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Tiim diinyada ikinci en 6nemli 6liim sebebi olarak gosterilen kanser tedavisinde genel
yaklagimlar; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon terapi, immiin terapi ve hedefe
yonelik tedavidir. Iyonlastirict radyasyonun kanser hiicrelerinde letal hasara sebep olarak
yok edilmesini saglayan radyoterapide, uygulanan radyasyon dozunu artirmadan
biyolojik  etkisini  artirmak amaciyla ¢esitli  yaklasimlar  denenmektedir.
Radyoduyarlastiricilar, hiicreleri radyasyona karsi oldugundan daha duyarli hale getiren
maddelerdir ve radyoterapiden Once, radyoterapi sirasinda veya sonradan verilebilirler.
Son yillarda, metal nanopargaciklari (Au, Ag), kuantum noktalar1 (KN), siiper
paramanyetik demir oksit ve metal olmayan nanoparcaciklar (silikon, fulleren) gibi
nanoteknoloji temelli radyoduyarlastiricilar iizerinde c¢alismalar yapilmaktadir. Bu
yontem “Nanoparticle Enhanced X ray Therapy = NEXT ” olarak adlandirilmaktadir.
Ayrica, KN gibi sintilasyon ya da siirekli liiminesans yapan nanoparcaciklarin
fotoduyarlastiricilarla beraber radyoduyarlastirict olarak kullanimi da iizerinde c¢alisma

yapilan yeni bir alandir.

Bu ¢alismada; Kuantum nokta (KN) (CdSeZnS)- Klorin E-6 (Ce6) konjugati iceren, PEG

kapli, nanoboyutlu, yiizeyi folik asitle modifiye edilmis lipozomal radyoduyarlastirici
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gelistirilmeye calisilmistir. Bu sayede kanser tedavisinde daha az radyasyon dozunda
daha fazla faydanin saglanmasi ve klinikte kullanilan X 1sin1 dozlarina nazaran daha
diisiik radyasyon dozu kullanilarak tiimor hiicrelerinin yok edilmesi amaglanmistir.
Karakterizasyon c¢aligmalar1 lipozomlarin uygun enkapsiilasyon verimi ve partikiil
biiytikliigiine sahip oldugunu gostermistir. Lipozom formiilasyonlarinin 4T1 (fare meme
kanseri) tiimor hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri incelenmis ve tek basina 5 Gy X
1511 radyasyon dozunun hiicre kiiltiirii izerinde yaptig1 etki ile lipozom uygulandiktan
sonra 5 Gy X-1s1m1 uygulandiktan sonra hiicre 6liimii agisindan % 27,1+1,73’lik artig
saglandig1 goriilmiistiir. KN-Ce6 konjugati igeren lipozomal radyoduyarlastiricinin
antitimor etkinligi in vivo tiimér modeli olusturulmus farelerde incelenmistir. Bu
kapsamda, farelerdeki agirlik degisimleri, tiimér hacmindeki degisimler, sag kalim
stireleri  izlenmis ve tiimor dokusu ve diger organlar {iizerinde histopatolojik
degerlendirmeler yapilmistir. Elde edilen sonuglar, DSPCi-FA-K lipozom
dispersiyonunun (KN-Ce6 konjugati igeren DSPC:Chol:SA:PEG2000-DSPE:FA-
PEG2000-DSPE lipit bilesimine sahip formulasyon), radyoterapide daha az radyasyon
dozu uygulanarak tedavide ayni veya daha iyi etkinlik saglanmasi i¢in umut verici bir

radyoduyarlagtiric1 ajan olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Radyoterapi, Nanotasiyici, Lipozom, Kuantum Nokta,

Fotoduyarlastirici, Klorin e-6
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Cancer is the second most common cause of death in the world. Common approaches in
cancer treatment include surgery, radiotherapy, chemotherapy, hormone therapy, immune
therapy, and targeted therapy. In radiotherapy, which causing lethal damage in cancer
cells by using ionizing radiation, various approaches are tried to increase the biological
effect without increasing the applied radiation dose. Radiosensitizers can be applied
before, during or after radiotherapy and make cells more sensitive to radiation. In recent
years, number of studies have been performed on nanotechnology-based radiosensitizers
such as metal nanoparticles (Au, Ag), quantum dots (QDs), super paramagnetic iron oxide
and non-metal nanoparticles (silicon, fulleren). This method is called as "Nanoparticle
Enhanced X-ray Therapy = NEXT". In addition, the use of scintillating or continuously
luminescent nanoparticles such as QDs with photoensitizers is a new field of study.

In this study, it is intended to develope liposomal radiosensitizer which is quantum dots
-Chlorine e6 conjugate encapsulated, PEG-coated, nanoscale and surface modified with
folic acid.

By this ways, it is aimed to provide more benefit and to destroy tumor cells by using lower

radiation dose compared to clinically used X-ray doses. Characterization studies have
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shown that liposomes have appropriate encapsulation efficiency and particle size. The
cytotoxicity of liposome formulations on 4T1 (mouse breast cancer) tumor cell lines were
examined. It was observed that there is 27,1+1,73 % increase in cell death when it is
compared with the effect of only 5 Gy X-ray radiation dose was compared with the
administration of liposome formulation following by 5 Gy X-ray radiation dose. The
antitumor efficacy of the liposomal radiosensitizer containing the QD-Ce6 conjugate was
investigated in mice having in vivo tumor model. In this context, weight changes in mice,
changes in tumor volume, survival times were monitored and pathological and
histological evaluations were made on tumor tissue and other organs. The obtained results
showed that DSPCL-FA-K liposome dispersion (QD-Ce6 conjugate containing
formulation which has DSPC:Chol:SA:PEG2000-DSPE:FA-PEG2000-DSPE lipid
composition) prepared in this thesis scopes might be a promising radiosensitizing agent
to achieve the same or better efficacy in treatment by applying less radiation dose in

radiotherapy.

Keywords: Radiotherapy, Nano-carrier, Liposome, Quantum Dot, Photosensitizer,

Chlorine €6
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1. GIRIS

Kanser; kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi sonucu ¢evre dokulara invazyon gosteren, lenf ve
kan yoluyla uzak metastaz yapabilen habis tiimdrlere denilmektedir. Diinyada
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci en yiiksek Oliim oranina sahiptir. Kanser
tedavisinde genel yaklagimlar; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon terapi,
fototerapi, immiin terapi ve hedefe yonelik tedavidir (1, 2).

Iyonlastirict radyasyon kullanilarak uygulanan radyoterapi, klinikte kanser tedavisinde
yaygin kullanilan tedavi yontemlerindendir. Her ne kadar gelisen teknoloji ile
radyoterapinin yan etkileri azaltilmaya calisilsa da ¢evre saglikli dokulara verdigi tahribat
tam olarak engellenememektedir. Uygulanan radyasyon dozunu artirmadan, radyasyonun
hedef dokudaki etkisini artirabilmek i¢in ¢esitli yaklagimlar denenmektedir. Bunlardan
birisi de radyoduyarlastirict olarak adlandirilan hiicrelerin radyasyona duyarliligini
artiracak bilesiklerin kullanilmasidir. Bu amagla kimyasal duyarlagtiricilar ve
nanoteknoloji bazli radyoduyarlastiricilar kullanilmaktadir. Radyoduyarlastiricilarin etki
mekanizmalar1 tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte bu konuda iki farkli goriis
vardir. Bunlardan ilki; radyoduyarlastiricilar, radyasyonun sogurulmasi ile olusan
elektronlari yakalayarak DNAya transfer ederek hasar olusumunu arttirirlar. Tkinci gériis
ise radyoduyarlastiricilar, hiicrelerde dogal olarak bulunan ve hiicreyi radyasyona karst
koruyucu etkiye sahip glutatyon gibi tiyoller ile reaksiyona girerek etkisiz hale
getirmektedirler.

Kanser tedavisinde kullanilan ydntemlerden biri olan fotodinamik tedavide kullanilan
fotoduyarlagtiricilar, normal halde inaktifken oksijen ve 151k varliginda aktifleserek
Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS = Reactive Oxygen Species) lretirler ve bu etki 151k
kaynaginin kontrolii ile sadece kanserli alanda lokalize edilebilir. Bu durum tiimér dokusu
etrafindaki saglikli doku hasarinin siirlandirilmasini ve yan etkilerin azaltilmasini
saglamaktadir. Ancak bilesiklerin aktif hale ge¢mesi i¢in kullanilan 15181 dalga boyu
780-950 nm arasinda oldugu icin yontemin en biiyiik dezavantaji 15181 penetrasyon
yeteneginin limitli olmasidir. Bu nedenle daha cok yiizeysel tiimdrlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Giiniimiizde yaygin olarak deri kanseri tedavisinde kullanilmakla
birlikte bas-boyun, akciger, 6zefagus, prostat ve mesane kanserlerinde kullanimi da

aragtirtlmaktadir. Ayrica daha derinde lokalize olan tiimorlerin tedavisinde



kullanilabilecek doku penetrasyon kapasitesi artirilmig yeni duyarlastiricilarin
gelistirilmesi konusunda yogun ¢aligmalar siirdiiriilmektedir.

Son yillarda nano malzemelerin radyoterapide radyoduyarlastirici olarak kullanimina
nanopartikiille arttirilmig X-1s1m1 tedavisi (NEXT= Nanoparticle Enhanced X-ray
Therapy) denilmektedir ve saglikli dokularin maruz kaldigi zararin azaltilmasi igin
oldukea etkili olacagi diisiiniilmektedir (3, 4, 5). Bu amagla gelistirilen ilag tastyici sistem
temelli bilesikler, c¢evre saglikli dokulara tahribatin en az olmasi i¢in hedefe
yonlendirilebilirler, her biri kendi basina kanser hiicreleri i¢in toksik olan bilesikler
radyasyon ile etkileserek daha fazla kanser hiicresi dldiiriilmesini ger¢eklestirirler ve bu
sayede tek basina iyonlastirici radyasyon etkisinden ¢ok daha fazla tahribat yaratarak,
klinikte hali hazirda kullanilan radyoterapi dozundan daha az dozlar kullanilarak, kanser
hiicrelerinin yok olmasini saglayabilirler.

Giinlimiizde pek ¢ok alanda faaliyet gosteren ya da gdstermeye aday olan ve 2025°te tam
olarak girilmesi diisiiniilen yeni bir devrimin adi1 olan nanoteknoloji, birgok alanda oldugu
gibi tipta da genis kullanim alani bulunmugstur. Giiniimiizde teshis ve tedavi amaciyla
klinik kullanim onay1 almis nanoteknoloji bazli ilaglar bulunmaktadir, ayrica bu amacla
yeni ilaglar gelistirmeye yonelik de bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir.

Kanser tanisi, gorlintiilemesi ve tedavisi nanoteknolojinin genis yer bulundugu alanlar
arasinda yer almaktadir. Kanser tanisi, goriintiilemesi ve tedavisinde nanoteknoloji
kullanimmin sagladig1 avantajlar; kanserin erken teshis ve tedavisi, cerrahide
ulagilamayan tiimor hiicrelerin 6liimiinlin saglanmasi, spesifik olarak kanser hiicrelerine
yonelik tedavi ile normal dokunun maksimum korunmasi, geciktirilmis ya da kontrollii
salim ile hedef bolgede ilag konsantrasyonunun arttirilmasi ve korunmasidir. Bu amagla
ilag tasiyict sistemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Nanometreden mikrometreye
ulagan boyutlartyla lipozomlar pek ¢ok avantajlart nedeniyle kanser basta olmak {izere
cesitli hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilmak amaciyla {izerinde en ¢ok calisma
yapilan ilag tasiyict sistemlerden biri olmustur.

Bu calisma kapsaminda klinikte kanser tedavisinde kullanilan yontemlerden biri olan
radyoterapide kullanilmak iizere, nanoteknoloji temelli radyoduyarlastirict gelistirilmeye
calisiimistir. Bu baglamda PEG kapli Kuantum nokta-Klorin e6 konjugati igeren yiizeyi
folik asit ile modifiye edilmis immiinolipozom dispersiyonlar1 hazirlanmigtir. Hazirlanan
formiilasyonun sitotoksik etkileri ve antikanser etkinlikleri Folat reseptorii pozitif 4T1

(fare meme kanseri) hiicre hatlarinda incelenmistir. Ardindan in vivo deneyler
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kapsaminda, tiimor modeli olusturulmus 4-6 haftalik disi Bulb/c fareleri kullanilarak
lipozom dispersiyonlarmin tiimdér dokusundaki maksimum tutuldugu zamanin
belirlenmesi i¢in gama kamera ile goriintiileme yapilmistir. Radyoterapi etkinliginin
incelenmesinde tiimor modeli olusturulmus farelere lipozomal konjugat iceren lipozom
dispersiyonlar1 uygulanmis ve ardindan 6MV X-1s1n1 ile 1sinlandiktan sonra (higbir islem
yapilmayan kontrol grubu fareleri hari¢) 0, 5 ve 10. giinlerde kan ornekleri alinmus,
agirliklar1 Ol¢ililmiis, tiimoér boyutu Olglilmiis ve sagkalimlari degerlendirilmistir.
Ardindan histopatolojik olarak incelenerek hazirlanan formiilasyonun etkinligi

gosterilmistir.



2. KURAMSAL BIiLGi

2.1. Kanser Ve Tedavi Yontemleri

Kanser; kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi sonucu ¢evre dokulara invazyon gosteren,
lenf ve kan yoluyla uzak metastaz yapabilen habis tiimdrlerdir. Tiim diinyada ikinci en
onemli 6lim sebebi olarak gosterilen kanser, Amerikan Kanser Toplulugu’nun (1)
verilerine gore; 2020°de Amerika’ da 1.806.590 yeni kanser vakasiin olusacagi ve
yaklagik olarak 606.520 kisinin dliimiine sebep olacagi 6ngdriilmektedir.

Kanser tedavisinde genel yaklasimlar; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon
terapi, immiin terapi, ve hedefe yonelik tedavidir(1,2). Ayrica iilkemizde standart
tedaviler arasinda yer almamasina ragmen fotodinamik terapi de baz1 kanser tiirlerinin

tedavisinde diinyada birgok tilkede uygulanan bir yontemdir.

2.1.1. Radyoterapi

Radyoterapi; iyonlastirici radyasyonun kanser hiicrelerinde letal hasara sebep
olarak yok edilmesini saglayan, pek ¢ok kanser c¢esidinin tedavisinde etkin ve yaygin
olarak kullanilan tedavi yontemlerinden birisidir.

Radyoterapi’de kullanilan iyonlastirici radyasyon ile hiicreye verilen zarar, direkt
ve indirekt etkiler olmak {izere iki etki mekanizmasiyla olur. Iyonlastiric radyasyonun
direkt ve indirekt etkileri ile DNA hedef molekiil olarak kabul edilir ve DNA’da hasara
yol acarak hiicre 6liimiine sebep olur. Direkt etkide foton enerjisi transferi sonucunda
ac1ga cikan elektron DNA molekiiliinii dogrudan etkileyerek hasara yol agarken, indirekt
etkide elektron ilk asamada suyla etkilesime girerek serbest radikallerin olugsmasina sebep
olur, bu serbest radikaller DNA molekiiliinde hasara yol acar (6).

X ve gama 1sinlart gibi yollar1 boyunca seyrek iyonlasma olaylarina yol agan
radyasyonlarin etkisi daha ¢ok indirekt yolla olur. Biyolojik agidan hedef molekiiliin
direkt ya da indirekt yoldan etkilenerek hasar gérmesi biiyiik onem tasimaz (6,7). Indirekt
yolla olusan serbest radikaller hidrojen, hidroksil, siiper oksit, hidrojen peroksit,
hidroperoksit gibi radikaller membran yapi ile etkilesime girerek apoptozisi indiikler (8).

Radyoterapi’de amag belirlenen hedefe optimum doz verirken, ¢evre saglikli
organlart korumak ve tiimdr hacmi igerisindeki doz dagiliminin homojenligini
saglamaktir. Tiimoriin radyasyona duyarlilig1 kadar ¢evre normal doku ve organlarin da
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radyasyona duyarlilig1 tedavide biiyiik 6neme sahiptir. Bilindigi gibi tiimdral dokulardaki
hiicreler kaotik bir biiyiime profiline ve farkli radyasyon duyarliligina sahiptir. Ayrica
tiimoral hiicreler farkli biiytikliikte, farkli kromozom yapisinda ve farkli morfolojik
yapida olabilirler. Komsu normal doku hiicrelerinde bu durumdan bahsedilemez (9).

Radyoterapi, kanser hiicrelerinde letal hasara sebep olarak tiimdrlii hiicrelerin yok
edilmesini saglarken, ¢evre saglam dokulara da zarar verebilmektedir. Bu hasarin
azaltilmasina yonelik bir¢ok cihaz tasarlanmis ve hizmete sokulmus olmasina ragmen
halen saglam dokularin hasar gérmesi tam olarak engellenememistir (10).

Tedavide ‘‘primum non nocere (6nce, zarar verme)’’ ilkesi gecerlidir. Bu kavram
dogrultusunda radyasyon onkolojisi disiplininde tiimdrii yok etmek, saglikli dokuyu
korumak i¢in Doza Bagli Tiimor Kontrol Olasiligi (TCP= Tumor Control Probability) ve
Saglam Doku Hasar Olasiligi (NTCP= Normal Tissue Complication Probability ) gibi
radyoterapiye yol gosterecek ¢esitli kavramlar One siiriilmiistiir. Timorliin yanit
verebilecegi dozlarda, normal dokular zarar gorebilir, normal dokular korunmak
istendiginde ise tiimor yeterli dozu almayabilir. TCP ve NTCP’nin dengelenmesi
radyoterapinin basta gelen amaglarindandir. Biitiin teknolojik gelismeler bu amaci
gerceklestirmek i¢in yapilmaktadir. Tedavilerin amact Sekil 1’de gosterilen sigmoid
yapilardaki egrilerde, TCP egrilerinin sola, NTCP egrilerinin saga ilerlemesini
saglamaktir. ikisi arasindaki alan biiyiidiikce terapdtik indeks genisler ve tedaviden

saglanan yarar artmis olur (9, 11).

Tiimér Kontrol olasihg:

(TCP)

Komplikasyon olasihig1
(NTCP)

O Olasink

: 3 I

o 50 Doz (Gy) 100 150

Sekil 1. TCP (A), NTCP (B) arasindaki iligkiyi gosteren sigmoid egrisi (9)




TCP’yi etkileyen faktorler; tiimore bagli faktorler ve tedaviye bagli faktorler
olmak tizere ikiye ayrilir.

Tiimore bagl faktérler; timoriin radyoduyarliligi, yerlesim yeri ve biiytikligi,
hiicre tipi ve oksijen etkisine bagli olarak degisir.

Tedaviye bagl faktorler;, doz-zaman—fraksinasyon, radyasyonun kalitesi, doz
hiz1, radyoduyarlastirict  kullanimi, radyoterapinin cerrahi ve kemoterapi ile

kombinasyonu ve kullanilan teknik ile tedavi modalitesidir(7).

2.1.1.1. Radyoterapi Etkinliginin Artirilmasi

Radyoterapide radyasyonun etkinliginin arttinlmasinda etkili baglica {i¢
yaklasimdan bahsedilmektedir. Bunlar tlimér dokusunun duyarliligini arttirilmasi, timor
dokusunda radyasyon direncinin geri ¢evrilmesi ve saglikli dokunun radyasyon

direncinin arttirilmasidir (8).

2.1.1.1.1. Timo6r Dokusunda Radyasyon Direncinin Geri Cevrilmesi

Tiimo6r dokusunda radyasyon direncinin geri ¢evrilmesi, survivin hedeflendirme,
Epidermal biiyiime faktor reseptorii (Epidermal growth factor receptor-EGFR)
hedeflendirme ve phosphatidylinositol3' kinaz hedeflendirme (PI3K/AKT) ile
saglanabilmektedir. Survivin o6zellikle kanser hiicrelerinde bulunan antiapoptotik
fonksiyonu olan bir gendir. Hiicre boliinmesi ve metastazda gorev alir. Kanser
hiicrelerinde survivinin baskilanmast normalden fazla sayida anormal mitozun
gerceklesmesine neden olur. EGFR’de meydana gelebilecek mutasyonlar hiicrenin
anormal ¢ogalmasina sebep olurlar. Bu reseptor ailesi liyelerinde meydana gelen genetik
degisimler pek ¢ok kanser tiirlinde gosterilmistir. Hiicre i¢i sinyal iletiminde ¢esitli sinyal
yolaklar1 bulunmaktadir. Bu sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile hiicre proliferasyonu,
metastaz, tiimdr invazyonu, antiapoptotik sinyal iletimi, kemoterapiye direng,
anjiyogenez ve hiicre-hiicre baglantilarinin kurulmasi ile iligkili hiicresel aktiviteleri

tetiklemektedir (12).



2.1.1.1.2. Saghkl Dokunun Radyasyon Direncinin Arttirilmasi

Saglikli dokunun radyasyon direncinin arttirilmasinda antioksidanlar, amifostin
ve fitokimyasallar kullanilmaktadir. Antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona
girerek hiicrelere zarar vermelerini onler. Amifostin, bas-boyun kanseri radyoterapisi
sonrasinda gelisen agiz kurulugunu onlemek i¢in kullanilan FDA onayl bir ilagtir.
Sisplatine bagli gelisen bobrek, kulak ve sinir sistemi hasarlar1 ve toksisitesine karsi da
koruyuculugu bulunmaktadir(11).

Radyokoruyucularin etki mekanizmasi siilfidril gruplarinin radikal yakalama
ozelliginden yararlanilarak, oksijen yerine serbest radikallerle birleserek olusacak hasari

engellemesidir(11).

2.1.1.1.3. Timoér Dokusunun Duyarhhginin Arttirilmasi

X 1sm1 madde ile etkilesiminde cesitli etkilesimlerde bulunur. Bunlar diisiik
enerjiden yiiksek enerjiye gore klasik sacilma (Rayleigh sacilimi), fotoelektrik etki,

compton sacilimi, ¢ift olusumu ve fotodisintegrasyondur(11,13).

Diistik enerjili (10-500 keV) iyonlastirict radyasyon ile madde etkilesiminde
baskin olan etkilesim fotoelektrik etkidir. Bu etkide foton madde ile etkilesime girerken
atom tarafindan sogurulur ve atomdan bir elektron firlatilir. Fotoelektrik etki fotonun
enerjisinin kiipii ile ters orantili, atomun atom numarasinin kiipii ile dogru orantili olarak

degisir (13).

Standart radyoterapide kullanilan enerji, orta ve yliksek enerji seviyesi (100 keV-
10 MeV) mertebelerinde oldugu icin baskin olan etkilesim compton etkilesimidir.
Compton etkilesiminde foton hedef atomun dis yoriinge elektronuna carparak onu
yoriingesinden firlatir, atomdan sokiilen elektrona compton elektronu denir. Baglangic
fotonu ise elektron tarafindan saptirilir ve bagka bir yone sagilan foton olarak yoluna
devam eder. Compton etkilesimi fotoelektrik etkide oldugu gibi atom numarasi ile
baglantili degildir. Compton etkilesimi foton enerjisi ile ters orantili, elektron yogunlugu
(g/cm?) ile dogru orantili olarak degisir(13). Compton elektronu, fotoelektron ya da
Auger elektronu delta 1sinlar1 olarak adlandirilan ve hiicre hasarinda baskin olarak

sorumlu oldugu diisiiniilen ikincil elektronlarin yayilmasina sebep olabilir. X 1511



dozunun etkisini arttirmak i¢in X 1sin1 tesir kesitini (cross section) artiran fiziksel

radyasyon arttiricilar kullanilir (11).

2.1.1.2. Radyoterapide Kullanilan Radyoduyarlastiricilar

Radyoduyarlastiricilar radyasyonun letal etkisini artiran yani 1sinlama sirasinda
var olmalar1 durumunda canliy1 radyasyona karsi oldugundan daha duyarli hale getiren
maddelerdir.

Radyoduyarlastiricilarin etki mekanizmalar1 tam olarak anlasiimamakla birlikte
bu konuda iki farkli gorlis vardir. Bunlardan ilki; radyoduyarlastiricilar, radyasyonun
sogurulmasi ile olusan elektronlar1 yakalayarak DNA’ya transfer ederler ve hasar
olusumunu arttirirlar. Ikinci goriis ise radyoduyarlastiricilarin hiicrelerde dogal olarak
bulunan ve hiicreyi radyasyona kars1 koruyucu etkiye sahip glutatyon gibi tiyoller ile
reaksiyona girerek etkisiz hale getirdiklerini ileri siiren goristiir (7).

Radyoduyarlagtirici olarak kullanilan c¢esitli maddeler bulunmaktadir. Bunlar
kimyasal duyarlastiricilar olarak isimlendirilmektedirler. Son yillarda nanoteknoloji
temelli radyoduyarlastiricilarin  da  radyoterapide  kullanimi  yogun  olarak

arastirilmaktadir.

2.1.1.2.1. Kimyasal Radyoduyarlastiricilar

Radyoprotektif tiyollerin siipresyonu (14, 15), hipoksik hiicrelerin hedeflenmesi
ve DNA onarim inhibisyonu (15, 16, 17) gibi farkli biyokimyasal yollarla radyasyonun
timor hiicrelerinde etkinligini ya da duyarliligini arttirmak igin kullanilirlar. Bu
uygulamalar bir veya birka¢ alanda umut vaat etmesine ragmen, genelde normal dokular
icin toksik, duyarlastirma mekanizmasi tam olarak belli olmayan ve subseliiler hasara
sebep olmaktadir. Lokalizasyonlari, zamanlamalar1 ve aktivitelerinin kontroliiniin tam
olarak yapilamamasi1 baska radyoduyarlastiricilarin arastirilma sebebi olmustur.
Kimyasal duyarlastiricilari, halojenli primidinler ve hipoksik hiicre sensitizorleri olarak

iki ana grupta toplamak miimkiindiir.



Halojenli Primidinler

Klor, brom ve iyot atomlarinin baglanma 6zellikleri metil grubunun baglanma
ozellikleri ile biiylik benzerlik gosterirler. Bunun sonucu olarak 5-klorodeoksitiridin, 5-
iyododeoksiliridin ve 5-bromodeoksiiiridin gibi halojenli primidinler yapisinda metil
grubu sebebi ile DNA’da timidine ¢ok benzerler. Bu sebeple DNA sentezi esnasinda
timidinin yerini alarak DNA zincirinin yapisina girebilirler ve DNA zincirinde zayiflama

meydana getirirler. Boylece X ve gamma 1s1nina kars1 duyarli hale getirirler (6,7).

Hipoksik Hiicre Sensitizorleri

Tiimdrde iyi damarlanmamis bdlgelere niifus ederek hipoksik hiicreleri duyarlt
hale getiren hipoksik hiicre sensitizorlerinin ¢ogu elektron yakalayici 6zellige sahiptirler
ve oksijen etkisi gibi davranirlar. Iyi oksijenlenmis hiicrelerin duyarliliklarini artirmazlar.
Bu amagla kullanilan ilk 6rnekler nitrobenzenlerdir daha sonra bunlar1 nitrofuranlar ve

nitroimidazoller takip etmistir (6,7).

2.1.1.2.2. Nanoteknoloji Temelli Radyoduyarlastiricilar

Nanotenoloji bazli radyoduyarlastiricilara 6rnek; metal bazli olanlar; Altin (Au),
Gadolinyum (Gd), Titantum (Ti), Glimiis (Ag), Hatniyum (Hf) tabanli ve metal olmayan
(Silikon, Fulleren,) nanopartikiilleri, siiperparamagnetik demir oksit nanopartikiilleri ve
kuantum noktalar (KN) olarak 6zetlenebilir.

Ideal nanoteknoloji bazli radyoduyarlastiricilar yiiksek atom numarali olmalidir.
Ornegin altin nanoparcaciginin (AuNp) atom numarast yumusak dokunun atom
numarasindan 10 kat daha fazladir. Boylece X 1s1ninin sogurulmasinin ve fotoelektrik etki
ile elektron salinimini arttiritlmasina sebep olur (11) . Auger etkisi 6zellikle diisiik atom
numaralt atomlarla ilgilidir. Bunun icin yiliksek atom numarali atomlarin doz
sogurmalarina katkida bulunmazlar. Atom numarasi 15’ten kiiciik olan atomlarda baskin

iken 60°dan biiyiik olan atomlarda etkisi sifirdir (18).

Metal tabanli nanopartikiiller yiliksek atom numaralarindan dolay1 fotoelektrik
etkiyi arttirirlar ve sadece diisiik enerjili X 1sinlari ile kullanilmalari durumunda bir anlam
ifade ederler. Bu konuda pek ¢ok calisma yayilanmakla birlikte diisiik enerjili X 15101
kullanim1 derin yerlesimli tiimorlerin tedavisinde etkili degildir. Bu baglamda en ¢ok

calisilan Altin nanopartilleri (AuNp), yliksek atom numarasi, inert ve biyouyumlu olusu,
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bir ¢ok sekil ve boyutta ayarlanabilir olmas1 yoniinden radyoterapide kullanimini ¢ekici
kilmaktadir. Ayrica Au’nun yiliksek K kenar1 (yaklasik olarak 81 KeV) 200 KeV’nin
altindaki fotonlarla 1sinlamalarda diisiik enerjili auger elektronlar1 ve fotoelektronlarin
emisyonuna sebep olur (19). Yaklasik olarak 100 KeV ile 1sinlanan AuNp’leriyle yapilan
isinlamada %65°lik bir doz arttirimi s6z konusu iken, MV mertebelerinde bir enerji ile
isinlamada % 0.7°1ik bir doz artisindan bahsedilmektedir (19,20). Eksternal 1ginlama ve
diistik enerji yayan brakiterapi kaynaklari kullanilarak Monte Carlo ile yapilan
caligmalarda; brakiterapi kaynaklari ile yapilan 1ginlamalarda % 70’e varan daha iyi doz
artig1 saglandigl bulunmustur. 6MV foton 1511 ile yapilan 6lgiimlerde ise % 0.7’lik bir
doz artist saglandigr bulunmustur (19, 21, 22). AuNp’lariin kimyasal olarak aktif
ylizeyleri ve protein -SH domainleri arasinda giiclii etkilesim olabilecegi ve bu yiizden de
protein konformasyon degisikliklerine sebep olabilecegi diistintilmektedir (23). Au gibi
fiziksel radyoduyarlastiricilar, {istiin kontrol edilebilirlik 6zelliklerinin yani sira kimyasal
radyoduyarlastiricilarla karsilastirildiklarinda daha az toksik 6zellik gostermektedirler.
Sadece 1s1nlanan alanda hiicre dliimlerini arttirirlar. Ancak giiniimiizde kanser hastalari
megavoltaj seviyesinde enerjilerde X-1sinlari ile tedavi edilmektedir, dolayisi ile Au gibi
fotoelektrik etkiyi arttiran Np’lar, kompton etkisinin baskin oldugu bu enerji seviyesinde
tam olarak etkili olamazlar (15, 24). Kanser tedavisinde kullanilan diger metal tabanl
nanopartikiil Gd nanopartikiildiir. Gd ndtron yakalama terapide kullanilir. Burada termal
ndtron ile 151nlanan Gd, nétron yakalama reaksiyonu ile meydana gelen uzun erimli gama
15101, i¢ ¢evrim elektronu, X 1s1n1 ve biiyiik kinetik enerjili auger elektronu ile kanser
tedavi edilmeye calisilir(18).

TiO2 nanopartikiilleri, ROS iiretme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica
TiO2’nin diisiik maliyetli, kimyasal olarak biyolojik sistemlerle etkilesime girmeyen ve
nanopartikiil formunda hazirlanmasi kolay olan bir madde oldugu belirtilmistir (25, 26).
Titanyum dioksit (TiO;) nanopartikiilleri ile literatiirde olduk¢a fazla calisma
bulunmaktadir. TiO>’nin ultraviole (UV) ile 1smlanmasiyla hiicrede oldiiriicti etkisi
oldugu goriilmiistiir (15). Ancak UV i1sminin insan dokusunun derinlerine tam olarak
penetre olmadig1 ve TiO: nanopartikiillerinin fizyolojik pH’da diisiik stabiliteye sahip
oldugu goriilmiistiir (27, 28).

Klinik uygulamalar i¢in ultrason frekansi (39 kHz) ¢ok diisiik olmasina ragmen,
Ti0O7’in ultrason ile 1sinlandiginda reaktif oksijen tiirleri (ROS= Reactive Oxygen Species)

iirettigi goriilmistiir. Bir caligmada canli dokuya enjekte edilen TiO; ile son zamanlarda
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klinik olarak uygun frekansta (IMHz) ultrason ile 1sinlanan TiO: nanopartikiillerinin
hiicrelerin yasamasinda ve tiimdr biiyiimesinin onlenmesinde etkili oldugu goriilmistiir

(29).

HfO> (hafniyum oksit) yiiksek atom numarali bir metal olup iyonlastirict
radyasyon ile etkilesime girdiginde fotoelektrik etkisini artirici 6zelliginden dolay1
tedavinin etkinligini arttirmaktadir. Ayrica yiiksek elektron yogunluklu nanopartikiil olan
HfO, biyolojik ortamla inert davranmasi, diisiik ¢oziiniirliige sahip olmasi, redoks ya da
elektron transferinin olmadig: diistiniilmektedir. Maggioorella ve arkadaglar1 HfO; ile
urettikleri NBTXR3’iin biyolojik sistemde iyolastirici radyasyon ve yiiksek atom
numarali HfO, etkilesimi iizerinde c¢alismalarda bulunmusglardir. Monte Carlo
simiilasyonu ile bu nanopartikiillerin yiliksek enerjili iyonlastirici radyasyon ile
isinladiklarinda, su ile karsilastirildiginda yaklasik 9 kat daha fazla radyasyon etkisini
arttirdigr  belirtilmistir. Nanopartikiil btiytkligi, sekli ve yiizey 06zelliklerinin,
nanopartikiil ve biyolojik ¢evre arasinda etkilesimi etkileyeceginden yaptiklari ¢aligmada
kullandiklart nanopartikiiliin boyutunun 50 nm, kiire seklinde, ylizey yiikii negatif olan
yiikksek atom numarali, biyolojik ortamda inert davranan bir nanopartikiil oldugunu

belirtmislerdir (23).

2.1.1.2.2.1. Kuantum Nokta (KN)

Adini kuantum sinirlamasi etkisinden almis olan KN’leri, nanometre boyutlarinda
yart iletken kristaller olup, birka¢ atomdan binlerce atoma kadar atom barindirabilen
yapay atomlardir (30, 31). Caplar1 genelde 2-10nm olan KN periyodik tablonun 2-6
(CdSe, CdS ve CdTe gibi), 3-5 (InP, InAs gibi) ya da 4-6 grubu ( PbSe gibi) bilesiklerden
elde edilirler.

Uyarilmis atomdaki elektron ile bosluk (hole) arasindaki mesafeye “Eksiton Bohr
Yaricap1”, elektron-bosluk ciftine de “Exciton” denilir. Biiyiik malzemelerde yari-iletken
kristalin boyutlar1 Eksiton Bohr Yari¢apindan biiyiiktiir, bu elektron igin yeterli bir bosluk
anlamina gelir. Kristal nanometre boyutlarina geldiginde kuantum mekanigi devreye girer
ve enerji seviyeleri slirekli davranmak yerine kesikli hal alir (32).

KN’de eksiton bohr yarigapi, kristal boyutundan kii¢iik ya da ancak kristal boyutu
kadardir. Bu durumda uyarilmisg atomda elektron bu mesafeye kadar gitmek isteyecek

fakat li¢ boyutta da sikisan elektron enerjisini iist seviyelere cikaramaz (kuantum
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siirlamasi) dolayisi ile kinetik enerjisi artmaya baglar ve sonugta elektronun yaptigi
1simanin rengi degisir (32)

KN tek katman olabilecegi gibi bir ¢ekirdek (core) birde kabuktan (shell)
olusabilir. Sadece c¢ekirdekten olusan KN, c¢ekirdek yiizeyinin biyokonjugasyon
reaksiyonlar ile zay1f etkilestigi ve kimyasal reaksiyonlara kars1 dengesiz olduklar1 igin
biyokonjugasyon ve biyolojik goriintiilemede az ilgi ¢eken materyallerdir (33).

Cekirdek yiiksek yiizey alani/hacim orani 6zelliginden dolay1 oldukca reaktiftir.
Degerlik (valance), iletkenlik (conduction) ve 6zellikle yasak bolge (energy band gap)
bandin pozisyonuna bagli olarak farkli cekirdek-kabuk KN elde edilir (34, 35). Cekirdek-
kabukdan daha biiyiik yasak bolgeye sahip olabilir (Tip I) ya da tam tersi olabilir (Ters
Tip I), ¢ekirdegin iletkenlik ya da degerlik bandi kabugun yasak bolgesinin i¢ine lokalize
edilebilir (Tip II) veya terside olabilir (Ters Tip II). Yiik tasiyicilar1 kabuga lokalize
edilebilir boylece kabugun kalinlig1 tiim yayilan dalga boyunu kontrol eder. Ters tip I’e
ornek olarak; CdS/HgS, CdS/CdSe, ZnSe/CdSe, Tip II’ye 6rnek olarak; CdTe/CdSe ve
CdSe/ZnTe KN’leri gosterilebilir (33).

Kabugun biiyiik enerji band aralig1 ¢ekirdegin uyarilma ve 1sin yayilimin sinirlar,
sonlimlemeyi azaltir, reaktif olan ¢ekirdek ylizey atomlarini oksidasyondan, fotokimyasal
bozunmadan ve diger kimyasal reaksiyonlardan korur, kuantum verimini % 90 lara kadar
arttirir ve fotostabiliteyi artirir. CdS/ZnS, CdSe/ZnS, CdTe/ZnS, InP/ZnS, CdSe/CdS,
CdTe/CdSe, CdS/ZnSe ve CdSe/ZnTe gibi KN’lerde kabuk sadece ¢ekirdegi korumaz
ayni zamanda luminesans kuantum verimini ve kizila kayma (red shifted) luminesans
spektrumunu da gelistirir (33). KN’nin boyutu arttik¢a yaydigi 1sinin dalga boyu () artar.
KN’nin yaydig1 renk kirmiziya kayar ve KN’deki elektronlart uyarmak igin gerekli olan
enerji azalir. Ayrica yaydigi 1sinin dalga boyu uzun ve enerjisi diistiktiir (32). KN diger
ozellikleri arasinda artmis parlaklik, yliksek kuantum verimi, soniimlenme direnci ve

uzun floresans zamani gelmektedir.

KN’lerin Sitotoksisitesi
KN’lerin sitotoksisitesi; KN’nin biiyiikliigii, dozu, rengi, kaplandig1 malzemesi,
ylizey kimyasi, kaplama biyoaktivitesi ve islem parametreleri gibi bir ¢ok faktore baglidir
(36,37,38,39). KN’nin serbest Cd salmasi, serbest radikal olusumu ve hiicrealti
bilesiklerle KN etkilesimi gibi KN’nin sorumlu oldugu birkag sitotoksisite mekanizmasi
vardir (38, 40, 41).
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KN’ler, singlet oksijenin yaninda bazi reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri de
iretirler. KN ve dihydrorhodamine-123 ile yapilan ¢aligmada hidrojen peroksit (H202) ve
peroksinitrit (ONOO") {iretiltigi bildirilmistir (5, 42, 43). Ayrica KN’nin yasak bolge
araligr stiper oksit (O2 ) ya da hidroksil radikali (‘OH) iiretmeye miisait oldugu da
bildirilmistir (5,44).

CdSe/ZnS KN’lerinin DNA’ya verdigi hasarin incelendigi bir calismada DNA ile
inkiibe edilen KN, UV 1sin1 ile 1isinlanmis ve sonugta %56 oraninda DNA’nin hasar
gordiigli bulunmustur. UV 151n1 kullanmadan deney tekrar edildiginde % 29’luk bir DNA
hasar1 gozlemislerdir. Ayrica bu ¢caligmada siilfiir tabanli serbest radikallerin de tiretildigi,
bunun da ZnS’nin hava ve su ortaminda oksitlenmesi ve agiga SO> ¢ikarmastyla, SOz,
O>" ile ‘OH radikalinin olusumuna sebep oldugu goézlenmistir. Ayni kosullar altinda
titanyum ve CdSe/ZnS KN’nin DNA’ya verdigi zarar gézoniine alindiginda CdSe/ZnS
KN’nin DNA'’ya hasarmin titanyuma gore daha az oldugu bildirilmistir (45).

Lenfoma hiicrelerinin CdSe/ZnS KN ile 0.1 — 0.4 mg/mL konsantrasyonda 0-24
saat inkiibasyona birakildig1 yapilan ¢aligmada 0.1 mg/mL konsantrasyonda hiicre

biiytimesini degistirdigi, 0.4mg/mL konsantrasyonda ise pek ¢ok hiicrenin o6ldiigi

bildirilmistir (46,31).

Insan lenfoblast hiicrelerinin (WTK1) CdSe/ZnS-MUA KN’leri ile 1-2uM
konsantrasyonda 12 saat inkiibe edildikleri bir bagka ¢alismada, 2 uM konsantrasyonda 2
saatte DNA hasarmin olustugu ancak 12 saatlik uzun siireli inkiibasyonda DNA’nin

onarildig1 rapor edilmistir (31,47).

CdTe KN ile sigan feokromositoma hiicrelerinde, fare mikroglial hiicrelerinde
0.01- 100 pg/mL konsantrasyonda 2-24 saat 1sinlama siiresinde yaptiklar1 ¢alismada

10pg/mL tizerindeki konsantrasyonlarda sitotoksisite gdzlemlenmistir (39, 31).

Fareler iizerinde yapilan bir diger ¢aligmadal80 nM konsantrasyonundaki KN
(CdSe/ZnS), 20 pmol/g hayvan agirhigr olacak sekilde, intravendz enjeksiyonla
uygulanmis, 15 dakika hiicre inkiibasyonu, 1-133 giin in vivo 1sinlama siiresinde ¢okelme
bolgesinde lokalize olan nekroz sinyaline rastlanmamistir (48, 31). Avidin baglh
CdSe/ZnS- KN, HeLa hiicrelerinde 0.5-1.0 uM, 15 dakika 1sinlama siiresinde yaptiklari
calismada hiicre biiylimesi yada gelismesinde herhangi bir degismenin olmadig:

gozlenmistir (31, 49).
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Diger bir ¢aligmada sulu sentezlenmis KN ve organik sentezlenmis KN arasinda
sitotoksisite ve in vivo davraniglarda farklilik oldugu belirtilmistir. Sulu sentezlenmis KN
(CdTe, CdTe/CdS, CdTe/CdS/ZnS) ile yaptiklar sitotoksisite ¢aligmalarinda; CdTe sulu
sentezlenmis KN’lerininin farkli hiicre serileri i¢in ¢ok yiiksek oranda toksik olduklar
bulunmustur. CdS’nin sitotoksisiteyi azaltabilecegini ve ZnS’ninde Cd** salmimini
engelledigi i¢in hiicreler i¢in uyumlu oldugunu hale gelecegi belirtilmistir (50, 51).
Ayrica ayni konsantrasyonlarda yapilan ¢aligmada; CdTe KN’sinin hiicreler arasi Cd**
konsantrasyonunun, CdTe/CdS/ZnS KN’sinden yaklasik 10 kat daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Sulu sentezlenmis KN’lerin enjeksiyondan kisa siire sonra (0.5 - 4 saat)
karacigerde toplandiklarini ve 15-80 giinde uzun siireli kan dolagimi sirasinda bobrekte
tutulumun arttigint belirtilmistir. Sulu sentezlenmis KN’lerin biyodagiliminin KN’lerin

biiyiikligiine bagli oldugu belirtilmistir (51).

2.1.2. Fotodinamik Terapi (FDT)

FDT kavramu ilk olarak 1900’lii yillarda Almanya Miinih'de ¢aligan tip 6grencisi,
Oscar Raab’in daha sonra fotoduyarlastirici olarak adlandirilan bazi1 boyalarla inkiibe
edilen paramecia gibi mikroorganizmalarin karanlikta tutulduklari zaman yasamalarina
ragmen, 1s18a maruz kaldiginda o6ldiginii gormesi ile tesadiifen kesfedilmis bir
yontemdir. Daha sonra bu 1sik aracili 6ldiirme etkisinin gerceklesmesi i¢in havadaki
oksijenin de bulunmasi gerektigini kesfedilmis ve boylece 'fotodinamik eylem' teriminin
temelleri atilmustir. 11k klinik uygulamasi 1970°de yiizeysel deri kanseri tedavisi igin
ABD’de yapilmistir. Hematoporfirin  tiirevi (HpD) olarak adlandirilan ilk
fotoduyarlastirici, suda ¢oziiniir bir porfirin karigimidir ve daha sonra Photofrin isimiyle

ticarilestirilmistir (52, 53).

FDT, serbest radikal olusumunda etkili yontemlerden biridir. Spesifik dalga
boyunda uyarildiginda aktive olan ve serbest radikal iireterek hedeflenen hiicreyi direkt
olarak oldiiren bir tedavidir. Ilk kullanilan bilesik olan Photofrin’in 1993 yilinda
onaylanmasinin ardindan kanser tedavisinde FDT’nin kullanimi belirgin bir artig

gostermistir(52, 53).

Bu tedavi diger kanser tedavi yoOntemlerinden temelde farklilik gosterir.

Iyonlastirict radyasyondan farkli olarak FDT, sitotoksik etkisini DNA’dan baska
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hedeflere zarar vererek gosterir. Fotoduyarlagtiricinin  hiicredeki lokalizasyonuna bagl
olarak FDT tarafindan zarar goren spesifik subseliiler hedef degisir. Farkli tip hasarlar
farkli tiir hiicre 6liimlerine sebep olur. Mitokondriye zarar verilirse diisiik dozda 1s1kla
bile apoptozise sebep olur. Eger fotoduyarlastirict bir damar sisteminde tutunursa, timor

hiicresinin direk 6liimiindense damar hasariyla tiimorii yok eder (54, 55).

Fotoduyarlastiricinin 1s1ikla uyarilmasi sonucu ortaya ¢ikan singlet oksijenin dmrii
cok kisadir (~10-320 ns) ve hiicrelere difiizyonu sadece 10-55 nm'yle sinirlidir. Bu
nedenle fotodinamik hasar, fotoduyarlastiricinin hiicre i¢i konumuna ¢ok yakin olmasi ile
muhtemeldir. FDT, hiicre oliimiinii {i¢ ana sekilde gercgeklestirir. Bunlar apoptotik,
nekrotik ve otofaji ile hiicre oOliimiidiir. Fotoduyarlagtiricinin farkli organellerde
(mitokondri, lizozomlar, endoplazmik retikulum, plazma =zar1 vb.) subseliiler
lokalizasyonunun, hiicre 6liim mekanizmasmin tipinde dominant ve 6nemli bir rol
oynadigi, fakat genel FDT dozunun (fotoduyarlastiric1 konsantrasyonu x 1s1k akisi) ve
DLI (Drug Light Interval)’ nin da etkili diger faktorler oldugu diisiiniilmektedir. Genel
olarak, hiicreler FDT ile in vitro tedavi edildiginde apopitozun hiicre 6liimiiniin baslica
modalitesi oldugu kabul edilmektedir (52).

Normal halde inaktif olan sitotoksik bilesikler, molekiiler oksijen ve 1s1k
varliginda aktifleserek Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS = Reactive Oxygen Species)
iretirler ve bu etki 151k kaynaginin kontrolii ile sadece kanserli alanda lokalize edilebilir.
Bu durum tiimdr dokusu etrafindaki saglikli doku hasarinin sinirlandirilmasini ve yan
etkilerin azaltilmasini saglamaktadir. Ancak bilesiklerin aktif hale gegmesi i¢in kullanilan
151810 dalga boyu 780-950 nm arasinda oldugu i¢in yontemin en biiyiik dezavantaji 15181
penetrasyon yeteneginin limitli olmasidir. Bu nedenle daha ¢ok yiizeyel tiimorlerin
tedavisinde kullanilmaktadir. Gilinlimiizde yaygin olarak deri kanseri tedavisinde
kullanilmakla birlikte bas-boyun, akciger, 6zefagus, prostat ve mesane kanserlerinde
kullanim1 da arastirilmaktadir. Ayrica daha derinde lokalize olan tlimorlerin tedavisinde
kullanilabilecek doku penetrasyon kapasitesi artirilmig yeni duyarlastiricilarin

gelistirilmesi konusunda yogun ¢aligmalar siirdiiriilmektedir (56).
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2.1.2.1. FDT’ de Singlet Oksijen ('0;) ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Uretim

Mekanizmalari

FDT’ de 'O, ve ROS iiretim mekanizmalar iki tipte gergeklesir. Tip I reaksiyon
ile ROS {iretimi, Tip II reaksiyonla 'O iiretimi s6z konusudur (57, 58).

Molekiiler oksijen (*02), paralel spin durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis)
elektrona sahiptir. Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin
ters yoniinde olan bagka bir orbitalle yer degistirmesiyle 'O, olusur. 'O, eslesmemis
elektronu olmadig icin radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. 1976’da Weishaupt
ve arkadaglar1 'O, nin tiimor hiicrelerinin fotoinaktivasyonundan sorumlu bir sitotoksik

ajan oldugunu bildirmislerdir (59).

Tip I Reaksiyon

Tip I reaksiyonda, fotoduyarlastiricilar hiicresel substratlarla reaksiyona girerek
hiicre i¢in 6ldiiriicii ROS’larin olusmasina sebep olur. Tip I reaksiyon Tip I (a) ve Tip I
(b) olmak iizere ikiye ayrilir:

Tip1(a); Substrattan fotoduyarlastiriciya elektron transfer edilir. Ardindan negatif
yiikli fotoduyarlastiric1 ¢cevredeki oksijen ile etkileserek siiper oksit anyonuna doniisiir.
Bu radikal oldukga reaktifdir ve diger ROS formlarina doniiserek hiicre 6liimlerine sebep
olur (58).

Tip1(b); Uyarilmis fotoduyarlastirici substrattan hidrojen alir ve peroksit iceren

ROS’lara doniisiir. Bu da hiicreler i¢in 6liimciildiir (58).

Tip I (a) reaksiyon Tip I (b) reaksiyon
FD*+S - FD +-S* FD*+RH > H +R
FD + 02 2 FD + Oy R+ 02 2 RO»

20y +2H" 2> 02+ H2 02 RO>+ RH - RO2H +R

Oy + Fe**> O+ Fe?*
Fe?+ H, 02 > Fe*"+ OH +
OH"
‘O, +OH = '0+ OH"
S:Substrat, FD" : Uyarilmis Fotoduyarlastirict, R: Alkali grup
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Tip 1I Reaksiyon

Fotoduyarlastirici 1s1k tarafindan uyarildiginda, fotoduyarlastirict elektronu taban
durumdan bir iist enerji seviyesine ¢ikar. Bu seviyeden sonra cesitli yollar izleyebilir. 1k
olarak 1s1nimsiz relaksasyon (nonradiative relaxation) ya da i¢ ¢evirim ile S1 seviyesine
iner. Buradan sonra ii¢ farkli yol olan floresans, i¢ ¢evirim ve sistemler arasi gegisi
izleyerek taban duruma iner. Sistemler arasi gec¢is yaparsa buradan sonra ¢esitli yollar
izleyebilir. Fosforesans, i¢ ¢evirim, eger ortamda oksijen varsa oksijen ile carpigarak
etkinligini yitirir ve taban duruma diiser yada fotoduyarlastiricidan oksijene elektron ya
da enerji transferi olabilir. Bu enerji transferi sonrasinda 'O, meydana gelir. Bu tip
reaksiyona Tip II reaksiyonu denir. Tip II reaksiyonda oksijen ile ¢arpigmadan dolay1
fotoduyarlagtiric1 enerjisini kaybederek taban duruma doner ve molekiiler oksijen (*02)
iki uyarilmis duruma ¢ikar. 'O>’in ilk bi¢imi en distaki elektronlarindan birisinin spini
ters oldugu icin yiiksek enerjilidir. Bu form hizla enerji kaybederek daha kararli singlet

form olan iki elektronun da antibonding orbitalde ¢iftlendigi hale dontisiir (58).

Tip I reaksiyon
FD" +30; 2 FD + 02

2.1.2.2. FDT’de Kullanilan Fotoduyarlastiricilar

FDT’de kullanilan fotoduyarlastiricilar, birinci nesil, ikinci nesil ve {i¢iincii nesil

fotoduyarlastiricilar olarak 3 gruba ayrilirlar.

2.1.2.2.1. Birinci Nesil Fotoduyarlastiricilar

Suda c¢ozlinen porfirin karigtmi hematoporfirin tiirevi (HpD)’dir. HpD,
hematoporphyrin (Hp) olarak kullanilan ilk porfirinin kimyasal modifikasyonu ve
saflastirilmasi ile elde edilmistir(53). Daha sonra, HpD’den izole edilen porfirin dimerleri
ve oligomerleri karigimi, onay almis ilk fotoduyarlastirici olarak Photofrin® ticari ismi
ile klinik kullanima sunulmustur. Sodyum porfimer olarak da bilinen bu bilesik, halen
en ¢ok kullanilan fotoduyarlastiricidir. Ancak klinikte genis kullanimina ragmen klinik
uygulamalarda bazi kisitlamalar1 da vardir.

Bu kisitlamalar;
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» Diisiik kimsayal safliga sahip olmasi,

= 630 nm gibi nispeten kisa dalga boyunda maksimum sogurulma pikine sahip
olmasi dolayist ile zay1f doku penetrasyonuna sebep olmasi,

» Fotoduyarlagtiricinin uzun yari émriinden ve deride yiiksek tutulumundan
dolay1 FDT den sonra birkag¢ hafta boyunca derinin 1s18a asir1 duyarliliga sebep olmasi
olarak siralanabilir.

Bu kisitlamalardan dolay1 yeni bilesiklerin kesfine ihtiya¢ duyulmus ve ikinci

nesil fotoduyarlagtiricilar gelistirilmistir (53).

2.1.2.2.2. ikinci Nesil Fotoduyarlastiricilar

Ikinci nesil fotoduyarlastiricilar; 5-aminolevulinik asid, benzoporfirin tiirevleri,
teksafirinler, tiyopiirin tiirevleri, klorinle birlikte bakterioklorin analogu ve
fitalosiyaninler gibi sentetik fotoduyarlastiricilardir. Ikinci nesil fotoduyarlastiricilar
yliksek kimyasal saflik, yiiksek 'O, iiretimi, 650-800 nm araliginda dalga boyunda
maksimum sogurulmalarindan dolay1 derin dokulara daha iyi penetre olabilme 6zellikleri
ile karekterize edilirler. Ayrica viicuttan daha ¢abuk temizlenmeleri ve kanserli dokuyu
daha yiiksek secimlerinden dolay1 daha az yan etki gosterirler. En biiyiik dezavantaj1 suda

cozliniirliikleri azdir ve bu intravendz uygulanmalarini kisitlayan bir faktordiir (53).

2.1.2.2.3. Ugiincii Nesil Fotoduyarlastiricilar

Uciincii nesil fotoduyarlastiricilarin gelisimi saglikli doku cevresindeki hasari
azaltan, timor dokusuna afinitesi yiiksek maddelerin sentezine dayanir. Onkolojide
FDT’nin diinya c¢apindaki klinik uygulamalarindaki problem fotoduyarlastiricilarin
parenteral uygulamalarina olanak saglayan dozaj formlarimin hazirlanmasindaki
zorluklardir. FDT’nin biyoyararlanimin1 etkin bir sekilde arttiran yeni ilag salim

sistemleri ortaya ¢ikmaktadir.
[lacin seciciligini arttirmak igin;

= Hedef reseptore odaklanmis molekiiller ile ikinci nesil fotoduyarlastiricilarin

kombinasyonlari,
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= Proliferatif tiimor hiicrelerinin hiicre duvarlarinin sentezi i¢in daha fazla
kolesterole  ihtiyag¢ ~ duymasit  nedeniyle @~ LDL lipoprotein ile
fotoduyarlastiricilarin kombinasyonlari,

= Kanser hiicresinin spesifik antijenine yonelik bir monoklonal antikor ile
fotoduyarlagtiricilarin konjugasyonu,

* Biiyiime faktorii reseptorleri, transferrin reseptérleri veya hormonlari (insiilin)
gibi timor yiizey markirlarinin  kullanilmasiyla fotoduyarlastiricilarin

modifikasyonlar1 kullanilmaktadir (53).

2.1.2.2.4. ideal Fotoduyarlastiricilarin Ozellikleri

Kanser tedavisinde kullanilan fotoduyarlastiricilarin gogu, hemoglobinde bulunan
protoporfirin grubunda yer alan tetrapirrole dayanir. Klorin, bakteriyoklorin ve
fitalosiyaninler gibi koyu kirmiz1 spektral bolgede giiclii absorbansa sahip maddeler cok
daha verimli fotoduyarlastiricilar {iretme egilimindedir. Ideal fotoduyarlastiricilar
kirmiziya yakin kizil6tesi spektral bolgede (650 ve 800 nm arasinda) giiglii bir
absorbsiyon pikine sahip olmalidir. Clinkii 800 nm'den daha uzun dalga boylu tekli
fotonlarin  emilimi, oksijeni singlet durumuna uyarmak i¢in yeterli enerji
saglamamaktadir. Fotoduyarlastiricilar, 1sinlama sonrasinda iyi ROS {iretimine yol acan
onemli triplet kuantum verimine sahip olmalidir. Karanlikta toksisiteye sebep olmamali
ve normal dokulardan nispeten daha hizli temizlenmeli, boylece fototoksisitenin yan

etkilerinin en aza indirgenmesi saglanmis olur (52).

Ideal fotoduyarlastirici,

= Suda ¢6ziiniir,

» Yiiksek 'Oz kuantum verimli ( > 0.5),

= Uyarilmis triplet durumlan yiliksek kuantum verimli (> 0.5),

= Yiiksek enerji transfer etkinligine sahip,

* Triplet durum enerjisi; T1 ile So arasindaki fark 94 kJ/mol’ den biiytik,

= Uzun triplet durum yagam siiresi (1 mikro saniye’ den biiyiik),

» Yiiksek fotostabilite ve soniimlenme (photobleaching) direncli, yiiksek sontim

katsayisina sahip,
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* Doku sogurmasini engellemek ve derin doku penetrasyonunu saglamak igin
yakin kizil 6tesi bolgesinde maksimum sogurma 6zelligine sahip,

= Sadece tiimor hiicrelerine yonlenmis,

= [Isik yokken toksisite yaratmiyan,

= Viicuttan ¢abuk atilan,

= Basit sentezlenen, kolay elde edilebilen ve ucuz olmalidir (58, 60, 61).

2.1.2.2.5. Klinik Kullanima Girmis ve Heniiz Klinik Arastirma Fazinda Olan

Fotoduyarlastiricilar

Klinikte ve klinik arastirmalarda kullanilan fotoduyarlastiricilar {i¢ grupta
incelenebilir.
e Tetrapirrol Yapilar (Porfirinler, Klorinler, Bakteriyoklorinler, Fitalosiyaninler)
o Sentetik Boyalar (Fenotiazinyum tuzlari, Rose Bengal, Skuarainler, Bor-
diflimrometen boyalari, Fenalenonlar, Geg¢is metali bilesikleri)
e Dogal Uriinler (Hiperisinin,Hiposrellin, B2 vitamini, Kurkumin)
Bu calisma kapsaminda tetrapirrol yapilardan olan Klorin fotoduyarlastiric

olarak kullanildig1 i¢in bu boliimde sadece bunlar detayli olarak anlatilacaktir.

Tetrapirrol Yapilar

Tetrapirrol yapilar, antikanser uygulamalar icin kullanilan en biiyiik
fotoduyarlagtirict grubunu olusturur. Porfirinler, bakteriyoklorinler, fitalosiyaninler ve
klorinler bu grubu olusturan fotoduyarlastricilardir. Tetrapirrol; haem (hemoglobin
molekiiliiniin proteinsiz kismi), klorofil ve bakteriyoklorofil gibi birka¢ Onemli
biyomolekiil i¢inde dogal olarak bulunur. Aslinda, tetrapirroller “yasam pigmentleri”
olarak adlandirilmigtir. Genel olarak, tetrapirrol fotoduyarlastiricilar (bakteriyoklorinler

harig), baskin olarak Tip II reaksiyon ile 'O, iiretme egilimindedir (52).

Klorinler

Klorinler, Klorin E6 (Ce6), m-tetrahidroksifenilklorin (Temoporfin® veya
Foscan®), benzoporfirin tiirevi (Verteporfin®) ve Radachlorin® gibi klinikte kullanilan
fotoduyarlastiricilart iceren gruptur. Klorin E6 (Ce6) C34H36N4O¢ kapali formiile sahip

dogal olarak olusan klorofilden tiiretilmis bir fotoduyarlastiricidir. Fotodithazine olarak
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bilinen trisodyum tuzu olarak ya da polivinilpirolidon i¢inde ¢dziilmiis olarak formiile
edilmistir. Klorinleri aktive etmek i¢in 650 ve 700 nm arasindaki kirmizi 1s1k kullanilir
(52). Ce6 ve tiirevlerinin, mikroorganizmalara, kanser hiicrelerine ve hiicre

hedeflendirme gibi proteaz iceren enzimlere karsi kuvvetli aktivitesi vardir

2.2. Nano Tasiyici Sistemler

Geleneksel ilag uygulamalarinda, diisiik terapotik etkinlik, zayif biyodagilim,
kararlilik, ve ¢Oziiniirlik, diisiik bagirsak emilimi, yiiksek yan etkiler ve plazma
konsantrasyonundaki dalgalanmalar gibi tedavide pek cok zorluk ile karsilagiimaktadir.
Bu zorluklarin iistesinden gelmek ic¢in uygulanan yaklasimlardan biri ila¢ tastyici
sistemlerin kullanilmasidir. Ilag tasiyic sistemler, ilacin biyolojik ortamda bozunmasini
engellerler, spesifik ila¢ hedeflendirme ve kontrollii ilag salimu1 ile istenmeyen yan etkileri
azaltirlar ve tedavi i¢in daha diisiik dozda ilacin kullanimini saglarlar (62, 63, 64).

Nanoteknolojideki son gelismeler, 1-1000 nm arasinda degisen boyutlardaki
nanopartikiillerin; kiiclik boyut, artmis ilag birikimi, artmig terapétik etkiler, hiicre veya
doku bariyerini gecebilme ve kontrollii ilag salinimi gibi optimize edilmis fizikokimyasal
ve biyolojik 6zelliklere sahip ilag tasiyicilar olarak kullanilabilecegini gostermistir (63).

Ilag tasiyic1 sistemler; kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum yolu
hastaliklar1, hipertansiyon, AIDS, diabet gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan
geleneksel ilaglarla birlikte gelen yan etkilerin giderilmesinde 6nemli rol oynayabilirler
(65).

Polimerik nanotasiyicilar, dendrimerler, miseller, niozomlar, lipozomlar, kati
lipid nanopargaciklar, metal nano pargaciklar, karbon nanotiibler, nanokiireler,
nanokapsiiller, nanosilingerler, nanoemiilsiyonlar, nanosiispansiyonlar ve nanojeller
klinik kullanimda ya da aragtirma asamasinda olan nano tastyici sistemlerdir.

Lipozomlar pek cok avantajlart nedeniyle kanser basta olmak iizere cesitli
hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilmak amaciyla iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan

ilag tastyici sistemlerden biri olmustur.
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2.2.1. Lipozom

[lag tastyict sistemlerin ilk drneklerinden olan lipozomlar literatiirde ilk kez 1965
yilinda Dr Alec D. Bangham tarafindan yayimmlanmistir(66). Lipozomlar, ilag,
diyagnostik bilesikler veya genetik materyalin enkapsiile edildigi dogal veya sentetik
fosfolipit lipit ¢ift tabakasindan olusan kiiresel vezikiillerdir. Hidrofobik ilaclar lipit ¢ift
katmanlar1 i¢inde tutulurken, hidrofilik ilaclarin icteki sulu fazda tutulma egiliminde
olmas1 bu yapinin benzersiz olmasini saglar. Bu sirada eger in vivo stabilite problemi
varsa ilag, plazma enzimleri tarafindan bozunmadan korunur veya ilag toksisitesi yiiksek
olan bir ilag ise saglikli hiicreler ilacin toksisitesinden korunur. Lipozomlar, kontrollii
ilag salimin1 sagladiklari i¢in yan etkilerin azaltilmasinda avantaj saglarlar. Ayrica ilag
iceren lipozomlar flizyon veya endositoz mekanizmalar1 yoluyla ilaglar1 hiicre icine
tasirlar.

Ayrica lipozomlarin yiizeyi ¢esitli polimer veya hedeflendirme molekiilleri ile
modifiye edilebilirler. Bir lipozomun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (boyut, gecirgenlik,
yiik yogunlugu ve sterik engelleme vb.) lipozomu olusturan fosfolipidler tarafindan
belirlenir (65).

Genel olarak lipozomlar, tek katmanli (unilameller) ve ¢ok katmanl
(multilameller: MLV 100nm — 20 pm) olarak siniflandirilir. Tek katmanli lipozomlar
kiigiik boyutlu (SUV: small unilameller vesicles: kiiciik tek katmanli vezikiiller: 25- 100
nm ) ve biiylik boyutlu (large unilameller vesicles: LUV: biiyiik tek katmanli vezikiiller:
100- 1000nm) olmak tizere ikiye ayrilir. SUV ve LUV tek bir lipid tabaka ve biiyiik sulu
katmandan olusur ve hidrofilik ilaglar1 hapsedebilirler. MLV’ ler 14 katmana kadar lipid
tabakadan olugmasina ragmen limitli sulu alandan olusur ve hidrofobik ilaglarin
yiiklenmesi i¢in daha uygundur (67).

Lipozomlar nanometreden mikrometreye kadar ¢ok g¢esitli  boyutta
hazirlanabilirler. Son zamanlarda nanoboyutlu hazirlanan lipozomlar nanolipozomlar
olarak da isimlendirilmektedirler.

Lipozomal ilag tasiyici sistemler diyagnostik ajanlardan terapoétik ilaglara kadar
degisik grupta yer alan ilaclarin uygulanmasinda kullanilmaktadir. Antikanserojen
ilagclarda bunlardan biridir. Doksorubisin, daunorubisin, annamisin, sisplatin tiirevleri,

vinkristin, paklitaksel, kamptotesin tiirevleri, 5 florourasil tiirevleri ve retinoidler
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lipozomlara hapsedilmis ve ¢esitli tiimdrlerin tedavisindeki kullanimlar1 aragtirilmigtir
(68-72).

Piyasada Doxil (Caelyx), DaunoXome, Myocet, AmBisome gibi bir¢ok lipozomal
ilag salim sistemleri bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan lipozomal ilag salim sistemi
doksorubisin yiiklii Doxil (Caelyx)' dir. Yumurtalik kanseri, meme kanseri ve Kaposi
sarkomunun tedavisinde neredeyse tamamen serbest doksorubisinin yerini almistir.
Doxil'in dis yiizeyinin PEG kaplanmis olmasi, eski nesil lipozomal salim sistemlerinden
ayrilmasinin baslica nedenidir. Bu sayede lipozomlarin kan dolasiminda bagisiklik
sistemi tarafindan algilanip saldirtya ugramasi 6nlenerek kanda daha uzun siire dolagsmast
saglanir. Serbest doksorubisin tedavisindeki en biiyiik sorunlardan birisi olan kardiyo

toksisitenin Doxil tedavisinde 6ne ¢ikmamasi yan etkilerin azaldiginin gostergesidir (73).

2.2.1.1. Lipozomlarin Avantaj ve Dezavantajlar

Lipozomlarin avantajlar1 yaminda dezavantajlari da bulunmaktadir. Uretim
maliyetinin yliksek olmasi, hapsedilmis ila¢ veya molekiiliin sizint1 olusturabilmesi,
fosfolipit yapinin bozulabilmesi, fiziksel ve kimyasal kararsizliktan dolay1 raf dmriiniin
kisa olmasi ve bazi ilaglar i¢in enkapsiilasyon veriminin sinirlt olmasi lipozomun
dezavantajlar1 arasinda iken; ila¢ biyodagiliminda degisiklikler saglayarak ilacin etkinligi
ve terapotik etkilerini arttirmasi, ilag stabilitesini arttirmasi, biyolojik olarak uyumlu
olmalar1, biyolojik olarak pargalanabilmeleri, enkapsiile ilacin toksisitesini azaltmalari,
ilacin aktif yada pasif olarak hedeflenmesini saglamalari, bilesiminde kullanilan
maddelerin toksik olmamalari, esnek ve non-immunojenik olmalar1 (64) ve ilacin kan
akiminda daha fazla siire kalmasini saglamasi lipozomlarin avantajlar1 olarak sayilabilir

(65, 67, 74, 75).

2.2.1.2. Lipozomlarin Hedeflendirilmesi

[lag hedeflendirme fikri “sihirli mermi’ (magic bullet) kavramindan yola ¢ikilarak
yaklagik yiizy1l once Paul Ehrlick tarafindan ortaya atilmistir. Sihirli mermi kavrami
hedefi tanimak ve baglanmak gibi iki komponentden olusan bir kavramdir. Giiniimiizde
kullanilan ilaglarda en sik yaganan problemlerin basinda ilacin viicuda verildikten sonra

tim dolasimda yayilmasi ve patolojik organ ya da hiicrelerde yeterli ilag
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konsantrasyonuna ulagilamamasi gelir. Genelde ilaglar viicutta esit olarak dagilirlar.
Ilaglar etki alanina ulasmak igin diger organ, hiicre ve hiicre i¢i kompartmanlar gibi pek
cok biyolojik bariyeri agsmak zorundadir. Belirli bir viicut kompartimanindaki ilacin
gerekli olan tedavi edici konsantrasyona ulagmasi icin ilacin yiiksek konsantrasyonda
uygulanmasi gerekir. Bu ilacin biiyiik kismi ilgili organ yerine normal dokularda harcanir
ozellikle sitotoksik ve antijenik ilaglarda bu nedenle yan etki goriilebilir. Ilag
hedeflendirme bu problemin iistesinden gelmek i¢in uygulanan ¢éziim yollarindan biridir.
Genel anlamda ilag¢ hedeflendirme, ilac1 hedef organ ve dokuda toplayabilme yetenegidir.
Bu kosullar ideal olarak ilact hedef organ ve dokuda en yiiksek seviyede toplayarak
normal doku ya da organlarda minimum ila¢ konsantrasyonu saglayarak gerceklestirilir.
[lag hedeflendirme ile ilag ydnetim protokolii basitlestirilir, tedavi i¢in gerekli ilag miktar
azaltilir, tedavi maliyeti azaltilir, hedef disindaki organ yada dokularda negatif bir etki
olmadan tedavi alanindaki ila¢ konsantrasyonu artirilir (76).

[lacin etki bolgesinde ve istenen hizda agiga ¢ikmasi ile en uygun etkilesme
saglanirken, etkin maddenin dozunun azaltilmasi ve sadece hedef organda etkilesim ile
sinirlandirilmasi ilaglart segici olarak hedeflendirmenin iki 6nemli nedenidir. Bu iki
ozellik saglandiginda; ilacin daha az dozda daha ¢ok etkili olmasi ve ilacin yan etkilerinin

daha az olmasi saglanir.

2.2.1.2.1. Hedeflendirme Mekanizmalari

[lag hedeflendirilmesi etkin maddenin etki veya absorbsiyon bdlgesine segici
olarak yonlendirilmesi ile ilag konsantrasyonunun bu bolgede diger bolgelere oranla
artirtlmasi yontemidir. Boylece etkin maddenin etkileri artar, dozu ve yan etkileri azalir.
Tastyic1 kullanarak ilag hedeflendirme pasif, aktif ve birlesik hedeflendirme gibi
yaklagimlarla gerceklestirilebilir (77).

Pasif Hedeflendirme

Pasif hedeflendirmede genel olarak dogal fizyolojik ya da pasif faktorler ile
partikiillerin  belirli bolgelere tasinmast saglanir. Tasiyict  sistemin  boyutu,

hedeflendirmedeki etkin 6zelliklerden birisidir(77).
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Bir diger faktdr, lipozomun yiizey 6zellikleridir. Lipozomun yiizeyinin hidrofilik
ya da hidrofobik olmast kan dolasimindaki davranisini belirlemektedir. Yiizey
hidrofobisitesi arttikga kanda makrofaj ve notrofiller tarafindan fagasitozunu
kolaylagtirmak i¢in bulunan antikor veya kompleman gibi immdiin sisteme ait bilesenler
ile opsonin gibi kandaki proteinlerin etkilesmesi hizlica gergeklesir ve temizlenir. Bunun
engellenmesi ic¢in polietilen glikol (PEG) ve polietilen oksit (PEO) gibi hidrofilik
polimerlerle kaplanmasi kanda kalim siiresi arttiracak dolayisi ile hedefe ulagma

olasiligini arttiracaktir(77).

Artmis gecirgenlik ve tutulum (EPR: Enhanced permeability and retention effect)
etkisi, pasif hedeflendirmenin temelidir denilebilir. Tiimor dokusu belli bir boyuta
ulastiginda ¢evresinde bulunan normal damarlanma, daha fazla ¢ogalmasi i¢in gerekli
olan oksijen gereksinimini saglamak icin yeterli gelmeyerek hiicreler 6lmeye baslar.
Boylece c¢evredeki kilcal damarlardan yeni kan damarlarinin tomurcuklanmasini
tetikleyen biiylime faktorleri salgilarlar. Anjiyogenez olarak bilinen bu siire¢, normal
damar yapilariin bazal membranina sahip olmayan ve kesikli epitel yapiya sahip,
diizensiz yeni kan damarlarinin gelisimini destekler. Kilcal damarlarda ortaya ¢ikan
bosluk (fenestrations), tiimor tipine, ¢evresine ve lokalizasyonuna bagli olarak 100 ila
780 nm arasinda degisen boyutlara ulagabilir. Kan elemanlar1 ve makromolekiiller normal
damarlarda olmayan bu bosluklara geldiginde ¢ok az engelle karsilagarak tiimore gegis
yapmalari, EPR etkisinin artmig gecirgenlik boliimiinii temsil eder. Normal dokularda,
hiicre dis1 siv1 siirekli olarak ortalama 0.1-2 pm/s akis hizinda lenfatik damarlara
bosaltilir. Bu, hiicreler arasi sivinin siirekli bosaltilmasina, yenilenmesine ve dolagima
geri doniistiiriilmesine izin verir. Tiimorlerde ise lenfatik fonksiyon kusurlu oldugu i¢in
hiicreler arasi sivi dolagima geri dontistiiriilemez. Ancak 4 nm'den kiiciik molekiiller kan
dolagimina geri yayilabilir ve yeniden emilebilir. Biiyiik ¢aplara sahip makromolekiiller
veya Np’lar kan dolagimina geri yayilamazlar. Bu nedenle, damarlarda bulunan bosluga
ulagsan Np’lar etkili bir sekilde temizlenmez ve tiimorde birikirler. Bu 6zellik, EPR

etkisinin artmis tutulum bilesenini temsil eder (78,79).

Genelde 100 nm’nin altindaki tastyicilarin patolojik dokuya gegtigi diistintiliir.
Cogu periferal insan tiimoriiniin etkili gozenek boyutunun, 200 nm ila 600 nm arasinda

degistigi yani ortalama 400 nm oldugu bildirilmistir (79). EPR etkisi 40-400 nm
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capindaki tasiyici sistemlerde veya makromolekiillerde gozlenebilir. Nanotasiyicilarda

EPR etkisi, nanoparc¢acigin yiizey yiikii, boyutu ve seklinden etkilemektedir (78,79).

Aktif Hedeflendirme

[lag tastyici sistemin dogal dagilim modelinin degistirilmesiyle belirli organ doku
ya da hiicrelere yonlendirilmesi olarak tanimlanan aktif hedeflendirmede kimyasal (pH,
reaktif oksijen tiirleri, proteazlar) ve fiziksel (1s1, magnetik alan, ultrason) faktdrlerden ya
da hiicreye spesifik baglanma (ligand aracilikli hedeflendirme) gibi stratejilerden
yararlanilir. Lipozom yiizeyindeki hedeflendirme molekiillerinin yogunlugu, lipozomun
bliytikliigii, sekli, ylizey ve ligand yiikii, aktif hedeflendirmeyi etkileyen faktérlerdendir.
Aktif hedeflendirmede ligandlar ve stimulasyon ile aktivasyona bagli hedeflendirme
yapilabilir. Stimulasyon ile aktivasyona bagli hedeflendirme iki mekanizma ile elde
edilebilir. Bunlardan ilki pH ve enzim aracilikli hedeflendirme gibi internal
hedeflendirme iken ikincisi sicaklik, manyetik nanotasiyicilarla ve ultrason gibi eksternal

hedeflendirme yardimiyla hedeflendirme stratejileri bulunmaktadir (77).

Ligandlar hedeflenmek istenen hiicre, doku veya organlara 6zel reseptorlere gore
secilen yapilardir. Lipozomlarda kullanilan bazi ligantlar; Folat/Folik asit (FA), antikor

fragmanlari, glikoproteinler, peptitler, vitaminler ve oligoniikleotit aptamerleridir (77).

Folat Hedeflendirme

Folik asit son zamanlarda, nanotasiyicilara kolaylikla baglandigi ve normal
dokulara oranla tiimor hiicrelerine daha fazla afinitesi oldugu i¢in ilag tastyici sistemlerde
hedefleme ligand1 olarak siklikla kullanilmaktadir (). Folat reseptorleri bazi over, meme,
akciger, kolon, bobrek ve beyin tiimorlerinde asir1 eksprese edilir. Sedef hastaligi, Crohn
hastalig1, romatoid artrit ve ateroskleroz gibi enflamatuvar hastaliklarin bir gostergesi
olan makrofajlarda Folat reseptorlerinin asir1 ekspresyonu nedeniyle, Folat aracili
hedefleme enflamatuvar hastaliklarin  tedavisi i¢in ilag tasiyici sistemlerin
gelistirilmesinde de kullanilmistir. Folat modifiye lipozomlar ile yapilan ¢aligmalarda,
hedeflendirilmis lipozomlarin hedeflenmemis lipozomlardan daha {istiin olduklar1 agikca

gosterilmistir (81-83).
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Folat, tiimor dokularini secici olarak hedeflemek i¢in misel, lipozom ve

nanokiireciklere kovalent olarak kolaylikla konjuge edilebilir (65,81,84-88).

Folat reseptorlerinin {i¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bunlar FR, FRg ve FRy’
dir. o ve P varyantlari, hiicre zarina glikosilfosfatidilinositol (GPI) baglayicilari
aracilifiyla baglanirken, FRy sadece hematopoietik hiicrelerde bulunur ve GPI
bileseninden yoksun olup serbestce ¢oziinebilir hale gelir. FRg izoformu, FR, ile
homolojisinin yaklagik % 70'ini paylasir ve her ikisi de Folat i¢in benzer bir afiniteye
sahiptir. FRp, inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklara katilan aktive edilmis miyeloid
hiicreleri (esas olarak monositler ve makrofajlar) iizerinde diizenlenir. FRp izoformu,
karaciger, bobrek, deri, akciger, kan ve yumusak dokudakiler dahil olmak iizere bir¢ok
kanserin tiimorle iligkili makrofajlarinda da tespit edilmistir. Bu makrofajlar solid
timorlere niifuz edebilir ve CD8" T hiicrelerinin baskilanmasi ve proanjiyojenik
faktorlerin salgilanmasiyla metastazlarini ve biiylimelerini artirir. Sonug¢ olarak FRp
izoformu kanser tedavisinde sitotoksik maddelerin secici olarak verilmesi i¢in potansiyel
bir hedef olabilir (82).

FRp bazi kanser tiirlerinde bulunmasina ragmen, FRy, izoformlar1 hedefe yonelik
kanser tedavisinde tiim folat resptorlerinin izoformlar1 arasinda en biiylik potansiyele
sahip olanidir. FRy, epitel kaynakli yumurtalik, meme, akciger, bobrek kanserinde normal
hiicrelerden 100-300 kat daha fazla bulunur. Folat, folat reseptoriine baglanarak beyinde
koroid pleksus ve bobreklerde filtrelenir. Ayrica FRy saglikli hiicrelerin sadece en {ist
ylizeyinde bulundugu icin dolasimdaki folik asitin bu reseptor ile karsilagsmasini
engeller. Boylece hiicreler arasindaki baglantilar kii¢iik molekiillerin epitelden gegcmesini
engeller. Fakat tiimor olustugu zaman hiicrenin tiim mimarisi degisir, damar sistemi
daginik hale gelir ve hiicreler arasi baglantilar kaybolur. Boylece endotelyal hiicreler
arasinda daha zayif bir iligskiye yol acar. Sonug olarak, FR, hiicresel yerlesimini kaybeder
ve tiim hiicre yiizeyi iizerinde rastgele dagilir. Bu fenomen FR,, 'y1 kan dolagimindaki ilag
konjugatlarina erisebilir kilmaktadir. Bu reseptdrlerin hiicresel yerlesim degisikligi folik
asit gibi okside folatlarin FR,, 'ya yiiksek baglanmasina sebep olup, hedeflendirme i¢in
folik asit ile ilag konjugatlarinin gelistirilmesine yol agmustir (81, 82).

Folik asit, immiinojenik degildir, diisiik maliyetlidir, yiiksek stabiliteye ve doku
gecirgenligine sahiptir, diisitk molekiiler agirliga sahiptir ve cesitli organik molekiillere,

antikorlara ve nanopartikiillere kolaylikla konjuge edilebilir.
27



Terapi esaslt FR, -hedefli modiiller tarafindan aracilik edilen hiicre 6liimiine ek
olarak, FRy 'min floresans, pozitron emisyon tomografi (PET) ve tek foton emisyon

tomografi (SPECT) goriintiilemede biyobelirte¢ olarak kullanilmigtir (82).

Birlesik Hedeflendirme

Aktif ve pasif hedeflendirmenin birlikte kullanildigi birlesik hedeflendirmede
tastyict sistem ilk olarak EPR etkisi ile istenen bolgede toplanirken, istenen bolgeye 6zgii

faktorlere bagli olarak ilacin hiicre i¢ine alinmasi gergeklestirilir(77).

2.3. Nanopartikiille Arttirilmig X-Isin1 Tedavisi

Nano malzemelerin radyoterapide radyoduyarlastirici olarak kullanimina
Nanopartikiille Arttirllmig X-Isin1 Tedavisi (NEXT = Nanoparticle Enhanced X-ray
Therapy) denilmektedir (3, 4, 5). Derin yerlesimli kanserlerin tedavisinde kullanilmak
tizere gelistirilen bu yeni tedavi yaklasiminda, radyoduyarlastirict 6zelligi olan
nanopartikiiller (6rnegin; AuNp, KN) ve fotoduyarlastiricilarla konjuge edilirler ve X
1511 uygulamasi ile birlikte kullanilirlar. X-151n1 uygulamasi ile nanopartikiil uyarilir es
zamanli olarak uyarilan nanopartikiilden fotoduyarlastiricitya enerji gegisi olur ve

fotoduyarlastirict aktive edilir. Bu yeni tedavi yaklagiminin bir ¢ok avantaji vardir (5).

Bu avantajlar;

Iki etkin tedavi yontemi birlestirilmis olmast,

Derin yerlesimli tiimoérlerin tedavisi i¢in etkili bir yontem olmast,

Iyonlastirict radyasyonun saglikli dokulara etkisini azaltmasi ve

Tedavinin basit, etkili ve gorece daha az maliyetli olmas1 olarak siralanabilir.

KN’nin kendine 06zgii 0Ozellikleri, bu nanopartikiillerin pek c¢ok biyolojik
aragtirmada kullanilmasina olanak tanimaktadir. KN’nin kullaniminda en yeni
gelismelerden birisi KN temelli Forster Rezonans Enerji Transferi (FRET),
Biyoliiminesans Rezonans Enerji Transferi (BRET) ve Kemiliiminesans Rezonans Enerji
Transferi (CRET) gibi enerji transfer sistemleridir. KN’ler FRET’te verici olarak
davranirken BRET ve CRET te enerji alict olarak davranirlar (89).
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FRET, uyarilmis vericiden (dondr), alictya (acceptor) belirli bir mesafede (Forster
yar1 ¢ap1) nonradiatif dipol-dipol etkilesimi ile enerji transferi olarak tanimlanir. 50 yil
once tanimlanmis olan FRET pek c¢ok biyomedikal arastirma ve ila¢ kesfinde
kullanilmistir. Nanometre boyutlarinda mesafelerde ve mesafe degisimlerinin 6l¢iimiinde
hem in vivo hemde in vitro olarak kullanilan birka¢ yontemden biridir. FRET molekiiler

seviyede etkilesimlerin arastirilmasinda kullanilmaktadir (90).

2.3.1. FRET Prensibi

FRET’de bahsedilen enerji transferi salinan bir uyarilmig floroforun, kendisiyle
ayni rezonans frekansinda salinan bir dipol ile enerji degisimidir. Buradaki rezonans
enerji transferi bir ¢ift osilatoriin davranisi gibidir. Radiatif enerji transferi 6rnegin optik
ozellikleri ve fiziksel ebatlarina dayanir ve fotonun tekrar sogurulmasi ve yaymimi
gerekir. Nonradiatif mekanizmada; rezonans enerji transferi alici-verici ciftiyle ilgili

yapisal bilginin 6nemli miktarini saglamaktadir (90).

D+hv = D*
D'+ A=> D+A"
A" 2> A+hv

A: alici, D: verici

2.3.2. FRET Gerceklesme Kriterleri
FRET gerc¢eklesmesi icin;

e Vericinin yayilim (emission) spektrumu ile alicinin sogurulma (absorption)
spektrumu ortiismeli,

e Verici ve alici birbirine ¢ok yakin olmali (1-10nm),

e Verici ve alicinin gegis dipol yonelimleri birbirine paralel olmali,

e Vericinin floresans siiresi FRET in olmasi i¢in yeterli siirede olmalidir.

Forster, FRET isleminin etkinliginin (Errer) verici ve alict ¢ifti arasindaki

uzakligin altinci kat1 ile ters orantili oldugunu belirtmistir (Esitlik 1).
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Errer = Ro®/ Ro®H10 (Esitlik 1)

Ro; Vericiye transfer edilen verici uyarma enerjisinin yarisimin oldugu yerdeki

Forster yaricapi

Forster yaricapi, Ro enerji transfer etkinliginin %50 oldugu uzaklik, spektral
olarak ortiisen verici-alic1 ¢iftinin integrali (J) ve A° verici-alic1 ¢ifti arasindaki uzaklik

olarak tanimlanmaktadir (Esitlik 2).

Ro=9.78x103 (™ fa.1)Y0 A® oot (Esitlik 2)

Ro vericinin floresans kuantum verimine (fg), soliisyonun refraktif indeksine (n),
her bir molekiiliin dipol agisal yonelimine (K?) ve alici-verici ¢iftinin spektrumlarinin

ortiismesine baglidir (90).

KN’ler, FRET vericisi olarak;

¢ Genis sogurma spektrumuna,

¢ Biiyiik sogurma tesir kesitine,

e Dar ve ayarlanabilir biiytikliik ayar1 (size tunable) yayilim spektrumuna,

e Uzun floresans siiresine,

e Parlak ve kararli yayilima,

e Biiyiik ve etkin Stokes kaymasina (shift) sahip olmalar1 bakimindan harika

fotofiziksel 6zelliklere sahiptirlerdir.

KN’nin nanopartikiil yapisi biiylik, coklu biyomolekiillerle baglanmay1
kolaylastiran ve biyokimyasal olarak ulasilabilir yiizey alanina sahiptir (91).

Karotki ve arkadaslar1 (92), fotoduyarlastiricilarin klinik olarak etkili olabilmesi
icin Photofrin’den 2-3 kat daha biiyiik cift-foton absorsiyon diizeyi olusturmasi
gerektigini bildirmisler ve bunu gerceklestirmenin yollarindan birisini duyarlagtiricilarin
KN’ler gibi nanopartiikiillerle kombine edilmesi olarak bildirmislerdir. Bu sayede

duyarlagtiric1 indirekt olarak yakin bolge kizilotesi fotonu ile uyarilmaktadir (92).
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2.3.3. KN’de FRET Zorluklari

KN’de, FRET’in kullaniminda farkli zorluklarla karsilasilabilir (13, 93). FRET
etkinligini engelleyebilecek olan bu sinirlamardan ilki boyut sinirlamasidir. KN’ler
molekiiler boyalardan biiytiktiir. Bu da aliciya ¢ok fazla yaklagsmasini engeller. Yani,
FRET olugmas: i¢in miisaade edilen minimum mesafe nanokristalin yarigapindan
biiyiiktiir. Bu yaricap kirmizi 151k yayan KN’ler i¢in daha biiyiik olur. Dalga boyu arttik¢a
bu limit daha da sinirlanir. Bu smirlamanin iistesinden gelmek icin iki strateji
kullanilmaktadir. Birincisi blok kopolimer ya da fosfolipit misellerle enkapsiile etmektir.
Ikincisi iki reaktif fonksiyonel gruplu ligandlarla dogal organik kabugu degistirmekdir.
Kabuk degisimi genelde kiiciik boyutlu nanokristaller iiretmek icin sunulsa bile, bu iki

yaklasim genelde nanoparcacigin etkin biiytikliiglini arttirir.

KN’nin yaricapini arttiran etkenlerden bir tanesi de raf dmrii ve pH stabilitesidir
(93). Bu durum KN ve fotoduyarlastirci arasindaki mesafeyi arttirarak FRET etkinligini
diisiirtr (58).

2.3.4. KN-Fotoduyarlastiric1 Konjugasyonu

FDT’de 151k kaynagi olarak kullanilan nanopartikiiller, FRET in gerceklesmesi
icin yiiksek liiminesans verimine sahip olmalidir. Ornegin liiminesans nanopartikiiller
kullaniliyorsa, nanopartikiiller, X 1s1n1 ya da radyasyonun diger formlar ile uyarildiginda
giiclii bir sekilde 151n yaymalidir. Ayrica nanopartikiil; fotoduyarlastirictya kolayca
baglanmali, toksik olmamali, suda ¢oziinebilen ve biyolojik ¢evrede stabil olmalidir.
Daha fazla radyasyon durdurma giiciine (stopping power) ve yiiksek radyasyon sogurma
katsayisina sahip olduklari i¢in yiiksek yogunluklu olmalidir. Daha kiigiik Stokes kayma
degerlerine sahip nanopartikiiller daha biiyiik liiminesans verimi gdsterdiklerinden dolay1

tercih edilmelidirler (94).

Medintz ve Mattoussi enerji alici-verici KN-fotoduyarlastirict konjugatlart igin
standart tamimlar yapmuslardir (93,33). Ik KN-fotoduyarlastirict  konjugatinin
tanimlanmasini takiben cesitli arastirmacilar bu alanda CdSe, CdSe/CdS/ZnS, CdSe/ZnS
ve CdTe KN’lerini enerji verici olarak ve ftalosiyaninler, porfin, organik boyalar ve
inorganik boyalar gibi ¢esitli kromoforlar1 enerji alici olarak pek cok aragtirmada

kullanilmigtir. ~ KN-fotoduyarlastirict konjugati enerji alicisina baghi olarak KN-
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ftalosiyaninler, KN—porfinler, KN-organik boyalar, KN-inorganik boyalar olarak
siniflandirilabilmektedir (33).

Kanser tedavisinde hem KN hem de fotoduyarlastirict kullanimin avantaj ve
kisitlamalar1 bulunmaktadir. Ornegin KN nin yakin bolge kiziltesi sogurmast, biiyiik iki
foton sogurma tesir kesiti, genis sogurma bandi ve fotostabilitesi gibi 6zelliklerinden
dolay1 radyoterapi ve FDT icin ideal oldugu sdylenebilirken, konvansiyonel
fotoduyarlagtiricilarin dar sogurma bandi, zayif fotostabilitelerinin olmasi, goriiniir bolge
isinlarini sogurmasi ve kiigiik iki foton sogurma tesir kesitinden dolay1 FDT i¢in KN’lere
gore daha az ilgi cekici oldugu belirtilmektedir. Ote yandan fotoduyarlastirici tarafindan
iretilen ROS miktar1 %75 civarinda olmakla birlikte, KN’nin buna nazaran %5’lik bir
oranla daha diisiik tiretime sahip olmasindan dolay1 KN ve FD’nin avantaj ve kisitlamalar1
birbirini tamamlamaktadir. Dolayisiyla KN-fotoduyarlastirici konjugatt kullaniminin

avantajli oldugu belirtilmektedir (33).

Samia ve arkadaslar1 (95), CdSe KN’leri ve silikon ftalosiyanin (Pc4) ile
nonkovalent olarak hazirladigi konjugasyonda 'O, iiretiminde FRET tabanli konsepti

calisan ilk grup olmuslardir.

KN-FD konjugasyonu FRET den dolay1 uyarilmayi arttirir (115,58). Bu metod
KN’nin yalnizken tirettigi 'O,’e nazaran daha etkili bir bigimde 'O iiretimine sebep olur.
KN ile fotoduyarlagtiricinin konjugasyonu durumunda KN’nin yayilim spektrumu ile
FD’nin sogurulma spektrumunun uyumlu olmasi gerekir. Ayrica KN-FD’nin birbirine
yakin olmasi (1-10nm) ve FD-KN konsantrasyon oraninin 20:1 olmasi gerektigi

vurgulanmaktadir (58,96).

Tsay ve arkadaslar1 (57), iki FD (Ce6, rose bengal) ve peptit kapli KN ile
yaptiklar1 ¢alismada oldukga yiiksek 'O, verimi elde ettiklerini belirtmislerdir. KN’nin,
tedavinin yanisira ayn1 zamanda goriintiileme icin de kullanilabilecegini belirtmislerdir

(57,58).

Samia ve arkadaslarinin (95) yaptigi calisma, KN (CdSe) ile Pc4 ve oksijen
konjugasyonunun spektral etkilesimini inceleyen ilk ¢alismadir. Calisma sonucunda;
KN’nin Pc4’li uyarma dalga boyu: 568nm, Pc4’{in direkt olarak uyarilma dalga boyu 550
ila 630 nm iken, Pc4 + KN 488nm de gozlenmistir. Dolayisi ile konjugasyonun,

fotoduyarlagtiricinin yalniz basina uyarilamayacagi bir dalga boyunda uyarilmasini
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sagladig1 bildirilmistir. Konjugasyonun da %77’ye varan FRET etkinligi tespit edilmistir.
KN’nin boyutunun ayarlanmas: ile sogurulma oOzelliklerinin degistirilebilecegini
bildirmislerdir. Ayrica KN’nin kendi bagina FDT ajan1 olarak kullanilabilecegi; ancak
Pc4’ten daha diisiik kuantum veriminde oldugunu (%5-%43) belirtmislerdir (95).

Peptit kaplt KN (yesil ve kirmizi 151k yayan CdSe/CdS/ZnS) ve fotoduyarlastirict
(Rose Bengal ve Ce6) konjugasyonuyla yapilan calismada yiiksek oranda 'O»
irettiklerini belirtirken, kirmizt KN ile Ce6’nin 1:26 oraninda kovalent baglanip 532 nm
dalga boyunda 1sik ile uyarilarak elde edilen 'O veriminin, yesil KN ile rose bengal’in
1:1 oraninda kovalent baglanip 355 nm dalga boyunda 151k ile uyarilarak elde edilen 'O,

veriminden daha fazla oldugunu belirtmislerdir (57).

2.3.5. KN-Fotoduyarlastiric1 Konjugatlarinin Radyoterapide Kullanimi

Kanser tedavisinde iyonlastirici radyasyon, radyoduyarlastirict nanopartikiil ve
fotoduyarlagtiricilarin birlikte kullanilmasi fikrinin ilk ortaya atildigi ¢aligma Chen ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Bu tedavi yaklagiminda X 1sim1 ile 1sinlanan
nanopartikiil sintilasyon ya da siirekli luminesans yayarak fotoduyarlastiriciy1 aktive eder
ve sonugta 'O, iiretimi gergeklesmis olur. 'O, den dolayida kanser hiicreleri 6liir. Bu
yontemde FDT, radyoterapinin etkinligini artirmak i¢in kullanilan bir yontemdir.
Calismada radyoterapi ve FDT nin kombinasyonu ile tek bir enerji kaynag ile aktive
edilerek, daha diisiik dozlarla benzer veya daha iyi terapdtik sonuclarin elde edilebilecegi

belirtilmistir (94).

Kanser hiicrelerinin hayatta kalma o6zelligini saglayan apoptozisin olmayisi,
kanser tedavisinde bu 6zel hiicre 6liim mekanizmasini yeniden kurmay1 6nemli bir amag
haline getirmistir. RT’de hiicre 6liimiiniin nedeni DNA sarmalinda meydana getirdigi
kiriklar vasitastyla mitotik hiicre 6liimii yoluyla olurken nadir olarak apoptozis gozlenir.
Tiimdr hiicrelerinin DNA kiriklarina bagli hasar1 onarma kabiliyetleri, RT sonrast hastada
lokal kontrolii diisiiren radyasyon direncine sebep olmaktadir. RT’nin etkinligini
siirlayan diger bir parametre de radyasyonun neden oldugu hiicre dliimiiniin timdr
hiicrelerinin hiicre siklusuna bagli olmasidir. Isinlanma sirasinda hiicreler G1/S fazinda
radyasyona direncli olurken G2/M fazinda daha duyarli olurlar. Dolayisiyla FDT ile

apoptozun uyarilmasiyla, radyasyonun yol a¢tig1 mitotik hiicre 6liimiiniin birlestirilmesi,
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lokal kontrolii artiracak bir parametredir. KN (CdSe/ZnS) ile fotofrin konjugasyonunun,
6MV X 1sin1 ve H460 hiicre kiiltiirii {izerinde yapilan bir ¢aligmada; konjugasyon ile
yapilan tedavide apoptozis gozlenirken sadece radyasyon ile yapilan calismada
gozlenmedigi belirtilmistir. Tek basina radyasyon ile yapilan tedaviye kiyasla
konjugasyon ile yapilan radyoterapide dort-bes kat daha fazla hiicre oliimii oldugu
bildirilmistir. Calismada nanopartikiillerin hiicre ¢ekirdeginden ziyade sitoplazma igine
alindigr ve endositozla FDT’nin birincil hiicresel hedefi olan lizozomlara alindig
belirtilmistir. 6 MV X-isin1 ile yapilan 1smlama sonucunda konjugasyondan 'O,
iiretiminin doza bagli oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alisma, konjugasyon ve radyasyon ile
yapilan tedaviyle elde edilen artmis hiicre 6liimiiniin basit doz arttirirmindan elde edilen

etkiden farkli oldugunu bildiren ilk ¢calisma olma 6zelligini tasimaktadir(94).

Radyoterapide geleneksel kimyasal radyoduyarlastiricilara kiyasla konjugasyon

kullaniminin pek ¢ok avantajlar1 vardir. Bu avantajlardan bazilari sdyledir:

= Konjugasyonun uyarilmasiyla olusan sitotoksisite radyasyonun uyarmasi ile
baslatilir.

= 1Oy iiretimi tekdiize bir sekilde artar.

= Radyoterapiden farkli olarak FDT nin etkisi somatiktir.

* Hiicre 6liimii igin belirli miktarda 'O gerekir ve farkli zamanlardan tedavi
birikmez.

* Toplam 'O; iiretimi tipik FDT’den diisiik olmasina ragmen, 'O;’nin lokal
konsantrasyonu konjugasyonun spesifik hiicre i¢i dagilimindan dolay1
apoptotik hiicre 6liimiinii tetikleyecek kadar yiiksektir.

= Modern RT’de g¢esitli cihaz ve tekniklerle yiiksek radyasyon dozu tiimore
yiiksek bir dogrulukla uygulandigindan konjugasyonun dagilimi tiimdr spesifik
olmasa bile hedef doku ya da organda tiiméri oldiirmek igin gerekli 'O
saglanarak komsu organ ve dokular diigiik giris ve ¢ikis dozu almaktan
korunur.

Bu sekilde yapilan tedavinin tek basina RT veya tek bagina FDT den avantajlari

sOyledir:

= Tek basina FDT’de kullanilan 1g1nin dalga boyu derin yerlesimli tiimdrlere
niifuz etmek i¢in yeterli degildir. Dolayisiyla X 1sin1 kullanilirsa daha derin
yerlesimli tiimorlere ulasilarak daha etkin bir tedavi elde edilir.
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= Radyoterapi ve FDT kombine edilerek; bir tek enerji kaynagi (X 151m) ile

aktive edilir.

= Daha diislik radyasyon dozu kullanilarak, benzer terap6tik sonuglar elde edilir.

» Tek basima FDT ya da rayoterapinin kullanildig1 sisteme gore, sistem daha

basit ve daha ucuzdur (94).

Sintilasyon nanopartikiillerinin liminesans verimi FDT etkinligini arttrmada
baslica faktorler arasinda gelir. X-1sinlar1 uyarma enerjilerinin daha gii¢lii olmasindan
dolayr X-1ginlarinin uyarmasi ile elde edilen luminesans, UV 1sinlar1 ile elde edilen
luminesanstan 10 kat daha giicliidiir (94). Dolayis1 ile daha fazla liiminesans FDT
etkinligini arttiracagindan 1ginlarinin kullanilmasi ¢ok daha fazla kanser hiicresi 6liimiine

sebep olacaktir.

Yang ve arkadaglari (97) yaptiklart bir calismada KN (CdSe-ZnS) ve
fotoduyarlagtirict (Photrofrin) kovalent olarak baglayarak konjugat olusturmus ve
etkinligini insan akciger kanseri hiicrelerinde incelemislerdir. KN’nin foton yayiliminin,
kullanilan X-151m1 doz hizi ile lineer orantili olarak artti§i sonucuna varilmistir. Ayrica
konjugasyon ve tek basina radyasyonunun kullanilmasi ile yapilan tedavi ¢calismalarinin
sonuglarini karsilastirdiklarinda, konjugasyon ile yapilan tedavinin, sadece radyasyon ile
yapilan tedaviden %34+8 daha fazla hiicre 6liimiine sebep oldugunu belirtmislerdir. Bu
arastirmada ayrica tek basina KN, tek basina Photofrin ve konjugatin hiicre 6liimiine
etkisi de arastirilmis ve tek bagina KN oldugunda hiicre 6liimiinde %8+10’luk bir artis,
tek basina FD kullanildiginda ise %0,01£10’1luk bir artis oldugu belirtilmistir (97).

KN-fotoduyarlastirici igeren ilag tastyict sistemlerle yapilmis literatiirde ¢cok fazla
calisma bulunmamaktadir. LaF3;: Ce**/DMSO (dimetilsiilfoksit) nanopartikiilleri ve
protoporphyrin IX (PPIX) iceren mikrokiirelerle yapilan bir ¢alismada 90 kV’lik X-
isinlari ile 1g1nlama yapilmis ve sonugta 1sinlanan konjugasyonda LaF; : Ce3*/ DMSO
dan PPIX’e enerji transferi oldugu ve kanser hiicreleri i¢in oldiiriicii olan 'O, tiretildigi
tespit edilerek, sintilasyon nanopartikiillerinin konjuge fotoduyarlastiricilara 1g1k kaynagi

olabilecegi bildirilmistir (98).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1,2-Distearil-Sn-Glisero-3-Fosfoetanolamin-N-
(Methoxy) (Polietilen Glikol)-2000 (Amonyum Tuzu)
(PEGa000-PE)
1,2-Distearil-Sn-Glisero-3-Fosfoetanolamin-N-
[Folat(Polietilen Glikol)-2000] (Amonyum Tuzu) (DSPE
PEG2000-Folat)

1,2-Distearil-Sn-Glisero-3-Fosfokolin (DSPC)

Avanti Polar Lipids, ABD

Avanti Polar Lipids, ABD

Avanti Polar Lipids, ABD

Absolut Etanol

Amikon Filtre

CdSeZnS Amin Fonksiyonlu Kuantum Nokta
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Disetil Fosfat

Dulbecco’s Mem (Dmem) (Yiiksek Glukoz) Besiyeri

Fetal Bovine Serum

Fosfat Tamponu (PBS)

Hidroklorik Asit (HCl) (%36-38)

Kalay Klortir Dihidrat

Klorin e6

Kloroform

Kolesterol

L-a-Fosfatidil Kolin (Soy) (Soy PC)
Penisilin/Streptomisin (100 IU/100 mg/mL)
RPMI-1640 Besiyeri

Stearilamin
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Merck, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Merck, Almanya

Sigma, ABD

Biochrom AG, Ingiltere
Biochrom AG (Ingiltere)
Sigma Chemicals,
Almanya

J.T.Baker, Hollanda
J.T.Baker, Hollanda
Frontier Scientific, ABD
Riedel-de-Haen, Almanya
Sigma, ABD

Avanti Polar Lipids, ABD
Biochrom AG, Ingiltere
Sigma, ABD

Sigma, ABD



3.2. Kullanilan Arac¢ ve Geregler

4T1 fare meme kanseri hiicre hatlari

0.6 cc Farmer Tipi Iyon Odasi
Analitik Terazi

Bloklama Cihazi, Shandon Histocentre3

BT Simiilator

18 Kromatografi Kolonu
Calkalayict Su Banyosu
Dijital Calkalayici

Diyaliz Seliiloz Membran (MWCO=200, 400, 600nm)
Diyaliz Membran (MWCO= 10, 20, 30 KDa)

Doku Takip Cihazi
Dynamic Light Scattering

Ekstriizyon Unitesi

Fluoresan Mikroskop
FT-IR Spektrometre
Gama Kamera

Hiicre Kiiltiirii Inkiibatorii

Isiticilt Manyetik Karistirici
Isitma Blogu

Isik Mikroskobu

Laminar Flow

Linear Hizlandirict

Lineer Hizlandirict

Liyofilizatoér (Heto Power Dry P13000)

Mikro PET/BT

Mikrotom
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ATCC, ABD

PTW, Almanya

Mettler Toledo, Isvigre
Thermo Electron Corp., ABD
TOSHIBA Aquilion LB, ABD
HiChrom, Ingiltere

SBD50 LABNET, ABD

Schutzart DIN 40050-IP 20,
Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya

Spectrum Laboratories, Inc.
(ABD)

Leica TP1020, ABD

Malvern Instruments,
Ingiltere

Lipex, Biomembranes,
Kanada

Sigma-Aldrich, Almanya
Perkin Elmer, ABD

GE Healthcare, ABD
SAN40 CO2 incubator

Heidolph MR 3001, Almanya
Niive BH 250, Tiirkiye
Olympus BX51, Japonya
Faster, BHG 2004, italya
Elekta Versa HD, Isvec
Varian Clinac, ABD
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Molibten-99/Tc-99m Jeneratorii
Otomatik Boyama Makinesi
Otomatik Kapatma Makinesi
Partikiil Boyutu Analiz Sistemi

PH Metre
Polarize Isik Mikroskobu

Polikarbonat Membran Filtre
Rotavapor

RW-3 Kat1 Su Fantomu
Santrifij

Su Banyosu

Su Banyosu

Tedavi Planlama Sistemi

Ultrasantrifiij

Unidos Elektrometre
UV-Vis Spektrometre
Vakum Sistemi
Vakumlu Etiiv
Vorteks

Yiiksek Kontrastli Transmisyon Elektron

Mikroskobu (CTEM)

38

Monrol, Tiirkiye
Leica Autostainer XL, ABD
Leica CV5030, ABD

Malvern Instruments,
Ingiltere

Inolab pH metre, Tiirkiye

Leica DM EP, Houston, TX,
ABD

Whatman, ABD

Biichi; Karl Kolb, Almanya
PTW, Almanya

Hettich (Almanya)

Biichi, Isvicre

GFL, Almanya

Varian Eclipse TPS, Varian,
Palo Alto, CA

Hermle Z 323K, Almanya
PTW, Almanya

Agilent 8453, ABD

BUCHI, Isvigre

ShelLab (SL), Ispanya
Heidolph Reax Top, Almanya
ODTU, Tiirkiye



3.3. Ce6 Uzerinde Yapilan Kontroller
3.3.1. Ce6’nin Yapisi

Ce6 acgik formiilii (7S,8S)-3-karboksi-5-(karboksimetil)-13-ethenil-18-etil-7,8-
dihidro-2,8,12,17-tetrametil-21H,23H-porfin-7-propanoik asit (Sekil 2) kapali formiilii
C34H36N4Os, molekiil agirligi 596,7 olan kristal toz formuna ikinci jenerasyon

fotoduyarlagtirict maddedir.

Sekil 2. Ceb6 acgik formiilii (99)

3.3.2. Ce6’nin UV-Vis Spektrumunun Elde Edilmesi

Kuantum Nokta (KN)-Ce6 konjugati hazirlamadan o6nce KN’nin yaydig:
elektromanyetik dalganin dalga boyu ile ortiismesi yani uygun KN sec¢imi ve lipozom
icine hapsedilen etkin madde miktarinin tespitinde kullanilmak iizere Ce6’nin sogurulma
pikini tespit etmek i¢cin UV- Vis Spektrofotometre kullanilarak Ce6’nin DMSO i¢indeki
cozeltisi (1,5 pg/mL) kullanilarak  250-700 nm araliginda, UV-Vis Spektrumu
cekilmisgtir.

3.3.3. Ce6’nin Kalibrasyon Dogrusunun Hazirlanmasi

Ce6’ nin DMSO ¢ozeltisindeki kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir. Bunun igin,
Ce6’nin DMSO i¢indeki 20 pg/mL stok ¢ozeltisi kullanilarak farkli konsantrasyonda
(0,5-1,0-1,5-2,0-2,5 ve 3,0 pg/mL) ve her bir konsantrasyon degeri i¢in 6 farkli ¢ozelti
hazirlanarak 664 nm’de UV-vis absorbanslar1 Ol¢lilmiistiir. Elde edilen absorbans

degerlerinin ortalama ve standart sapmalar1 hesaplanmistir. Konsantrasyona karsi
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absorbans grafiklenerek kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Bu dogrunun denklemi ve R?

degeri hesaplanmistir.

3.4. KN Sentezi ve KN-Ce6 Konjugatimin Hazirlanmasi

3.4.1. KN Sentezi ve KN-Ce6 Konjugatimin Hazirlanmasi I¢in Yapilan On

Calhismalar
3.4.1.1. KN Sentezi

Caligmamizda kullanilmak iizere ilk olarak InPZnS kirmizi KN’leri
sentezlenmeye calisilmigtir. Trioktilfosfin (TOP=trioctylphosphine) kapli InPZnS
nanokristalleri sicak enjeksiyon yontemi kullamilarak sentezlenmistir. Ugclii boyunlu
siseye 0.45 mmol indiyum kloriir (InCI3), 2.2 mmol ¢inko kloriir (ZnClz), S5SmL (15
mmol) oleylamin yiiklenerek, vakum altinda, kariggm 120 °C'ye kadar 1sitilmis ve bu
sicaklikta 1 saat tutulmugtur. Daha sonra sistem Argon gazi ile doldurularak, 180 °C'ye
kadar sitilmigtir. Sistem belirtilen sicakliga ulastiginda 250ul Tris(dimetilamino)fosfin
(tris(dimethylamino) phosphine = ((DMA)3:P) = PDMA) hizli bir sekilde ¢ozeltiye

enjekte edilmistir. 180 °C'de 20 dakika, nanopargaciklarin olugmasi i¢in etkili olmustur.

Cekirdek KN'nin (ana ¢ozelti) iiretilmesinden sonra, ¢ekirdek KN'yi pasiflestiren
ve koruyan kabuk yapisi olusturmak i¢in ilk 6nce, 2.2 M stok ¢ozeltisinden 1 mL TOP-S
(gloveboxta hazirlanan 10 mL TOP’da 0.72 g Siilfiir) ii¢ boyunluya enjekte edilmis ve 40
dakika beklenmistir. Daha sonra, sistem 200 °C'ye kadar 1sitilmis, 1 saat sonra 4 mL ¢inko
stearat/ODE stok ¢oOzeltisi (Argon gazi altinda ¢l boyunluda 6 mL oktadeken
(ODE=Octadecene) i¢inde 2g cinko stearat ana ¢ozeltiye enjekte edilmistir ve 220 °C'ye
kadar 1sitilmistir. 30 dakika sonra, 2.2 M stok ¢ozeltisinden 1ml TOP-S tekrar ana
cozeltiye enjekte edilerek, sicaklik 240 °C'ye arttirilarak 20 dakika bu sicaklikta
tutulmustur. Daha sonra, stok ¢ozeltiden 2 mL c¢inko stearat/ODE ana ¢ozeltiye ilave
edilmis ve 260°C'de 20 dakika tutulmustur. 0.7 mL TOP-S (2.2 M) yiiklendikten sonra,
karisim 280 °C'de 20 dakika karistirllmistir. Sonunda 2 mL ¢inko stearat/ODE enjekte
edilmis ve 15 dakika sonra sistem oda sicaklifina sogutulmustur. Yikama prosediiri,

metanol kullanim1 diginda yesil KN sentezinde oldugu gibi uygulanmistir

Hazirlanan KN’lerin saflastirilmasi i¢in yikama islemi uygulanmistir. Bunun igin

ilk olarak hazirlanan KN’ler bir flakona aktarilarak, iizerine yar1 hacimde hekzan
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eklenmistir; 1 dakika vortekslemenin ardindan 15 dk 5000 rpm’de santrifiijlenmis ve
siipernatant stok soliisyonu diger flakona alinmistir. Bu adimlar KN ¢ozeltisi igindeki
reaksiyona girmemis kimyasallar atmak i¢in tekrarlanmistir. Fazla ligandlar1 atmak i¢in
hacim olarak iki kat1 kadar aseton eklenerek, 5 dk 5000 rpm’de santrifiijlenmistir. S1vi
kisitm atilmis ve bu islem iki kez tekrarlanmistir. Elde edilen pellet KN’ler oda
sicakliginda tiim gece bekletilerek kurutulmus ve tartilmistir. Daha sonra pellet KN’ler
10 mL hekzanda ¢6ziilmiis ve 100 mL’lik cam siseye konarak, 15 mL amonyum hidroksit
ve 40 mL su ¢ozeltiye eklenmis ve 3 saat oda sicakliginda karistirilmistir. Sonra 0.75 g
merkaptosiiksinik asit (MSA) karisima eklenmis ve hizlica karigtirarak MSA’nin KN
ylizeyine eklenmesi kolaylastirilmistir. Su bazli KN’lerin ¢kmesi i¢in karigima etanol

eklenmis ( KN:etanol 4:1 (h/h) ) 5000 rpm’de 10 dk karistirtlmistir (100)

3.4.1.2. KN-Silika Kaplama

KN sentezlemenin ardindan literatiirde bulunan sandvi¢ benzeri olarak
adlandirilan yontem kullanilmistir (101). InPZnS KN’lerin fonksiyonel u¢ gruplarinin
karboksil grubu olmasindan dolay1 amin fonksiyonlu silikaya baglanarak bunun ardindan
tekrar bir silika ile baglanmis ve amin fonksiyonlu ug¢ gruplara sahip silikaya karboksil

uc gruplarina sahip Ce6 baglanmaya calisilmistir. (Silika-KN-silika=SKNS) (Sekil 3)

NH:2
NH2
S Distile Su Ph=5.5>
NH:

KN

S

KN
KNS

NH>
N ¢ NH:
— NHZ
S

SKNSCe6

ces S

Sekil 3. Amin fonksiyonlu silika nanopargaciklari ile KN ve Ce6’nin birlestirilmesi

(101).
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15 mL amonyum hidroksit ve 125 mL etanol 100 mL’lik cam sisede 40 °C’de 5 dakika
karistirildiktan sonra, 5 mL tetraetil ortosilikat eklenmis, hizli karistirma ile silika
formatina ulagilmistir. 1 saatlik zaman araliginda 2,5 mL tetraetil ortosilikat ve 0.2 mL 3-
aminopropil trietoksisilan karisima eklenerek, 6 saat siireyle inkiibasyon ligand bagl
silika noktalarinin olusturulmustur. etanol/su (1:3 h/h) ile 5 dakika 5000 rpm de
santrifiijlenerek 3 kez yikanan silika dotlar son yikama isleminde tartilarak, 1.5 g
silicadotlar elde edilmistir. Daha sonra topaklanmayi engellenmek igin sonikator

kullanilmis ve suda dagitilmistir.

50 mg sulu KN ve 1g silika noktalar, 100 mL deiyonize suda ¢dziilerek, 1siticida
2 dk karistirilmistir. 5 dakika etanol/su 1:2 (h/h) ile 5000 rpm santrifiijlenerek elde dilen

silika-kuantum noktalar (SKN) ¢oktiiriilmiistiir.

SKN’ler, 20 mL saf su da ¢6ziilmiis ve 66 pl 3-aminopropil trietoksisilan, 1600
ul tetraetil ortosilikat, 30 mL etanol karisima eklenmistir. 25°C da 4 saat karigtirilmis ve
SKNS elde edilmistir. SKNS; 5 dakika, 5000 rpm’de etanol/su (1:2 (h/h) ile
santrifiijlenerek yikanmistir. Elde edilen peletler kurutlarak daha sonra kullanilmak iizere

+4°C de saklanmustir.

Bu yontemle hazirlanan KN-silika nanopartikiilleri i¢in Tablo 1°de verilen oranlar

denenmistir.

Tablo 1. KN-silika kaplamada kullanilan oranlar

Grup MPS APS APTES TEOS KN Distile su | Toluen Hekzan Etanol NH40H
No [ @) | @) | (D @) |mg| mL) | @mL) | @mL) | @L) | (mL)
1 | 132333 - ; 5 _ 4
2 - - 200 100 | 5 2 - - 2
3 - - 200 | 200 | 5 2 - 2 _ 1
4 - - 20 10 | 2,5 1 - - 1

*MPS.: 3-merkaptopropil trimetoksisilan
*APS: Aminopropiltrimetoksisilan
*APTES: 3-Aminopropil trietoksisilan
*TEOS: Tetraetil ortosilikat

*NH+OH: Amonyum hidroksit

*KN: Kuantum Nokta

1. Grupta, 4 mL toluen i¢inde 132 pl 3-merkaptopropil trimetoksisilan ile 333 pl

aminopropiltrimetoksisilan ve 5 mg organik KN eklenerek 1 ve 2 saat karigtirilmistir.
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2. Grupta 2 mL distile su, 2 mL ethanol i¢inde 200 pl 3- aminopropil trietoksisilan
ile 100 pl tetraetil ortosilikat ve 5 mg KN sulu fazda eklenerek 1 ve 2 saat karigtirtlmistir.

3. Grupta 2mL heksan, 2mL distile su i¢inde ImL amonyum hidroksit (NH,OH)
eklenerek, iki kez aseton ile yikama yapilmig, daha sonra 5 mg organik ¢oziiciide
hazirlanan KN’ler eklenerek, 1 ve 2 saat inkiibasyonun ardindan 200 pl 3-aminopropil
trietoksisilan ve 100 pl tetraetil ortosilikat eklenmistir.

4. Grupta 1 mL distile su ve 1 mL etanol i¢inde 20 pl 3-Aminopropil trietoksisilan
ve 10 pl tetraetil ortosilikat, 2.5 mg KN eklenerek, 1 saat ve 2 saat karistirilmistir.

Her bir grubun 1 ve 2 saat sonra zeta potansiyel degerleri okunmustur.

3.4.1.3 KN-Ce6 Konjugatinin 2-aminodihidrojenfosfat (AEP) ile Hazirlanmasi

Diger bir yontem olan KN’lerin amin fonksiyonlu hale getirilmeye ¢aligilmistir.
Bunun i¢in AEP ile Sekil 4’ de belirtildigi gibi reaksiyona sokulan KN amin fonksiyonlu
hale getirilerek Ce6 ile baglanmaya calisilmistir (54). Ilk olarak Béliim 3.4.1.1° de
belirtildigi gibi KN’ler tiretilmistir. Daha sonra 10 mL PBS (Fosfat Tamponu) (pH 5.5)
tamponunda 10 mg AEP c¢oziilerek bu karisimdan SmL c¢ekilerek 5 mg KN ile 2 saat
manyetik karistiricida karistirilmistir (Cozelti I).

Bagka bir kapta 10 mg Ce6 4 mL PBS (pH 5.5) tamponunda ¢oziilerek bu
karisimdan 1 mL alinmis ve 10 mg 1-etil-3-(3- dimetilaminopropil)-karbodimid (EDC)
ve 6 mg N-hidroksisulfosukkinimid sodyum (NHS) eklenerek 1 saat manyetik
karistiricida karistirilmistir (Cozelti IT).

I ve II nolu ¢ozeltiler 24 saat oda sicakliginda manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra baglanmayan Ce6’larin uzaklagtirilmasi igin PBS (pH:5.5) de 3 giin
stireyle diyaliz edilmistir. Diyaliz sonrasi elde edilen ¢ozelti liyofilize edilmistir.

Aynt hazirlama islemi tampon yerine distile su kullanilarak da gergeklestirilmistir.
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NH, NHx
NH

NH;
AEP NH; EDC, NHS, Ce6
—
NH;
Acs NH: NH; ‘
NH;
. KN

Sekil 4. KN’lerin AEP ve EDC, NHS reaksiyonu ile u¢ gruplariin
fonksiyonellestirilerek Ce6 ile baglanmas1 sematik gosterimi (54).

3.4.2. U¢ Grubu Amin ile Fonksiyonellestirilmis KN ile Ce6 Konjugatinin

Hazirlanmasi

Bu 6n calismalarin sonunda KN’nin ug¢ gruplarinin amin fonksiyonlu hale
getirilememesi nedeniyle amin fonkisyonel KN’lerin ticari olarak temin edilmesi yoluna
gidilmistir. Ticari olarak temin edilen u¢ grubu amin ile fonksiyonellestirilmis KN’ler ile

Ce6 konjugasyon caligmalar yiiriitiilmiistiir.

KN’de bulunan NH> ile Ce6’da bulunan, -COOH gruplar1 arasinda amid
reaksiyonu ile Ce6 kovalent olarak KN ile konjuge edilmistir. Kisaca, (1mM, 200 ul Ce6)
Ce6, (5 mM, 200 pl) EDC ile aktive edilmistir. Daha sonra (5 mM, 200 ul) NHS
eklenmistir. Hazirlanan ¢ozelti, ticari olarak temin edilen terminal gruplari NH> ile
fonksiyonellestirilmis KN ¢ozeltisi (CdSeZnS) (40 ul, 250 pl PBS i¢indeki ¢ozeltisi) ile
karistirilmistir. Karigim, buz ile sogutulmus ultrasonik banyoda yaklasik bir saat sonike
edildikten sonra amikon filtreden (MWCO = 30 KDa) gecirilerek baglanmamis olan KN
ve Ce6 karigimdan uzaklastirilmigtir. Daha sonra belirlenen miktarda tampon ¢ozeltisi
icinde dagitilmistir. Konjugasyon i¢in en uygun miktarlar1 bulmak icin, Ce6, EDC ve
NHS oranlart sabit tutularak KN miktarlar1 degistirilerek yukarida anlatildigi sekilde

konjugasyon ¢aligmalar1 yapilmigtir.
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3.4.3. KN-Ce6 Konjugatimin Karakterizasyonu Calismalar

KN-Ce6 konjugasyonunun dogrulanmast i¢in Fourier Transform Infrared
Spektrometresinin (FT-IR), UV Spektrofotometre ve Yiiksek Kontrastli Transmisyon
Elektron Mikroskobu (CTEM) karakterizasyon yontemleri kullanilmastir.

3.43.1. KN-Ce6 Konjugatinin FTIR Analizi ile Taninmasi

Konjugatin  olusumun dogrulanmast i¢in Fourier Transform Infrared
Spektrometresi ile (ATR-FTIR) ile IR spektrumu ¢ekilmistir. FTIR-ATR eklentisi ile
500- 4000 cm! dalga boyu arahiginda IR spektrumlari gekilerek KN’lerin Ce6’yla
baglanmasi incelenmis, Ce6 ve KN’lerin yiizeylerindeki molekiillerin ¢esitli baglarinin

titresim frekanslar1 6l¢ililmiis ve molekiildeki fonksiyonel gruplar belirlenmistir.

3.43.2. KN-Ce6 Konjugatinin UV-Vis Spektrofotometre ile

Taninmasi

KN-Ce6 baglanmasini gostermek i¢in hazirlanan konjugat ve Ce6 1:1 oraninda

PBS (pH 5,5)’de seyreltilerek ve 250—700 nm araliginda UV-Vis spektrumu ¢ekilmistir.

3.4.3.3. KN-Ce6 Konjugatinin Yiiksek Kontrasth Gecirimli Elektron
Mikroskobu (CTEM) ile Gériintiilenmesi

KN, konjugat ependorf tiip icine konulmus ve tamamen homojen sekilde
dagilmasin1 saglamak i¢in ultrasonik banyoda tutulmustur. Cozeltiden mikropipet
yardimiyla karbon film kapl bakir 1zgaralara 5-10 pL damlatilip kurutularak, Lantan
hekzaboriir (LaBs) elektron tabancali, 20-120 kV araliginda hizlandiric1 voltaj altinda
calisan FEI Tecnai G? Spirit BioTwin model CTEM Mikroskop ile 120 kV enerjide

incelenmistir.
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3.5. Lipozom Dispersiyonlarinin Formiilasyon Calismalar:
3.5.1. On Formiilasyon Calismasi

KN-Ce6 konjugatini hapsedebilmek i¢in oncelikle en uygun lipozom bilesimi
secilmigtir. Kullanilan lipitler, KN’nin ¢ok maliyetli olmast ve hazirlanan konjugatin
miktarinin elimizde sinirli olmasi nedeniyle lipozom bilesiminin se¢iminde literatiirdeki
benzer ¢alismalardan yola ¢ikilmistir. Literatiirde KN-Ce6 konjugati igeren lipozom ile
yapilmis ¢caligma bulunmamakla birlikte sadece KN veya sadece Ce-6 igeren lipozomlarla
yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir. On formiilasyon calismalarinda bu bilesim ve
oranlardan yola ¢ikilarak lipozomlar bir sonraki boliimde detayli olarak anlatildig: sekilde
film yontemi ile hazirlanmistir. Hazirlanan lipozomlarin faz ayrimi olusturup
olusturmadig1 gorsel olarak incelenmis ve daha sonra ortalama partikiil biiyiikliikleri
Ol¢lilmiistiir. Uygun partikiil boyutuna sahip olan formiilasyon bulunduktan sonra KN-

Ce6 enkapsiile edilmis ve karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir.

3.5.2. Etken Madde icermeyen Lipozom Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

Etkin madde i¢cermeyen lipozom dispersiyonlar1 film metodu ile hazirlanmistir.
Lipozomlarin hazirlanmasinda faz gegis sicakligi farkli olan 2 lipit kullanilmistir; sivi
kristal lipit yapisina sahip L-a-fosfatidil kolin (PC; faz gecis sicakligi 10°C) ve 1,2-
distearil-sn-glisero-3-fosfokolin (DSPC; faz gecis sicakligi 55°C). Lipozomlarin
hazirlanmasi i¢in tiim lipidler (PC veya DSPC) ve lipozom bilesenleri, [kolesterol (Chol),
poletilen glikol 2000-distearil fosfatidil kolin (PEG2000-DSPE)] gerekli miktarlarda
tartildiktan sonra kloroformda ¢6ziilmiistiir. Ardindan rotavaporda diisiik basingta ve faz
gecis sicakliginin 5-10°C tizerinde kloroform ugurularak balon duvarinda ince bir lipid
film tabakasi elde edilmistir. Elde edilen film tabakasi, PBS (20 mM PBS, pH 5.5) tampon
¢ozeltisi ile faz gegis sicakliginin 5-10°C ilizerinde 30 dk. siire ile hidrate edilmistir.
Hazirlanan lipozomlarin partikiil boyutunu kiiciiltmek ve dispersiyonu homojenize etmek
icin sirastyla 0,6 - 0,4 ve 0,2 pm por agikligina sahip membran filtrelerin her birinden
liger kez gegirilmistir. Hapsedilmeyen konjugat +4°C*de, 21000 rpm de 3 kez 45 dakika

santrifiijlenerek uzaklastirilmistir.
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3.5.3. KN-Ce6 Konjugati iceren Lipozom Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

KN-Ce6 konjugati iceren lipozom dispersiyonlar1 Boliim 3.5.2” de anlatildig1 gibi
hazirlanmus, tek fark olarak elde edilen lipit film KN-Ce6 konjugati iceren PBS (20 mM
PBS pH: 5.5) tampon ¢ozeltisi ilave edilerek hidrate edilmistir.

3.5.4. KN-Ce6 Konjugati Iceren Yiizeyi Folat Ile Modifiye Edilmis

Immunolipozom Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

KN—-Ce6 konjugat1 iceren ve yiizeyi folik asit ile modfiye edilmis lipozom
dispersiyonlar1 Boliim 3.5.2° de anlatildigi gibi hazirlanmis, tek fark olarak lipit cifte
tabaka bilesimine 1,2-distearil-sn-glisero-3- fosfoetanolamin-N- [folat(polietilen glikol)

- 2000] (DSPE-PEG2000 - Folat) ilave edilmistir.

3.6. Lipozom Dispersiyonlarinin Karakterizasyonu

3.6.1. Vezikiillerin Partikiil Biiyiikliiklerinin ve Zeta Potansiyellerinin

Tayini

Hazirlanan yiizeyi modifiye edilmemis ve folat ile modifiye edilmis lipozom
dispersiyonlarinin partikiil biiytikliikleri ve biiyiikliik dagilimlar: ile zeta potansiyelleri
Coulter Nanosizer ve Malvern Zetasizer (Malvern Instrument, UK) ile 25 “C’de PBS (20
mM, pH=5,5) ile birebir seyreltilerek dlciilmiistiir. Olgiimler 6 6rnek iizerinden yapilmis

ve her bir 6l¢lim arka arkaya 3 ayr1 okumanin ortalamasi olarak kaydedilmistir.

3.6.2. licte Tutulan KN-Ce6 Konjugat Miktar1 ve Enkapsiilasyon Verimi

KN-Ce6 konjugat1 igeren lipozom dispersiyonlar1 Boliim 3.5.2°de anlatildig:
sekilde hazirlandiktan ve hapsedilmeyen etkin madde uzaklastirildiktan sonra, 100 puL
lipozom dispersiyonu balon jojeye alinmuis, iizerine 2 mL DMSO ilave edilerek lipit ¢ifte
tabaka yapisi parcalanmis ve hapsedilen etkin maddenin agiga ¢ikmasi saglanmigtir. Daha
sonra igte tutulan etkin madde miktar1 UV Spektroforometre ile 664 nm dalga boyunda
absorbanslart Sl¢iilmiistiir ve Bolim 3.3.3.’de anlatildig1 sekilde hazirlanan dogru

denklemi kullanilarak enkapsiilasyon verimi hesaplanmigtir.
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3.6.3. Lipozomlarin Mikroskop ile Goriintillenmesi
3.6.3.1. Lipozomlarin Polarizan Mikroskobu ile Goriintiilenmesi

Hazirlanan lipozom dispersiyonundan alinan 1-2 damla 6rnek lamel iizerine

konularak polarizan mikroskopla goriintiilenmistir.

3.6.3.2. Lipozomlarin CTEM ile Goriintiilenmesi

Hazirlanan lipozomlar Boliim 3.4.3.3.’de anlatildigi sekilde CTEM ile

goriintiilenmistir.

3.7. Lipozom Dispersiyonlarinin Stabilite Calismalar:

Caligmalarda taze hazirlanmisg iki farkli lipit (PC, DSPC) bilesimine sahip iki
farkli lipozom dispersiyonunun stabilitesi 6 ay siire ile izlenmistir. Stabilite ¢aligsmalari
folat ile modifiye edilmemis lipozom dispersiyonlar1 {izerinden gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in 0,5 mL’lik 6rnekler hazirlanarak +4 °C ve oda sicakliginda 6 ay bekletilmistir.
Onceden belirlenen zamanlarda (0., 1., 2., 3., 4. ve 5. aylarda) érnekler goriiniis (faz
ayrimi, renk vs), partikiil biiyiikliigii ve dagilimi ile igte tutulan maddenin kayb1 a¢isindan

degerlendirilmistir.

3.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
3.8.1. Hiicrelerin Bilyiitiilmesi

Formiilasyonlarin sitotoksik etkinliklerinin degerlendirilmesinde Folat reseptorii
iceren 4T1 (fare meme kanseri) hiicre hatti kullanilmistir. Hiicreler, 37°C’de %5 CO»
iceren ortamda %10 Fetal Sigir Serumu ve % 1 Penisilin-Streptomisin (10000U/10000
mg/mL) ile takviye edilmis RPMI 1640 ortami (4 mM L-glutamin ve sodyum piruvat) ile
inkiibe edilmistir.

3.8.2. Hiicrelere Uygulanacak Konjugat Dozunun Belirlenmesi

Hiicrelere uygulanacak konjugat iceren lipozom dispersiyonunun dozu

belirlenmeye ¢alisilmigtir. Bunun i¢in, 96’lik plaklara 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
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4T1 hiicreleri ekilmistir. Ekilen hiicreler, plaklara yapigmasi i¢in 37 “C 'de %5 CO- igeren
ortamda gece boyunca bekletilmistir. Ertesi giin hiicre besiyeri uzaklastirilmig ve
kuyucuklara belirlenen farkli konsantrasyonlarda etkin madde iceren ve igermeyen
yiizeyi folat ile modifiye edilmis ve edilmemis lipozom dispersiyonlar1 ve serbest

konjugat uygulanmis ve 4 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan hiicre canliliklar1 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile degerlendirilmistir. Kisaca, belirlenen
inkiibasyon siireleri sonunda kuyucuklara MTT reaktifi (1mg/mL) ilave edilmis ve 4 saat
inkiibasyon sonrasinda canlt hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristalleri DMSO
ilavesiyle c¢oziilmiistiir. Optik yogunluk, 570 nm'de ELISA mikroplaka okuyucu
(Molecular Devices, Silicon Valley, CA) ile dlgiilmiistiir.

Kuyulara ekilecek hiicre sayisini optimize edebilmek i¢in aymi iglemler 2x103

hiicre/kuyucuk olacak sekilde tekrarlanmistir.

3.9. 4T1 Tiimor Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkinin Incelenmesi
3.9.1. On Cahsmalar

Optimum c¢alisma kosullarini belirlemek i¢in 4T1 tiimor hiicreleri ile 6n
caligmalar yapilmistir. Bu amagla, farkli hiicre sayilari (10x10°, 5x10°, 2x10°
hiicre/kuyucuk), formiilasyonlarla farkl: inkiibasyon siireleri (4 ve 24 saat), farkli X 1511
dozlar1 (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 20, 30, 45 Gy) ve 1sinlama sonras1 farkli bekleme siireleri
(24, 48, 72 saat) denenmistir. Hiicre canliliklar1 Boliim 3.8.2.’de anlatildig1 gibi MTT testi

ile 6l¢iilmiistiir.

3.9.2. Lipozom Formiilasyonlarinin 4T1 Tiimér Hiicreleri Uzerindeki

Sitotoksik Etkilerinin incelenmesi

Boliim 3.9.1° de anlatildig: seklilde yapilan 6n ¢alismalar sonucunda belirlenmis
optimum deney sartlarinda antitiimoral etkinin incelenmesi igin sitotoksisite deneyleri
gerceklestirilmistir. Bu amagla, 4T1 hiicreleri, 2x10° hiicre/kuyucuk konsantrasyonunda
96 kuyucuklu plaklara ekilmis ve Ekilen hiicreler, plaklara yapigmasi i¢in 37 °C'de %5
CO; igeren ortamda gece boyunca bekletilmistir. Ertesi giin besiyeri uzaklagtirildiktan

sonra kuyulara 1.5 ve 3 pg/mL KN-Ce6 konjugat1 ve etkin madde i¢eren ve igermeyen
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yiizeyi folat ile modifiye edilmis ve edilmemis lipozom dispersiyonlar1 uygulanmistir. 4
saat inkiibasyondan sonra, formulasyonlar uzaklastirilarak hiicreler PBS ile yikanmistir.
Taze ortam eklenen hiicreler dnceden belirlenmis radyasyon dozlar1 (5, 10, 15 ve 20 Gy)
ile agsagida anlatildig1 sekilde (Bo6lim 4.6.3.3) isinlamaya tabi tutulmus ve 1sinlama
sonras1 hiicreler 37 °C'de %5 CO: inkiibatdorde 72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklar1 Boliim 3.8.2.°de anlatildignr gibi MTT testi ile

Ol¢iilmiistiir.

3.9.3. Isinlama prosediirii

Isinlama oncesinde lineer hizlandiric1 (Electa versa HD) cihazinin dozimetrik
kontrolleri yapilarak cihazin iirettigi radyasyonun verimi kontrol edilmistir. {1k olarak
cihaz SAD=100 ¢cm ve 10x10 cm?’ lik alan boyutlarinda maksimum doz derinliginde, 1
MU = 1 c¢Gy verecek sekilde kalibre edilmistir. Kalibrasyon i¢cin RW3 kat1 su fantomu ve
0.6 cc Farmer tipi iyon odas1 kullanilmistir ve dl¢timler IAEA Technical Report Series
398 (TRS 398) numarali doz protokolii ¢ergevesinde yapilmigtir. Daha sonra hiicre
kiiltiirleri PTW marka RW3 kati su fantomu kullanilarak SAD=100 cm’de, 20x20 cm?
alanda 10 cm derinlikte belirlenen dozlarda Tablo 2.’de belirtilen doz ve monitor
unitlerde (MU), 400 MU/dk doz hizinda 6 MV lineer hizlandirici cihazinda isinlanmistir
(Sekil 5).

Kati su fantomu \.
Sem
Hiicre Kiiltiiri
Kati su fantomu l
Masa ‘ 10 cm

SAD=100

-

Sekil 5. Plaklarin 6 MV lineer hizlandirici ile 1s1nlama diizenegi
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Tablo 2. 6 MV foton enerjisi i¢in hiicre kiiltiir serilerine verilen MU (Monitor Unit)
degerleri ve bu degerlere karsilik gelen dozlar.

Doz(Gy) MU Doz(Gy) MU
0 0 12 1644
2 274 14 1918
4 548 15 2054
5 685 20 2740
6 822 30 4110
8 1096 45 6165
10 1370

3.10. In Vivo Cahsmalar
3.10.1. Hayvanlarda Tiimo6r Modelinin Olusturulmasi

In vivo calismalar icin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan izin alinmistir (27.08.2015 tarih ve 2015/62-04 sayili karar). Bu ¢aligmalar
4-6 haftalik Balb-C disi fareler iizerinde gergeklestirilmistir.

In vivo ¢alismalar icin 10° hiicre/0.1 mL folat reseptdrii eksprese eden 4T1 tiimor
hiicresi, Balb/C (4-6 haftalik, disi) farelerin sag iist ayak bdlgesine subkiitan enjeksiyon
yoluyla uygulanmistir. Yaklasik 3 hafta sonra palpasyonla tespit edilecek biiyiikliikte

tiimor gelisen fareler ¢alisma i¢in kullanilmastir.

3.10.2. Tiimor Goriintiileme Calismasi

Folat reseptorii ile hedeflendirilmis lipozom dispersiyonlarinin tiimdre
tutulumunu gostermek ve hazirlanan lipozomlarin tiimdrdeki tutulumlarinin en yiiksek
oldugu zamana tespit etmek amaci ile lipozom dispersiyonlart Tc-99m ile isaretli lipozom
dispersiyonlar1 tiimoér modeli olusturulmus farelere uygulanmis ve gama kamera ile

goriintiileme yapilmustir.
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3.10.2.1.Lipozom Dispersiyonlarmin Tc-99m 1le Isaretlenmesi ve

Isaretlemenin Kalite Kontrolii

Sintigrafik goriintiileme i¢in kullanilacak olan lipozomlarin yiizeyine Tc-99m’in
stabil ~ baglanmasin1  saglamak  i¢cin  lipozom  dispersiyonu  bilesimine
dietilentriaminpentaasetik asit-1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin (DTPA-PE)
eklenmistir. Lipozom dispersiyonu Boliim 3.5.2. de anlatildig1 sekilde hazirlanmig tek
fark olarak lipit bilesimine % 0.1 molar oranda DTPA-PE eklenmistir. Tc-99m ile
isaretlenme i¢in 1 mL lipozom dispersiyonu i¢in Img/mL kalay klortir (SnClz) ve 3,5 mCi

Tc-99m ¢ozeltisi eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.

Isaretlemenin kalite kontrolii ani ince tabaka kromotografisi (instant thin layer
chromatography =ITLC) yontemi i¢in sabit faz olarak ITLC-SG hareketli faz olarak polar
ve non-polar iki ¢oziiclide kullanilarak ITK islemi yapilmistir. 1x10 cm plaklara isaretli
lipozom dispersiyonlar1 tatbik edildikten sonra hareketli fazda siiriiklenmeye
birakilmistir. Kurutulan plaklar ortadan ikiye kesilerek her iki parca ayri ayri gama

sayicida aktiviteleri sayilarak ve Esitlik 3 kullanilarak isaretleme verimi hesaplanmastir.

[saretli Tc—99m aktivitesi X
Isaretli T-99m + Serbest Tc—99m aktivitesi

% isaretleme verimi = 100........ (Esitlik 3)

3.10.2.2. Gama Kamera ile Goriintilleme Calismalar:

Boliim 3.10.1° de anlatildig1 sekilde tiimor modeli olusturulan farelerde timor
boyutu yaklagik 1-1,5 cm boyutuna ulastiginda Tc-99m isaretli yiizeyi folik asit ile
modifiye edilmis KN-Ce6 konjugati igeren lipozom dispersiyonu 2,5 mCi/ 0.2 mL olacak
sekilde kuyruk veninden i.v yolla uygulanmistir. Enjeksiyondan 0., 1. saat, 2. saat ve 3.
saatlerde hayvanlar anestezi ile uyutularak ve planar sintigrafik goriintiiler ¢ekilmistir.
Elde edilen goriintiiler analiz edilerek uygulanan lipozom dispersiyonunun tiimor

dokusunda maksimum tutuldugu zaman belirlenmeye calisilmistir.
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3.10.3. Lipozom Formiilasyonlarmn Sitotoksik Etkinliginin In Vive

incelenmesi

Bu c¢aligmada hazirlanan formiilasyonun uygulandigi farelere radyoterapi
uygulayarak hicbir tedavinin uygulanmadigi kontrol grubu ve sadece radyoterapi
uygulanan grup arasindaki farkliligin arastirilmasi bu sayede tedavi etkinliginin in vivo

olarak gdsterilmesi amaglanmistir.

Bu amag dogrultusunda Boliim 3.10.1° de anlatildig: sekilde tiimor olusturulmus
fareler, her grupta 12 hayvan olacak sekilde 3 gruba ayrilmistir. Grup I’ deki farelere
herhangi bir iglem uygulanmamistir (kontrol grubu), Grup II” deki farelere sadece 10 Gy
doz ile tek seferde olmak iizere 1sinlanarak radyoterapi uygulanmis (kontrol grubu), Grup
III’ deki farelere ise ylizeyi folik asitle modifiye edilmis KN-Ce6 konjugati iceren
lipozom dispersiyonu i.v olarak verilmis, enjeksiyondan 6 saat sonra hayvanlar 10 Gy
doz ile tek seferde olmak iizere 1sinlanarak radyoterapi uygulanmistir. Tedavi
etkinliklerini izlemek i¢in, hayvanlarin agirlik degisimleri ve tiimér hacimlerindeki
degisim, sag kalim siireleri izlenmistir. Ayrica, 0., 5. ve 10. giinlerde her gruptan 2 fare
sakrifiye edilerek tiimor dokusu ve diger organlari c¢ikarilarak histopatolojik
degerlendirme yapilmistir. Bu islemler yapilirken kendiliginden 6len hayvanlar deneyden

cikartlmistir.

3.10.3.1. Tedavi Planlamasinin Yapilmasi

Tedavi planlamasi yapilabilmesi i¢in, Grup II ve Grup III’deki farelere anestezi
uygulanmis (100mg/kg ketamin, 10mg/kg ksilazin; intraperitonal enjeksiyon ile) ve
farelerin Bilgisayarli Tomografi (BT) simiilatorde BT goriintiileri ¢ekilmis ve tedavi
planlama sistemine (TPS) gonderilen BT goriintiileri iizerinde tiimor hacimleri
(GTV=gross target volume) ve farelerin kontiirleri ¢izilmis, ardindan tedavi planlamasi

yapilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. TPS’ de tiimor kontiirleme ve body ¢izimi

3.10.3.2. Isinlama Prosediirii

Isinlama Oncesinde lineer hizlandirict (Varian Clinac) cihazinin dozimetrik
kontrolleri Boliim 3.9.3.” de anlatildig1 sekilde yapilarak cihazin iirettigi radyasyonun

verimi kontrol edilmistir.

Tedavi planlamasi yapildiktan sonra farelere tekrar anestezi uygulanmis ve
farelerin ilizerine 1cm bolus yerlestirilerek, SSD = 100cm’de, 1,5 cm derinlikte, 38 x 14
cm? alanda 956 MU ve 400 MU/dk doz hizinda 10 Gy radyasyon dozu tek seferde Sekil
7’ de goriildiigii gibi uygulanmistir. Grup III i¢in bu uygulama lipozom dispersiyonu

uygulandiktan 6 saat sonra yapilmistir.
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Sekil 7. Varian Clinac lineer hizlandirici cihazinda farelerin {izerine 1 cm bolus
yerlestirilerek yapilan 1sinlamanin goriintiisii

3.10.3.3. Tedavi etkinliginin izlenmesi
3.10.3.3.1. Farelerin Viicut Agirhklarindaki Degisimin Saptanmasi

Tedavi etkinliginin izlenmesi i¢in farelerin viicut agirliklarindaki degisimin
belirlenmesi amaglanmistir. Hayvanlar 0.,5.,10.,13.,14. giinlerde hassas terazi ile
Ol¢iilerek agirliklar: kaydedilmistir. Grup III’de yer alan fareler daha uzun yasadiklari igin

ilerleyen zamanlarda da 6l¢iim alinmigtir.

3.10.3.3.2. Hayvanlardaki Tiimor Boyutundaki Degisimin Belirlemesi
3.10.3.3.2.1. MikroBT Goriintiillemesi ve Tiimor Hacminin Belirlenmesi

Hayvanlarda olusan tiimér boyutundaki degisimin belirlenmesi i¢in 0, 5 ve 10.
giinlerde her bir grubun Mikro BT de BT goriintiileri ¢ekilmistir (Sekil 8a). Mikro BT ile
elde edilen BT goriintileri GE Healthcare Advantage workstation 4.7 programi
kullanilarak; uzunluk, genislik ve derinlikler 6l¢iilmiis ve Esitlik 4 kullanilarak timor
hacimleri hesaplanmistir. MikroBT den elde edilen BT goriintiileri GE Healthcare
Advantage workstation 4.7 ile degerlendirilmistir (102, 103).
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3.10.3.3.2.2. BT Similator Goriintiilemesi ve Tiimor Hacminin Belirlenmesi

Hayvanlarda olusan tiimér boyutundaki degisimin belirlenmesi i¢in 0, 5 ve 10.
giinlerde her bir grubun BT simiilatorde BT goriintiileri ¢ekilmistir (Sekil 8b). BT
Simiilator ile elde edilen BT goriintiileri GE Healthcare Advantage workstation 4.7
programi kullanilarak; uzunluk, genislik ve derinlikler dl¢iilmiis ve Esitlik 4 kullanilarak

timor hacimleri hesaplanmistir(102,103).

Tiimor hacmi (mm?) = 0,52 x genislik x uzunluk x derinlik ............... (Esitlik 4)

(@)

(b)
Sekil 8 a-b. Mikro-BT (a) ve BT similatorde (b) yapilan goriintiileme islemi
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3.10.3.3.2.3. Manuel Olarak Tiimér Boyutlarinin Olgiilmesi ve Tiimér Haciminin

Hesaplanmasi

Her BT ¢ekimi oncesinde ve 10.giinden sonra yasayan hayvanlarmn 13., 14., 17.,
19., ve 24., giinlerde her bir farede bulunan tiimoériin uzunluk ve genislikleri kumpas ile
Ol¢iilmiis, (Esitlik 5) kullanilarak tiimoér hacimleri hesaplanarak ortalamalart alinmistir

(102,103).

Tiimor hacmi (mm?) = 0,52 x (genislik)> x uzunluk ..................... (Esitlik 5)

3.10.3.3.3. Biyokimyasal Degerlendirme

Tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde yardimci olmak {izere tam kan sayimi
yapilmistir, bunun igin 0., 5. ve 10. giinlerde farelerden kan alinmis ve tam kan sayimi

yapilmustir.

3.10.3.3.4. Sag Kalim Siirelerinin Izlenmesi

Boliim 3.10.3” de anlatildig: sekilde 3 gruba ayrilan farelerin (histolojik ¢alisma

ve diger degerlendirmeler i¢in kullanilan fareler hari¢) sag kalim stireleri kaydedilmistir.

3.10.3.3.5. Histopatolojik ve inceleme

Bolim 3.10.3° de anlatildig1 sekilde sitotoksik etkinlik incelenen hayvanlar
goriintiileme islemlerinden sonra 0., 5. ve 10. giinlerde sakrifiye edilerek tiimor
dokusundaki degisimleri histopatolojik olarak incelenmistir. Sakrifiye edilen hayvanlarin
tiimor dokusu ve kalp, akciger, beyin, beyincik, mide, bagirsaklar, dalak, karacigerleri
cikartlmistir. Cikarilan timér dokusunun boyutlart (en: X, Boy: Y, derinlik: Z)
Ol¢lilmiistlir. Daha sonra doku ornekleri %10’luk tamponlu formaldehit igerisinde tespit
edilmigtir. Tespit olduktan sonra doku Ornekleri trimlenerek kasetlere yerlestirilmistir.
Bunu takiben 6rnekler akan su ile 12 saat boyunca yikanmistir. Ardindan dokular rutin
doku takip cihazina alinarak, parafinde bloklanmistir. Her bir bloktan 5 pm kalinliginda
mikrotomla hazirlanan kesitler; otomatik boyama makinesinde deparafinizasyon ve
dehidrasyon asamalarindan sonra Harris’in Hematoksilen-Eozin (HE) yoOntemiyle

boyanarak; otomatik kapatma makinesinde lamel ile kapatilmigtir. Tiim bulgular (nekroz,
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kanama, yangisal hiicre infiltrasyonu, kire¢lenme, tiimor hiicrelerinin morfolojisi, kapsiil,
cevre dokulara invazyon, uzak dokulara metastaz) 1s1tk mikroskobu altinda
degerlendirilerek tanilar1 konulmus, derecelendirilmis ve gerekli goriilen alanlar
fotograflanmistir. Nekroz, kanama, yangisal hiicre infiltrasyonu, kireglenme gibi bulgular
semikantitatif olarak 10 farkli sahada, 4’liik, 10’luk ve 40’11k objektifte siddetlerine gore
derecelendirilmistir. Buna gore; (-) negatif , (+) hafif siddette, (++) orta siddette ve (+++)
siddetli olarak degerlendirilmistir. Tiimor hiicrelerinin morfolojisi, kapsiil, uzak dokulara
metastaz, ¢cevre dokulara invazyon gibi bulgular ise var/yok olarak belirtilmistir. Mitotik
aktivitenin varhigin1 degerlendirmek ig¢in rastgele secilen neoplazik hiicrelerin yogun
oldugu 10 farkli mikroskop sahas1 40’lik objektif ile taranmig ve gozlenen mitotik aktivite

sayilar1 belirtilmistir.

3.11. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde SPSS 25 (IBM Corporation, New York, USA) istatistiksel
analiz programi kullanilmistir. Tiim deneyler i¢in ortalama + standart sapma degerleri
hesaplanmustir. Ug veya daha fazla sayida grubun ortalamalari arasindaki farkliligin

anlamliligini test amaciyla kullanilan Kruskal-Wallis testi uygulanmigtir.

Hayvan deneylerinde yapilan agirlik, tiimor boyutu oOlglimlerinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesinde Friedman siralamali iki-yonlii varyans analizi (Friedman’s
Two-way Analysis of varience) testi kullanilmistir. Bagimsiz degisken olma durumunda

Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Istatistiksel olarak p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ce6’nin Yapisina Ait Bulgular
4.1.1. Ce6’nin UV-VIS Spektrumu

Boliim 3.3.2° de anlatildig iizere Ce6’ nin DMSO i¢indeki ¢ozeltisinin UV
spektrumu ¢ekilmis ve maksimum absorbsiyon dalga boyu olarak 406 nm ve 664

nm’lerde 2 pik gbzlenmistir (Sekil 9).

KN seciminde, kalibrasyon dogrusu hazirlamada ve enkapsiilasyon
hesaplamalarinda UV spektrofotometre ile yapilacak olan c¢aligmalarda 664 nm’deki

dalga boyunun kullanilmasina karar verilmistir.

023 T T T T
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_0.053 1 1 1 1
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Dalga Boyu (nm)

Sekil 9. Ce6’nin DMSO igindeki ¢ozeltisinin UV spektrumu

4.1.2. Ce6’ nin Kalibrasyon Dogrusu

Boliim 3.3.3°de anlatildig: sekilde Ce6’nin DMSO ¢ozeltisi i¢indeki kalibrasyon
dogrusu hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslari
okunarak, konsantrasyona karsi absorbans degerleri grafiklenerek kalibrasyon dogrusu
¢izilmis, dogru denklemi y = 0,1342x+0,0068 ve R? = 0,9998 olarak bulunmustur (Sekil
10).
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Sekil 10. Ce6 DMSO i¢inde hazirlanan kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi

4.2. KN Sentezi ve KN-Ce6 Konjugatinin Hazirlanmasi

4.2.1. KN Sentezi ve KN-Ce6 Konjugatinn Hazirlanmasi Icin Yapilan On
Calismalara Ait Bulgular

Boliim 3.4.1.1°de anlatildig1 sekilde KN sentezi yapilmistir. Ancak bu ¢aligmalarda
hazirlanan KN’lerde agregasyon gdzlenmis ve buna bagli olarak hazirlanan KN’lerin
partikiil boyutlar1 istenen boyutlardan daha biiyiik olarak bulunmustur. Ayrica hazirlanan
KN’lerindeki yiizey fonksiyonel gruplarinin karboksil grubu ve amin grubu ile yer
degistirmesinin istenilen oranda gercgeklestirilememesi nedeniyle 6n ¢aligmalarda
hazirlanan KN’lerin ¢alismalarda kullanilmamasina ve deneylerin u¢ grubu amin ile
fonksiyonellestirilmis fotoduyarlastirici olarak c¢alismada kullanilacak olan alic
(Ce6)’nin sogurulma piki ile ortiisen goriiniir bolgede kirmizi 151k yayan 655-675 nm

dalga boyuna sahip CdSe/CdS KN kullanilmasina karar verilmistir.

4.2.2. KN-Ce6 Konjugatimin Hazirlanmasina Ait Bulgular

KN-Ce6 konjugati Boliim 3.4.2.°’de anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. En uygun
konjugasyon verimi elde etmek i¢in denenen oranlar Tablo3’de gosterilmistir. Hazirlanan

konjugatlarin karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmustir.
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Tablo 3. Kullanilan stok ¢ozeltiler(*) ve konjugasyon ¢alismasinda kullanilan oranlar

Kod NHS EDC Ce6 KN
Konjugat 1 200 pl 200 pl 200 pl 20 pl
Konjugat-2 200 pl 200 pl 200 pl 40 pl
Konjugat-3 200 pl 200 pl 200 pl 60 pl

(*) NHS = 5 mM NHS [Fosfat tamponu (PBS) (pH 5.5) igindeki ¢ozeltisi]
ECD =5mM EDC [PBS (pH 5.5) igindeki ¢ozeltisi]
Ce6 = 1 mg/mL Ce6 [PBS (pH 5.5) igindeki ¢ozeltisi]
KN = KN (250 wl PBS igindeki ¢ozeltisi)

4.2.3. KN-Ce6 Konjugatinin Karakterizasyonuna Ait Bulgular
4.2.3.1. KN-Ce6 ve Konjugatinin FTIR Analizi ile Taninmasi

Tablo 3°de belirtilen oranlarda hazirlanan konjugatlarin FTIR spektrumlari Bolim
3.4.3.1° de anlatildig1 sekilde g¢ekilmistir. Konjugatlarin yanisira Ce-6 ve KN’lerin
yiizeylerindeki molekiillerin ¢esitli baglarinin titresim frekanslar1 Olclilmiis ve
molekiildeki fonksiyonel gruplar belirlenmis ve baglanmanin (konjugasyonun) saglanip

saglanmadig1 kontrol edilmistir. Spektrumlar Sekil 11° de gosterilmistir.

Spektrumlar incelendiginde Konjugat-2’de daha belirgin olmak iizere Konjugat-2
ve Konjugat-3’te baglanmanin oldugu goriilmiistiir. Hazirlanan KN’ler PBS tamponu
icinde dagitildig: i¢in ve c¢ozelti halindeki konjugatlarin FTIR spektrumunda su olan
bolgelerin baglamanin gerceklestigi bolge ile cakismaya ugrayabilecegi, dolayisi ile
baglanmanin goriilmesini engelleyebilecegi diisiincesi ile iyi sonug¢ veren Konjugat-2
liyofilize edilmis ve hem liyofilize hem de ¢ozelti halindeki konjugatin FTIR spektrumu
cekilmistir (Sekil 12).
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Sekil 11. 1 saat inkiibasyon sonras1 CdSe/CdS KN ( ), serbest Ce6 (mmmm), Konjugat
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(er-1gwinry-)

200:Ces+Qh-s14

B M

160

120

100

30

% Gegirgenlik

&0

40

-20

m o

%

4000 3500 3000 2500 2000 1500

1000

Dalga Sayisi cm™

Sekil 12. Konjugat-2’nin liyofilize (sar1 ¢izgi) ve PBS icindeki ¢dzeltisinin (siyah ¢izgi)

FT-IR spektrumu.

Son olarak; KN, Ce6 ve Konjugat-2’nin (liyofilize) infrared spektrumlari

karsilagtirilarak incelenmistir. KN’lere ait FTIR spektrumu incelendiginde, 3700 - 3000

cm! araliginda genis ve yayvan bandin yer aldigi gériilmiistiir. Bu bant KN’nin sulu
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ortamda siispanse oldugunu ve su molekiiliine ait —OH gruplarinin gerilme titresimlerine
ait oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak 1646 cm™’de goriilen absorpsiyon band: ise

KN’lerin -NH2 gruplariyla fonksiyonellestirildiginin gostergesidir.

Ce6’ya ait FTIR spektrumu incelendiginde 1403 cm!’de goriilen bant Ce6

yapisinda bulunan COO- gerilmesini ifade etmektedir.

KN’lerin Ce6 ile konjugasyonunda karbodiimid kimyas1 uygulanarak (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid) (EDC) ve N-Hidroksisuksinimid (NHS)
capraz baglayici ajan olarak kullanilmistir. KN’lerin sahip olduklari primer amin gruplari
ile Ce6’ya ait karboksil gruplar1 arasinda kovalent baglanma gerceklestirilmistir. KN-Ce6
ornegine ait spektrumda amit I bandindaki 1709 cm™!” de olusan yeni absorpsiyon bandi

KN’lerin iizerine Ce6’nin kovalent immobilizasyonunun gercgeklestigini gostermistir.

Ayrica, 1612 ve 1373 cm’deki absorpsiyon bandi, N-H bag biikiilmesi ve C-N
gerilme titresimine bu bantlarda amin gruplari ile basaril1 yiizey modifikasyonunun yani

konjugat olusumunu dogrulamaktadir (Sekil 13).
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Sekil 13. KN, Ce6 ve liyofilize Konjugat-2’nin FTIR analizi sonucu

63



4.2.3.2. KN-Ce6 Konjugatinin UV Spektrofotometresi ile Taninmasi

KN-Ce6 konjugatinin gerceklestigini dogrulamak i¢in Bolim 3.4.3.2° de
anlatildig1 sekilde UV-Vis Spektrofotometre ile de gosterilmistir (Sekil 14). Bu
spektrumda Ce6 ve KN-Ce6 konjugatinin absorbans soret bandlar1 tam olarak uyustugu

icin kovalan olarak baglandig: goriilmektedir (104).
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Sekil 14. Ce6 (siyah) ve KN-Ce6 Konjugati (kirmizi1)’ nin UV spektrumu

4.2.3.3.KN-Ce6 Konjugatinin CTEM ile Goriintiilenmesi

Boliim 3.4.3.3.°de anlatildig1 sekilde hazirlanan KN-Ce6 konjugatlarinin CTEM
goriintiileri alinmigtir. CTEM goriintiileri Sekil 15 a-d’ de gosterilmistir. KN’lerin
etrafindaki daha diisiik kontrastli yapilar Ce6 olarak degerlendirilmistir (Sekil 15 c-d) ve
goriintiilerdeki bu kontrast farklilik baglanmanin gerceklestigini
gostermektedir(105,106). Ayrica elde edilen CTEM goriintiilerinden en kiigiik KN’nin
capmmin 1.6 nm, en yiiksek 13,3 nm ve ortalama 3,11£1,67 nm (n=5524) oldugu

bulunmugtur.
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p————— 50 nm I ] ————— 100 nm

Sekil 15 a-d. CdSeZnS KN’lerinin (a) 50 nm ve (b) 100 nm ve KN-Ce6 konjugatinin (c)
50 nm ve (d) 100 nm 6lgekli CTEM goriintiileri

4.3. Lipozom Dispersiyonlarinin Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

4.3.1. On Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

Boliim 3.5.1°de anlatildigr sekilde hazirlanan farklt molar bilesimlerde lipozom
dispersiyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu lipozom dispersiyonlarinda gozlenen

sonuclar Tablo 4’ de verilmistir.
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Tablo 4. On formiilasyon ¢aligmalar1 kapsaminda hazirlanan lipozom dispersiyonlar: ve bilesimleri ile partikiil biiyiikliigii-dagilimlar1 ve
gdzlenen sonuglar

Lipit Molar DSPC PC Chol Ce6 Tampon Ort.Partikiil PDI Gozlenen sonug
Bilesimi Bilesim ) ) ) ) (pH:7,4) | Biiyiikliigii (nm)
DSPC:Chol:Ce6 | 6:4:0,5 192 - 62,0 11,9 PBS 833,0 0,709 Agregasyon olustu, siizme islemi
754.1 0.637 basan ile gerceklestirilemedi.
7949 0,692
DSPC:Chol:Ce6 | 6:4 192 - 62,0 2,4 Tris 2634,0 0,38 Agregasyon olustu, siizme islemi
2410,0 0.49 basan ile gerceklestirilemedi.
2810,0 0,48
DSPC:Chol:Ce6 | 10:5 320 - 77,3 0,4 Tris - - Agregasyon olustu, boyut
Olgiilemedi
PC:Chol 2:1 - 66,9 14,6 - Tris 982,9 1,0 Partikiil boyutu istenilen diizeye
1061,0 1.0 indirilemgdi. Ayr1.0a PDI degeri 1
oldugu i¢in homojen bir dagilima
1092,0 1,0 sahip olmadig1 gorilmistiir.
PC:Chol 2:1 - 180 61,9 - Tris 5781,0 0,475 Partikiil boyutu istenilen diizeye
6282.0 0.782 indirilemedi.
6179,0 0,761
DSPC:Chol 10:5 320 - 77,3 - Tris 3,13E+04 0,213 Partikiil boyutu istenilen diizeye
3.83E+04 0.062 indirilemedi.
3,38E+04 0,334
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Tablo 4. On formiilasyon ¢aligmalar1 kapsaminda hazirlanan lipozom dispersiyonlar1 ve bilesimleri ile partikiil biiyiikliigii-dagilimlar1 ve

gozlenen sonuglar (devami)

Lipid Molar DSPC PC Chol Ce6 Tampon Ort.Partikiil PDI Gozlenen sonug
e . Bilesim H:7.4 Biiyiikliigii (nm
Bilesimi M mg) | (mg) (mg) (mg | PHTA) | Blvakiigh (m)
PC:Chol 2:1 - 66,9 14,6 - HEPES 189,8 0,202 Boyut analizinde 190 nm olarak
belirlendi, mikroskobun
196,5 0,188 ¢Oziniirligiinden kaynakli olarak
polarizan mikroskop ile
195,8 0,187 goriintiilenemedigi i¢cin TEM ile
- - bakilmasma karar verildi. Bu
PC:Chol 2:1 - 114 38,6 - HEPES 197,5 0,157 oranlarin uygun oldugu
diistintildiikten sonra bu
197.4 0,165 formiilasyonla devam edilmesine
karar verildi.
199,0 0,154
PC:Chol 2:1 - 13,8 2,92 KN+Ce6 PBS 850,3 1,0 Stizme gerceklestirilememistir.
(1m) 894,9 1,0
991,6 1,0
PC:Chol:PEG 2:1:1:1 - 13,8 2,92 KN+Ce6 PBS PEG eklenerek devam edildi.
2000- DSPE (1 mL) agregasyon gorildiigii icin, boyut
i ) olgiilmedi. Formiilasyona yiik verici
madde eklenme karar1 verilmistir.
PC:Chol: - 13,8 2,92 KN+Ce6 PBS SA ve DCP gibi yiik verici maddeler
PEG2000DSPE: 2:1:1:1 (1m) Sonuglar Tablo 6’da verilmistir. ile - lipozomlarin agregasyonlg it
SA engellemeye calisilmistir. SA ilave

edilen formiilasyon basarili bulundu.
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4.3.2. Lipozom Formiilasyon Caliymalarina Ait Bulgular

Boliim 3.5.1°de anlatildig1 sekilde yapilan 6n formiilasyon caligmalari sonucunda
partikiil boyutu ve enkapsiilasyon verimi agisindan en uygun bilesim ve oranlar secilmis,
calismanin ilerleyen kisimlarinda bu formiilasyonlarla c¢alismaya devam edilmistir.
Calismamizda kullandigimiz lipozom formiilasyonlart Boliim 3.5.2°de anlatildigi sekilde
hazirlanmistir, ¢alismada kullanilan lipozom dispersiyonlarinin bilesimi molar oranlar1 ve

kodlar1 Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5. Caligmada kullanilan lipozom dipersiyonlar1 ve kodlart.

Lipozom Formiilasyonu Kodu
PC:Chol:SA:PEG 2000- DSPE PCL
DSPC:Chol:SA:PEG 2000- DSPE DSPCL
PC:Chol:SA:PEG 2000- DSPE+KN- Ce6 PCL-K
DSPC:Chol:SA:PEG 2000- DSPE+KN-Ce6 DSPC.-K
PC:Chol:SA:PEG 2000- DSPE:FA-PEG 2000-DSPE PCL-FA
DSPC:Chol:SA:PEG 2000- DSPE:FA-PEG 2000- DSPE DSPC.-FA
PC:Chol:SA:PEG 2000- DSPE:FA-PEG 2000-DSPE+KN-Ce6 PCL-FA-K
DSPC:Chol:SA:PEG 2000- DSPE:FA-PEG 2000-DSPE+KN-Ce6 DSPC.-FA-K

4.3.3. Lipozom Dispersiyonlarinin Karakterizasyonu

4.3.3.1. Vezikiillerin Partikiil Biiyiikliiklerinin ve Zeta Potansiyellerinin Tayini

Bulgular:

Hazirlanan lipozom dispersiyonlarinin ortalama partikiil biiytikliigii ve dagilimi ve
zeta potansiyel degerleri Boliim 3.6.1."de anlatildig: sekilde dl¢tilmiistiir. Sonuglar Tablo 6°
da verilmistir.

Sonuglardan goriildiigii tizere lipozomlara konjugat hapsedilmesi ile ve lipozomlarin
yiizeyinin folik asit ile modifikasyonu ile partikiil biiytikliikleri artmistir. Ayrica DSPC ile
hazirlanan tiim lipozomlar PC ile hazirlanan lipozomlardan daha biiyiik bulunmustur. Ancak

bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 7).
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Tiim formiilasyonlar i¢in PDI degerlerinin 0,1-0,2 arasinda olmasi formiilasyonlarin

partikil biiyiikliigii dagilimlarinin homojen oldugunu gostermektedir.

Tablo 6. Lipozom dispersiyonlarmin partikiil biiyiikligii dagilimlar1 ve zeta potansiyel

sonuclar1 (n=6)

Formiilasyon Ortalama Partikiil PDI Zeta Potansiyel (mV)
Biiyiikliigii (nm)
PCL 168,443,8 0,136+0,015 -0,714+0,622
DSPCL 227,542,1 0,14240,029 0,602+0,762
PCi-K 196,44+4,9 0,208+0,015 -0,779+0,146
DSPCL-K 227,243,1 0,142+0,337 1,390+0,186
PCi-FA 174,242,1 0,13940,015 1,001+0,262
DSPCL-FA 208,142,6 0,11240,187 -0,721+0,409
PCL-FA-K 182,2+1,8 0,11240,019 -2,381+0,208
DSPC.-FA-K 239,2+6,7 0,171+0,045 -2,13840,262

Tablo 7. Farkli lipozom dispersiyonlarinin partikiil biiyiikliigii degerlerinin istatistiksel

karsilagtirilmast
Karsilastirllan Formiilasyonlar Sonug
PCLrile DSPCL p>0,05
PCr-K ile DSPCL-K, p>0,05
PCiL-FA ile DSPCL-FA p>0,05
PCL-FA-K ile DSPCL-FA-K p>0,05
PCLrile PCL-K p>0,05
DSPCLile DSPCL-K p>0,05
PCL. ile PCL-FA p>0,05
PCr-K ile PCL-FA-K p>0,05
DSPCL ile DSPCL-FA p>0,05
DSPC.-K ile DSPCL-FA-K p>0,05
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Sonuglardan goriildiigii lizere lipozomlara konjugat hapsedilmesi ile ve lipozomlarin
yiizeyinin folik asit ile modifikasyonu ile zeta potansiyelde degisimler gézlenmistir. Ancak
bu degisimler kii¢iik boyutlardadir. Hazirlanan lipozom dispersiyonlarinin stabilitesi igin
uygun zeta potansiyele sahiptir. Formiilasyonlar arasi zeta potansiyeller arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamis olup sadece DSPCL-K ile DSPCL-FA-K

formiilasyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu bulunmustur (Tablo 8 ).

Tablo 8. Farkli lipozom dispersiyonlarinin zeta potansiyel degerlerinin istatistiksel
karsilagtirilmast

Karsilastirilan Formiilasyonlar Sonug¢
PCyrile DSPCy. p>0,05
PCpr-K ile DSPCL-K, p>0,05
PCp-FA ile DSPC.-FA p>0,05
PCpL-FA-K ile DSPCL-FA-K p>0,05
PCLrile PCL-K p>0,05
DSPCLile DSPCL-K p>0,05
PCL ile PCL-FA p>0,05
PCr-K ile PCL-FA-K p>0,05
DSPCy ile DSPCL-FA p>0,05
DSPCy-K ile DSPCL-FA-K p<0,05

4.3.3.2. icte Tutulan KN-Ce6 Konjugat Miktar1 ve Enkapsiilasyon Verimine Ait
Bulgular

Lipozom dispersyonlarina hapsedilen KN-Ce6 konjugat miktar1 Boliim 3.6.2.’de

anlatildig1 sekilde belirlenmis ve sonuglar Tablo 9°da verilmistir.
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Tablo 9. Lipozom dispersiyonlarinin i¢te hapsedilen etkin madde miktar1 sonuglar1 (n=6)

Formiilasyon I¢te tutulan Konjugat miktar Enkapsiilasyon
(ug/mL) verimi (%)
PCL-K 9,5 0,5 24,554
PCL-FA-K 6,1+0,6 15,7+8,2
DSPCL-K 22,2425 56,9 £6,5
DSPCL-FA-K 13,7+3,3 35,7+8,7

Elde edilen sonuclardan da goriildiigii iizere DSPC lipozomlarmin enkapsiilasyon
verimi PC lipozomlarindan daha biiyiik bulunmustur. Ayrica ylizeyi folik asit ile modifiye
edilmis lipozomlarin hem PC hem DSPC lipozomlarinda daha diisiik oldugu gozlenmistir.

Bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

4.3.4. Lipozomlarin Mikroskopla Goriintillenmesine Ait Bulgular
4.3.4.1. Lipozomlarin Polarizan Mikroskop ile Goriintillenmesine Ait Bulgular

Lipozom dispersiyonlari polarize mikroskopla B6liim 3.6.3.1°de anlatildig: sekilde
goriintiilenmistir. Goriintiileme g¢alismalart ekstrusyon oncesi yapilabilmistir. Ekstrusyon
sonrasl lipozomlarin boyutu nanometre boyutuna indigi igin polarize mikroksopla
goriintiilenmeleri miimkiin olamamigtir. Polarize mikroskop goriintiileri Sekil 16 a-h’ de
gosterilmigstir. Goriintiilerden vezikiil yapist olustugu goriilmiis ayrica fosfolipitlere ve

lipozomlara 6zgii sar1 mavi ¢apraz bantlar da gézlenmistir.

4.3.4.2.Lipozomlarinm CTEM ile Goriintiilenmesine Ait Bulgular

Lipozom dispersiyonlar1 CTEM ile Bolim 3.6.3.2°de anlatildign sekilde
goriintiilenmigtir. Ekstrusion oncesi (Sekil 17 a-c) ve sonrasinda (Sekil 17 d-f) farkh
Olgeklerde CTEM goriintiileri verilmistir. Goriintiilerde icte hapsedilen konjugatin
olusturdugu kontrast farkliligi, konjugatin lipozom i¢ine hapsedildigi dogrulamaktadir. Bu
sonuclar literatlirde belirtilen diger benzer uygulamalar ile uyumludur (107,108,109,110,

111,112).
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(e) (f) (9) (h)
Sekil 16 a-h. DSPCy(a), DSPCL-K(b), DSPCL-FA(c), DSPCL-FA-K(d), PCL-K (¢), PCL-FA-

K(f), PCL(g), PCL-FA(h) lipozom dispersiyonlarinin polarizan 1s1k mikroskobu goriintiileri
(x 40).

(b) (c)

(d) (e) (f)
Sekil 17 a-f. PCr-K lipozomlarin ekstrusion dncesi a) 50, b)100 ¢) 500 nm 6l¢eklerde ve
ekstruison sonrasi d) 50, €)100, ve f) 1 um 6l¢eklerde CTEM goriintiileri.
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4.3.5. Lipozom Dispersiyonlarinin Stabilite Calismalarina Ait Bulgular

Fiziksel stabilite c¢alismasi Boliim 3.7’ de anlatildigi sekilde yapilmistir. Bu
kapsamda lipozom dispersiyonlarinin iki farkli sicaklikta (+4°C ve 25°C) 6 ay bekletilen
lipozomlarin 6nce goriiniis olarak degerlendirilmis, daha sonra enkapsiilasyon verimi,
ortalama boyut ve zeta potansiyel degerlerinde degisimler belirlenen zaman dilimlerinde (0,

1,2,3,4,5ve 5. ay) izlenmistir.

Tiim 6rneklerin goriiniisiinde 6 ay siiresince bir degisiklik olmamuistir. Lipozomlarda
faz ayrim1 ve renk degisimi gozlenmemistir. Enkapsiilasyon verimi, ortalama partikiil
biiyiikliigii ve zeta potansiyel 6l¢lim sonuglari sirastyla Tablo 10, Tablo 11 ve Tablo 12° de

verilmigtir.

Tablo 10. +4 ve 25°C bekletilen lipozom dispersiyonlarinin % enkapsiilasyon verimleri

Saklama Sicakhg
Zaman - -

(ay) Formiilasyon t4C 35 C
1 PCL-K 75,5 83,7
DSPCL-K 100,0 100,0

2 PCi-K 89,8 91,8
DSPCL-K 90,2 100,0

3 PCi-K 97,9 60,6
DSPCrL-K 100,0 100,0

4 PCi-K 91,8 53,1
DSPCrL-K 100,0 80,3

5 PCi-K 75,5 69,4
DSPCL-K 88,5 78,7

6 PCi-K 42,9 61,2
DSPCL-K 77,1 75,4

Sonuglar karsilastirildiginda her 6rnek alma zamaninda, formiilasyonlar arasi (p=0,644) ve
sicakliklar arasi (p=0,212) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir.
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Tablo 11. +4 ve 25°C bekletilen lipozom dispersiyonlariin ort.partikiil bityiikliikleri(n=6 )

+4°C 25°C
Zaman Formilasyon Partikiil PDI Partikiil PDI
@y) Biiyiikliigii Biiyiikliigii
1 PCL-K 192.246,4 0.372£0,021 | 207.742,7 | 0.359+0,051
DSPCi-K 196.843,2 0.136£0,032 | 197.422,8 | 0.118+0,025
2 PCLK 209,6+2,2 0,392£0,042 | 2252437 | 0,41020,036
DSPCi-K 203,848, 0215£0,027 | 191,542,5 | 0.150+0,025
3 PCLK 194,745,3 0,304£0,064 | 181,32,9 | 0,449+0,055
DSPCi-K 201,547, 0,207£0,051 | 197,9¢1,9 | 0,126+0,094
4 PCLK 185,924 0,350£0,026 | 157,418 | 0,35620,077
DSPCi-K 191,345,1 0,128£0,054 | 199,543,5 | 0,20240,016
5 PCLK 179,842,9 0,257+0,075 | 248,7+49 | 0,31320,067
DSPCiK 245,142,1 0,326£0,025 | 190,742,3 | 0,193+0,043
6 PCLK 194,245,7 0,350+0,045 | 1557%1,1 | 0,215+0,056
DSPCi-K 217,349,7 0,25140,039 | 219,644 | 0,244+0,029

Ortalama boyutlarlar arasindaki degerler iizerinden karsilastirma yapildiginda her bir
ayda formiilasyonlar (p=0,706) ve sicakliklar arasindaki (4 ve 25°C) ol¢iimlerde istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaistir (p=0,977).

Ortalama PDI’lar arasindaki degerler iizerinden karsilagtirma yapildiginda her bir
ayda formiilasyonlar (p=0,222) ve sicakliklar arasindaki (4 ve 25°C) ol¢iimlerde istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaistir (p=0,849).
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Tablo 12. +4°C ve 25°C bekletilen lipozom dispersiyonlarinin zeta potansiyel degerlerindeki
degisim (n=6 )

Zaman (ay) | Formiilasyon Zeta Potansiyel (mV)
+4°C 25°C
1 PCL—K -4,620,5 -2.410,9
DSPC.-K 1.240,9 3,240,2
2 PCL—K -4,510,2 -2.4+1,1
DSPC.-K 1.3+0,8 3,240,8
3 PCL—K -5,120,7 -5,5+0,9
DSPC.-K 4,3+0,9 3.4+1,2
4 PCL—K -3,7£1,2 -4,10,7
DSPC.-K 4,4+0,8 4,610,7
5 PCL—K -5,240,6 -7,9+1,7
DSPC.-K 4,310,4 4,2+0,6
6 PCL—K -2,910,7 -7,8+1,7
DSPC.-K 4,9+0,9 3,1£1,6

Ortalama zeta potansiyel degerleri arasindaki degerler iizerinden karsilastirma
yapildiginda her bir ayda formiilasyonlar (p=0,101) ve sicakliklar arasindaki (4 ve 25°C)
Olciimlerde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamigtir (p=0,907).

4.4. Hiicre Kiiltiir Calismasina Ait Bulgular
4.4.1. Hiicrelere Uygulanan Konjugat Dozunu Belirleme Calismalarina Ait Bulgular

Béliim 3.8.2” de anlatildig1 sekilde doz belirlenmeye ¢alisilmistir. Oncelikle 1s1nlama
sonrast MTT testi yapmadan Once hiicrelerin ne kadar siire bekletilmesi gerektiginin
belirlenmesi i¢in formiilasyonlar uygulanmadan sadece hiicreleri igeren plaklar farkli
dozlarla 1sinlanmis ve 24, 48 ve 72 saat bekletilerek optimum bekleme siiresi belirlenmistir.
Sonuglar Sekil 18’de gdsterilmistir. Bu sonuglara gore 72 saat bekleme siiresinin en uygun

stire oldugu bulunmustur.
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Sekil 18. 4T1 hiicrelerinin 10, 20 Gy X 1s1n1 dozu uygulandiktan sonra 24, 48, 72 saat
bekleme sonrasinda hiicre canlilig1 sonuglari

Daha sonra 10x10* ve 2x10°* hiicre/kuyucuk olacak sekilde iki farkli hiicre sayist ile
deneyler yapilmistir. Sekil 19-20” de DSPC lipozomlarmim 10x103 hiicre/kuyucuk ile elde
edilen sonuglari, Sekil 21-22” de PC lipozomlarinin 10x10° hiicre/kuyucuk ile elde edilen
sonugclar1 verilmistir. PC lipozomlari sasirtici bir sekilde bos lipozomlar da dahil olmak iizere
hiicre canlilig1 ¢ok diisiik ¢cikmistir. Bu nedenle daha sonraki deneylere DSPC lipozomlart

ile devam edilmistir.
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Sekil 19. DSPCi, DSPCi-K ve serbest konjugatin farkli konsantrasyonlarinin 10x103
hiicre/kuyucuk 4T1 hiicrelerine etkisi
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Sekil 20. DSPCL-FA, DSPCL-FA-K ve serbest konjugatin farkli konsantrasyonlarinin
10x10* hiicre/kuyucuk 4T1 hiicrelerine etkisi
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Sekil 21. PCr, PCL-K ve serbest konjugatin farkli konsantrasyonlarmm 10x10° hiicre / ku-
yucuk 4T1 hiicrelerine etkisi
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Sekil 22. PCL-FA, PC.-FA-K ve serbest konjugatin farkli konsantrasyonlarimimn 10x103
hiicre/ kuyucuk 4T1 hiicrelerine etkisi
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Sekil 23-24” de ise 2x10* hiicre/kuyucuk ile elde edilen sonuglar gosterilmistir. Sonug olarak
2x10% ve 10x10° hiicre/kuyucuk hiicre sayisinda tiim formiilasyonlar i¢in hiicrelere
uygulanacak doz olarak 3 pg/mL belirlenmistir. Ayrica elde edilen sonuglarda 2x103

hiicre/kuyucuk ile daha iyi sonuglar alindig1 goriilmiistiir.
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Sekil 23. 4T1 hiicre kiiltiirii kullanilarak 72 saat bekleme sonrasinda DSPCr ve DSPCq-
FA’in farkli konsantrasyonlar1 i¢in 2x103 hiicre/kuyucuk 4T1 hiicrelerine etkisi.
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Sekil 24. 4T1 hiicre kiltirti kullanilarak 72 saat bekleme sonrasinda PCr ve PCr -FA’in
farkl1 konsantrasyonlari i¢in 2x10° hiicre/kuyucuk 4T1 hiicrelerine etkisi.
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4.4.2. 4T1 Tiimor Hiicreleri Uzerindeki Stotoksik Etkilerinin incelenmesine Ait

Bulgular
4.4.2.1. On Cahsmalara Ait Bulgular

Optimum ¢alisma kosullarini belirlemek i¢in Boliim 3.9.1°de anlatildig: sekilde 6n
caligmalar yapilmis ve bu calismalar 1s18inda; 2x10° hiicre/kuyucuk hiicre sayisi,
formiilasyonlar uygulandiktan sonra 4 saat inkiibasyon siiresi, 0,5,10,15 ve 20 Gy 1sinlama

dozu ve 1s1nlama sonrasinda 72 saat bekleme siiresi optimum kosul olarak belirlenmistir.

4.4.2.2. Lipozom Formiilasyonlarinin 4T1 Tiimér Hiicreleri Uzerindeki Stotoksik

Etkilerinin Incelenmesine Ait Bulgular

Boliim 3.9.2° de anlatildig: sekilde serbest konjugat ve lipozom dispersiyonlarinin
stotoksik etkileri incelenmistir. Bu ¢alisma i¢in belirlenen doz olan belirtilen 3 pg/mL doz
ve daha diisiik doz olarak da 1.5 pg/mL doz segilmistir. On ¢alismalarda belirlenen
formiilasyonlarsa 4 saat inkiibasyon sonrasinda, 5-10-15-20 Gy radyasyon dozlarinda
1sinlama yapilmis ve 1sinlama sonrasinda 72 saat bekleme siiresi ile sonrasinda MTT testi ile

hiicre canliliklar1 belirlenmistir. Sonuglar Sekil 25 ve Sekil 26’da gosterilmistir.
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Sekil 25. 1,5 pg/mL konsantrasyonda etkin madde igeren DSPC lipozomlarinin 4T1 hiicre
canlilig1 sonuglar1 (formiilasyonlarla inkiibasyon: 4 saat; 1sinlama dozlar1; 5-10-15-20 Gy ve
1sinlama sonrasi bekleme siiresi: 72 saat).
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Sekil 26. 3 pg/mL konsantrasyonda etkin madde igeren DSPC lipozomlarinin 4T1 hiicre
canlilig1 sonuglar1 (formiilasyonlarla inkiibasyon: 4 saat; 1sinlama dozlar1; 5-10-15-20 Gy ve
1sinlama sonrasi bekleme siiresi: 72 saat).

Dozlarin tek bagina hiicre canlilig1 {izerindeki etkisini gorebilmek i¢in 5 Gy, 10 Gy,

15 Gy ve 20 Gy doz ile 1isinlamanin hi¢ 1ginlanmamis hiicrelerin canlilig: ile karsilagtirma

grafikleri sirasiyla Sekil 27-30°da verilmistir.
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Sekil 27. 3 pg/mL konsantrasyonda etkin madde iceren DSPC lipozomlarinin 5 Gy 1sinlama
sonrast 4T1 hiicre canliliginin, 1sinlanmamis hiicrelerin canlilifina karsi karsilastirmasi.
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Sekil 28. 3 pg/mL konsantrasyonda etkin madde igeren DSPC lipozomlarinin 10 Gy
isinlama  sonrast 4T1 hiicre canliliginin, 1sinlanmamis hiicrelerin canlilifina karsi
karsilagtirmasi.
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Sekil 29. 3 pg/mL konsantrasyonda etkin madde igeren DSPC lipozomlarinin 15 Gy

isinlama  sonrast 4T1 hiicre canliliginin, 1sinlanmamis hiicrelerin canlilifina karsi
karsilastirmasi.
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Sekil 30. 3 pg/mL konsantrasyonda etkin madde igeren DSPC lipozomlarinin 20 Gy

isinlama  sonrast 4T1 hiicre canliliginin, 1sinlanmamis hiicrelerin canlilifina karsi
karsilastirmasi.
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Hiicre kiiltiiri ¢aligsmasinda her bir doz degerinde gruplar arasi karsilastirmalarda;
0,5,10,15 ve 20 Gy’de formiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak ciddi derecede anlaml1 bir
farklilik oldugu goriilmiistiir. Ancak ikili karsilastirmalarda diizeltme yapildiktan sonra bazi
gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik olmadig tespit edilmistir (p>0,05). Sonuglar
tablolar halinde verilmistir (Tablo 13-17).

Tablo 13. Radyasyon uygulanmayan gruplarda formiilasyonlarin hiicre canlilig1 {izerine
etkisinin istatistiksel karsilagtirilmasi (p degerleri).

Formiilasyon DSPC. | DSPC.- K | DSPCi- FA | DSPC.-FA-K | Serbest

Konjugat
DSPC. - 1,000 *0,002 1,000 1,000
DSPCi- K 1,000 - *0,034 1,000 1,000
DSPCy.- FA *0,002 *0,034 - 0,467 *0,001
DSPC.-FA-K 1,000 1,000 0,467 - 0,841
Serbest Konjugat | 1,000 1,000 *0,001 0,841 -

*p<0.05

Tablo 14. 5 Gy radyasyon dozunda farkli formiilasyonlarin hiicre canlilig1 {izerine etkisinin
istatistiksel karsilastirilmasi (p degerleri).

Formiilasy | DSPC. | DSPCL- K | DSPCL- FA | DSPCL-FA-K | Serbest Sadece
on Konjugat | Radyasyon
DSPCL - 0,429 *0,001 *0,062 *0,022 1,000
DSPC.- K 0,429 - *0,001 1,000 1,000 1,000
DSPCy- FA | *0,001 *0,001 - 1,000 1,000 1,000
DSPCy- *0,062 1,000 1,000 - 1,000 0,449
FA-K
Serbest *0,022 1,000 1,000 1,000 - *0,157
Konjugat
Sadece 1,000 1,000 1,000 0,449 *0,157 -
Radyasyon

*p<0.05
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Tablo 15. 10 Gy radyasyon dozunda farkli formiilasyonlarin hiicre canlilig1 tizerine etkisinin
istatistiksel karsilagtirilmasi (p degerleri).

Formiilasyon DSPC. | DSPC.-K | DSPC.-FA | DSPC.-FA-K | Serbest Sadece
Konjugat | Radyasyon

DSPCL - 0,394 *0,001 1,000 *0,005 *0,058
DSPCL- K 0,394 - 0,241 1,000 1,000 1,000
DSPCL- FA *0,001 0,241 - *0,002 1,000 0,209
DSPCL-FA-K | 1,000 1,000 *0,002 - *0,075 0,690
Serbest *0,005 1,000 1,000 *0,075 - 1,000
Konjugat
Sadece *0,058 1,000 0,209 0,690 1,000 -
Radyasyon

*p<0.05

Tablo 16. 15 Gy radyasyon dozunda farkli formiilasyonlarin hiicre canliligi iizerine etkisinin
istatistiksel karsilastirilmasi (p degerleri).

Formiilasyon | DSPC. | DSPC.- | DSPC.- DSPC.-FA- | Serbest Sadece
K FA K Konjugat | Radyasyon

DSPCL - 0,673 *0,001 1,000 *0,046 *0,044
DSPCL- K 0,673 - 0,156 1,000 1,000 *1,000
DSPC.- FA | *0,001 0,156 - *0,034 1,000 *0,323
DSPCL-FA- | 1,000 1,000 *0,034 - 1,000 1,000
K
Serbest *0,046 1,000 1,000 1,000 - 1,000
Konjugat
Serbest *0,044 1,000 0,323 1,000 1,000 -
Konjugat

*p<0.05
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Tablo 17. 20 Gy radyasyon dozunda farkli formiilasyonlarin hiicre canlilig1 tizerine etkisinin
istatistiksel karsilastirilmasi (p degerleri).

Formiilasyon | DSPCL DSPCL-K | DSPCL-FA | DSPCL-FA-K | Serbest Sadece
Konjugat Radyasyon

DSPCL - 1,000 *0,001 1,000 *0,002 *0,018
DSPCr- K 1,000 - *0,082 1,000 0,498 1,000
DSPC.- FA *0,001 *0,082 - *0,004 1,000 0,958
DSPC.-FA-K 1,000 1,000 *0,004 - *0,041 0,280
Serbest *0,002 0,498 1,000 *0,041 - 1,000
Konjugat

Serbest *0,018 1,000 0,958 0,280 1,000 -
Konjugat

*p<0.05

Tiim bu 1s1nlama dozlarindan elde edilen sonuglar karsilastirildiginda en iyi etkinin
5 Gy isinlama dozu ile elde edildigi gorilmistir. 5 Gy 1sinlama dozunda farkl

formiilasyonlarin hiicre 6liimiindeki neden oldugu artiglar Tablo 18° de gosterilmistir.

Tablo 18. 5 Gy radyasyon dozunda farkli formiilasyonlarin hiicre 6liimii tizerindeki etkisinin
karsilagtirmast

Karsilastirilan Gruplar Hiicre  Oliimiindeki | Istatistiksel
Artis (%) Degerlendirme

Sadece radyasyon ve Serbest konjugat 36,5+ 1,2 (p<0,05)

Sadece radyasyon ve DSPC;-K 16,5 + 0,67 p>0,05

Sadece radyasyon ve DSPC,-FA-K 27,1+1,7 (p<0,05)

DSPC.-K ve DSPC;-FA-K 15,4 +1,7 p>0,05

Tek basina 5 Gy X 151n1 radyasyon dozunun neden oldugu hiicre 6liimii, tek basina
etkin madde icermeyen DSPC lipozomlarmin (DSPCL) neden oldugu hiicre 6limii ile

karsilagtirildiginda hiicre canlilig1 iizerinde 6nemli bir degisime sebep olmadigi goriilmiistiir

(p>0,05).

84



Tek basina 10 Gy X 1511 radyasyon dozunun neden oldugu hiicre 6liimii, tek basina
DSPC., DSPCr-K ve DSPCL-FA-K lipozomlarinin neden oldugu hiicre o6limii ile
karsilagtirildiginda hiicre canlilig1 iizerinde 6nemli bir degisime sebep olmadigi goriilmiistiir

(p>0,05).

Yine tek basina 15 Gy X 151n1 ve tek basina 20 Gy radyasyon dozunun neden oldugu
hiicre dliimleri, tek bagsina DSPCr, DSPCi-K ve DSPCr-FA-K lipozomlarinin neden oldugu
hiicre 6liimleri ile karsilastirildiginda hiicre canliligi {izerinde 6nemli bir degisime sebep

olmadig1 goriilmistiir (p>0,05).

Formiilasyonlarin ve tek baslina radyasyonun, artan radyasyon dozlari ile hiicre
oliimleri tlizerinde yarattig1 etki incelendiginde dozla birlikte hiicre canliliginin azaldigi

goriilmiistiir. Istatistiksel karsilastirma sonuglar1 Sonuglar Tablo 19-24‘de gdsterilmistir.

Tablo 19. DSPCL formiilasyonu i¢in artan radyasyon dozunun hiicre canlilig1 {izerine
etkisinin istatistiksel karsilagtirilmasi

Radyasyon Dozlar (Gy) 0 5 10 15 20

0 - p=1,000 | p=1,000 | p=0,892 | p=1,000
5 p=1,000 - p=1,000 | p=1,000 | P=0,118
10 p=1,000 | p=1,000 - p=1,000 | p=0,356
15 p=0,892 | p=1,000 | p=1,000 - p=0,042
20 p=1,000 | p=0,118 | p=0,356 | p=0,042 -

Tablo 20. DSPCL-K formiilasyonu i¢in artan radyasyon dozunun hiicre canlilig1 iizerine
etkisinin istatistiksel karsilagtirilmasi

Radyasyon Dozlar (Gy) 0 5 10 15 20

0 - p=1,000 | p=0,434 | p=0,008 | p=0,007
5 p=1,000 - p=1,000 | p=0,040 | p=0,035
10 p=0,434 | p=1,000 - p=1,000 | p=1,000
15 p=0,008 | p=0,040 | p=1,000 - p=1,000
20 p=0,007 | p=0,035 | p=1,000 | p=1,000 -
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Tablo 21. DSPCL-FA formiilasyonu i¢in artan radyasyon dozunun hiicre canlilig: {izerine
etkisinin istatistiksel karsilagtirilmasi

Radyasyon Dozlar (Gy) | 0 5 10 15 20

0 - p=1,000 | p=0,026 | p=0,017 | p=0,004
5 p=1,000 - p=0,532 | p=0,392 | p=0,143
10 p=0,026 | p=0,532 - p=1,000 | p=1,000
15 p=0,017 | p=0,392 | p=1,000 - p=1,000
20 p=0,004 | p=0,143 | p=1,000 | p=1,000 -

Tablo 22. DSPCL-FA-K formiilasyonu i¢in artan radyasyon dozunun hiicre canlilig1 tizerine
etkisinin istatistiksel kargilagtirilmasi

Radyasyon Dozlar (Gy) 0 5 10 15 20

0 - p=1,000 p=0,007 | p=0,015
5 p=1,000 - p=1,000 | p=0,077 | p=0,143
10 p=0,857 | p=1,000 - p=0,938 | p=1,000
15 p=0,007 | p=0,077 | p=0,938 - p=1,000
20 p=0,015 | p=0,143 | p=1,000 | p=1,000 -

Tablo 23. Serbest konjugat icin artan radyasyon dozunun hiicre canlilig lizerine etkisinin
istatistiksel karsilagtirilmasi

Radyasyon Dozlarn (Gy) | 0 5 10 15 20

0 - p=1,000 | p=0,504 | p=0,040 | p=0,001
5 p=1,000 - p=1,000 | p=0,455 | p=0,014
10 p=0,504 | p=1,000 - p=1,000 | p=0,252
15 p=0,040 | p=0,455 | p=1,000 - p=1,000
20 p=0,001 | p=0,014 | p=0,252 | p=1,000 -
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Tablo 24. Tek basina artan radyasyon dozunun hiicre canlilig1 iizerine etkisinin istatistiksel

karsilagtirilmast
Radyasyon Dozlar (Gy) | 0 5 10 15 20
0 - p=1,000 | p=0,504 | p=0,040 | p=0,001
5 p=1,000 - p=1,000 | p=0,455 | p=0,014
10 p=0,504 | p=1,000 - p=1,000 | p=0,252
15 p=0,040 | p=0,455 | p=1,000 - p=1,000
20 p=0,001 | p=0,014 | p=0,252 | p=1,000 -

Serbest konjugat ve lipozom dispersiyonlarinin hiicre 6liimleri lizerindeki etkisini
daha 1iyi degerlendirebilmek i¢in log hiicre canliligt radyasyon dozuna Kkarst
grafiklendirilmistir. Bu grafikten yola ¢ikarilarak Sensitoriin Duyarlagtirma Orani (SER=
Sensitizer Enhancement Ratio) degeri hesaplanmistir. SER degeri, bir duyarlastiricinin
etkinligini gostermektedir ve duyarlastiricinin duyarlilagtirma orani olarak bilir. Bu deger
ayni biyolojik etkiyi elde etmek i¢in radyoduyarlastirict kullanilmayan ve
radyoduyarlastirict kullanilan kosullarda uygulanmasi gereken dozlarin oranmi olarak
hesaplanir (Esitlik 6) ve bugiine kadar literatiirde yapilan c¢aligmalarda farkh

P

radyoduyarlastiricilarin SER orani 1,5 ile 2 arasinda degistigi rapor edilmistir(6).

SER = Radyoduyarlastirict yoklugundaki doz / Radyoduyarlastirici varligindaki doz
(Esitlik6)

Sekil 31°’de tek basina radyasyonun 0-5 Gy doz aralifindan elde edilen dogru
denkleminde, konjugat ve 5 Gy radyasyon dozu kullanilarak elde edilen hiicre canlilig
verileri bu denklemde yerine konularak; tek basina radyasyon ve konjugat ile tek basina
radyasyon uygulamasindan elde edilen hiicre canlilig1 verilerinin uygulanan radyasyon
dozunda nasil bir degisim yarattig1 yani konjugat uygulamasinin ne kadar bir doz arttirimina
sebep oldugu hesaplanmistir. Bu hesaplamalara gore konjugat tek basina uygulandiginda
yani 0 Gy radyasyon dozunda 2,12 Gy radyasyonun etkisi gibi davranmakta, konjugat ile
birlikte 5 Gy radyasyon uygulandiginda bu oran artarak 16,51 Gy gibi bir farklilik
yaratmaktadir. Buradan SER oram1 = 16,5/5 = 3,3 olarak hesaplanmistir. Ayn1 sekilde
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DSPCL-FA-K i¢in 0 Gy radyasyon dozunda 9,8 Gy, DSPCL-FA-K i¢in 5 Gy radyasyon
dozunda 13,4 Gy, SER= 13,4/5 = 2,7, DSPC.-K i¢in 0 Gy radyasyon dozunda 7,8 Gy ,
DSPC1-K i¢in 5 Gy radyasyon dozunda 9,3 Gy, SER= 9,3/5=1,9 olarak bulunmaktadir.
Ancak doz arttik¢a bu oran kii¢lilmektedir. Her durumda en duyarli olan ya da hiicreyi en

duyarl hale getiren konjugat kullanimidir.
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Sekil 31. Hiicre kiiltiirii sonuglarindan elde edilen hiicre canliligina karsilik uygulanan doz
yar1 logaritmik grafigi

Sonug olarak;

= 5 Gy’lik 1smmlama dozunda lipozom formiilasyonu ve serbest konjugatin
radyasyonla birlikte kullanilmasi ile radyasyonun tek basina uygulanmasi
durumunda tiimor hiicreleri lizerindeki etkisi karsilastirildiginda;

= DSPCiL-FA-K + X 1s1ninin tiimdr hiicre hatlarinda sebep oldugu hiicre 6liimiiniin
tek basima X 1gininin sebep oldugu hiicre 6liimlerinden % 27,1+1,73’daha fazla
oldugu (p<0,05),
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= Serbest konjugat + X 151ninin hiicre hatlarinda sebep oldugu hiicre 6liimiiniin tek
basina X 1s1n1nin sebep oldugu hiicre 6liimlerinden % 36,5+1,22 daha fazla oldugu
(p<0,05) goriilmiistiir.

= Optimum kosullarda doz, konsantrasyon ve 1ginlama dncesi ve sonrasi inkiibasyon
zaman1 uygulama sonrasi elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi ile konjugat
iceren lipozom dispersiyonlari ile diisiik X 15111 dozunda (5 Gy) daha fazla hiicre
olimii sagladigi, yine diisiikk dozda (5 Gy) konvansiyonel ve tiimore spesifik
lipozomlardan elde edilen sonuglarin karsilagtirilmasi ile ylizeyi folik asit ile
modifiye edilmis lipozomlarin spesifik olarak tiimor hiicresine baglandigi, bu

sekilde etkinin arttig1 gosterilmistir.

4.5. In Vivo Cahsmalara Ait Bulgular
4.5.1. Tiimor Goriintilleme Calismasi

4.5.1.1.Lipozom Dispersiyonlarinin Tc-99m Ile Isaretlenmesi ve Isaretlemenin Kalite

Kontroliine Ait Bulgular

Boliim 3.10.2.1.°de anlatildig1 sekilde isaretleme ¢alismasi ve isaretlemenin kalite
kontrolii yapilmistir. Esitlik (3) kullanilarak hesaplanan isaretleme verimi % 90

bulunmugtur.

4.5.1.2. Gama Kamera ile Goriintiilleme Cahsmalarna Ait Bulgular

Boliim 3.10.2.2.°de belirtilen kosullarda yapilan goriintiileme ¢aligmalar1 sonrasinda
elde edilen goriintiiler Sekil 32° de verilmistir. Bu sathada goriintii elde edilmesine karsin
tiimdr tutulumu tam olarak belirlenememistir. Bunun i¢in goriintiileme ¢aligmasi sonrasinda
yaklagik 5-6 saat sonra hayvanlar sakrifiye edilerek timor aktivitesi gama sayici ile dl¢tilmiis
ve aktivitenin diger ayak ve cevre dokulara nazaran daha fazla oldugu tespit edilmistir

(sonuglar burada verilmemistir).
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Sekil 32. Enjeksiyondan sonra sirastyla 0. ve 3. saatlerde ¢ekilen planar sintigrafik
goriintiiler

4.5.2. Lipozom Dispersiyonlarinin Antitiiméral Etkinliginin InVivo Incelenmesine

Ait Bulgular

4.5.2.1.Tedavi Planlamasi Sonuclari

Boliim 3.10.3.1° de anlatildig: sekilde yapilan TPS’den elde edilen doz dagilimi ve
doz voliim histogramlar1 (DVH) degerlendirilerek timor hacimlerinin belirlenen dozu aldigt
degerlendirilmistir. Sekil 33 a-c’ de Grup II’de yer alan fareler, Sekil 33 d-f* de Grup III’de
yer alan fareler lizerinde yapilan planlamalara ait goriintiiler ve hesaplamalar verilmistir.
Hedef hacimde homojen doz tamimi Uluslararast Radyasyon Birimleri ve Olgiimleri
Komitesi (International Commission on Radiation Units and Measurements=ICRU)’nun 50
no’lu raporu (113)’na gore £%5 sinirlart arasinda bildirilmektedir. Elde edilen degerlerden
bu sinirlar igerisinde bir doz dagilimi elde edilmis tiimdr hiicrelerinin 10 Gy dozu aldig:

planlamadan elde edilen DVH’ lerden goriilmiistiir.
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4.5.2.2.Tedavi Etkinliginin izlenmesi
4.5.2.2.1. Farelerin Viicut Agirhklarindaki Degisimin Saptanmasi

Boliim 3.10.1.°de anlatildig1 gibi tiimor olusturulmus farelerin viicut agirliklar
ol¢lilmiis, viicut agirlik degerleri ve baslangic agirliklarina gore % agirlik degisimleri Tablo

25-26 ve Sekil 34’ de gosterilmistir.

0, 5,10,13 ve 14. giinlerde farelerin viicut agirliklarindaki degisimi incelendiginde 1.
grupta yer alan hayvanlarin viicut agirliklarinda azalis oldugu, Grup II. ve Grup III’ te yer

alan hayvanlarin viicut agirliklarinda ise artis oldugu goriilmiistiir.

Giinler aras1 ikili karsilagtirmalar yapildiginda bu artis ve azalmanin istatistiksel
acidan anlamli olmadigi (p>0,05) bulunmustur. Farkli giinlerde gruplarin viicut
agirhiklarindaki  degisim karsilastirildiginda 0. glinde gruplardaki farelerin viicut
agirliklarindaki degisimde istatistiksel agidan anlamli fark bulunmazken (p=0,160), p>0.05),

5. 10. ve 13. giinde gruplar arasinda anlamli fark oldugu p<0.05 ) goriilmiistiir.

Grup I de yer alan farelerde, 0., 5. ve 10. gilinlerde dlgiilen farelerin viicut agirliklar
sonuglar1 arasinda istatistik olarak anlamli derecede farklihik oldugu tespit

edilmistir(p=0,018).

Grup II’ de yer alan farelerde, 0., 5., 10. ve 13. giinlerde 6lgiilen farelerin viicut
agirliklart sonuclart arasinda istatistik olarak anlamli derecede farklilik olmadig tespit

edilmistir (p=0,074).

Grup III’ de yer alan farelerde, 0., 5., 10. ve 13. giinlerde Ol¢iilen farelerin viicut
agirliklart sonuclart arasinda istatistik olarak anlamli derecede farklilik olmadig tespit
edilmistir (p=0,061). Medyan (ortanca) degerleri incelendiginde 0., 5., 10. ve 13. giinlerde

hayvanlarin viicut agirliklarinda bir artigin oldugu gozlenmistir.

Grup III’ deki hayvanlarin sag kalim siiresi daha uzun oldugu i¢in 60. giine kadar
viicut agirliklar 6l¢iilmiis ve viicut agirhiini giin gectikge arttigi 60. giinde viicut agirliginda

% 37,89’luk bir artis oldugu gézlenmistir.
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Sekil 33 a-f. Grup II” ye ait (a) planlama, (b) doz dagilimi1 goriintiileri ve (c) DVH goriintiisii,
Grup III’ e ait (d) planlama, (e) doz dagilimi1 goriintiileri ve (f) DVH goriintiisii.
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Sekil 34. Farelerin ortalama agirliklarin zamana gore degisimi grafigi

93



Tablo 25. Tiimor olusturulmus kontrol ve deney grubu hayvanlarinin farkli giinlerde 6lgiilen viicut agirliklar: ve % agirlik degisimleri

Grup 0 giin 5 gun 10 giin 13 giin

No VA (9) % D VA (9) % D VA (9) % D VA (9) % D

I 20,25+1,89 | - 18,71£2,06 |-7,60+7,76 | 18,51+1,91 | -8,59+9,97 18,90+1,87 | -6,67+10,2
! 21,16+1,70 | - 21,82+1,54 | +3,1242,88 | 22,43+1,26 | +6,00+0,89 23,60+0,84 | +11,53+1,79
[} 18,64+3,76 | - 19,04+3,38 | +2,15+0,84 | 21,07+3,02 | +13,0446,04 | 22,554+2,17 | +20,98+1,85
Grup 14 giin 19 giin 24 gin 30 giin

No VA (9) % D VA (9) % D VA (9) % D VA (9) % D

I 18,7* -7,65* - - - - - -

! 22,9* +8,22* - - - - - -

[} 23,43+2,81 | +25,69+2,34 | 23,33+0,50 | + 25,16+3,63| 22,5+1,31 +20,71+£10,37 | 23,6* +26,61*
Grup 35 giin 40 gin 45 giin 60 giin

No VA (g) %D VA (g) %D VA (g) %D VA (g) %D

| - - - - - - - -

! - - - - - - - -

[} 24 40* +30,90* 24 50* +31,44* 25,00* +34,12* 25,7 + 37,89*

* Deney kosullarina bagh olarak tek hayvan ile elde edilen agirlik degeridir.

(-) deger viicut agirliginda azalma oldugunu gostermektedir.

VA: Viicut agirliklar: (gram) %D: % Agwrlik degisimleri

94




4.5.2.2.2. Hayvanlardaki Tiimor Boyutundaki Degisimin Belirlemesine Ait Bulgular

4.5.2.2.2.1.BT Goriintillemesi ve Tiimor Hacminin Belirlenmesinden Elde Edilen

Bulgular

Boliim 3.10.3.3.2.1.”de anlatildig1 sekilde ¢ekilen Mikro-BT goriintiileri Sekil 35-37°
de verilmistir. Goriintiilerden de goriilecegi tizere Grup III’de yer alan farelerin tiimor boyutu

kiigtiliirken Grup I ve Grup II’ de yer alan farelerin timdr boyutunda artis olmustur.

Sekil 35. Grup I farelerin mikroBT goriintiileri
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Sekil 36. Grup II farelerin mikroBT goriintiileri

5. glin 10. giin

Sekil 37. Grup III farelerin mikroBT goriintiileri

Mikro BT ve BT simiilator ile elde edilen goriintiilerinden tiimor hacimleri Bolim

3.10.3.3.2°de anlatildig: sekilde hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 26’ da gosterilmistir.
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Grup I ve Grup II’ deki hayvanlarin tiimdr hacimlerinin medyan degerleri
incelendiginde 0.,5. ve 10. giinlerde timér boyutlarinda bir artisin oldugu gozlenmistir. 0
ve 10. giinlerde yapilan Ol¢im sonuglart arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede
farklilik oldugu tespit edilmistir(p<0,05). Grup III’ deki hayvanlarin timor hacimlerinin
medyan degerleri incelendiginde 0., 5. ve 10. giinlerde tiimor boyutlarinda bir azalisin
oldugu gozlenmistir. 0., 5. ve 10. giinlerde yapilan 6l¢lim sonuglar1 arasinda istatistiksel

olarak farklilik olmadigi tespit edilmistir(p>0,05).

4.5.2.2.2.2. Kumpas ile Elde Edilen Ol¢iimlerden Elde Edilen Bulgular

Mikro BT ve BT simiilator goriintilemeden elde edilen goriintiiler iizerinden
hesaplanan tiimor hacimlerinin yani sira, tiimdr dokusunun boyutlari kumpas ile Bolim
3.10.3.3.2.3’de anlatildig1 sekilde Olciilmiis ve tiimor hacimleri hesaplanmistir. Sonuglar

Tablo 27°de gosterilmistir.

Grup I’ deki hayvanlarin tlimor hacimlerinin medyan degerleri incelendiginde 0, 5
ve 10. gilinlerde tiimdr boyutlarinda bir artisin oldugu gozlenmistir. 0. ve 10. giinlerde yapilan
Ol¢lim sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik oldugu tespit

edilmistir(p<0.05).

Grup II’deki hayvanlarin tlimoér hacimlerinin medyan degerleri incelendiginde 0, 5
ve 10. gilinlerde tiimdr boyutlarinda bir artisin oldugu gozlenmistir. 0. ve 10. giinlerde yapilan
Ol¢lim sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik oldugu tespit

edilmistir(p<0.05).

Grup III” deki hayvanlarin tiimor hacimlerinin medyan degerleri incelendiginde 0, 5
ve 10. giinlerde tiimor boyutlarinda bir azaligin oldugu gézlenmistir. 0., 5. ve 10. giinlerde
yapilan 6l¢lim sonuclar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik oldugu ancak
ikili karsilastirmalarda diizeltme yapildiktan sonra gruplar arasinda farklilik bulunmadig:

tespit edilmistir(p>0.05).

Kumpas ile 6l¢iim sonuglarinin 0, 5 ve 10. giin zamanlarinin her birinde 3 grup
karsilagtirildiginda; 0, 5 ve 10. gilinlerde Grup II ve Grup III arasinda anlamli derecede fark
oldugu (p<0,05) bulunmustur. BT simiilatér ve MikroBT ile 6l¢iim sonuglarinin 0, 5 ve 10.

giinlerde gruplar arasinda farkliligin olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).
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Tablo 26. Tiimor olusturulan farelerin 10 Gy 1s1mnlama sonrasi farkli giinlerde mikroBT ve BT simiilator goriintiilerinden hesaplanan
tiimor hacim (cm?) degerleri

Grup No 0. giin 5. giin 10. giin

mBT sBT mBT sBT mBT sBT
| 1,63+1,52 1,93+1,36 1,99+0,91 2,33+1,33 4,17+0,06 2,76+1,60
I 1,90+1,63 1,76+2,29 2,84+1,60 1,96+1,39 3,47+2,13 2,36+1,61
11 3,46+1,81 2,24+1,42 2,13+1,11 1,550+0,89 2,11+1,58 1,51+0,72

mBT: mikro BT goriintiileme

SBT: BT simiilator goriintiileme

Tablo 27. Tiimor olusturulan farelerin 10 Gy 1s1nlama sonrasi farkli giinlerde kumpas ile manuel 6l¢limle hesaplanan tiimdr hacim

(cm?) degerleri

Grup No 0. giin 5. giin 10.giin 13.giin 14.giin 17.giin 19.giin 24.giin

| 1,16+0,87 2,34+1,41 3,93+£2,11 5,67+2,79 7,15£2,70 | - - -

I 0,49+0,31 2,47+1,27 3,71+2,14 4,4242.56 6,05+1,91

I 2,05+1,67 0,81+0,31 0,69+0,58 0,69+0,54 0,69+ 0,54 0,76+0,54 1,10+078 0,99+0,67
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Ayrica farkli yontemlerle olgiilen tiimor hacimlerinin giinler icindeki degisimleri de

Tablo 28’ de verilmistir.

Tablo 28. Tiimor hacimlerinin giinler arasindaki % degisimleri

mBT sBT Manuel
Grup No 0-5.giin | 0-10.giin | 0-5.giin | 0-10.giin | 0-5.giin |0-10.giin
I 22,54 156,54 20,48 43,11 95,79 228,67
II 49,31 82,55 11,54 34,16 408,56 663,13
I -38,36 -39,04 -30,88 -32,54 -60,61 -80,55

Tablo28’e gore Grup III’deki hayvanlarin MikroBT’ye gore ortalama tiimor
hacimleri incelendiginde bir farede tamamen tiimoriin yok oldugu goriilmiis olup tek bir
farede gozlemlendigi i¢in istatistik olarak degerlendirmeye alinmamistir. Grup III’de
bulunan diger farelerde bulunan tiimor hacimleri incelendiginde 0.giin ile 5.giin arasinda
%38,36’l1ik bir diisiis oldugu, 0.giin ile 10.glin arasinda %39,04’liik bir azalis oldugu

gozlenmistir.

Grup III’ deki hayvanlarin BT similatore gore ortalama timor hacimleri
incelendiginde bir farede tamamen tiimoriin yok oldugu diger farelerde bulunan tiimor
hacimleri incelendiginde 0. Giin ile 5.giin arasinda %30,88’lik bir diisiis oldugu, 0.giin ile

10.giin arasinda %32,54 liik bir azalis oldugu gozlenmistir.

Grup III’ deki hayvanlarin manuel Olglimlere gdre ortalama tiimor hacimleri
incelendiginde bir farede tamamen tiimoriin yok oldugu diger farelerde bulunan timor
hacimleri incelendiginde 0. Giin ile 5.giin arasinda % 60,61°lik bir diisiis oldugu, 0.giin

ile 10.giin arasinda %66,29 ’liik bir azalis oldugu gozlenmistir.

4.5.2.2.3. Biyokimyasal Degerlendirme

Tiimdr olusturulmamis ve tedavi gruplarinda yer alan farelerden elde edilen kanlar

Boliim 3.10.3.3.3° de anlatildig1 sekilde biyokimyasal olarak degerlendirilmistir.

Tiimor olusturulmamis fareden alinan kan 6rneklerinde WBC (White blood cell)
=5,8, % LYM (Lenfosit)=77,9 , GRA (Graniilosit) %=16,3, PLT (Platelet - trombosit) =
136 olarak elde edilmistir. Grup I’ deki farelerden alinan kan 6rneklerinde WBC =55,4
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ve 100, %LYM=19,6 ve 15,4 , GRA %=71,7 ve 78,2, PLT = 151 ve 296 olarak elde
edilmigtir. Grup II’ deki farelerden alinan kan orneklerinde WBC =37,1 ve 4,3,
%LYM=5,6 ve 45,6, GRA %=44,6 ve 4,3, PLT =45 ve 597 olarak elde edilmistir. Grup
111’ deki farelerden alinan kan 6rneklerinde WBC =39,9 ve 4,0, %LYM=9,3 ve 60,7, GRA
%=83,9 ve 31,2, PLT =39 ve 227 olarak elde edilmistir. Ayrintili degerler Tablo 29’ da

verilmigtir.

Tablo 29. Farkli giinlerde farelerden elde edilen kan numunelerinin analiz degerleri
REFERANS

Tiimérsiiz | 0.giin | 5.giin | 0.giin | 5. giin | 0. giin | 64. giin DEGERLER

Hayvan Grup I Grup II Grup III birim
WBC 5,8 55,4 | 100 | 37,1 4,3 39,9 4 10°/1 | 2,6 | 10,1
LYM 4,5 10,9 | 154 | 3,9 1,9 3,7 2,4 10°/1 | 1,3 | 84
MONO 0,4 4,8 6,3 3,7 0,5 2,7 0,4 10°/1 ] 0 0,3
GRAN 0,9 39,7 | 78,3 | 30,7 1,9 33,5 1,2 10°/1 | 0,4 2
LYM% 77,9 19,6 | 154 | 5,6 45,6 9,3 60,7 % 0 | 999
MON% 5,8 8,7 6,4 5,8 9,8 6,8 8,1 % 0 | 999

GRA% 16,3 71,7 | 78,2 | 44,6 4,3 83,9 31,2 % 0 | 99,9

RBC 8,96 9,04 | 6,73 | 581 | 12,52 7,68 | 809 [102/1]65 | 10,1
HGB 15,7 154 | 12,6 | 152 | 21,3 | 11,7 | 143 | gdl | 10 | 16,1
HCT 42,6 483 | 32 [ 18,1 | 648 | 358 | 355 % |32,8] 48

MCV 475 533 | 476 | 312 | 51,7 | 46,6 | 439 . [42,3] 55,9
MCH 17,5 17 [ 188 [ 26,1 | 17 | 153 | 177 pg  |13,7] 18,1

MCHC 36,8 31,9 | 39,5 | 83,6 | 32,9 32,8 40,3 g/dl 29,5| 35,1

RDWa 21,2 23,4 | 254 | 233 | 239 24,6 23 fl 0 | 99,9
RDW% 14,6 13,9 | 15,2 | 29,9 17 15,9 14,7 % 0 | 99,9
PLT 136 151 296 45 597 39 227 10°/1 | 250 | 1540
MPV 54 5,6 7,1 6,4 5,3 6,2 5,7 fl 0 | 99,9

(*) Kontrol grup olarak adlandirilan grup herhangi bir islem yapilmamis farelerin kan
degerlerini ifade etmektedir.
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4.5.2.2.4. Sag Kahm Siirelerinin izlenmesi Bulgular

Tiimdr olusturulan farelerin sag kalim siireleri Boliim 3.10.3.3.4” de anlatildig:

sekilde izlenmistir. Sonuglar Sekil 38’de verilmistir

Bu verilere gore en uzun yasayan hayvanlarin Grup III’ de oldugu daha sonra
Grup II, en kisa yasayan hayvanlarin ise Grup I’ de oldugu goriilmiistiir. Yasam siireleri
incelendiginde istatistiksek olarak anlamli bir farkliligin olmadigi (p>0,05) ancak
ortalama degerler incelendiginde Grup I i¢in ortalama 7,7 £5,7 giin, Grup II i¢in ortalama
9,5 £ 4,3 giin ve Grup III icin ortalama 14,3 £16,5 giin olarak gozlenmistir. Grup III’ de
tedavi edilerek tiimoriin tamamen yok oldugu hayvan 64 giin yasamis deney
sonlandirilarak sakrifiye edilmistir. Bu tip bir tek hayvan bulundugu i¢in istatistik

verilerde degerlendirilmemistir.

1.0 i t T . :
l s 1. gTUp
(1 cTup

(11, g

Cum Survival

o 10 20 30 40 50 60

Zaman (Giin)

Sekil 38. Tiimor olusturulmus farelerin tedavi sonrasi sag kalim egrileri

4.5.2.2.5. Histopatolojik inceleme Sonuglar

Tiimo6r olusturulmus farelerin tedavi sonrasi tiimor dokularinin degisimleri B6lim

3.10.3.3.2°de anlatildig: sekilde incelenmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde;

Grup I farelerin sonuglart Sekil 39 a-d’ de gosterilmistir, Grup I’ deki 7 hayvanin
tiimiinde abdomenin iizerinde linea alba’nin sag tarafindan baslayip sag arka bacak diz
eklemine kadar uzanabilen degisik boyutlarda kitleler gézlenmistir. Histopatoloji’de oval
veya yuvarlak sekilli bazilar1 normokromik bazilar1 hiperkromik ¢ekirdekli, sitoplazma

siirlart belli olmayan irili ufakli ¢ekirdege ve belirgin g¢ekirdek¢ige sahip hiicreler
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gozlenmistir. S6z konusu hiicrelerin arasinda az miktarda stroma gozlenmistir. Tiimorlere
in situ karsinom tanist konulmustur. Tiimdral kitlelerin histopatolojisi’nde biitiin
kitlelerde orta ¢aptaki alanlardan genis alanlara degisen boyutlarda nekroz sahalari, bu
sahalar iizerinde orta/siddetli karyorektik ve normal nétrofil 16kosit birikimleri ve 4
hayvanda nekroz sahalar1 {izerinde hafif siddette kireclenmeler gozlenmistir. Mitotik
indeks ortalama 9 olarak hesaplanmistir. Biitiin kitlelerde kismen kapsiil olusumlari
bulunmakla birlikte sadece 1 hayvanda m. sartorius, m. pectineus, m. adductor, m. tensor
fasciae latae ve m. gracilis kaslarina invazyon goriilmiistiir. Uzak dokulara metastaz
arastirildiginda ise 3 hayvanda sadece akcigerlere (Sekil 39 b), 1 hayvanda hem akciger
hem kalbe, 1 hayvanda ise sadece bobreklere metastaz yaptig1 goriilmiistiir (Sekil 39 ¢ ve

Sekil 39 d). Histolojik incelemeye ait detayli degerlendirme Tablo 30’da gosterilmistir.

Sekil 39 a-d: Grup I’ de yer alan farelerin histopatolojik inceleme goriintiileri
a: Kadavra iizerinde tiimoriin (siyah ¢izgi ile sinirlanan yap) yerlesimi ve boyutlari,

b: Akcigere tiimér metastazi, B:brons, T: tiimor hiicreleri, N:nekroz, (HE boyama).
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c: Bobreklere tiimér metastazi (vildiz), mitoz (ok) ve glomerulus (kesikli ok), (HE
boyamay).

d: Bébrekte tiimor metastazi (yildiz) ve glomeruluslar (oklar), (HE boyama).

Tablo 30. Grup I farelerinin histopatolojik incelemede gézlenen bulgular ve siddetleri

Yang1
. X Kapsiil Kireclenme
Hayvan No | Nekroz | Kanama |Hicreleri Mitoz Metastaz Kas'a invazyon
(var/yok) (var/yok)
(Notrofil)
1 +++ |- ++ 10 + AC - -
AC,
2 +++ |+ +++ 7 + + -
bobrek
3 ++ - ++ 10 + - + +
4 +++ |- ++ 9 + AC - -
5 =+ |+ ++ 8 + kalp, AC|- -
6 ++ - ++ 7 + - + -
7 +++ |+ +++ 12 + - + -

Grup II’ de yer alan 10 hayvanin tamaminda nekropsi sirasinda abdomende linea
alba’nin sag tarafindan baslayip sag arka bacakta diz eklemine kadar uzanabilen tiimdral
olusumlar gozlenmistir (Sekil 40a). S6z konusu kitlelerin histopatolojik incelemesinde
oval veya yuvarlak sekilli bazilar1 normokromik bazilar1 hiperkromik ¢ekirdekli,
sitoplazma sinirlar1 belli olmayan irili ufakli ¢ekirdege ve belirgin ¢ekirdekc¢ige sahip
hiicreler gozlenmistir. S6z konusu hiicrelerin arasinda az miktarda stroma gézlenmistir.
Tiimdrlere in situ karsinom tanist konulmustur. Bahsedilen neoplastik hiicrelere genis
nekrotik alanlar ve bu nekrotik alanlar {izerinde karyorektik ya da normal ndtrofil
l6kositlerden olusan hiicre infiltrasyonlar1 ve 4 hayvanda hafif siddette kire¢lenmeler
tespit edilmistir. 5 hayvanda neoplastik hiicrelerin arasinda serbest eritrositler mevcut
oldugu goriilmiistiir (Sekil 40b). Mitotik aktivite indeksi 3,6 olarak hesaplanmistir.
Gruptaki hayvanlarda gozlenen tiimorlerin hepsinde kismen de olsa kapsiil olusumu
dikkati ¢ekmistir. Uzak dokulara metastaz yoniinden incelendiginde 4 hayvanda akcigere
metastaz yaptig1 (Sekil 40c-e), 1 hayvanda kalbe metastaz yaptig1 (Sekil 40f) ve 1

hayvanda da kalpte tiimoral hiicre embolisi oldugu goriilmiistiir. Bunlara ek olarak 4
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hayvanda yakin dokulara (m. sartorius, m. pectineus, m. adductor, m. tensor fasciae latae
ve m. gracilis kaslarina) invazyon tespit edilmistir. Grupta yer alan hayvanlarla ilgili

detayl1 bilgiler Tablo 31’ de verilmistir.

Sekil 40 a-f. Grup II’ de yer alan farelerin histopatolojik inceleme goriintiileri

A: Tiimoriin kadavra tizerindeki yerlesimi (kesikli ¢izgi ile sinirlanan bolge) ve periton
(vildiz) ile iligkisi,

B: Normal ve karyorektik notrofil lokositlerin bulundugu nekrotik bélgedeki serbest
eritrositler (oklar), (HE boyama)

C: Akcigerde tiiméral kitle (yildiz), (HE boyamay).
D: Akcigerde (A) tiimoral kitle (yildiz) (HE boyama)
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E: Akcigerde (A) tiiméoral kitle (T), (HE boyama)

F: Kalpte tiimor metastazi, N:nekroz, RA: sag atrium, T:tiimér hiicre odaklar:, M:kas,
LA: sol atrium, (HE boyama)

Tablo 31. Grup II farelerinin histopatolojik incelemede gdzlenen bulgular ve siddetleri

Yangi . s
Hiicreleri Kapsiil Kire¢lenme Kas'a
Hayvan No | Nekroz | Kanama waE e Mitoz Metastaz invazyon
(Nitrofil) (var/yok) (var/yok)
1 +++ + +++ 6 + Kalp + +
2 +++ + + 10 + AC - +
3 +++ + +++ 1 + - + -
4 ++ - ++ 1 + - - -
5 ++ - +++ 3 + - - -
6 +++ - +++ 3 + AC - +
7 +++ + +++ 3 + AC - -
8 +++ - +++ 3 22 - + +
9 e - ++ 2 + AC + -
10 +++ + ++ 4 + Kalp - -

Grup III’ de yer alan 12 hayvandan 11 tanesinde nekropsi’de abdomen bolgesinde
linea albanin sag tarafindan baslayip sag arka bacakta diz eklemi hizasina kadar
uzanabilen tiimdral olusumlar gozlenirken bir hayvanda herhangi bir tiimdral olusum ya
da organlarda metastatik odak gozlenmemistir (Sekil 41a). Tiimoral kitlelerin
histopatolojik incelemesinde oval veya yuvarlak sekilli bazilari normokromik bazilari
hiperkromik ¢ekirdekli, sitoplazma smirlari belli olmayan irili ufakli c¢ekirdege ve
belirgin cekirdekgige sahip hiicreler gozlenmistir (Sekil 41b). S6z konusu hiicrelerin
arasinda az miktarda stroma dikkati ¢ekmistir. Tiimorlere in situ karsinom tanisi
konmustur. S6z konusu neoplastik hiicrelerin diginda 4 hayvanda oldukg¢a genis alanlar
halinde, 5 hayvanda orta ¢apta, 1 hayvanda ise kiiclik ¢apli nekrotik alanlar ve bunlarin
iizerinde normal ya da karyorektik notrofil 16kositlerden olusan hiicre infiltrasyonlari
(Sekil 41c) ve hafif siddette kireglenmeler gozlenmistir. 2 hayvanda orta, 3 hayvanda
hafif siddetli olmak {izere toplam 5 hayvanda kanama alanlar1 gdzlenmistir. Mitotik

aktivite yoniinden incelendiginde ortalama 2,9 mitotik aktivite gdzlenmistir. Timor
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gbzlenen hayvanlarin tamaminda timdr yapisinin etrafinda kismen de olsa kapsiil
sekillendigi tespit edilmistir. Metastaz yoniinden yapilan incelemede 5 hayvanda
akcigerde metastaz odaklar1 dikkati ¢ekmistir(Sekil 41d). Yakin dokulara invazyon
acisindan inceleme yapildiginda 4 hayvanda sag arka bacakta kaslara (musculus (m.)
sartorius, m. pectineus, m. adductor, m. tensor fasciae latae ve m. gracilis) invazyon
sekillendigi tespit edilmistir. Grupta yer alan hayvanlarla ilgili detayl1 bilgiler Tablo 32°

de verilmistir.

LA
o be i |

r SN

(c) (d)
Sekil 41 a-f. Grup III’ de yer alan farelerin histopatolojik inceleme goriintiileri

a: Grup I1l’de yer alan makro ve mikro incelemelerde tiimore rastlanmayan, tiimoriin
tamamen yok oldugu kadavraya ait resimler.

b: Tiimor hiicreleri (oklar) ve tiimér hiicreleri arasinda kalmis hyalinize kas dokusu
(kesikli oklar) ve normal kas dokusu (yildiz), Grup Il kadavra. HE boyama
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c: Notrofil [okositler (oklar), pembe renkli nekrotik alanlar ve karyorektik notrofil
lokositler, 3. Gruptaki kadavra. HE boyama.

d: Akciger de meme tiimérii metastazlari (oklar), 3. gruptaki kadavra

Tablo 32. Grup I1I farelerinin histopatolojik incelemede gdzlenen bulgular ve siddetleri

Yangi
Hayvan " . Kapsiil Kireclenme Kas'a
Nekroz | Kanama | Hicreleri | njtoz Metastaz .
No (Notrofil) (var/yok) (var/yok) Invazyon
1 +++ - + 3 + - - -
2 ++ - ++ 4 + AC - +
3 ++ + +++ 2 + R + -
4 + - ++ 2 + AC - +
5 4+ - -+ 1 + AC + -
7 ++ - ++ 2 + - - -
8 +++ = +++ 1 + AC = -
9 ++ ++ ++ 3 + AC -
10 +++ + +++ 2 + - -
11 ++ + + 5 + - - +
12 - ++ + 7 + - - +

Tiim gruplarda tiimdr hiicreleri; oval veya yuvarlak sekilli bazilar1 normokromik
bazilar1 hiperkromik cekirdekli, sitoplazma sinirlari belli olmayan irili ufakli ¢ekirdege
ve belirgin c¢ekirdekg¢ige sahip hiicreler gozlenmistir. S6z konusu hiicrelerin arasinda az

miktarda stroma gozlenmistir.
Hayvanlarda bulunan nekroz incelendiginde;

e Grup I’ deki hayvanlarin % 71,4 {inde 3. derece (siddetli) nekroz goriiliirken,
%28,6’sinda 2. derece (orta siddette) nekroz goriilmiistiir.

e Grup I’ deki hayvanlarin % 80’ninde 3. derece nekroz goriiliirken, %20’ sinda
2. derece nekroz goriilmiistiir.

e Grup III’ deki hayvanlarin % 58,6 sinda 3. derece nekroz goriiliirken, %31’inde
2. derece nekroz ve %3,4’linde 1. derece (hafif siddette) nekroz goriilmiistiir.
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e Uc grup karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak farklilik bulunmustur

(p<0.05).

Hayvanlarda bulunan kanama alanlar1 incelendiginde;

Grup I’ deki hayvanlarin % 14,3’ {inde 2. derece (orta siddette) kanama alani
goriiliirken, %28,6 sinda 1. derece (hafif siddette), % 57,1 inde kanama alani
gozlenmedigi goriilmiistiir.

Grup II’ deki hayvanlarin kontrol grubunda hayvanlarin %350 sinda 1. derece
(hafif siddette), % 50’ sinde kanama alan1 gézlenmedigi gorilmiistiir.

Grup III’ deki hayvanlarin kontrol grubunda hayvanlarin % 16,7 sinde 2.
derece (orta siddette) kanama goriiliirken, %25inde 1. derece (hafif siddette),

% 58,3’ iinde kanama alan1 gézlenmedigi goriilmiistiir.

Hayvanlarda bulunan yangisal hiicre infiltrasyonu incelendiginde;

Grup I’ deki hayvanlarin % 28,6’sinda siddetli yangisal hiicre infiltrasyonu
gozlenirken, 9%71,4 linde 2. orta siddette yangisal hiicre infiltrasyonu
gOriilmiistiir.

Grup II’ deki hayvanlarin %60’ nda siddetli yangisal hiicre infiltrasyonu
goriiliirken, %30’inde orta siddette yangisal hiicre infiltrasyonu ve %10’u hafif
siddette yangisal hiicre infiltrasyonu goriilmiistiir.

Grup III’ deki hayvanlarin %33,3’iinde siddetli yangisal hiicre infiltrasyonu
goriiliirken, %33,3’linde orta siddette yangisal hiicre infiltrasyonu, %25’ inde
hafif siddette yangisal hiicre infiltrasyonu goriildii. %8,3’ linde yangisal hiicre
infiltrasyonu gozlenmemistir.

Istatistiksel olarak ii¢ grup karsilastirildiginda aralarinda anlaml bir farklilik

olmadig1 bulunmustur(p>0.05).

Hayvanlarda bulunan kapsiil incelendiginde;

Grup L. ve Grup II’deki hayvanlarin % 100’iinde kapsiil sekillendigi,
Grup I’ deki hayvanlarin %91,7” sinde kapsiil gozlenirken, %8,3’linde kapsiil

gozlenmemistir.
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Istatistiksel olarak ii¢ grup karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir farklilik

olmadig1 bulunmustur (p>0.05).

Hayvanlarda bulunan metastaz incelendiginde;

Grup I’ deki hayvanlarin % 51,7’inde metastaz gozlendigi (%28,6 sinda
akcigerde, %14,3’ iinde akciger ve beyinde, %14,3’ iinde kalp ve akcigerde
metastaz), % 42,9’unda gézlenmedigi,
Grup II’ deki hayvanlarin % 70’inde metastaz gozlendigi (%40’unda
akcigerde, %10’ unda beyinde, %10’ unda kalpte, % 10’ unda kalpte ve kan
pihtisinda), % 30’unda gozlenmedigi,
Grup III’ deki hayvanlarin %41,7° sinde metastaz (akicgerde) gozlenirken,
%58,3’linde metastaz gozlenmemistir.
Istatistiksel olarak ii¢ grup karsilastirildiginda aralarinda anlaml bir farklilik

olmadig1 bulunmustur(p>0.05).

Hayvanlarda bulunan Kire¢lenme incelendiginde;

Grup I’ deki hayvanlarin % 57,1 inde,

Grup I’ deki hayvanlarin % 40’ inda,

Grup I’ deki hayvanlarin % 20’ sinde kireglenmenin oldugu gozlenmistir.
Istatistiksel olarak ii¢ grup karsilastirildiginda aralarinda anlaml bir farklilik

olmadig1 bulunmustur(p>0.05).

Hayvanlarda bulunan Kasa invazyon bulgusu incelendiginde;

Grup I’ deki hayvanlarin % 14,3 iinde,

Grup I’ deki hayvanlarin % 40’ inda,

Grup III’ deki hayvanlarin %33,3’{inde Kasa invazyon oldugu gdzlenmistir.
Istatistiksel olarak ii¢ grup karsilastirildiginda aralarinda anlaml bir farklilik

olmadig1 bulunmustur(p>0.05).

Farelerde bulunan tiimoérlerin mitotik aktivitesi incelendiginde;

Grup I’ deki hayvanlarin ortalama mitotik aktivitesi 9£1,8,
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Grup II’ deki hayvanlarin ortalama mitotik aktivitesi 3,6 + 2,7,
Grup II’ deki hayvanlarin ortalama mitotik aktivitesi 2,6+£1,9 olarak

bulunmugtur.

Istatistiksel olarak ii¢ grup karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir farklilik

bulunmustur (p=0,001).

110



5. TARTISMA

5.1. Ce6 Uzerinde Yapilan Kontrollerin Degerlendirilmesi

Ce6’nin DMSO igindeki ¢ozeltisinin UV spektrumu Boliim 3.3.2°de anlatildigt
sekilde elde edilmistir. Elde edilen spektrum literatiir ile uyumlu bulunmustur (104). UV-
Vis spektrurumun da Ce6’nin 406 ve 664 nm’de iki pikinin oldugu gozlenmistir. FRET in
saglanmasinda ya da ger¢eklesmesindeki kurallardan birincisi olan ‘vericinin yayim
spektrumu ile alicinin sogurulma spektrumu ile ortiismeli’ prensibinin saglanmasi igin

664 nm dalga boyunun kullanilmasina karar verilmistir (90,92,97).

Lipozom calismalarinda igte tutulan etkin madde miktar1 hesaplamalarinda
kullanilmak iizere Ce6’nin kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir. Kalibrasyon dogrusunu
¢iziminde, dogrusalliktan ayriligin dnem kontrolii olarak R? degeri hesaplanir ve bu
degerin 1 olmas1 istenir. Boliim 3.3.3’de anlatildig1 sekilde hazirlanan kalibrasyon

dogrusunun R? degeri 0,9998 olarak bulunmustur.

5.2. KN-Ce6 Konjugatinin Hazirlanmas1 ve Konjugatin Karakterizasyonunun

Degerlendirilmesi

Gilinlimiizde heniiz klinikte kullanima girmemis olsa da radyoduyarlastiricilarin
radyoterapide kullanimlar1 deneysel diizeyde arastirilmaktadir. Radyoduyarlastiricilar
hiicrelerin/dokularin radyasyona duyarlifini artiran bilesiklerdir. Bolim 2.1.1.1°de
detayli sekilde anlatildigi sekilde radyoduyarlastiricilarin dokular iizerindeki etkisi
radyasyonun- madde etkilesimi prensiblerine dayanmaktadir. Goriintiilleme ve tedavide
kullanilan radyasyon enerjisi sirast ile keV ve MeV mertebelerindedir. keV
mertebelerinde baskin olan radyasyon-madde etkilesimi fotoelektrik etki iken, MeV
mertebelerinde baskin olan etkilesim compton etkisidir.

Literatiirde radyoduyarlastirict olarak nanopartikiillerin kullanimi da yogun olarak
calisilmaktadir. Bu amagla kullanilan nanopartikiillerden bazilari (6rnegin AuNP),
fotoelektrik etkiyi arttirmaktadir, bu etki radyoterapide uygulanan MeV diizeyindeki
dozlarda diisiik oldugu i¢in bu nanoparcaciklarin radyoduyarlastirici etkisi siirlidir.

Alternatif olarak elektron yogunlugunu arttirarak Compton etkisini arttiracak

nanopartikiillerin, radyoterapiden elde edilen etkiyi arttirdig1 gosterilmistir (23).
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KN’ler icersinde birka¢ atomdan binlerce atoma kadar atom barindirabilen yapay
atomlardir (30, 31). Dolayist ile bulundugu ortamda elektron yogunlugunu artiran
nanopartikiillerdir. Bu 06zelliginden dolayr Compton etkisini arttirarak tedaviyi
hizlandiric1 etkisi olacagi diislinlilmektedir. Yapilan calismalarda KN tek basina
kullanildiginda bu etkinin % 5 civarinda oldugu bildirilmistir (33). Bu etkiyi artirmak i¢in
yeni yaklagimlar da denenmektedir.

Kanser tedavisinde baz iilkelerde klinik kullanima girmis olan FDT’de kullanilan
fotoduyarlagtiricilarin - KN ile birlikte kullanildiginda FRET mekanizmasi ile spontan
olarak ROS ve 'O, iirettigini gosteren  ¢alismalar mevcuttur (114). KN ve
fotoduyarlagtiricilarin birlikte kullanilmasi hem elektron yogunluguna dayanan compton
etkilesimi hem de FRET etkisi ile sitotoksik etkisi yiiksek olan ROS’larin iiretilmesini
artiracagl ve KN-fotoduyarlastiric1 konjugasyonu FRET den dolay1 fotofuyarlastiricinin
uyarilmasini arttirarak KN nin tek bagina tirettiginden daha fazla !O; iiretimi saglanacagi
bildirilmistir (58, 115). Tsay ve arkadaslar1 KN ve FD’yi kovalent olarak baglayarak tek
basina FD’dan 3-4 kat daha fazla 'O, iiretimi elde ettiklerini rapor etmislerdir (57).

Konjugasyonun gerceklesip gergeklesmedigi FT-IR, UV spektrumlari ¢ekilerek
ve CTEM ile goriintiileri alinarak Boliim 3.4.3 de anlatildig1 sekilde kontrol edilmistir.

Hazirlanan konjugatin UV absorpsiyon spektrumunda, Konjugatin karakteristik
soret bandinin Ce6’nin absorpsiyon bandi lizerine iist iiste binmesi, ayrica Konjugatin Q
(I) bandinin 664 nm'den maviye kaymasi (hipsokromik etki), absorbsiyon bandinin
siddetinin artmas1 (hiperkromik etki), soret bant ¢izgisi genisliginde bir degisiklik
gozlenmesi Ce6 molekiillerinin KN’lere kovalent baglandigin1 gostermektedir (Bkz

Sekil 9). Sonuglar literatiirle uyumlu bulunmustur (104,116,117,118).

IR spektroskopi, IR 1s1ninin molekiiller iizerinde olusturdugu titresimlerin neden
oldugu karakteristik frekans degerlerinin kullanilmasi ile molekiiler diizeyde madde
analizi yapilmasini saglar. Bu yontemde belli bir enerjide 6rnege iletilen 1518in ne
kadarinin sogurulduguna bakilir. Sogurma spektrumunda bir sinyalin elde edildigi enerji,
ornek molekiiliin titresim frekansini verir. Bu sinyaller iizerinden farkli kosullardaki
degisim FT-IR ile rahatlikla izlenebilir. Orneklerin dl¢iilmesinde yaygin olarak kullanilan
yontemlerden birisi Fourier Transform Infrared Spektrometresinin Zayiflatilmis Toplam
Yansima (FT-IR ATR) eklentisidir. Bu yontemde ZnSe 650 ¢cm™ altindaki kizilotesi
bolgesi 15111 kuvvetli bigimde sogurur. Bu nedenle bu dalga sayis1 altindaki sinyaller

kullanilmaz (119).
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Bu caligmada ATR-FTIR yontemi kullanilarak; KN’lere Ce6 baglanmasinin
arastirilmasi i¢in etken maddenin ve nanopartikiillerin yiizeylerindeki molekiillerin ¢esitli
baglarmin titresim frekanslar1 Olglilmiis ve molekiildeki fonksiyonel gruplar
belirlenmigtir. Buna gére KN, Ce6 ve KN-Ce6 konjugatlarinin infrared spektrumlari
karsilagtirilarak incelenmistir. Boliim5.2.1.1° deki verilerden anlasilacag iizere ve KN-
Ce6 Ornegine ait spektrumda amid I bandindaki 1709 cm™” de olusan yeni absorpsiyon
bandi KN’lerin iizerine Ce6’nin kovalent immobilizasyonunun gergeklestigini
gostermistir. Ayrica, 1612 ve 1373 cm!'deki absorpsiyon bandi, N-H bag biikiilmesi ve
C-N gerilme titresimine bu bantlarda amin gruplar1 ile basarili yiizey modifikasyonunu

dogrulamaktadir. (Bkz Sekil 11-13). Sonuglar literatiirle uyumlu bulunmustur (54).

CTEM goriintiilerinde KN’lerin etrafindaki daha diisiik kontrastli yapilar Ce6
olarak degerlendirilmistir ve nanopartikiiller etrafinda gozlenen kontrast farklilik
baglanmanin gerceklestigini gostermektedir (Bkz Sekil 15 a-d) . Sonuglar literatiirle
uyumlu bulunmustur (105,106,109,120).

5.3. KN-Ce6 Konjugati iceren Lipozom Dispersiyonlarinin Degerlendirilmesi

Lipozomlarin  kesfinden sonra (66) ilag tasiyict  sistem  olarak
kullanilabilirliklerinin anlasilmasi ile birlikte, ilag tastyici sistemler arasinda en ¢ok tercih
edilen ve iizerinde en fazla arastirma yapilan sistemlerden biri olmustur. Bunun basglica
nedeni, lipozomlarin biyouyumlu ve biyoparcalanabilir yapida olmalaridir. Ayrica, genis
yelpazedeki ilaclar ve diyagnostik bilesikler etkin maddenin fizikokimyasal 6zeliklerine
bagli olarak sulu kompartmana hapsedilebilirler veya lipid membrana baglanabilirler.
Lipozomun igteki sulu fazina hapsedilen ilaglar dis etkenlerden korunurken, ilacin
istenmeyen yan etki olusturmasi da engellenmis olur. Lipozomlarin yiizeyleri uygun
molekiil/bilesiklerle modifiye edilerek, lipozoma hapsedilmis ilacin hiicreye hatta
hiicresel kompartmanlara bile tasinmasi saglanabilir. Bu nedenle, ¢alismamizda KN-Ce6
konjugatlarinin tlimore hedeflendirilmesinde nanoboyutta tasiyici sistem olarak

lipozomlar secilmis ve lipozomun i¢ sulu fazina hazirlanan konjugat hapsedilmistir.

Lipozomu olusturan lipidleri secerken, fosfolipitlerin, karakteristik bir jel-siv1 faz
gecis sicakliginda, faz gecisine ugrayarak vezikiil olusturduklar1 dikkate alinmalidir. Faz
gecis sicakligi fosfolipitlerin yapisindaki acil zincirinin bir fonksiyonudur ve 2

pozisyonuna her metilen ilavesi ile yaklasik olarak 15°C civarinda artis gosterir. Yapida
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doymamis agil zincirleri, dallanma, fosfatidil serin ve fosfatidil gliserol gibi asidik

fosfolipit bas gruplar1 bulunmasi faz gecis sicakliginda diislise neden olmaktadir (121).

Calismada kullandigimiz lipozomlarin hazirlanmast sirasinda sivi kristal
yapisindaki lipid olan PC ve jel tipinde olan DSPC kullanilmistir. PC soya lesitini olup
doymamis yapidadir. DSPC ise doymus sentetik lipiddir. PC yapisindaki doymamaislik
nedeniyle stabilitesinin saglanmasi ve korunmasi olduk¢a onemlidir. Jel tipinde olan
DSPC’de ise yapida bulunan doymamislik ortadan kalkmistir. Bu nedenle jel tipte olan

lipidler s1v1 tipte olanlara gore oksidasyona daha dayanikli hale gelmektedirler.

Formiilasyonda, fosfolipit yaninda temel bilesen olarak kullanilan bir diger madde
kolesteroldiir. Kolesterol vezikiiler sistemlere, cifte tabakanin gegirgenligini optimize
etmek i¢in ilave edilir. Kolesterol jel tipteki vezikiillerde az miktarda akigkanlastiric1 etki
gosterirken, sivi tipte olan vezikiillerde biiyiik oranda diizenleyici etkiye sahiptir. Bu
nedenle kolesterol sivi tipteki fosfolipit ¢ifte tabakanin gegirgenligini azaltip, rijiditesini
arttirarak, lipozomun sulu fazina hapsedilmis olan hidrofilik ilaglarin sizmasin1 azaltmasi
ve ayrica lipozomlarin in vivo stabilitesini arttirmaktadir (67).

Boliim 3.5.1°de anlatilan 6n formiilasyon ¢alismalart sirasinda en sik gozlenen
sonug hazirlanan lipozom disersiyonlariin agrege olmasi ve buna bagl olarak partikiil
boyutunun istenenden ¢ok daha biiylik olmasidir. Bu nedenle ¢alismada kullanilan
lipozom dispersiyonlarinin fiziksel stabilitesini artirmak ve agregasyonu engellemek
amaci ile formiilasyona yiik verici madde eklenmis ve elde edilen sonuglar 1s51g1nda pozitif
yiik verici madde olarak stearilamin ilave edilmistir.

Lipozom dispersiyonlarinin RES hiicreleri tarafindan hizli opsonizasyonunu
onlemek, dolasimda kalig siirelerini uzatmak ve EPR etkisi ile tiimore pasif olarak
hedeflendirilmesini saglamak i¢in lipozomlarin yiizeyi hidrofilik bir polimer olan PEG
ile kaplanmistir. PEG, ila¢ tasiyict sistemlerde en ¢ok tercih edilen polimerdir. PEG
kaplama ile nanopartikiillerin yiizeyinin kaplanmasi sonucunda yiizey yiikii ve
hidrofilisitede artma saglanmakta ve kapl ilag tastyici sistem ile kan bilesenleri arasinda
itici etkilesimleri artirmaktadir. Sterik stabilizasyon olarak adlandirilan bu etki sayesinde
plazma proteinleri, makrofajlar gibi RES sistemleri bilesenleri tarafindan lipozomun
opsonizasyonla hizla dolasimdan uzaklastirilmas: 6nlenir (122,123). Lukyanov ve ark.
yaptiklar1 c¢alismada 750-5000 Da arasinda degisiklik gosteren PEG bloklar1 ile
hazirlanan farkli PEG-PE konjugatlarinin oldukga stabil ve digsiik kritik misel

konsantrasyonuna sahip miseller olusturdugunu ve bunlarin yiiksek oranda in vivo timor
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tutulumuna sahip oldugunu bildirmislerdir(124). Bu bilgiler 1s18inda ¢aligmada
lipozomlarin dolasimda uzun siire kalmasini saglamak i¢in PEG2000-DSPE kullanilmaistir.

Lipozomlarin pasif hedeflendirilmesinin yani sira tiimor hiicresine spesifik olarak
hedeflendirilmesi i¢in lipozomlarin yiizeyi folat reseptoriine spesifik, folik asit ile
modifiye edilmigtir. B6lim 2.2.1.2.1.2.1°de detayl sekilde anlatildig1 sekilde Folik asit
lipozomlar da dahil olmak iizere ilag¢ tasiyici sistemlerde tiimor ve enflamutuvar
hastaliklarda hedefleme ligandi olarak siklikla kullanilmaktadir. Folat reseptorleri,
saglikli hiicrelerde diislik diizeyde bulunurken meme, kolon, akciger, prostat, ve beyin
kanserleri gibi pek ¢ok kanser tiirlinde asir1 eksprese edilirler. Ayrica folat reseptorii
ekspresyonu ile tiimoriin evre ve derecesi arasinda siki bir iliski oldugu bulunmustur. Bu
ozellikleri nedeniyle folik asit/folat hedeflendirme bileseni olarak yaygin olarak
kullanilan bilesiklerdir. Folik asitin diisiik molekiil agirligt (MW 441), suda ¢oziiniir
olmasi, ¢esitli ¢oziicli, pH ve 1silardaki stabilitesi, diger bilesiklerle kolay konjuge
edilebilmesi, antikorlarin aksine immunojenite O6zelliginin olmamasi ve folat
reseptorlerine yiiksek afinite gostermesi, folik asitin hedeflendirmede siklikla tercih
edilen ligand olmasinin diger nedenleri arasinda yer almaktadir. Ayrica hedeflendirme
amactyla yiizeyi peptit-protein veya antikorla modifiye edilmis nanotastyicilarla
karsilastirildiginda folik asit ile modifiye edilmis nanotastyicilar daha kiigiik boyutlara
sahip olduklarindan daha iyi doku penetrasyonu gosterirler ve folat reseptdrii icermeyen
dokulardan daha hizli temizlenirler.

Sonug olarak tiim bu bilgiler 15181nda bu ¢aligsma kapsaminda KN-Ce6 konjugati
iceren yiizeyi PEG ile kapli, timore hedeflendirme icin yiizeyi folik asit ile modifiye
edilmis nanoboyutlu, pozitif yliklii PC ve DSPC lipozomlar1 hazirlanmistir. Caligmada
kullanilan tiim lipozom dispersiyonlar1 Tablo 5’ de detayli olarak sunulmustur. Lipozom
dispersiyonlarinin hazirlanmasi i¢in literatiirde en sik tercih edilen yontem olan film

metodu kullanilmistir.

5.4. Lipozom Dispersiyonlarimin Karakterizasyonunun Degerlendirilmesi

Vezikiillerin Partikiil Biiyiikliiklerinin ve Zeta Potansiyellerinin Tayini

Calismada kullanilan lipozom dispersiyonlarinin ortalama partikiil biiyiikligi ve

dagilimlar1 ve zeta potansiyelleri Boliim 3.6.1.’de anlatildig1 sekilde ol¢iilmiistiir.
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Elde edilen sonuclar incelendiginde PC lipozomlarinin DSPC lipozomlarindan
daha kiigiik oldugu, konjugat hapsedilmesi ve yiizeyin folik asit ile modifikasyonu ile
partikiil boyutunun biiyiidiigii goriilmistiir (Bkz Tablo 6). Bu sonuclar literatiir ile

uyumlu bulunmustur (110, 111).

Bolim 2.2.1.2.1.1° de detayli sekilde anlatildigi iizere EPR etkisi ig¢in bazi
kaynaklara gére 100 nm’nin altinda (63), baz1 kaynaklara gore ise 40400 nm araliginda
olmasi gerektigi bildirilmistir (65). Bu anlamda ¢alismada elde edilen partikiil biiyiikligi
literatiir ile uyumlu olarak pasif hedeflendirmeye uygun olarak degerlendirilmis olup,
aktif hedeflendirmenin kullanildig1 formiilasyonlar i¢inde folat modifikasyonuna bagh
olarak daha biiyiik parcaciklar elde edilmistir ancak bu biiyiikliigiin halen EPR etkisinden

yararlanmak i¢in gerekli olan biiyiikliik sinirlari i¢erisinde oldugu tespit edilmistir.

Kolloidal bir dagilimin partikiil boyutu degerlendirilirken géz 6niine alinmasi
gereken diger bir parametre de dagilimin homojenitesini gosteren PDI degeridir. Bu deger
0-1 arasindadir ve homojen bir dagilim i¢in sifira yakin olmasi istenmektedir.
Caligmamizda hazirlanan tiim lipozom formiilasyonlarinin PDI degerlerinin 0.11 ile 0.20

arasinda bulunmasi, partikiillerin homojen dagildigini gostermektedir.

Zeta potansiyel, nanotasiyicilarin biyodagilimini, opsonizasyonunu ve
toksisitesini etkilemektedir. Lipozomlar dahil nanotasiyicilarin yiizeylerinin kaplanmasi,
nanotastyicilarin - agregasyonunu ve opsonizasyonu engeller ve hiicresel alimi
arttirmaktadir. Zeta potansiyel mV olarak ol¢iilmektedir ve nanotasiyicilarin stabilitesi
ile ilgili 6nemli bir parametredir. -10 mV dan biiyilk, + 10 mV dan kiigiik ise
nanotastyicilar agregasyon egilimi gosterebilir; 25 mV dan biiylik negatif ya da pozitif
ise ayn1 yiiklii her bir pargacigin yiik itmesi nanotastyicilarin agregasyonunu engeller ve
fiziksel stabilitesini artirir. Ancak literatirde PEG ile kapli nanotagyicilarin zeta
potansiyellerinin <10 mV dan kiiclik ise daha stabil oldugu da bildirilmistir (65)
Calismada hazirlanan lipozomlarin zeta potansiyeli 10mV’dan daha diisiik olarak
bulunmugtur. Literatiirde direkt ¢alismamizla ayni sekilde KN-fotoduyarlastirict lipozom
dispersiyonlar1 ile yapilmis calisma bulunmamakla birlikte sadece KN igeren

lipozomlarla yapilan ¢aligmalarda benzer sonuglar rapor edilmistir (110).
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Icte Hapsedilen Etkin Madde Miktari

Calismada hazirlanan lipozom dispersiyonlarina hapsedilen KN-Ce6 konjugat
miktar1 ve enkapsiilasyon verimleri Boliim 3.6.2° de anlatildig1 sekilde belirlenmistir.
Sonuglar incelendiginde yiizeyi folik asit ile modifiye edilmis lipozomlarin
enkapsiilasyon verimi yiizeyi modifiye edilmemis olanlara gore daha diisiik bulunmustur
(Bkz Tablo 9). Literatiirde calismamizla ayni Ozellikte lipozom dispersiyonu
bulunmamasina ragmen benzer g¢alismalar incelendiginde benzer sonuclar bulunan
caligmalar oldugu gibi aktif hedeflendirilmis lipozomlarda igte hapsedilen madde

miktarinin daha fazla oldugu ¢alismalar da bulunmaktadir (110).

Lipozom Dispersiyonlarin Mikroskopla Goriintiilenmesi

Lipozomlarin morfolojik 6zellikleri lipozom bilesimi ve hazirlama ydntemine
bagli olarak degisiklik gosterebilir. Calismada hazirlanan lipozomlar Bolim 3.6.3°de
anlatildig1 sekilde CTEM ve polarize mikroskopla goriintiilenmistir. Elde edilen CTEM
goriintiilerinde Slgiilen partikiil boyutunun, Tablo 6’da verilen boyutlarla uyumlu olarak
ekstrusion sonrasi 200 nm civarinda oldugu goriilmiistiir. Ayrica elde edilen goriintiilerde
gozlenen kontrast farkliga bagli olarak KN-Ce6 konjugatinin lipozom iginde hapsedildigi
goriilmiistiir. Sonuglar literatlirle uyumlu bulunmustur (107,108, 109,110,111,112).
Ayrica polarize mikroskop goriintiilerinde de vezikiillerin olustugu ve lipozomlara 6zgii

sar1 mavi ¢apraz bantlar gdzlenmistir.

Lipozom Dispersiyonlarinin Stabilite Calismalari

Tiim farmasotik preparatlarda oldugu gibi lipozomlarda da uygun raf dmrii 6nemli
bir parametredir. Yani hastaya uygulanincaya kadar gecen bekleme siiresinde tasiyici
sistemin in vivo davranigini etkileyecek partikiil boyutu, igte tutulan etkin madde miktari
gibi fiziksel o6zelliklerinin degismemesi gereklidir. Lipozomlarin fiziksel stabiliteleri,

molar bilesimlerine, kullanilan fosfolipide ve saklama sartlarina baglhdar.

Calismamizda PC1—K ve DSPC1—K lipozomlarinin fiziksel stabilitelerini izlemek
amaciyla buzdolabi sicakligi (+4°C) ve oda sicakhiginda (25°C) 6 ay bekletilen
vezikiillerin partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyeli ve icte tutulan etkin madde miktarindaki

degisimleri izlenmistir.

117



Buzdolabi ve Oda Sicakliginda Bekletilen Lipozom Dispersivonlarinin _ Partikiil

Biiviikltigii ve Zeta Potansivelndeki Degisim

Lipozomlar gibi partikiiler yapidaki ilag¢ tasiyict sistemlerdeki en 6nemli fiziksel
stabilite gostergelerinden biri partikiil biiylikligiindeki degisimdir, c¢iinkii partikiil
biliylimesi faz ayrimina kadar gidebilen bir siirecin baslangici olabilir ve bu nedenle

fiziksel stabilite ¢aligmalar1 sirasinda dikkatle incelenmelidir.

Sonuglar incelenecek olursa, hem PCi—-K hem de DSPCi—K lipozomlari
buzdolab1 ve oda sicakliginda bekletilme sonrasinda zamanla partikiil biiyiikliigiinde ¢ok
az bir artis goriilmiistiir (Bkz. Tablo 10). Ayni lipozom bilesimine sahip formiilasyonlarin
ayni Ornek alma giinlerindeki buzdolabi ve oda sicakliginda bekletilmeleri sonrasi
partikiil  biyiiklikleri  karsilastirildiginda,  buzdolabi  sicakliginda  bekletilen
formiilasyonlar ile oda sicakliginda bekletilen formiilasyonlar arasinda partikiil

biiyiikligii agisindan anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).

Zeta potansiyelleri incelendiginde ise +4°C zeta potansiyeli az bir degisim
gosterirken, oda sicakliginda bekletilen lipozomlarin zeta potansiyel degerleri
biliytimiistiir. Ancak her iki sicaklikta da formiilasyonlarin ayn1 6l¢iim giinlerindeki zeta
potansiyel degerleri ve ayn1 formiilasyonun farkli giinlerdeki zeta potansiyel degerleri

istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmamastir.

Elde edilen sonuglar 1s18inda, hazirlanan lipozom dispersiyonlarmin her iki
sicaklikta da, izlenen siire igerisinde partikiil biiylikliigli degisimleri agisindan stabil

olduklar sdylenebilir.

Buzdolabi ve Oda Sicakliginda Bekletilen Lipozom Dispersivonlarimin Icte Tutulan Etkin
Madde Miktarindaki Degisim

Caligmamizda  kullandigimiz KN-Ce6  konjugatt  igeren  lipozom
dispersiyonlarinin fiziksel stabilitelerini degerlendirmek ic¢in stabilite caligmalarinda
inceledigimiz bir diger parametre ise i¢te tutulan konjugat miktarindaki degisimdir.
Lipozomlarin istenilen etkinligin saglanabilmesi i¢in, tiim raf Omiirleri boyunca
hapsedilen etkin madde miktarini korumasi beklenmektedir. Bu nedenle, icte tutulan etkin

madde miktarinin izlenmesi fiziksel stabilite ¢alismalar1 agisindan 6nem tagimaktadir.
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Sonuglar incelenecek olursa, DSPCL—K lipozomlarinin PC.—K lipozomlarindan
daha stabil oldugu gbézlenmistir. Bunun nedeni DSPC’nin jel yapida bir fosfolipit olmasi
ve sivi kristal yapida olan PC ile kiyaslandiginda faz gegis sicakliginin ¢ok daha yiiksek
olmasidir. Lipidler, faz ge¢is sicakliklarinin altindaki sicakliklarda daha diizenli ve siki
bir yapinin gozlendigi jel yapida bulunurlar ve sicaklik arttikca oOzellikle faz gegis
sicakliklarmin iistiindeki sicakliklara ¢ikildik¢a daha gevsek dizilisin gorildigi sivi-
kristal yapiya gecerler. Sivi-kristal yapidaki lipidlerin polar bas gruplar1 arasindaki
mesafe jel yapiya oranla daha fazladir ve bu nedenle etkin maddenin kaybi1 daha fazla
olmaktadir (67). Ayrica hem PC hem de DSPC lipozomlari i¢in, +4°C’de igte tutulan etkin
madde miktarindaki degisim 25°C’de deki degisime gore daha az oldugu goriilmiistiir. Bu
beklenen bir durumdur, bu nedenle lipozomlarin buzdolab1 sicakliginda bekletilmesi

Onerilmektedir.

5.5. Hiicre Kiiltiir Calismalarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hazirlanan lipozom dispersiyonlarinin sitoksik etkilerini degerlendirmek igin
folat pozitif hiicre hatti olan 4T1 hiicresi ile ¢alisilmistir. Hiicrelerin 1sinlanmast igin

secilen dozlar literatiirde verilen dozlar esas alinarak secilmistir.

Hiicre kiiltiir caligmasi i¢in optimum kosullar1 belirlemek icin yapilan 6n
calismalarda farkli hiicre sayilar1 (10x10°,5x103, 2x10% hiicre/kuyucuk), formiilasyonlarla
farklr inkiibasyon siireleri (4 ve 24 saat), farkli X 1s1n1 dozlar1 (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 20,
30, 45 Gy) ve 1sinlama sonrasi farkli bekleme siireleri (24, 48, 72 saat) denenmistir. Bu
calismalardan elde edilen sonuglar 1s181nda 2x10° hiicre/kuyucuk, formiilasyonlarla 4 saat
inkiibasyon, 5, 10, 15, 20 Gy radyasyon dozu ve 1sinlama sonrasi 72 saat bekleme siiresine

karar verilmistir.

Literatiirde 4T hiicre hattinin mitoz siiresi 22,9 saat olarak bildirildiginden dolay1
24, 48 ve 72 saat bekleme siirelerinde deneyler tekrarlanmis ve en uygun sonug ii¢ mitoz

sliresi sonrasi olan 72 saatte bulunmustur (6,125,126).

Isinlama dozu olarak uygulanan 5, 10, 15 - 20 Gy dozlarla elde edilen sonuclar
degerlendirildiginde, 5 Gy radyasyon dozunda; formiilasyonlarin hiicre canliligindaki
sitotoksisitesini, Konjugat ve tek basma X 1smi ile 1sinlama ile karsilagtirdigimizda,
%36,5 daha fazla kanser hiicresi 6ldiirdiigii ve DSPCL-FA-Konjugat, sadece 5 Gy X 151n1

radyasyonundan %26,8 daha fazla kanser hiicresi oldiirdiigii goriilmek ile birlikte,
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hazirlanan formiilasyonun 10, 15 ve 20 Gy radyasyon dozlarindaki etkisinin minimal

oldugu bulunmustur (Bkz. Sekil 25-30).

Radyasyon wuygulanmadan tek basina serbest konjugat ve lipozom
formiilasyonlarinin uygulandiginda elde edilen hiicre canlilik degerleri incelendiginde
FRET den dolay1 bir etkilesimin oldugu goriilmektedir. Serbest konjugat uygulandiginda
hiicre canliligr %94 bulunurken, DSPCL—K ile bu deger %78,68 ve DSPCL—-FA-K ile
%73,17 olarak bulunmustur. Sonuglardan da goriilecegi ilizere aktif hedeflendirmede
hiicre i¢ine alim daha fazladir, X-151n1 uygulanmadiginda bile KN’nin FRET etkisinden

dolay1 bir hiicre 6liimii s6z konusudur.

Radyoterapide hiicre 6liimii 2 sekilde olmaktadir; reprodiiktif 6liim ya da mitotik
olim ve apoptotik 6liim. Reprodiiktif 6liim ya da mitotik 6liimde hiicreler canli kalirken
boliinme yeteneklerini yitirmektedir. Bu hiicreler morfolojik olarak normal goriiniise
sahip olabilirler, hatta protein ve DNA sentezi yaparak bir ya da iki mitoz gecirebilirler.
Ancak bundan sonra boliinme yeteneklerini kaybederler. Radyobiyolojide bu olay bir
hiicre oliimii olarak adlandirilir. Apoptotik 6liimde ise hiicre canlilifini tamamen

yitirmektedir (6,7).

Calismada hiicre canliligt MTT testi ile degerlendirilmistir. MTT testi tetrazolyum
tuzlar1 kullanilarak hiicrenin mitakondriyel aktivitesine bakilarak canli hiicrelerin
belirlenmesi olarak Ozetlenebilir. Tetrazolyum tuzlar1 elektron alarak indirgenir ve
formazon kristallerine doniiserek renk degisimi olusur. Tetrazolyum halkas1 ancak aktif
mitakondri tarafindan kirilabilir bunun i¢in renk reaksiyonu sadece canli hiicrelerde

gerceklesebilir. Olii hiicrelerde herhangi bir renk degisimi sz konusu olmaz (127, 128).

Bu bilgiler 1s18inda degerlendirilecek olursa; mitotik 6lim gosteren hiicreler
aslinda hiicre biiylimeleri durmus olmasina ragmen halen canli durumda olan hiicrelerdir
ve dolayisiyla MTT testinde renk degisimi gosterebilmektedirler. Bu da bu hiicrelerin
canli olarak degerlendirilmesine yol agabilir. Bu MTT testinin sinirlamasi olarak

degerlendirilebilir.

Caligmada beklenmedik bir sekilde PC lipozomlarmin etkin madde
icermeyenlerde dahil olmak iizere sitotoksik etkileri yliksek bulunmustur. Bu literatiirdeki
bulgularla uyusmamaktadir. Ciinkii genel olarak 6zellikle bos lipozomlarin sitotoksik

olmadiklarina dair literatiirde ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (129, 130, 131).
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Bu durumu yorumlamak icin radyasyonun hiicresel hasarlarina bakmak uygun
olabilir. Radyasyon hasarlar1 letal, subletal ve potansiyel letal hasar olarak
siiflandirilmaktadir (6,7). Letal hasar onarillamayan olaylar olmakla birlikte hiicrenin
Oliimiine sebep olurlar. Subletal hasarda ikinci bir doz uygulamasinin eklenmemesi
durumunda hiicreler kendilerini onarabilirler ki bu ¢aligmada tek seferde 10Gy doz
uygulandigindan subletal hasarinin olusmasi beklenmektedir. Potansiyel letal hasarda
isinlamadan sonra hiicrelerin bulunduklar1 ortam kosullarina gore degisiklik gdsteren
hasarlardir. Bilindigi iizere in vitro kosullarda hiicrelerin yasayabilmeleri i¢in optimum
kosullar belirlenmistir ve yasamlar1 i¢in gerekli olan nem, 1s1, pH ve besin tam olarak
hiicrelere verilmektedir. Ayrica in vitro hiicre kiiltlir calismalarinda in vivo kosullarin
aksine radyasyon uygulanan hiicrelerin viicutta diger hiicreler ile olan iliskisi de s6z
konusu degildir. Dolayisiyla in vitro hiicre kiiltiir davraniglarinin birebir in vivo kosullar
yansitmasi beklenmemelidir. In vitro hiicre kiiltiir ¢alismalarinda hiicrelerin biiyiimesi
icin gerekli ortamlar siirekli saglandigi i¢in hiicrelerin kendini onarip canlilig siirdiirmesi
ve boliinerek ¢ogalmasi olasidir. Bu durum in vivo apoptozise giderek hiicrenin in vitro
kosullarda optimum kosullar saglandig1 i¢in hala canli kalmasina sebep olabilecektir. Bu
bilgiler ve 1sinlama sonrast MTT testi yapmadan 6nce 72 saat bekleme siiresi oldugu goz
onlinde tutulursa, calismada PC lipozomlar1 ile elde edilen yiiksek o6liimlerin
formiilasyona bagli olarak degil de hiicrelerin boliinmeye devam etmesi nedeniyle
birbirine fazla temas ederek deney kosullarina bagli bir 6lim olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak bu konuda daha net sonuglara varilabilmesi detayl
incelemelerin yapilmasi veya hiicre canliliklarinin MTT diginda farkli yontemlerle

gosterilmesi gerekmektedir.

Apoptozis ve radyoduyarlilik arasinda bir korelasyon sdzkonusudur.
Radyodirencli hiicre hatlarinda apoptozis gozlenmezken, radyoduyarhilik artikca
apoptozisin gozlendigi ya da arttig1 bir gercektir. Ayrica klasik radyoterapide, apoptozisin
mitotik 6liime nazaran daha az oldugu da bilinen bir gercektir (6). Sagkalim egrilerinde
en genis omuzlara sahip olan radyodirengli hiicre serilerinde apoptoz gézlenmezken, iistel
fonksiyon seklinde azalan radyoduyarli hiicrelerde ise apoptozun gdzlendigi
bilinmektedir. Sag kalim egrilerinde daha kiiciik ve dar bir omuz ile birlikte artan
radyoduyarlilik  orantilidir.  Mitotik ~ 6lim  kromozom  anormalliklerinden

kaynaklanmaktadir. Apoptotik 6liim ise heniiz tam olarak anlasilamayan

121



mekanizmalardan kaynaklanmaktadir, ancak sagkalim egrilerinde dozun tistel bir

fonksiyonu olarak gerceklesir (6,7, 127,128)

Yukarida verilen bilgiler 1s181inda Sekil 31° de elde dilen sonuglar incelendiginde,
caligmada hazirlanan KN-Ce6 konjugati iceren lipozom dispersiyonlarinin kullanilmasi
ile artan radyoduyarliliktan dolay1 apoptozisin baskin hale geldigi, sadece radyasyon
uygulandigr durumda ise mitotik liimiin baskin oldugu goriilmektedir. Ayrica sadece
radyasyon uygulamasinin sag kalim egrisi genis bir baslangi¢ omzuna sahip iken KN-Ce6
konjugat1 igeren lipozom dispersiyonlarinin sag kalim egrileri {istel fonksiyon
seklindedir. 15 ve 20 Gy radyasyon dozlarinda hiicre dliimlerinde kayda deger bir degisim
olmamast hiicrelerin tamamina yakininin mitotik 6liim ile 61diigii ve bunun MTT ile tespit

edilemedigi diigiiniilmektedir.

5.6. In Vive Cahismalara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
5.6.1. Gama Kamera fle Goriintiilleme Calismalarina Ait Bulgular

Tc-99m isaretli KN-Ce6 konjugati iceren yiizeyi folik asit ile modifiye edilmis
DSPC lipozomlari ile yapilan goriintiileme ¢aligmalarinda tiimor goriintiilenememistir.
Bunda en temel etkenlerden biri goriintiileme i¢in insan goriintiilemede kullanilan gama
kamera cihazi ile farelerin goriintiilenmeye ¢alisiimasidir. Bu ¢alismanin microSPECT
ile yapilmast durumunda daha basarili sonuglar alinabilecegi diisiiniilmektedir.
Goriintlileme sonrasi fareler dldiiriilerek tiimor ve normal kas dokusu 6rnekleri alinarak
radyoaktiviteleri dl¢lilmiistiir. Tiimor dokusunun aktivitesi normal dokuya gore yiiksek
bulunmustur. Bu, uygulanan radyoaktif lipozom dispersiyonun tiimoér dokusunda
tutuldugunu gostermekle birlikte bu konuda daha kesin sonuglara ulagsmak ve tutulum
oranlarint sayisal olarak ifade etmek, diger dokularla karsilastirildiginda tiimordeki
tutulumun anlamli olup olmadigr sdylemek i¢in biyodagilim caligmasi yapilmasi
diisiiniilebilir. Gortintiilleme ¢alismasindan istenilen sonuglarin elde edilememesi {izerine
konu ile ilgili literatiir arastirmasi yapilmistir. Benzer ¢alismalardan yola ¢ikilarak daha
sonraki tedavi ¢aligmalarinda lipozom dispersiyonlariin uygulanmasindan sonra 6 saat

beklenmesine ve siire sonunda radyoterapi uygulanmasina karar verilmistir (132).
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5.6.2. Lipozom Formiilasyonlarinin  Antitiiméral Etkinliginin In  Vivo

Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Tedavi Planlamasi Sonuclari

Tedavi planlamasi sonucunda elde edilen DVH’ler incelendiginde ICRU’ nun 50
no’lu raporuna (113) uygun olarak uygulanan dozlarin +%5 simnirlar1 arasinda oldugu
goriilmiistiir. Baz1 farelerin setup pozisyonlarindan dolay1 belirlenen doz + %5 den daha

fazla doz aldig1, ancak bu minimal dozun tedaviye etkisi olmayacag1 degerlendirilmistir.

Yiiksek enerjili hiizmelerde ikincil elektronlarin erisim mesafeleri daha uzundur.
Ayrica kompton etkisinden dolay1 primer hiizme dogrultusundan acili olarak sa¢ilir. Bu
nedenle yiiksek enerjili fotonlar i¢in, maksimum doz dokuda daha derinlerde olusur.
Ornegin 6 MV icin 1,5 cm, 18 MV icin 3,3 cm ve Co— 60 igin 0,5 cm derinliklerde
maksimum doza ulasilir. Giris dozu bu enerji seviyelerinde her zaman daha diisiik
oldugundan dolay1 1smmlama esnasinda yiizeydeki tiimoérlerin eksik doz almasinin
engellenmesi, viicut konturlarindaki egriliklerin giderilmesi ve bosluklarin doldurulmasi

icin doku esdegeri boluslar kullanilir (133,134).

Bolus diizgiin olmayan viicut yiizeylerinde demetin viicuda dik ve homojen olarak
girmesini saglamaktadir. Calismamizda kullandigimiz farelerin sag arka ayaklarina tiimor
enjekte edildigi i¢in ve tiimor viicut disina dogru belirgin sekilde biiyiidiigiinden deri ve

yakinindaki tiimdrlerin tam doz almasinin saglanmasi i¢in 1 cm bolus kullanilmigtir.

Tedavi etkinliginin Izlenmesi

Farelerin Viicut Agwrliklarindaki Degisimin Saptanmasi

Kilo kayb1 kanser hastalarinda sik goriilen semptomlardan biridir. Artmis enerji
harcama ve azalmis beslenme gozlenen kilo kaybi i¢in nedensel faktor olarak bilinmekle

birlikte bu kilo kaybinin altinda yatan pek ¢ok faktor sz konudur (135).

Bu calismada her bir gruptaki hayvanlarin agirliklar1 yasam siireleri boyunca
Bolim 3.10.3.3.1° de anlatildig1 sekilde izlenmistir. Grup I’ deki hayvanlarin
agirliklarinda anlamli bir azalma gdzlenirken (p=0,018), Grup II ve Grup III’ deki
hayvanlarda bu azama daha azdir, sirastyla (p=0,074) ve (p=0,061).
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Tiimor Bovutundaki Degisimin Belirlemesi

Boliim 3.10.2°de anlatildig: sekilde tiimor olusturulmus fareler Bolim 3.10.3°de
anlatildig1 sekilde gruplara ayrilarak tedavi islemi uygulanmis ve tedavi sonrasi tiimor
boyutundaki degisimler; mikro BT ve BT simiilator (tedavi planlamasi i¢in kullanilan)
goriintiilerden elde edilen Ol¢iimler ve kumpas kullanilarak manuel olarak elde edilen

Olgtimler kullanilarak tiimor hacimleri hesaplanarak degerlendirilmistir.

Bu 3 yontemle hesaplanan degerler arasinda farkliliklar goriilmiistiir. MikroBt ve
BT similator ile 3 boyutlu dl¢limler yapilirken kumpas ile yapilan dl¢timlerde 2 boyutlu
Ol¢iimler yapilabilmistir. Calismada kullanilan BT simiilator insan i¢in kullanilan cihazlar
oldugu icin elde dilen goriintilerde timor sinirlarinin belirlenmesinde zorluklar

yasanmistir. En hassas goriintiileme ve 6l¢lim mikro BT ile elde edilmistir.

MikroBT, teknik olarak konik 1sikli bilgisayarli tomografi teknigi olup bu
goriintiilemede konik geometriye sahip X-1sinlar1 kullanilir (136). MikroBT de voksel
araliklar (sinyalin alindig1 bolgenin hacmi) hacimsel olarak normal tomografilere gore 1
milyon kat daha kiiciik olup 1-50 um arasindadir. Bu kiigiik voksel aralig1 sayesinde
mikroBT’ler kesitsel olarak ¢ok iyi bir ¢oziiniirliige sahiplerdir (125). Bu nedenlerden
dolay1 mikroBT ile elde edilen goriintiilerden tiimoér hacimleri daha biiyiik dogruluk ile
tespit edilebilmistir. Ayrica mikroBT den elde edilen goriintiiler kullanilarak tiimérlerin
hacimsel goriintiileri (volume rendering) olusturulmustur (Bkz Sekil 35-37). Elde edilen
veriler dogrultusunda, DSPCL-FA-K lipozomlarinin kullanildigi Grup III” deki farelerin
timor hacmi kigilirken diger gruptaki hayvanlarin tiimér boyutlariin arttigi
gozlenmistir. Grup III’ deki farelerde tiimor hacminde 0.glin ile 5.giin arasinda
%38,36’lik, 0.giin ile 10.giin arasinda %39,04’liik bir azalis oldugu gézlenmistir (Bkz.
Tablo 28).

Bivokimvasal Degerlendirme

Tiimo6r olusturulmus ve tedavi uygulanmis ve tedavi uygulanmamis hayvanlardan
alinan kan Orneklerine ait biyokimyasal degerlendirme sonuglarina bakildiginda; tiimor
olustugunda non spesifik immun yanitla iligkili olarak ya da paraneoplatik olarak
16kositoz gelisebilmektedir. Grup I, Grup II ve Grup I1I’deki farelerde 16kositoz olusumu
gozlenmistir. Tedavi sonras1 Grup Il ve Grup III’ deki farelerde 16kosit sayilart muhtemel

tedaviye yanitla normal araliga geriledigi goriilmiistiir. Kanser tedavilerinde 16kopeni
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(WBC de normal degerin altina diisilmesi) doz smirlayict bir yan etki olarak
goriilmektedir. Tedavi sonrast Grup III ve Grup II’deki hayvanlarin 16kosit sayilarinin
normal aralikta kalmasi I6kopeninin tedavi i¢in doz sinirlayici bir yan etki olmayacagini

diisiindiirmektedir.

Trombositopeni, cogunlukla tlimoériin kemik iligini infiltre etmesine bagli nadiren
de paraneoplatik olarak ortaya c¢ikabilmektedir. Grup II ve Grup III’deki farelerde
baslangigta trombositopeninin mevcut oldugu goriilmek ile birlikte, tedavi sonrasi
muhtemel timor yanitiyla iligkili olarak trombosit sayilarinin normal aralifa geldigi
goriilmiistiir. Ayni sekilde kanser tedavileri sirasinda trombositopeni gelismesi,
l6kopeniyle benzer sekilde cogu kez doz sinirlayici toksisite olarak goriilmektedir. Tedavi
sonrast trombositopeni gelismemesi de calisma kapsaminda uygulanan tedavi i¢in bir

avantaj olarak degerlendirmistir.

Uygulanan tedavi ile iligkili olarak anlamli bir hemoglobin diislisii de
gelismemistir. Sonug olarak uygulanan tedavi yontemleri ile doz sinirlayict bir kemik iligi

toksisitesi gelismedigi de goriilmiistiir (Bkz Tablo 29).

Sag Kalim Siirelerinin Izlenmesi Bulgulart

Tedavi uygulanmayan (Grup 1) ve sadece radyoterapi uygulanan (Grup II) ve
DSPCL-FA-K lipozomlar1 ve radyoterapi uygulanan farelerin sag kalim siireleri
incelendiginde Grup III’de yer alan farelerin daha uzun yasadig1 sag kalim siirelerinin
arttigr goriilmiistiir. Hatta Grup III’de yer alan 1 farede tiimor dokusu tedavi sonrast
tamamen yok olmustur. Baslangi¢ timor boyutlar1 homojen tutulmaya calisilsa da fareler
arasinda timor biiylikligl acisindan farkliliklar kaginilmaz olarak gozlenmistir. Ancak
tedavi gruplarinda yer alacak fareler baslangicta secilerek bu farklilik minimize edilmeye
calisilmistir. Deneysel gozlemler sonucunda baslangi¢ tiimor boyutu kiiciik oldugunda
tiimoriin daha fazla oranda kiigiilebildigi daha biiyilik tiimorlerde ise tlimoér boyutunun
kiigiilmesinden ziyade tiimoriin biiylimesinin durdurulabildigi goriilmiistiir. Ancak
bununla ilgili daha kesin sonuglara ulasabilmek i¢in daha fazla sayida denckle

caligmalarin planlanmasina ihtiyag¢ vardir.
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Histopatolojik Inceleme Sonuclar

Tedavi uygulanmayan (Grup 1) ve sadece radyoterapi uygulanan (Grup II) ve
DSPCL-FA-K lipozomlar1 ve radyoterapi uygulanan fareler belirlenen tedavi protokoliine
gore belirlenen 6rnekleme giinlerinde BT ile goriintiilenmis ve her 6rnekleme giiniinde
her gruptan 2 hayvan alinarak sakrifiye edilmis ve patalojik ve histolojik olarak
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmelere ait ayrintili sonuclar Bolim 4.6.4.2.5°de

ayrintili olarak sunulmustur.

Beseri hekimlikte spontan olarak gelisen meme tiimdorlerinin prognozunun daha
iyi belirlenebilmesi i¢in bir derecelendirme metodu oOnerilmistir. Bu metot bilim
diinyasinda genis oranda kabul gormekle birlikte daha sonralari gesitli hayvanlarda
spontan gozlenen meme tiimorlerinde de yaygin sekilde kullanilmistir. Bahse konu olan
metotta tubul olusum durumu, niikleer pleomorfizm ve mitoz sayilar1 puanlanarak elde
edilen toplam skora gore tiimdrler iyi diferansiye, orta diferansiye ve zayif diferansiye

olarak derecelenmistir(138).

Bu tez c¢alismasinda tiimoérlerin prognozunun belirlenmesi i¢in yukarida belirtilen
sistemin kullanilmasi planlanmistir. Fakat deneysel olan bu ¢aligmada tiimér hiicreleri
disaridan enjeksiyon yolu ile verildiginden tubul olusumunun goriiliip goriilmemesi ve
hiicrelerin hepsinin benzer morfolojik 6zelliklere sahip olmasi beklenebilir. Bu durum da
caligmada yer alan tlimorlerde tubul olusumunun gzlenmemesi ve hiicre morfolojilerinin
benzer olmasi normal olarak karsilanabilir. Biitiin tiimorler ilk iki maddeden ayni puani
alacaklar1 i¢in, bu maddelerin tiimorlerin prognozunun kiyaslanmasinda ayirici 6nemi
kalmamaktadir. Tiimorlerin prognozlari i¢in ayirici role sahip tek kriter, en belirgin

degisimin goriildiigii mitoz sayisidir.

HE kesitlerde mitotik figiirlerin sayilmasi, hiicre proliferasyonunun ve prognozun
tahmin edilmesinde kullanilan en eski metotlardan birisi olmakla birlikte en ¢ok tercih
edilenidir (139). Mitotik aktivite sayilart Meuten ve ark. tarafindan 2016 yilinda

yayinlanan kurallar dikkate alinarak hesaplanmistir (140).

Mitoz sayilar1 degerlendirildiginde grup I’in belirgin farklilikla en kotli prognoza
sahip oldugu goriilmektedir. Grup II ve grup III, grup I’e kiyasla daha iyi prognoza
sahiptir. Ug grup arasinda grup I1I en az mitoz say1s1 ortalamasiyla en iyi prognozlu olarak

dikkati cekmektedir.

126



Ayrica mitotik aktivitenin Grup III’ de en az goriilmesi (ortalama 2,9) DSPC-
FA-K lipozomlar1 uygulmasini takiben yapilan radyoterapinin, sadece radyoterapi
uygulanan Grup II’ ye gore daha fazla mitozda azalmaya sebep oldugunu gostermektedir.
Dolayistyla DSPCL-FA-K lipozomlar1 apoptotik dliimlere ilave olarak tiimdr hiicrelerinin

cogalma hizin1 da diisiirerek tedaviye katkida bulunmustur.

Tiimdrlerde gozlenen nekroz; dolagim yetmezliginden ya da timor nekroz faktor
(TNF) olarak isimlendirilen ve canlinin immun sistemi tarafindan aktive edilen bir sitokin
tarafindan meydana getirilir (141). Gruplarda gozlenen tiimorlerin  hepsinde
damarlagmanin fazla belirgin olmadig1 goz oniine alinirsa TNF’lerin gézlenen nekrozlar
iizerine daha fazla etkiye sahip olduklart disiiniilebilir. Gruplardaki nekroz sahalari
incelendiginde Grup III diger gruplara gore daha geri planda kalmaktadir. Bu durum
yapilan uygulama’nin bir sekilde TNF’ler {izerine baskilayict etki yaptigini

diisiindiirmektedir.
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6. SONUC

Kanser tedavisinde daha az radyasyon dozunda daha fazla faydanin saglanmasi ve
klinikte kullanilan X 1511 radyasyon dozlarina nazaran daha diisiikk radyasyon dozu
kullanilarak tiimor hiicrelerinin yok edilmesinin amaglandigi bu tez kapsaminda
radyoterapide kullanilmak tizere KN (CdSeZnS)-Ce-6 konjugati iceren, PEG kapli,
nanoboyutlu, yiizeyi folik asit ile modifiye edilmis, PC ve DSPC fosfolipitleri iceren
immunolipozom dispersiyonlar1 hazirlanarak klinikte kullanilmaya aday bir

radyoduyarlastirici liretilmeye calisilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda;

e FRET etkilesiminin gerceklesmesi igin gerekli olan “alict ile verici arasindaki
mesafenin istenen ol¢lide olmasi (< 10 nm)” kuralinin yerine getirilebilmesi igin
KN ve Ce6’nin literatiirle uyumlu olacak sekilde kovalent olarak baglandiklar
gosterilmistir.

e Film metodu kullanilarak hazirlanan lipozomlarda uygun pargacik boyutu ve
etkin madde enkapsiilasyonu saglanmistir.

e Partikiil biiytikliikleri folik asitle modifiye edilmemis lipozomlar i¢in (PCL-K
196,444,9; DSPCi-K 227,243,1), folik asitle modifiye edilmis lipozomlar i¢in
(PCi-FA-K 182,2+1,8; DSPCi-FA-K 239,246,7) olarak bulunmustur.

eicte tutulan konjugat yiizdesi folik asitle modifiye edilmemis lipozomlar igin
(PCL-K  %09,5+0,5; DSPCr-K %22,2+2.5), folik asitle modifiye edilmis
lipozomlar i¢in (PCr-FA-K 9%6,14£0,6; DSPCi-FA-K %13,743,3) olarak
bulunmustur. Yiizeyi folik asit ile modifiye edilmis lipozomlarin enkapsiilasyon
verimi ylizeyi modifiye edilmemis olanlara gore daha diisiik bulunmustur.

¢ DSPC igeren lipozom formiilasyonlarinin, partikiil biiytlikliigli degisimi gerekse
icte tutulan konjugat miktarnin korunmasi acisindan stabil oldugu,
buzdolabinda bekletilen formiilasyonlarin stabilitelerinin oda sicakliginda
bekletilen formiilasyonlara gore daha iyi oldugu gézlenmistir.

e Hazirlanan formiilasyonun sitoksik etkilerini degerlendirmek i¢in folat pozitif
hiicre hatt1 olan 4T1 hiicresi ile ¢alisilmistir. Herhangi bir X 1sin1 uygulamasi
olmadiginda bile FRET etkisinden dolayr bir hiicre oliimii goriildigi
gbzlenmistir. Ancak X 1511 ve radyoduyarlagtiricinin birlikte kullanilmasi bu
etkinin artmasini saglamistir ve sonug olarak; tek basina 5 Gy X 1511 radyasyon

dozunun hiicre kiiltiirii lizerinde yaptig1 etki ile karsilastirildiginda serbest
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konjugat +X 1s1minin uygulamasinin hiicre oliimiinde %36,5+1,2 bir artig ve
DSPCL-FA-K +X 1smm1 uygulamasinin hiicre oliimiinde %27,1+1,7 artig
sagladig1 goriilmustiir.

e Uretilen formiilasyonun SER oran1 3.3 bulunmustur.

e Calismada hazirlanan KN-Ce6 konjugati igeren lipozom dispersiyonlarinin
kullanilmast ile apoptozisin baskin hale geldigi, sadece radyasyon uygulandigi
durumda ise mitotik 6liimiin baskin oldugu gdsterilmistir.

ein vivo ¢alismalarda; hazirlanan formiilasyonlarin antitiiméral etkinliklerinin
izlenmesi caligmalarinda, tedavi uygulanmayan (Grup I) ve sadece X 1511
uygulanan gruptaki (Grup II) farelerde tiimor hacimlerinde artig goriiliirken,
DSPCL-FA-K lipozomlar1 + X 1siminin kullanildig1 gruptaki farelerde (Grup III)
tiimor hacminin kii¢iildiigii bazi hayvanlarda da tiimor biiyiimesinin durdugu
gozlenmistir. Grup II’deki farelerde tlimoér hacminde 0.giin ile 5.giin arasinda
% 38,36’lik, 0O.glin ile 10.giin arasinda % 39,04’lik bir azalis oldugu
gozlenmistir.

e Ayrica sag kalim ve biyokimyasal degerlendirme sonuglarindan da DSPCL-FA-
K lipozomlarimin tedaviye etkisinin pozitif oldugu gosterilmistir.

e Histopatolojik inceleme sonuglar1 incelendiginde; mitotik aktivitenin Grup III’
de en az goriilmesi (ortalama 2,9) DSPCL-FA-K lipozomlar1 uygulamasini
takiben yapilan radyoterapinin, sadece radyoterapi uygulanan Grup II’ ye gore
daha az mitotik aktiviteye sebep oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla DSPCy-
FA-K lipozomlart hem tiimor hiicrelerinin ¢ogalma hizini diisiirdiigii hem de
radyasyona oranla daha fazla apoptotik 6liime yol actig1 gosterilerek tedaviye
katk1 da bulundugu gosterilmistir.

eSonu¢ olarak in vitro ve in vivo c¢alismalardan elde edilen sonuglar
incelendiginde DSPCi-FA-K (DSPC:Chol:SA:PEG2000-DSPE:FA-PEG2000-
DSPE+KN-Ce6) lipozom dispersiyonunun, radyoterapide daha az radyasyon
dozu uygulanarak tedavide ayni veya daha iyi etkinlik saglanmasi i¢in umut
verici bir radyoduyarlastirici ajan olabilecegi sonucuna varilmistir. Daha kesin
sonuglarin elde edilmesi icin daha genis gruplarda in vivo c¢aligmalarin

yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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Kurulu Yonergesi'ne gore uygun bulunarak oy birligi ile onaylanmasina karar verilmistir.

* Sorumlu arastirmaci deneylere baslangig tarihini Etik Kurula bildirmekle yikimliidir

tof. Dr. Sema CALIS
Etik Kurul Bagkant

142




HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU GUNDEMI - IMZA SIRKULERI
: 27.08.2015 (PERSEMBE)

TOPLANTI TARIHI
TOPLANTI SAYISI
TOPLANTI SAATI

: 2015/07
:13.30

' Prof. Dr. Sema Calig '

W, —Fdler

Prof. Dr. Niiket Ornek Biiken Prof. Dr. ijym Sara
(Baskan) (Uye) (1yre)
\ 7
Mﬂg K st l/\,\ﬂwl JSQM/\
Prof. Dr. Neslihan HNQikshenoglu Prof. Dr. Belgin Can Prof. Dr. Mehmet Ali Onur
Falkmarken (Uye) (Uye)
(Uye)
"'i&"‘ML.\ = p ] L -
Dog.Dr. Hakan EL *"Dog. Dr. Aytekin Akyol Dog.Dr.Ersoy KONAS
(Uye) (Uye) (Uye)

oL ~
Dog. Dr. Ilyas Onbagtlar

Ly

Mehmet Alpe Cetthkaya

Yrd. Dog. Dr. Banu Cahide Tel
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(Uye) (Uye) (Uye)
0L ~
Mevliit Oksizoglu Avukat Yasemin Ozselguk

(Uye) (Uye)




HACETTEPE UNIVERSITESI
) _ FEN BILIMLERI ENSTITUSU _ _
YUKSEKEISANS/DOKTORA TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU

HACETTEPE UNIiVERSITESI
FEN BiLiMLER ENSTIiTUSU §
NANOTEKNOLOJi VE NANOTIP ANABILiM DALI BASKANLIGI'NA

Tarih: 08/07/2020

Tez Bashgi/Konusu: Radyoterapide Kullanmilmak Uzere Kuantum Noktalar1 Ve Fotoduyarlastirici iceren Tiimére
Spesifik Nanoboyutlu Lipozomlarin Gelistirilmesi

Yukarida bashgi/konusu gisterilen tez calismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris, c) Ana béliimler d) Sonu¢ kisimlarindan
olusan toplam 182 sayfalik kismina iliskin, 20/04/2020 tarihinde sahstm/tez danismanim tarafindan Turnitin adh
intihal tespit programindan agagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gére, tezimin
benzerlik orani % 7‘dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakea harig
2- Alintilar hari¢/dahil
3- 5 kelimeden daha az ortiisme iceren metin kisimlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Calismas1 Orjinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslari’'ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirli hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim. /\(—\

\

Tarih ve imza
08/07/2020
AdiSoyadi: Mehmet KARABUGA

Ogrenci No: N12242213

Anabilim Dali: Nanoteknoloji ve Nanotip

Programi: Nanoteknoloji ve Nanotip

Statiisii: [_] Y.Lisans Doktora ] Biitiinlesik Dr.

DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR.

S

Prof.Dr.Suna ERDOGAN
(Unvan, Ad Soyad, imza)




OZGECMIS

Adi1 Soyadi : Mehmet Karabuga

Dogum yeri : Ankara

Dogum tarihi : 31/07/1979

Yazigma adresi : Alacaatli Mah. 4997 Sok. Ozkar Kayra Park Sitesi A

blok 8 numara Cankaya / ANKARA

Telefon : 05337121484

Elektronik posta adresi : mehmetkarabuga@hotmail.com

Yabanci dili : Ingilizce

EGITIM DURUMU

Lisans : Hacettepe Universitesi Fizik Miihendisligi

Yiiksek Lisans : Hacettepe Universitesi Radyoterapi Fizigi Programi
Doktora : Hacettepe Universitesi Nanoteknoloji ve Nanotip ABD

Is Tecriibesi

1)

2)

3)

4)

)

6)

2013 - halen devam ediyor, T.C. Saglik Bakanlhig: Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz
Kurumu, Medikal Fizik Uzmani, Fizik miihendisi

2012 - 2013, Hacettepe Universitesi Hastaneleri Radyasyon giivenligi iist kurulu,
Medikal Fizik Uzmani, Radyasyondan Korunma ve Giivenlik Uzmani.

2008 - 2012, Hacettepe Universitesi Hastaneleri, Niikleer Tip Anabilim Dal,
Fizik miihendisi,

2006 - 2010, Hacettepe Universitesi Onkoloji Hastanesi, Radyasyon onkolojisi,
Radyoterapi fizigi boliimii, Yiiksek Lisans Ogrencisi, Tam zamanli Goniillii
Calisan.

2005, Dr. Abdurrahman Yurtaslan Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Medikal Fizik, Stajyer Ogrenci

2004, Tirkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK), Ankara Niikleer Arastirma ve
Egitim Merkezi (ANAEM) Niikleer Enerji Laboratuvari, X-Isinlar1 Laboratuvari,
Stajyer Ogrenci
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