Hazirlanma Yontemleri

Lipozomal yapilar Ince film hidrasyon yontemi, Ters fazli buharlastirma yontemi,
Solvent enjeksiyon yontemleri, Deterjan ¢ikarma yontemi ve Dehidrasyon-
rehidrasyon yontemleri gibi ¢ok sayida farkli yontem kullanilak elde edilebilir.
Lipozom firetim siireci ve fosfolipid tipi sentezlenmis olan lipozom’un 6zelliklerini

etkilemektedir (Pradhan vd., 2015).

1. Ince film hidrasyon ydntemi:

Ince film hidrasyon ydntemi ayni zamanda Bangham metod olarakta
adlandirilmaktadir. Ince film hidrasyon yonteminde fosfolipitler, kolesterol ve
hidrofobik ilaglar bir organik solvent iginde ¢ozunddrulir daha sonra rotary evaporator
cthazi kullanilarak organik solvent uzaklastirilir ve lipit ince filmler elde edilmis olur
(Lombardo & Kiselev, 2022; Nsairat vd., 2022). Ardindan, ¢eperlerde olusmus olan
kuru lipit film sulu tampon ¢6zeltiyle hidratlanir. Bu yontem kullanilar ¢esitli boyut
ve sekile sahip ¢ok katmanl lipozomal yapilar sentezlenmektedir. ince film hidrasyon

yontemi ile lipozom olusturma Sekil 5.2°de (Nsairat vd., 2022).

] o 1

- : T
. |
=) # : # _ # &)

Lipit Hidrasyon

(=4 Wno 8 # p—

Unilamel Final Lipozom

Multilayer _
Lipozomlar Lipozomlar

Sekil 5.2 Ince Film Hidrasyon Metodu ile Elde Edilen Lipozomun Hazirlanmas:

2. Ters fazli buharlastirma yontemi:
Ince film hidrasyon ydntemine bir alternatif olarak Ters fazli buharlastirma yontemi

kullanilmaktadir. Emiilsiyon olusturma temeline dayanmakta olan bu ydntemde
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lipitler organik bir solvent ile ¢ozildukten sonra igerisinde hidrofilik ila¢ bulunan sulu
tampon ¢ozelti ile karistirilir ve ardindan organik solvent rotary evaparatdr yariminyla
uzaklastirilir. Boylece sulu ¢ozelti igerisinde lipit tabakalar1 elde edilmektedir (Nsairat
vd., 2022).

Cesitli lipozom sentez yontemleri asagida belirtilmistir;

3.Solvent Enjeksiyon Yontemi (Lombardo & Kiselev, 2022)

3.1. etanol enjeksiyonu Yontemi (Lombardo & Kiselev, 2022)

3.2. Eter Enjeksiyon Yontemi (Lombardo & Kiselev, 2022).

4. Deterjan Cikarma Yontemi (Nsairat vd., 2022)

5. Dehidrasyon-Rehidrasyon Yontemi (Nsairat vd., 2022)

6. Isitma Yontemi (Nsairat vd., 2022)

7. pH Atlama Yodntemi (Nsairat vd., 2022)

8. Mikroakigkan Kanal Yontemi (Nsairat vd., 2022)

9. Superkritik Akiskan Yontemi(Nsairat vd., 2022).

Nano lipozomal vyapilarin eldesi i¢in kullanilan yontemlerin ana hedefleri,
monodispers partikiillerin olusumu (dar bir boyut dagilimi ile), etkin ilag katilimi1 ve
drtnlerin uzun vadeli koloidal stabilitesidir (Lombardo & Kiselev, 2022). Membran
gecirgenligini arttirmak icin kolesterol gibi sterollerle birlestirilmislerdir (Mehryar,
2022).

Geleneksel yontemlerde, baslangicta ugucu bir organik ¢oziicli iginde ¢Ozlilmiis olan
lipozomlar, daha sonra sulu bir faz ile karistirilir. Organik bir ¢oziliciiniin varligi, dahil
edilen aktif Dbilesiklerin kimyasal oOzelliklerini bozabilir veya iiretilen

nanoformiilasyonun stabilitesini (veya toksisitesini) etkileyebilir.

Lipozomlarin hazirlanmasma yonelik geleneksel yontemler asagidaki ana asamalari

icerir:

1. Lipidlerin organik bir ¢ozucu icinde ¢6ziinmesi;

2. Elde edilen lipidik ¢ozeltinin organik ¢dziiciiden kurutulmast;

3. Lipitin sulu bir ortamla hidratlanmasi (ardindan ¢alkalama/karistirma);

4. Kiigtiltme (ve/veya katmanl yapidaki degisiklik);

5. Post-formasyon islemi (saflastirma, sterilizasyon);

6. Nihai nanoformulasyon drininin karakterizasyonu.

Lipozom sentezler i¢in yeni teknolojiler ve yontemler arastirilmaktadir. Geleneksel

lipozom sentezlerinde yiiksek kapsiilleme verimlilikleri elde etmek zorlayici bir
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durumdur. Son zamanlarda lipozom nano formiilasyonlarinin iiretimi igin yeni
teknolojiler gelistirilmistir (Lombardo & Kiselev, 2022). Bu yontemler arasinda;

1. dondurarak kurutma (Liyofilizasyon) Yontemi (Liyofilizasyon veya dondurarak
kurutma,)

2. Yogun Gaz Teknolojisi: Siiperkritik Akigkan Destekli Yontemler

2.1. Stiperkritik Ters Fazli Buharlastirma (SC-RPE) Y&ntemi

2.2. Superkritik Anti-Solvent (SAS) Yontemi

2.3. Siiperkritik Coztim (RESS) Yonteminin Hizli Genisletilmesi

2.4. Stiperkritik Destekli Lipozom Olusumu (SuperLip) Yontemi

2.5. Genigletilmis Sivi Organik Cozeltinin Sulu Siispansiyon (DELOS) Yodntemine
Gore Basincmin Diigiirtilmesi

3. Mikroakigkan (Kanal) Yontemleri

4. Membran Kontaktor Yontemi gibi ¢esitli yontemler bulunmaktadir (Lombardo &
Kiselev, 2022; Nsairat vd., 2022).

Lipofilik (lipid ¢ift tabakasi iginde), hidrofilik (sulu cekirdekte) ve amfifilik (gift
tabaka yiizeyinde boliinmiis) ilaglarin verimli bir sekilde taginmasi ve salinmasi i¢in
uygun nanoformiilasyonlar olusturmak lipozom olusturma igleminin ana amaglarindan
biridir (Lombardo & Kiselev, 2022). Lipozomlarin ilag¢ yiliklemesi, pasif veya aktif
yaklasimlarla elde edilebilir (Nsairat vd., 2022). Pasif ylkleme ydnteminde ilaglar
lipozomlarm hazirlanmasi sirasinda yiiklenir. Bu yontem ¢ozucl dispersiyon, mekanik
dispersiyon ve deterjan giderme yontemleri ile gergeklestirilebilir (Lombardo &
Kiselev, 2022). Pasif yiikleme, lipid ¢ift tabaka olusumu sirasinda lipozomlarin sulu
¢ekirdeginde hidrofilik ilac1 hapsederken, hidrofobik ilaclar kiiciik boyutlu hidrofobik
lipit ¢ift tabakasinda birikir (Nsairat vd., 2022). Lipozom hazirligindan sonra ilaglari
dahil eden aktif ylikleme yOntemleri, genellikle uygun tamponlarin eklenmesini
icerecek sekilde lipozomlarin ylizeyi boyunca olusturulan bir gradyanin (gradyan
yikleme) diflizyon 6zelliklerinden yararlanir. Aktif yiikkleme, liyofilizasyon ile elde
edilebilir, burada olusan lipozomlar, lipitlerin organik fazdan sulu fazlara
aktarilmasiyla dretilir(Lombardo & Kiselev, 2022). Lipozomal yapida ilag
kapstllemesi icin en kolay yontem lipid film hidrasyon methodudur. Ayrica bu
yontem, Bengham ve arkadaslar1 tarafindan raporlanmis ilk ilag kapsulleme
proseduridur (Dalgig, 2014).
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6. MATERYAL VE METOT

6.1 Kullanilan Maddeler

Bu tez caligmasi kapsaminda kullanilan kimyasallar ve c¢doziiciiler tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 6.1 Kullanilan kimyasallar ve Coziiciiler

Kimyasal ismi Uretici
2,4-dimetilpirol Sigma Aldrich
Stiksinik anhidrit Sigma Aldrich
Bortrifloririn dietileter kompleksi Merck
(BF3.0Et2)
Toluen Carlo Erba
Trietilamin (Et3N) Carlo Erba
Magnezyum sulfat (MgSO4) Sigma Aldrich
Hekzan Sigma Aldrich
Etil asetat (EtOAC) Sigma Aldrich
Hidroklorik asit (HCI)
Metanol (MeOH) Merck
Iyot (12) Carlo Erba
Iyodik asit (HIO3) Acros Organic
Lizofosfatidilkolin (1-palmitoly-2- Avanti
hidroksi-sn-glisero-3-fosfokolin)
1-etil-3-3-dimetilaminopropil Sigma Aldrich
karbodiimid (EDC)
4-dimetilamino piridin (DMAP) Sigma Aldrich
N, N-diizopropiletilamin (DIPEA) Alfa Easer
Diklorometan (DCM) Sigma Aldrich
Kolesterol Avanti
1,2 distearoil-sn-glisero-3- Avanti

fosfoetanolamin-N-methoxy polietilen

glikol-2000 (DSPE mPEG-2000)

Kloroform

Sigma Aldrich



Sodyum Klorur (NaCl) Sigma Aldrich
Fosfat tamponlu salin (PBS) Oxoid
9,10-Anthracenediyl- Sigma Aldrich
bis(methylene)dimalonic acid (ABDA)
Merck

Metilen Mavisi

6.2. Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenen bilesiklerin karakterizasyonunda tablo 3’de

verilen cihazlar kullanilmugtir.

Tablo 6.2 Bilesiklerin Karakterizasyonu igin Kullanilan Cihazlar

Adi Modeli Bulundugu Yer
H-NMR Spektrumu Jeol (400 MHz) JINM- Sivas Cumhuriyet
ECZ400S/L1 Universitesi leri

13C-NMR Spektrumu

UV/Vis Spektrofotometre

Taramali elektron

mikroskobu (SEM)

Kuadrupol S1v1
Kromatografi Ugus Zamanl
Kitle Spektrometre (Q-TOF

MS)

Dinamik Isik Sagilim
Spektrometresi (DLS)

Jeol (400 MHz) INM-
ECZ400S/L1

Tescan MIRA3 XMU

Agilent 6530

Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi

Sivas Cumhuriyet
Universitesi ileri
Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi

Sivas Cumhuriyet
Universitesi

Sivas Cumhuriyet
Universitesi Ileri
Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi

Sivas Cumhuriyet
Universitesi Ileri
Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi

Sivas Cumhuriyet
Universitesi
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6.3. YOontem

Bu tez caligmasi kapsaminda sentezlenen BOD A2-Lipit konjugatindan elde edilmis
lipozomal yapilarin sentezine dair sematik goriintii Sekil 6.1 de verilmistir. Ayrica
yapilan tiim sentez ve Ol¢limlere ait deneysel ¢aligmalar agsagida sirasiyla verilmistir.
Ozetle, lipozomal yapilarin sentezlenmesi igin dncelikle mezo pozisyonunda serbest
alifatik karboksilik asit grubuna sahip BODIPY tiirevi bir bilesik sentezlenmistir
(BOD Al). Daha sonra BOD Al -2 ve -6 pozisyonlarindan diiyotlanarak BOD A2
bilesigi bir ps olarak sentezlenmistir. BOD A2 bilesigi ile Lyso PC 16’dan coupling
reaksiyonu ile BOD A2-Lipit konjugati sentezlenmis ve bu konjugat kullanilarak nihai

lipozomal yapilarin sentezi gergeklestirilmistir ve PDT 6zellikleri arastirtlmistir.

1;,HIO;
MeOH, 30dk

EDC-HCIL, DMAP
—-
CH;CL, 24sa

BOD Al BOD A2 BOD A2-Lipit

S0 ,
.+_ EDC-HCI, DMAP Kolesterol f’ a
——
CH;Cl, 24sa DSPE-mPEG2000 ‘ .:
’\ 4
n n n ‘.‘."“
o o
-F /\/?_
i RN 1~
OH % o,
r Qo«
+ EDC HCI, DMAP '.....
CH,CI 24sa ’N T =N :’, "
.\‘ : 530 nm LED
’o...o
Lizofosfatidilkolin BOD A2 BOD A2-Lipit BOD A2-Lipit bilesiginden elde edilen

Lipozomlar

Sekil 6.1 BOD A2-Lipit konjugatinin ve lipozomal yapilarin sentezi ve ¢alisma
prensibi.
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6.3.1. Karboksilik Asit Grubuna Sahip BODIPY Turevinin Sentezi (BOD Al)

Mezo pozisyonunda serbest alifatik karboksilik asit grubuna sahip bir BODIPY tirevi
bilesigi (BOD Al) sentezlemek amaciyla dncelikle 80°C’de manyetik karigtirma (500
rpm) kosulunda 40 mL toluen igerisine 2,4-dimetilpirol (1.0 mL, 10 mmol) ve suksinik
anhidrit (400 mg, 4.0 mmol) eklendi. Daha sonra, inert gaz atmosferinde 5 saat
karigmaya birakildi. Ardindan, temel BODIPY iskeletini olusturmak amaciyla 25
°C’ye sogutulan reaksiyona 6nce BFs.OEt> (5 mL, 40 mmol) ve daha sonra trietilamin
(EtaN) (10 mL, 80 mmol) damla damla eklenmistir. Sonrasinda reaksiyon ¢dzeltisi 0oda
sicakhiginda 16 saat karistirilmaya birakilmistir. Bu stire sonunda 60 mL 0.1 M HCI
sulu ¢ozeltisi ile reaksiyon durduruldu. Ardindan reaksiyon bilesigi DCM (CH2Cl.) ile
ekstrakte edilerek organik faz ayristirildi ve ayrisan organik faz MgSOs (izerinde
kurutuldu. Ekstraksiyon isleminden sonra organik ¢0zucl rotary evaporator
kullanilarak uzaklastirildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen Griin (BODIPY Al) flas
silika kolon kromotografisi kullanilarak uygun ¢o6ziici kombinasyonunda
(EtOAcC:hekzan) saflastirildi (%27). Son olarak saflastirilmis olan BOD A1l bilesigi 4
°C’de saklanmustir (Sekil 6.2) (Ambroz vd., 2019; Lim vd., 2010; Niu & Aisa, 2017).

COOH

NH J\_): BF,.Et,0
Z + O o >

(o) Toluen
Et;N

Sekil 6.2 BOD Al Bilesiginin Sentez Semast.

6.3.2 BOD A2 Bilesiginin Sentezi

Bu tez calismasinda PS olarak kullanilacak olan BOD A2 bilesiginin sentezlenmesi

icin Onceki basamakta sentezlenmis olan BOD A1l (600 mg, 1.87 mmol) bilesigi bir

reaksiyon balonuna almarak 200 mL MeOH igerisinde ¢0zuldl. Sonrasinda ¢dziinen

maddeye sirasiyla iyot (I2) (1.24 g, 4.87 mmol) ve iyodik asit (HIO3) (660 mg, 3.75
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mmol) (HIO3 3 mL deiyonize su i¢inde ¢oziinerek karigima yavas bicimde ve sivi
formda) ilave edildi. Ardindan, karigim oda sicakliginda 30 dakika karistirilmaya
birakildi. Daha sonra MeOH indirgenmis basing altinda uzaklastirildi ve BOD A2
bilesigi flas silika kolon kromotografisi kullanilarak uygun ¢6zuciu kombinasyonunda
(EtOAc:hekzan) saflastirildi (Sekil 6.3) (Lim vd., 2010).

COOH COOH

Io,HIO5

Y

MeOH

Sekil 6.3 BOD A2 Bilesiginin Sentez Semast.

6.3.3 BOD A2 — Lipit Konjugatinin Sentezi (BOD A2-Lipit)

Lizofosfatidilkolin  (1-palmitoly-2-hidroksi-sn-glisero-3-fosfokolin) ile  serbest
karboksil grubu igeren BOD A2 bilesiginin esterlesme reaksiyonu ile konjugasyonu
icin 1 mL susuz diklorometan icine, 100 nmol Lizofosfatidilkolin, 100 nmol BOD A2,
50 nmol 1-etil-3-3-dimetilaminopropil karbodiimid (EDC) ve 25 nmol 4-dimetilamino
piridin (DMAP) sirayla eklendi ve ardindan 24 saat inert gaz atmosferinde
karigtrmaya birakildi. Daha sonra organik solvent indirgenmis basing altinda
uzaklastirildi. Elde eldilen BOD A2-Lipit bilesigi Diol-fonksiyonellestirilmis silika
jel kolon (DCM ic¢inde %1 %2 ve %5 %8 metanol ile gradient sistemde) sistemi
kullanilarak saflastirild (Sekil 6.4) (Cheng vd., 2019; Lovell vd., 2011).
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EDC-HCI, DMAP

]

o/\l/\o‘%o/\/ﬁ;\_ +

GH CH,Cl, 24sa

Lizofosfotidilkolin BOD A2 BOD A2-Lipit

Sekil 6.4 BOD A2-Lipit Konjugatinin Sentez Semast.

6.3.4 BOD A2-Lipit Konjugatindan Lipozomlarin Sentezi

Ince film hidrasyon metotu kullanilarak BOD A2-Lipit konjugatindan lipozomlar
sentezlenmistir. Bu amacgla bir 6nceki adimda sentezlenmis olan saf BOD A2-Lipit,
kolesterol ve DSPE PEG-2000 ayr1 ayr1 kloroform icerisinde ¢6zuldi. Daha sonra,
yiizdece birlesim oranlar1 sirastyla %90, %5, %5 BOD A2-Lipit, kolesterol, DSPE
PEG-2000 bilesenleri olacak bicimde karisim vortex yardimiyla disperse edilmistir.
Daha sonra organik solvent evaporator kullanilarak uygun gegis sicakliginda
uzaklastirilmis ve solventin uzaklasmasiyla deney tupu yizeyinde ince lipit film
tabakas1 olusturulmustur. Daha sonra elde edilen lipit film tabakasi hidratlama
islemine kadar -20 °C’de saklandi. Sonrasinda lipit film tabakasi1 PBS tamponda (pH
7.4) ve ultrasonik banyo yardimiyla hidratlanmistir. Lipozomal yapilarin eldesi igin
hidratlanmis olan soliisyon seri olarak sivi azot igerisinde tamamen dondurulup daha
sonra 65 °C yeniden 1sitilarak dondurma-¢tzme (Freeze-Thaw) islemi (minimum 5
defa) tekrarlar halinde siirekli olarak yapilmistir. Ayrica lipozomal yapilarin diizenli
bir bicimde olusumunu saglamak amaciyla hidratlanmis olan soliisyona her bir
dondurma-¢ézme iglemi arasinda sonikasyon uygulanmistir. Sonrasinda, Lipozom
yapilarimni elde etmek i¢in 65 °C sicakliga sahip manyetik karistirict iizerinde, bir mini
ekstirider (igerisinde 200 nm’lik bir polikarbonat membran bulunduran) kullanilarak
solisyon 10 defa ekstiriide edildi. Ardindan elde edilen lipozomlar inert gaz
ortaminda +4 °C’de saklanmustir (sekil 6.5) (Jin, 2015; Jin vd., 2013; Liu vd., 2010).
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Y

DSPE-mPEG2000

BOD A2-Lipit BOD A2-Lipit Konjugatindan Sentezlenmis Lipozomlar

Sekil 6.5 BOD A2-Lipit Bilesiginden Lipozomlarin Sentez Semasi.

6.3.5 BOD A2-Lipit Konjugatindan Elde Edilmis Lipozomlarin PDT
Ozelliklerinin Arastiriimasi

BOD A2-Lipit Bilesiginden sentezlenmis olan Lipozomlarm PDT d&zelliklerinin
arastirilmasinda UV-VIS spektrofotometre kullanilmistir. Oncelikle, BOD A2-Lipit
bilesiginden sentezlenmis olan Lipozomlarin UV-VIS spektrofotometre ile
maksimum absorbans degeri Gl¢lilmiistiir. Daha sonra absorbans degeri yaklasik 1
olacak sekilde DMSO igerisinde karanlik bir ortamda ABDA tuzak molekiilii ¢6zeltisi
hazirlanmistir. Sonrasinda Sentezlenmis nano lipozomal yapilar 4 mL Fosfat tamponlu
salin (PBS) (pH=7,4) ve 4 mL deiyonize su igerisinde sonike edilmis ve 0.5 mg/mL
derisime sahip stok ¢6zelti elde edilmistir. Sirasiyla 490 pL (0.5 mg/mL) stok ¢ozelti
ile 10 pL ABDA tuzak molekili 500 pL hacime sahip kuvars UV kiveti icersine
eklenmistir. {lk olarak herhangi bir 151k uygulamasi yapilmadan UV-VIS
spektrofotometre ile absorbans 6lgiimii alinmis. Ardindan 530 nm dalga boyunda LED
151k uygulanmigtir ve 10 dk’hik araliklarla UV-VIS spektrofotometre ile absorbans
Olctimii alinmustir. Bu 6lgtimlerle ABDA tuzak molekiiliiniin absorbansinda ki diisiis

takip edilmistir.

6.3.6 BOD A2-Lipit Konjugatindan Elde Edilmis Lipozomlarin Singlet oksijen
Kuantum Verimlerinin Hesaplanmasi

Singlet oksijen kuantum verimi literatiire gére hesaplanmis ve hesaplamada kullanilan

esitlik agigida verilmistir (KOlemen, 2014).

31



m(BOD) F(ref) o PF(ref)

®(BOD) = mref) XF(BOD) PF(BOD)

X ®(ref)

®: Singlet oksijen kuantum verimi

m: Tuzak molekiil ABDA’nin 1ginlanma siiresi boyunca maksimum absorbansindaki
diistisiin egimi

F: Absorpsiyon diizeltme faktorii, F = 1 — 10~ °P (OD 1smnlanma dalgaboyu)

®(ref): 550-700 nm dalgaboyu araliginda absorbans degerine sahip metilen mavisinin

singlet oksijen kuantum verimi sulu ortam igin ~0.50 olarak almmistir (Xu vd., 2024,
Yilmazer, 2019).

PF: Absorplanan foton akisi (absorbed photon flux) birim alana her bir saniyede gelen

foton sayis1
H (W> _ pF x
m2 2 }\' (])

H: Birim alandaki gii¢. Bu ¢alisma i¢in kullanilan LED lambalarin gii¢leri Edmund
Optics Deluxe Power Meter kullanilarak dl¢iilmiistiir. Olgiilen H degerleri 530 nm ve
660 nm dalgaboylarindaki LED lambalar igin sirastyla 1,7 mW/cm? ve 2,8 mW/cm?
dir.

h: Planck sabiti
c: Isik hiz1
. Dalga boyu

Lipozomlarin singlet oksijen kuantum verimlerinin hesaplanmasi amaciyla bolim
6.3.5’te yapilan deneysel ¢aligmanin aynist lipozomlar yerine referans bilesik olarak
metilen mavisi ile tekrarlanmistir. BOylece yukarida verilen esitlik kullanilarak
lipozomlarin sulu ortamda singlet oksijen kuantum verimleri 0.30 olarak

hesaplanmuigtir.
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7. BULGULAR

Bu tez caligmasi kapsaminda bir PS olan BODIPY bilesigi ile bir lipit bilesiginin
konjuge edilmesi sonucunda elde edilen BODIPY-Lipit konjugati kullanilarak
lipozomal yapilarin sentezlenmesi ve sonrasinda bu yapilarin PDT o6zelliklerinin
aragtirilmasi hedeflendi. Bu amag¢ dogrultusunda, dncelikle BOD Al bilesigi inert gaz
atmosferinde sentezlenmistir. Bu tez ¢aligmasmin temel amaci olan BOD A2-Lipit
Bilesiginden sentezlenmis olan Lipozomlarin PDT 6zelliklerinin arastirilmasi icin
sentezlenmis olan PS bilesiginin singlet oksijen Gretmesi gerekmektedir ancak bu
yapida bulunan BOD Al bilesigi singlet oksijen iiretememektedir. Bu bilesige, agir
atom etkisi olusturacak iyot gibi bir elementin baglanmasiyla bu bilesik singlet oksijen
uretebilir. Bu yontem ¢ogu zaman BODIPY tiirevi bilesikleri bir PS’ e doniistiirmek
icin siklikla tercih edilir. Boylelikle BOD Al bilesigine iyot baglanarak BOD A2
bilesigi sentezlendi. Sonrasinda karboksilik asit fonksiyonel grubu tasiyan BOD A2
bilesigi ile EDC, DMAP varliginda lizofosfatidilkolinin hidroksil grubu arasinda
meydana gelen eslesme (coupling) reaksiyonu iizerinden bir ester yapisi olusturularak
BOD A2-Lipit konjugat1 sentezlenmistir. Son olarak Calismanin nihai hedefi olarak
BOD A2-Lipit konjugatindan lipozomal yapilar ince film hidrasyon yontemi
kullanilarak sentezlenmislerdir. Boylelikle, bu ¢alisma kapsaminda BOD A2-Lipit
konjugatindan sentezlenmis lipozomlar ilk defa sentezlenmis ve PDT o6zellikleri

gosterdigi tespit edilmistir.

7.1 BOD Al Bilesiginin Sentezi ve Karakterizasyonu

Caligmanin ilk asamasinda elde edilen BOD Al bilesigi materyal metot kisminda
anlatildig1 gibi sentezlenmistir ve daha sonra karakterize edilmistir. Bu kapsamda
BOD Al bilesigi *H-NMR spektroskopisi (Sekil 12) ve yiksek ¢ozunurlukli kitle
spektroskopisi (HRMS) (Sekil 13) kullanilarak karakterize edilmistir. Bu amacla
oncelikle sentezlenmis olan organik bilesigin molekiiler yapisi hakkinda bilgi sahibi
olmak icin NMR cihaz1 (Jeol (400 MHz) INM-ECZ400S/L1) kullanilmistir. Daha
sonra Kuadrupol Sivi Kromatografi Ugus Zamanli Kiitle Spektrometre (Q-TOF MS)
cihaz1 kullanilarak ayn1 bilesige ait kiitle belirlenmistir. Buna gére elde edilen *H-
NMR spektrumu ve kiitle spektroskopisinin sonuglarindan BOD Al bilesiginin
basarili bir sekilde sentezlendigi belirlenmistir *H-NMR (400 MHz, CDCls): $H 6.06
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(2H, s), 3.30 (2H, t), 2.63 (2H, t), 2.51 (6H, s), 2.43 (6H, s) (Sekil 7.1). MS HRMS
(TOF-ESI): m/z hesaplanan: 321.1586; bulunan: 321.1580 [M+H]*, A = 1.8 ppm
(Sekil 7.2) (Ambroz vd., 2019; Lim vd., 2010).
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Sekil 7.1 BOD Al Bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 7.2 BOD Al bilesiginin kiitle spektrumu.
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7.2 BOD A2 Bilesiginin Sentezi ve Karakterizasyonu

BOD Al bilesigi bu sekliyle singlet oksijen iiretemez ancak bilesige iyot gibi bir
element eklenirse agir atom etkisi nedeni ile elde edilen bilesik singlet oksijen
iiretebilir. Bu yontem ¢ogu zaman BODIPY tiirevi bilesikleri bir PS’ e doniistiirmek
icin siklikla tercih edilir. Bu nedenle BOD Al bilesigine -2, -6 pozisyonlarindan iyot
baglanarak BOD A2 bilesigi sentezlenmistir. Bu sekilde sentezlenen BOD A2 bilesigi
de yine 'H-NMR, *C-NMR (Sekil 7.3, Sekil 7.4) ve yiksek cozinurlukli kitle
spektroskopisi (HRMS) (Sekil 14) ile karakterize edilmistir. Ilgili sonuglar literatirle
karsilastirildiginda BOD A2 bilesiginin de basariyla sentezlendigi tespit edilmistir *H-
NMR (400 MHz, CDCIs): 6H 3.38 (2H, t), 2.64 (2H, t), 2.60 (6H, s), 2.49 (6H, s)
(Sekil 7.3). 3C-NMR (100 MHz, CDCl): 8C 174.12, 156.44, 142.54, 142.38, 131.26,
87.03, 34.50, 29.78, 24.34, 19.13, 16.29 (Sekil 7.4). MS HRMS (TOF-ESI): m/z
hesaplanan: 570.9362; bulunan: 570.9523 [M-H]’, A = 28.2 ppm (Sekil 7.5).

COOH

N

— P
’I)l.é_f\l
S
FF
BOD A2
— e - l.’-J_; M, A i_ A
£ £
s 100 8 20 RS A0 F5 7D &S GO s 4.0 S 30 25 0 15 L0 05 00 -as

Sekil 7.3 BOD A2 Bilesiginin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 7.4 BOD A2 Bilesiginin 3C-NMR spektrumu.
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Sekil 7.5. BOD Al bilesiginin kiitle spektrumu.

7.3 BOD A2-Lipit Konjugatinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu calisma kapsaminda PS’lerin lipozomlar1 olusturan temel yapi olan lipit
bilesenlerinin bir pargast olarak sentezlenmesi ve bdylelikle PS’lerin lipozomlar

tarafindan taginmasi amaglanmistir. Bu amagla karboksilik asit fonksiyonel grubu
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tastyan BOD A2 bilesigi ile EDC, DMAP varliginda lizofosfatidilkolinin hidroksil
grubu arasmnda meydana gelen eslesme (coupling) reaksiyonu iizerinden bir ester
yapist olusturularak BOD A2-Lipit konjugati sentezlenmistir. BOD A2-Lipit
konjugatida, H-NMR, ¥C-NMR, MALDI-TOF kiitle spektrometresi ve FT-IR
spektroskopisi kullamlarak karakterize edilmistir. BOD A2-Lipit konjugatmm H-
NMR ve C-NMR spektrumlari literatiir ile uyumludur (Cheng vd., 2019) '"H-NMR
(400 MHz, CDCI3): AH 4.56- 4.33 (2H, M), 4.32- 4.05 (2H, M), 4.03-3.89 (2H, M), 3.86-
3.68 (2H, M), 3.66-3.46 (1H, M), 3.38-3.22 (11H, M), 2.63-2.53 (8H, M), 2.51-2.45 (6H,
S), 2.32-2.23 (2H, M) 1.62- 1.50 (2H, M), 1.32-1.17 (24H, M), 0.90- 0.81 (3H, M) (Sekil
7.6) BC-NMR (100 MHz, CDCls): 6C 173.63, 170.76, 156.29, 142.95, 87.01, 70.66,
63.46, 62.75, 54.84, 39.05,35.30, 34.21, 32.01, 29.79, 29.64, 29.61, 29.44, 29.30,
24.99, 24.58, 22.77, 19.15, 16.28, 14.21) (Sekil 7.7). MALDI-TOF: m/z hesaplanan:
1049.266; bulunan: 1049.878 [M]", A =583.2 ppm) (Sekil 7.8).
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Sekil 7.6 BOD A2-Lipit Kojugatmimn *H-NMR spektrumu.

37



76,77 CHLOROFORM-D

13127
70 66

87.01
/77 A1 CHLOROFORMD

— 17363
— 17076

156,29
14295
1241

6275

6346

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 ¢ %DD ) 90 a0 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20
1 (ppm

Sekil 7.7 BOD A2-Lipit Kojugatmin **C-NMR spektrumu.

NMR spekturumlarina ek olarak sentezlenmis olan BOD A2-Lipit konjugatt MALDI-
TOF Kkiitle spektrumu (Sekil 7.8) kullanilarak karakterize edilmistir. Ayrica konjugata
ait FT-IR spektrumu (Sekil 7.9) incelendiginde de BOD A2-Lipit konjugatinin,
konjugat1 olusturan tiim bilesiklere ait piklerin neredeyse tamamini igerdigi
gorilmektedir. Bu sonuglardan BOD A2-Lipit konjugatmin basarili bir sekilde

sentezlendigi anlasilmistir.
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Sekil 7.8 BOD A2-Lipit konjugatinin MALDI-TOF kiitle spektrumu.
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Sekil 7.9 BOD A2-Lipit konjugatmm FT-IR spektrumu.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
T

F T T T T T
- BOD AZ-Lipit!

F W !l 2851em™

-

-
L 2918cm”’

i
i
i
(N
I
11
[
1

L

[

u

[

W

1l

[l

Dalgasayisi (cm™)

39

/z



7.4 BOD A2-Lipit Konjugatindan Lipozomlarin Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu tez ¢aligmanin nihai hedefi olarak BOD A2-Lipit konjugatindan lipozomal yapilar
ince film hidrasyon yontemi kullanilarak sentezlenmislerdir. Bu lipozomal yapilar
sentezlenirken, kullanilan BOD A2-Lipit konjugati, kolesterol ve DSPE mPEG-2000
bilesiklerinin yilizde oranlar1 ve reaksiyon kosullar1 gesitli denemeler yapilarak bolim
6.3.5’de verildigi gibi optimize edilmistir. BOD A2-Lipit konjugatindan sentezlenmis
olan bu lipozomal yapilar1 hakkinda boyut analizi yapilmis ek olarak S-TEM ve SEM
goruntileri almnarak karakterize edilmistir. Yapilan DLS analizi (Sekil 7.10)
sonucunda BOD A2-Lipit konjugatindan elde edilen lipozomlarin ortalama 107 nm
boyutuna sahip olduklari tespit edilmistir. Ayrica bu yapilarin S-TEM goruntileri
sentezden hemen sonra lipozomlar %2 uranil asetat ¢ozeltisiyle boyanarak alinmis ve
lipozomal yapilarin olusumu gozlenmistir (Sekil 7.11). Daha sonra bu lipozomlar,
bozulmadan saklanmasi amaciyla siikroz varliginda liyofilize edilerek
kurutulmuslardir. Liyofilizasyon sonrasi toz halde bulunan bu lipozomal yapilarin
SEM goriintiileri almmustir (Sekil 7.12). SEM goriintiilerinden de lipozomal yapilar
acik bigimde goriilmektedir.

Siea [dam) % Intendly. 51 Dev [damk
I-Maarage |dnm) Peak1: 1070 e 4,21
Pdl Piak 2: Lk Z1 BYE 1
Imteroept 0 502 Peakd: 0000 an 0000
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Sare Drfnbubion by inbeaiy
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Sar (il e
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Sekil 7.10 BOD A2-Lipit konjugatindan sentezlenmis lipozomlarin DLS analizi.
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SEM HV: 30.0 KV
1415 115
SEM MAG: 200 kx Det: TE Bright, TE Dark

Sekil 7.11. BOD A2-Lipit konjugatindan sentezlenmis lipozomlarm S-TEM
goruntisu

SEM HV: 8.0 kV WD: 9.83 mm I ] | i L1 I MIRA3 TESCAN

BOD1-13 BOD1-13
SEM MAG: 100 kx Det: SE Pearformance in nanospace

Sekil 7.12 BOD A2-Lipit konjugatindan sentezlenmis lipozomlarm SEM goriintiisii
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7.5 BOD A2-Lipit Konjugatindan Sentezlenen Lipozomlarin PDT Ozelliklerinin
Arastirilmasi

Son olarak BOD A2-Lipit konjugatindan sentezlenmis olan lipozomlarin PDT
Ozellikleri incelenmistir. Bu ¢alismada tuzak molekili olarak ABDA kullanilmustir.
Lipozomlar tuzak molekiilii varliginda belirli siireler boyunca 530 nm dalga boyundaki
LED 1s1g1na maruz birakilarak tuzak molekiiliin spesifik absorbans piklerindeki diisiis
UV-Vis spekturumunda izlenmistir. Ilk olarak ABDA tuzak molekiilii ¢ozeltisi
hazirlanmis ve absorbans degeri yaklasik 1 olacak sekilde ¢ozeltinin UV-Vis

spektrurumu alinmustir (Sekil 7.13).

1:2

1.0 A1

0.8 1

0.6 1

Abs (A.n)

0.4 1

0.2 4 k — ABDA

0.0 1

300 400 500 600 700 800

Dalga boyu (nm)
Sekil 7.13 ABDA tuzak molekilinin UV-Vis spektrumu.

Daha sonra BOD A2-Lipit konjugatindan sentezlenmis olan lipozomlar UV-Vis
spektrometre kullanilarak karakterize edilmistir (Sekil 7.14).
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Sekil 7.14 BOD A2-Lipit konjugatindan sentezlenmis lipozomlarin UV-Vis
spektrumu.

Son olarak tuzak molekiilii ve lipozomlar materyal metot kisminda belirtildigi
oranlarda birlestirilerek UV-Vis spektrometrede 6l¢iim alimmaistir. Bu 6l¢iim esnasinda
hazirlanan ¢ozeltiye, belirli araliklarla 530 nm dalga boyuna sahip LED 151k
uygulanmistir. Cozelti LED 1s18a maruz kaldiktan sonra 6l¢iim alinmustir. Bu siire¢ 60

dk boyunda tekrar edilmistir (Sekil 7.15).
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Abs (Au.)
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550 600

Dalga boyu (1un)

Sekil 7.15 Tuzak molekiilii varliginda BOD A2-Lipit konjugatindan sentezlenmis
lipozomlarmin 10 dk araliklarla 530 nm dalga boyundaki LED 1s1g1na maruz
birakildiktan sonra, tuzak molekilinin absorpsiyonundaki diisiis grafigi.
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Sekil 7.16. Sekil 7.15°de ki spektrumun yanlizca 300-450 nm dalgaboyu araligini
gosteren UV-Vis spektrumu.

BOD A2-Lipit konjugatindan elde edilmis lipozomlar ile yapilan dlgiimlerde ABDA
tuzak molekiiliiniin 379 nm dalga boyundaki absorbans degerinin singlet olusuma
bagl olarak diisiisii sekil 7.17°de verilmistir. Sekil 7.17°da verilen grafigin egimi

lipozomlarm singlet oksijen kuantum verimlerinin hesaplanmasi i¢in béliim 6.3.6°da

verilen esitlikte m(BOD) degeri olarak kullanilmastir.
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Sekil 7.17 ABDA’nin BOD A2-Lipit konjugatindan elde edilmis lipozomlar
varliginda 379 nm dalga boyundaki absorbans degerinin zamana gore degisim egrisi.

7.6 BOD A2-Lipit Konjugatindan Elde Edilmis Lipozomlarin Sulu Ortamda
Singlet oksijen Kuantum Verimlerinin Hesaplanmasi

BOD A2-Lipit Konjugatindan Elde Edilmis Lipozomlarin singlet oksijen kuantum
verimlerinin hesaplanmasi i¢in referans madde olarak metilen mavisi kullanilmistir.
Metilen mavisi ABDA tuzak molekull varliginda ve sulu ortamda berlirli strelerde
660 nm’lik LED 1s18a maruz birakilmis ve ardindan UV-Vis spektrofotometre ile tuzak

molekiiliiniin absorbans degerlerindeki diisiis izlenmistir (Sekil 7.18).
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Sekil 7.18 Tuzak molekiilii varliginda Metilen mavisinin 5 dk araliklarla 660 nm
dalga boyundaki LED 1s1gina maruz birakildiktan sonra, tuzak molekulintn
absorpsiyonundaki diisiis grafigi.

Metilen mavisi ile yapilan Olgiimlerde ABDA tuzak molekulinin 379 nm dalga
boyundaki absorbans degerinin singlet olusuma baglh olarak disiisii sekil 7.19’de
verilmistir. Sekil 7.19’de verilen grafigin egimi lipozomlarin singlet oksijen kuantum

verimlerinin hesaplanmasi i¢in boliim 6.3.6°da verilen esitlikte m(ref) degeri olarak

kullanilmastir.
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Sekil 7.19 ABDA’nin metilen mavisi varliginda 379 nm dalga boyundaki
absorbans degerinin zamana gore degisim egrisi.

Buna gore nihai trin olan BOD A2-Lipit konjugatindan elde edilmis lipozomlarin
singlet oksijen kuantum verimleri yukarida verilen esitlikten hesaplanmis ve 0,30

olarak bulunmustur.
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8. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasi kapsaminda ilk 6nce mezo pozisyonunda serbest alifatik karboksilik
asit grubuna sahip bir BODIPY tiirevi bilesik (BOD Al) sentezlenmistir. Daha sonra
sentezlenen bu BOD Al bilesigi -2 ve -6 pozisyonlarindan di-iyotlanarak (iyotlarin
agir atom etkisi nedeniyle) BOD A2 bilesigi bir fotoduyarlastirict olarak
sentezlenmistir. Sonrasinda BOD A2 bilesigi ile Lyso PC-16, EDC ve DMAP
varliginda bir coupling reaksiyonu ile ester yapist olusturulmus ve BOD A2-Lipit
konjugati sentezlenmistir. Ardindan bu ¢alismanin nihai iiriin hedefi olan lipozomal
yapilar ortalama 107 nm boyutlarinda, BOD A2-Lipit konjugat: kullanilarak elde
edilmistir. Sentezlenen lipozomal yapilarin PDT 6zellikleri incelenmistir. Bu amagla,
sentezlenmis olan lipozomal yapilar ABDA tuzak molekiilii varliginda sulu ortamda
530 nm lik LED 1sigina belirli araliklarla maruz birakilmis ve UV-Vis
spektrofotometresiyle ABDA tuzak molekiiliiniin absorbansindaki diisiis izlenmistir.
Lipozomlarin Singlet oksijen kuantum verimlerinin hesaplanmasi amaciyla ayni
sartlar altinda lipozomlar yerine referans bilesik olarak metilen mavisi ve 660 nm LED
15181 kullanilarak deneyler tekrarlanmistir. BOylece 530 nm lik LED 1s18a maruz
birakilan BOD A2-Lipit konjugatindan sentezlenmis lipozomlarin singlet oksijen
kuantum verimleri 0.30 olarak hesaplanmistir. Bu sonuca gore lipozomlar metilen
mavisine gore bir mikar daha diisiik PDT etkisine sahiptirler ancak lipozomlarin
fizyolojik ortamda davranislar1 g6z 6niine alindiginda bu lipozomlarin sahip olduklar
singlet oksijen kuantum verimlerinin oldukca iyi oldugu ve gorece olarak sulu ortamda

iyi bir PDT etkisine sahip olduklar1 diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, bir PS olan BOD A2 bilesiginin lipozomal yapilara dogrudan
yiklenmesi yoluyla degil, BOD A2 bilesigi ile bir lipit bilesiginin konjugasyonu
sonucu elde edilen BODIPY-Lipit konjugati kullanilarak sentezlenen lipozomal
yapilar bu tez c¢aligmasi ile ilk defa sentezlenmis ve PDT o6zellgine sahip oldugu
belirlenmigtir. Bu lipozomal yapilarm PDT uygulamalarina ek olarak ilag tasiyici
sistemler olarak da yeniden tasarlanabilir olmalar1 ile birlikte, ¢ok yonli
kullanimlarina dair oldukca umut verici Ozelliklere sahip olduklar1 da

diisiiniilmektedir.
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