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OZET

Flonja Liko, Tumér Teshis ve Tedavisi igin Geligtirilen Nanoboyutta Lipozomal
llag Tasiyici Sistemler Uzerinde In Vitro Galigmalar, Hacettepe Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiist, Radyofarmasi Programi, Yiksek Lisans Tezi, Ankara, 2011.
Calismanin amaci, timor teshis ve tedavisinde kullanilacak, nanoboyutta, Poli Etilen
Glikol (PEG) kapli, farkli ylizey yukine sahip teragnostik lipozomlarin gelistiriimesidir.
Lipozomlarin hazirlanmasinda, jel ve sivi-kristal yapida iki farkli fosfolipit (DPPC ve PL
90G), stabilite artirici olarak kolesterol (CHOL), lipozomlarin dolasimda uzun sire
kalmalarini saglamak icin PEG,o00-DSPE ve radyoniklidin stabil bir sekilde lipozom
membranina baglanmasi icin selat yapici madde olarak Dietilen Triamin Penta Asetik
asit-Fosfatidil Etanolamin (DTPA-PE), pozitif yik verici madde olarak Stearilamin (SA),
negatif yik verici madde olarak Disetil fosfat (DCP) kullaniimigtir. Hidrofilik 6zellikte
etkin madde, 5-FloroUrasil (5-FU) (20 mg.mL™), lipozomun i¢ sulu fazina hapsedilmistir.
Calisma kapsaminda, hazirlanan lipozom formilasyonlarinin  karakterizasyon
calismalart yapiimig, 5-FU’in lipozomlardan salimi ve tumdor hucreleri Uzerindeki
antitimoral etkileri incelenmis, ayrica fiziksel stabilite caligmalar yapiimigtir.

Batiin lipozom dispersiyonlarinin ortalama partikil boyutu 100- 150 nm arasinda
Olgulmustir. Yiksuz lipozomlarda igte tutulan etkin madde miktarlari agisindan dnemli
fark gorinmezken, pozitif ve negatif yikli DPPC lipozomlarinin igte tutulan etkin madde
miktari, PL 90G lipozomlarindan daha yuksek oldugu bulunmustur. 5-FU’'in degigik
lipozom dispersiyonlarindan salim profilleri incelendiginde salimlarin 1. derece
kinetigine uydugu bulunmustur. Huicre kaltdr c¢alismalarinda, serbest 5-FU ile
karsilagtiriidiginda, DPPC lipozomlarinin ¢ok daha disik etkin madde miktar ile
(yaklagik 10 kat daha az) ile ayni etkiyi gosterdigi bulunmustur.

Kisaca, elde edilen sonuglar incelendiginde, nanoboyutta, PEG kapli DTPA-PE ve 5-FU
iceren DPPC lipozomlarinin [DPPC:CHOL:PEGp00tDTPA-PE (61,7:33,3:5 pmol+ %1
mol.lipid™"), DPPC:SA (veya DCP):CHOL:PEG.u00+DTPA-PE (61,7:3,3:30:5 umol+%1
mol.lipid™)] timér teshisi ve tedavisi icin umut vaat eden bir tagiyici sistem oldugu

goOrialmustiar. Bu calismanin, ilerideki calismalara temel teskil edecegi dustintlmektedir.

Anahtar Sozcukler: Teragnostik Lipozom, Tumér Teshisi ve Tedavisi, 5-FU, PEG

Kapli Lipozom



Vi

ABSTRACT

Flonja Liko, In Vitro Studies on Nanosized Liposomal Drug Delivery
Systems developed for Diagnosis and Treatment of Tumor, Hacettepe
University, Health Sciences Institute, Master Thesis in Radiopharmacy,
Ankara, 2011.

The aim of this study is to develop nanosized, Poly Ethylene Glycol (PEG) coated,
different charged theranostic liposomes for tumor diagnosis and treatment. For the
liposome preparation two phospholipids; DPPC (gel state), PL 90G (liquid-crystalline
state), cholesterol as bilayer condenser, PEG,000-DSPE for long-circulating liposomes,
Diethylene Triamine Penta Acetic acid-Phosphatidyl Ethanolamine (DTPA-PE), as a
chelator agent added to the liposomal membrane for the stabile association of
radionuclides, Stearylamine (SA) as a positive charge inducer and Dicetyl Phosphate
(DCP) as a negative charge inducer, were used. The hydrophylic drug, 5-FluoroUracil
(5-FU) (20 mg.mL™), was incorporated in the internal water phase of the liposomes.
Characterization studies, such as the release of 5-FU from the liposomes and its
cytotoxic effect, followed by physical stability studies, were done. The particle size of all
liposomes was 100-150 nm. Neutral liposomes did not show any considerable change
in the encapsulation amount of 5-FU, which in positive and negative DPPC liposomes
was higher than PL 90G ones.

The release profile of 5-FU from different liposome dispersions was compatible with 1.
Order Release Kinetics.

Cell culture studies showed that in comparison with the free 5-FU solution, neutral,
positive and negative charged DPPC liposomes had the same antitumoral activity on
MCF-7 cell lines, with less amount of drug (10 fold lower).

Shortly, the results of this study show that nanosized, PEG coated, DTPA-PE and 5-FU
containing DPPC liposomes [DPPC:CHOL:PEG,y0+DTPA-PE (61,7:33,3:5 pmol+ %1
mol.lipid"), DPPC:SA (or DCP):CHOL:PEG,0+DTPA-PE (61,7:3,3:30:5 pmol+%1
mol.lipid™)] are a promising delivery system for tumor diagnosis and treatment.

It is believed that this study will represent a foundation for the studies to come.

Key Words: Theranostic Liposome, Tumor Imaging and Treatment, 5-FU, Stealth

Liposome
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GIRIS VE AMAG

Kanser diger dokulara yayilma ve metazsaz gibi malign davranisla
karakterize anormal ve kontrolstiz hiicre bolinmesine neden olan bir hastaliktir.
Gunumlzde modern tiptaki tum gelismelere ragmen kanser hala teshisi ve
tedavisi zor bir hastaliktir ve dinya capinda en c¢ok Olime neden olan
hastaliklarin basinda gelmektedir.

Teshis agisindan bakilacak olursa bugiin mevcut olan klinik gérintileme
yontemlerinin hemen hemen hepsi ancak tumdor belli bir buyuklige ulastiginda
ve hucresel degisiklikler basladiktan sonra timoérin goéruntilenmesine olanak
saglamaktadir.

Tedavi acgisindan bakilacak olursa, gunumizde kanser tedavisinde
kullanilan yontemleri baglica radyoterapi ve kemoterapi olarak ikiye ayirmak
mimkidndir. Bu yontemlerin her ikisinin de en buylk dezavantaji tumor
dokusuna spesifik yontemler olmamasidir. Yani gerek radyoterapi gerekse
kemoterapi yontemlerinde timor hicresi yaninda saglikli normal hiicrelerde bu
tedavi sirecinden zarar gorebilmektedir.

Bu nedenle gerek tumdorin teshis ve goruntilenmesinde gerekse
tedavisinde kullanilabilecek daha guvenli, daha etkin kontrast bilegik/ilag
gelistirmeye yonelik ¢calismalar araliksiz devam etmektedir.

Nanoteknoloji, genellikle birka¢ yiiz nanometrenin altindaki materyallerin
davranisini, 6zelliklerini ve yapisini inceleyen nispeten yeni sayilabilecek bir
bilimsel arastirma alanidir. Son yillarda nanoteknolojideki gelismeler bu
materyallerin  nanotip alaninda kullanimmna da  o6nculuk  etmigtir.
Nanomateryallerin sahip olduklari bazi avantajlar bunlarin nanotip alaninda ve
Ozellikle kanser alanindaki kullanimlarini daha da cazip hale getirmektedir.

Partiktler ilag tasiyici sistemlerin hedef doku/organa ulagmasindaki en
buyidk engel, damar disindaki hedef doku ile vaskiler sistem arasindaki
endotelyal hicrelerdir. Bircok dokuda, vaskuiler sistem endotelyal hicrelerin

kesintisiz olarak dizilmesi ile meydana gelmistir ve genelde bu endotelyal



hicreler, bir zemin membran ile de desteklenmektedir. Bu endotelyal bariyer,
partiktler ilag tasiyict sistemlerin damar disina cikarak hedef doku/organa
ulasmasini engellemektedir. Ancak timor, enflamasyon ve enfekte olmusg
alanlar gibi patolojik bdlgelerde artmis kapiller gecirgenlige sahip alanlarin
bulundugu gosterilmistir. Bu alanlara, nano boyuttaki partikuler ila¢ tasiyici
sistemlerle ila¢ tasinmasi, AGT [Artmis Gegirgenlik ve Tutulum (Enhanced
Permeability and Retention (EPR)] etkisi ve bozulmus filtrasyon mekanizmasi
aracihgi gibi pasif hedeflendirme mekanizmalari ile saglanabilmektedir. Ayrica
bu tasiyici sistemlerin yuzeyinin hedef doku/organa spesifik bir ligand veya
antikor ile modifikasyonu ile tasiyici sistemlerin aktif olarak hedeflendiriimesi de
mumkunddir.

Gerek pasif gerek aktif hedeflendirilen nano ilag tagiyici sistemlerin hedef
dokuya ulasabilmesi icin viicuda verildiginde Retikilo Endotelyal Sistem (RES)
hicreleri tarafindan hemen vicuttan uzaklastiriimamalari, dolagimda uzun sire
kalmalari gerekmektedir. Bu da bu tasiyici sistemlerin ylzeyinin PEG gibi
hidrofilik bir polimer ile kaplanmasi ile mimkin olabilmektedir. Tasiyici sistemin
yUzeyini kaplayan bu polimer plazma da bulunan ve opsonin adi verilen
proteinlerin tasiyici sistemle etkilesmesini Onleyerek RES hucreleri tarafindan
hizla taninmalarini engeller ve dolagimda uzun strre kalmalarina olanak saglar.

Yukarida bahsedilen avantajlarindan dolay! partikiler ilag tasiyici
sistemler Ozellikle kanser alaninda uzun yillardir kullanilmaktadir. Bu alanda
tzerinde en c¢ok calisma yapilan partikiler ila¢ tasiyici sistemlerin basinda
lipozomlar, polimerik miseller, dendrimerler, nanoemulsiyonlar ve nanopartikiller
gelmektedir.

Lipozomlar, aralarinda sulu bir faz bulunan, biyolojik membrana
benzeyen lipid tabakalarinin olusturdugu, mikroskobik boyutlarda, genellikle
kure seklindeki yapilardir. Boyutlari nanometre ile mikrometre boyutlari arasinda
degisiklik gosteren bu sistemler gesitli avantajlara sahiptir. Temel yapi tasi olan
fosfolipitler hiicre membran yapisinda bulunan dogal bilesikler oldugu icin toksik

Ozellik gostermemesi, hem suda ¢6ziinen hem yagda c¢O6zunen maddelerin



enkapsulasyonuna olanak saglamasi, pasif vel/lveya aktif olarak
hedeflendirilebilmeleri, yliksek ila¢ tasima kapasitesine sahip olmalari,
biyouyumlu olmalart bu avantajlarindan sadece birkacidir.  Ozellikle
kemoterapoétik ilaclarin buydk bir gogunlugunun suda ¢ézinmeyen bilegiklerden
olugmasi bunlarin formilasyonunu zorlagtirmaktadir. Bu noktada lipozom gibi
ilag tastyict sistemler bu etkin  maddeleri c¢OzunarlUklerini  artirarak
formulasyonuna olanak saglarlar.

Son yillarda ila¢ taglyici sistem alanindaki calismalar, multifonksiyonel
ilac tastyici sistemler gelistirme Gzerine yogunlagsmigtir. Hem teshis ve tedavi
icin kullanilan ve teragnostik lipozomlar olarak adlandirilan sistemler de bu
multifonksiyonel tasiyici sistemlerden biridir. Bu teragnostik lipozomlar, etkin
maddenin Ozelligine goére icteki sulu faz veya lipit cifte tabakada tedavi icin
kullanilan kemoterapoétik ajani ve goruntileme icin kullanilacak kontrast
madde/radyometal/radyonuklidi tagir. Bu sistemler sayesinde terapotik ilag
spesifik olarak timdre tasinirken es zamanh olarak timor dokusunun
goruntilenmesi saglanir. Teragnostik lipozomlarla ilacin hedef dokuya ulasip
ulasmadigr kontrol edilebilir, timor dokusunun goriantilenmesi ile timor
boyutundaki degisimler izlenerek hastanin tedaviye cevap verip vermedigi tedavi
bittikten sonra degil tedavi devam ederken izlenebilir. Ozellikle kemoterapi gibi
yan etkileri yiksek olan tedavi yontemlerinde hastanin tedaviye cevabi erken
asamada belirlenerek hasta tedaviye cevap vermiyorsa mevcut tedavinin kesilip
baska bir tedavi rejiminin uygulanmasi mimkun olabilir.

Bu teragnostik sistemlerin gelistiriimesi ve klinik kullaniima sunulmasi ile
konvansiyonel kemoterapinin yerini kisiye 6zel tedavi yontemlerin alacagina
inaniimaktadir.

Bu calisma kapsaminda tumor teshis ve tedavisinde kullanilacak
teragnostik lipozom sistemlerinin formulasyonu, ve karakterizasyon calismalari
yapilmasi planlanmig, 5-FU’in lipozomlardan salimi ve tumoér hacreleri
tzerindeki antitimdral etkileri sitotoksisite deneyleri ile incelenmigtir. Ayrica,

lipozomlarin fiziksel stabilite ¢calismalari yapilmigtir.



Calismamizda degisik yuke sahip (notral=ytkstz, pozitif ve negatif)
teragnostik lipozom formulasyonlari hazirlanmig, bu amagcla biri jel yapida [1,2-
dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfotidil  kolin (DPPC)] digeri sivi-kristal yapida
[Fosfolipon 90G (PL 90G)] olmak uzere iki farkh fosfolipit, stabilite artirici Chol,
lipozomlarin dolagimda uzun sire kalmalar saglamak icin PEG2000-DSPE ve
radyonuklidin stabil bir gekilde lipozom membranina baglanmasini saglamak igin
membran bilesimine selat yapici madde olan DTPA-PE ilave edilmigtir.
Lipozomun i¢ sulu fazina etkin madde olarak 5-FU hapsedilmis ve pozitif yuklu
lipozomlarda yuk verici madde olarak SA, negatif yukli lipozomlarda ise DCP

kullaniimigtir.



1. GENEL BILGILER

1.1. ILAG TASIYICI SISTEMLER

ilag taslyici sistemler “bir bilesenin bir baska kimyasal ile, bir ilag
uygulama cihaziyla veya ila¢ uygulama zamani ile salim hizini, dokulara salimi
veya her ikisini de kontrol eden” sistemler olarak tanimlanirlar. Konvansiyonel
dranlerin veya yeni molekullerin guvenlik ve etkinligini artirmak igin, yan ve
istenmeyen etkileri azaltip, biyoyararlanim ve terapotik indeksi artirarak, daha iyi
bir hasta uyumu elde etmek, ila¢ tasiyici sistemler Uzerinde calismalari
yapiimasinin en 6nemli nedenlerindendir. Yakin zamanda pek cok ilac tasiyici
yeni sistem gelistirilmigtir. Lipozomlar, niozomlar, sfingozomlar, miseller,
mikrokapstller,  mikroktreler, nanopartikiller, kati-lipit nanopartikiller,
mikrosiingerler Uzerlerinde en fazla calisma yapilan ila¢ tasiyici sistemler
arasinda yer almaktadir. Bu yaklagimlar, mikro/nanopartikiler (hareketli
tasiyicilar) ve vicudun belirli bolgelerine yerlestiren polimerik sistemler (statik
sistemler) olarak siniflandirilir (1).

ilaglarin in vivo davraniglari, tasiyici sistemlerle birlestirmek siiretiyle
degistirebilir. ilaglann tasiyici sistemlerdeki enkapsiilasyonu ile dokudaki
dagihmi, metabolizmasi, kinetik parametreleri kismen veya tamamen
degisebilmektedir. ilag tasiyici sistemlerin uygulanmasinda tasiyicilarin, ilgili
hicre ve organ sistemleri ile iligkisinin detayli bir sekilde bilinmesi 6nemlidir (1,
2).

ilag tasiyici sistemler, partikiil biyikluklerine gdére degisik doku veya
organlara hedeflendiriimektedirler. Bu sayede yan etki ve istenmeyen
reaksiyonlarin azaltimasi bu sistemlerin en buyuk avantajidir. Ancak ilag
hedeflendirmede etki zayifligi, bazen hedef bolgeye gecisin yeterli olmamasi,
bazen de reseptdr bolge ile zayif etkilesmeden dolayr problemler ortaya
cikmaktadir. Tablo 1.1 de ilag tasiyici sistemlerinin partiktl bayukligu hedef
bolgeyle etkin maddenin spesifik olarak etkilesiminde etkili oldugunu

gosterilmistir (3).



Tablo 1.1. ilag tagiyici sistemlerin kullaniliglari (3):

Hedef bolge / Amag

Hastalik / Tedavi (*Partikul bayuklagi)

Farkh kompartmanlara direkt verilig (0.005 — 100 pm)

Goz Enfeksiyon
Akciger Allerji
Eklemler Artrit

Gastrointestinal kanal

Crohn hastaligi

Lezyon ici Tumor
idrar kesesi Enfeksiyon
Beyin ventrikilleri Enfeksiyon

Dokular arasina

subkdtan verilig (0.005 — 100pm)

Lenf nodulleri

Bazi kanserler

Dokulararasi intramuskuler verilig (0.005 — 100 pm)

Depo

Anestezikler, proteinler

intravaskiiler hedefler (0.1 — 1 um)

Hastalanmis makrofajlar

Parazitler, fungal, viral ve enzim depolanmasina ait

hastaliklar, otoimmun hastaliklar, gen terapisi

Diger kan hucreleri

Kanserler, plateletler, gen terapisi (Kemik iligi
eritroblastlart) immun hiicreler (agilama/ adjuvant),

antivirsler

Dolasan depo ilaclar

Anti enfektifler, antildsemiler, antitrombositler,

antiviraller, polipeptitler ve proteinlerin salimsi

Intra vaskiler (> 10 pm)

Kapiller filtrasyon

Kanser, trombus, lokal endotelde ilaclarin rolt

Ekstra vaskuler hedefler (0.1 — 1 pm)

Makrofaj aktivasyon

Anormal hiicreler (6rnegin kanserli ve viral

enfeksiyonlu hiicreler)

Devamliligi bozulmus veya

zedelenmis endotele dogru gegis

Romatoid artrit, malign hipertansiyon, miyokardial

enfarktis, transluminal anjioplasti




1.1.1. ilag Tasiyici Sistemlerin Dagiminda in Vivo Bariyerler

Mikro/nano ilag tasiyici sistemlerin esas farmakolojik hedefi, doku
icerisinde bulunan reseptérler, enzimler ve diger hucreler icerisindeki
makromolekiillerdir. ilag tagiyici sistemlerin basarili olmasina yardimci olacak
terap6tik yaklasimlar icin c¢esitli bariyerlerin varlhigini  hesaba katmak
gerekmektedir. Mikro/nano partikiler ila¢ tasiyici sistemler, sistemik dolasima
daha c¢ok intraven6z yol ile verilmektedir. Bu uygulama sirasinda
kargilagilabilecek bariyerler baslica 3 baglik altinda toplanabilir (1, 2):

1. Endotelyal bariyer
2. Retikuloendotelyal sistem bariyeri
3. Hucresel bariyerler olmak tzere.

1.1.2. Endotelyal Bariyer

Damarlarin i¢ boslugu, endotelyal hicrelerin olusturdugu tabaka ile
cevrilmektedir. Endotelyal hucre tabakalari makro ve mikro molekdller iceren
vaskuler ve ekstravaskiler doku kompartmanlarindan olusmaktadir. Bu doku
kompartmanlari arasinda karsilikli sivi degisimi, genis kan damarlarindan
ziyade, kapiler endotelyumda meydana gelmektedir. Bu sistemik kapiler yatagin
yuzey alani ¢ok buyuktlr ve bu sistemik kapiler endotelyumun yapisi dokudan
dokuya farkihk goOstermektedir. Karaciger, dalak gibi endotelyuma sahip
organlar, kicuk mikropartikillerin (0.1 um), yine bu organlarin icerisindeki doku
kompartmanlarina girmesine izin vermektedir (1).

Diger tip kapiler endotelyum ise, renal, glomerular ve bazi bez
dokularinda bulunmaktadir. Bu tip endotelyumda ince hticresel tabaka 0.06-
0.08 um acikliklara sahip olup, alttaki strekli membran ile temas halindedir. Her
ne kadar bu tip surekli endotelyum, buyuklaga 0.1 ym’yi gegen mikropartikllerin
gegisini engellese de, daha uygun boyutlara sahip makromolekiillerin, bu
bariyerleri gecebilecegi aciktir (1).



1.1.3. RES Bariyeri

RES, fagositik hicrelerden olusmaktadir. Makrofajlar vicudun ana
savunma fonksiyonunu olustur. Bazen makrofajlar patojen tumor hucrelerine
hicum etme ve onlari yok etme yetenegine sahiptirler. RES makrofajlarinin basit
ama 6nemli bir fonksiyonu, kan dolasimini izlemek stiretiyle dolasan patojenleri,
doku parcalarini ve zarar gormus makromolekulleri ayirip, bir girdap icine alip
yutmaktatir. Bu yizden RES hicreleri, etkili bir gsekilde mevcut lipozom,
mikrokire ve ayni zamanda diger kolloidal partikulleri igeren cesitli
mikropartikiuler ila¢ tasiyicilari tutmakta ve dolasimindan uzaklastirmaktadirlar.
RES hicrelerinin anlagilmasi, mikropartikiler ilag tasiyici sistemlerin akillica

tasarimi igin bir 6n kosuldur (1, 4).

1.1.4. Hicresel Bariyerler

ilag taslyici sistemlerin gorevi, ilaci istenen doku veya hiicreye
gondermek ve hatta uygun reseptore ulastirmaktadir. Bu amacla reseptorle
etkilesimi saglayacak reseptore 0zgu peptidler veya monoklonal antikorlar
kullanilmaktadir (5). Ayrica manyetik ila¢ tasiyicilar ile veya immunolojik

yontemlerle spesifik hiicreye yonlendirme yapilabilmektedir (6).

1.2. ILAG TASIYICI SISTEMLERIN SECICi TASINMASI VE
HEDEFLENDIRILMESI

ilag hedeflendirilmesi, farmakolojik etkin maddenin, etki veya adsorbsiyon
bdlgesine secici olarak yonlendiriimesidir. Hedef, 6zel bir organ, hicresel bir
yapl veya intraseliller bolge olabilmektedir (7, 8). ilag tasiyici sistemin
hedeflendiriimis bolgeye daha iyi bir etkilesimi i¢in degisik yollar denenmigtir.
Ancak, adsorbsiyonla saglanan yuzey modifikasyonu yeterli olmadigindan,
ylzeyi daha etkin ve uzun sureli kaplamak i¢in alternatif yollar denenmigtir. Bu
amacla polimer-lipit konjugatlar lipozom bilesimine eklendiginde, polimerin (6rn
PEG) taslyici sistemin yuzeyini etkin bir sekilde kapladigi, sterik stabilizasyon
saglayarak opsonizasyonu engelledigi ve dolagsimda kalig siresini uzattigi
gosterilmistir (9). Ayrica ¢6zinen polimer konjugatlari, buyudkligi 100 kDa'dan



daha kucuk olan c¢Ozunebilen polimerlerin ilag tagiyict sistemlerinin
hazirlanmasinda kullaniimaktadir ve bu polimerler etkin madde ile kimyasal veya
fizikokimyasal olarak baglanabilmektedir (8).

Vucutta belli hedeflerde ilacin secici olarak tasinmasinin 2 yasamsal
avantajl vardir:

1. ilacin etki bolgesi veya bolgelerinde, istenen hizda etkinligi

bakimindan en uygun etkilesmeyi saglamaktadir.

2. Buna esdeger Onemde olan ikinci yarari ise, etkin maddenin
dozunun azaltimasi ve etkin maddenin sadece hedef organa
dagihmiyla sinirlandiriimasidir.

ilag, normal yol ile (oral veya injeksiyon yolu ile) sistemik dolagima
verildiginde biitiin viicuda yayilabilecektir. ilag doku arasindaki etkilesim, sadece
istenen bdlgede olmayacaktir, diger bolgelerde etkilenebilecek, istenmeyen
reaksiyonlar meydana gelebilecek ve bunun yanisira istenmeyen yan etkiler
dogabilecektir. ilagtan goézlenen yarar ancak, ilac molekiilleri istenen bolgeye
hedeflendirildiginde saglanabilecektir (10-13).

Ozellikle kanser kemoterapisi, ila¢c hedeflendirmenin en yaygin kullanildig
ve en fazla faydanin saglandigi alanlardan biridir. Clinku viicutta normal hticre
ile hizla bayuyen timdr hicresi arasinda buytk farklhilik yoktur ve bu nedenle
antitmor ajanlarin etkileri secici degildir. Kanserli hicrelere oldugu kadar
normal saglkli hiicrelere de zarar verebilmektedir. ilag hedeflendirme ile bu
dezavantaj ortadan kaldirilabilmekte ve ilag secici olarak hedef dokuya
gbnderilebilmektedir.

Basarili bir hedeflendirme i¢in hedeflendirme Uzerinde etkili olabilecek
biyokimyasal, fizyolojik ve immunolojik mekanizmalarin ¢ok iyi anlagiimasi
gerekmektedir. Bu sebeple hedeflendirilmis ila¢ tasiyici sistemleri gelistirme
arastirmalari, polimer kimyasi, immunoloji, hiicre biyolojisi ve kolloid bilimi gibi
cokdisiplinli gruplarla  calismayi gerektirmektedir. ilag molekiillerinin, 6zel
bolgelerde belirli reseptorler tzerinde veya vicudun belirli dokularinda etkileri
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vardir. Ozel reseptor ile ilag molekiliiniin etkilesmesi, farmakolojik cevabi
artirabilecek ve bazi durumlarda da klinik yarari yonuyle timit verici olabilecektir.

Hedeflendirmenin basamaklari (8, 14):

. ilacin secici olarak hedef bélgeye girisi,

. O bdlgede tutulmasi,

. llacin etkinligi,

. Uygun doz uygulama sikligi ve sirenin ayarlanmasi seklindedir.

Hedeflendirmenin esast:
. Yan etkilerin buydk bir bélumunin ve dozun azaltilarak viicutta hastalik
bolgesi veya 6zel hiicrelere etkin maddenin ulagmasi
. Oncelikle girilmesi zor olan boélgelere ve hedeflere etkin maddelerin
ulasmasi (6rnegin, intraselller bélgeler, virtsler, bakteriler, parazitler),
. Farmakolojik reseptére bagl olarak, etki bolgesine ulagincaya kadar,
ilacin dozlama sikligi ve hizinda, hem ilaci ve hem de vicudu birbirine karsi

koruma 0Ozelligi (polipeptit ilaglar) seklinde siralanmaktadir.

ilacin istenilen doku veya organa hedeflendirilmesinde kullanilan ilag
tasiyici sistemler arasinda;

. Fosfolipid yapida lipozomlar,

. Emdlsiyonlar (Lipid mikrokureler),

. Polimerik yapida mikrokureler (Sentetik ve dogal orijinli),
. Hucreler gibi dogal tagiyicilar (Eritrositler),

. Lipoproteinler ilk siralari almaktadir.

ilag tasiyici sistemleri yénlendirmede gerekli olanlar: (13, 15).
. istenen bolgede toplanmasi (segicilik),
. flacin yuku,

. Etki bolgesinde uygun hizda ilacin salimsi,
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. In-vitro stabilite ve in-vivo olarak istenen bolgeye gegcis,

. Minimum toksisite, immunojenite

. Biyolojik olarak asinabilirlik, resorpsiyon,

. Farmasotik teknolojik agisindan genig 6lctide hazirlama kolayligi.

ilag taslyici sistemlerin tasarimi  ve gelistiriimesi  sirasinda,
hedeflendirmenin imkanlari ve guclukleri géz 6éninde tutulmalidir. Bu konuda 4
temel elemanin arasindaki iligkinin tam olarak bilinmesi yararhdir. Bunlar ilag,
hedef, hastalik, tagiyici sistem olarak sayilabilir.

ilag tasimada ana problemler zayif affinite, hedefe zayif gecis, sinirh etki
seklinde Ozetleyebiliriz (16). lla¢ hedeflendirmede oOn ilaglar, dogal (pasif)
hedeflendirme, ligand araciligiyla hedeflendirme, hedeflendirmede fiziksel
yaklagim olmak Uzere 5 farkli yaklagim tanimlanabilir (3).

1.2.1. ilag Tasiyici Sistemler ile Pasif Hedeflendirme

Pasif hedeflendirme genel olarak dogal fizyolojik surecler veya pasif
faktorler araciligi ile belli bolgelere kolloidal partikillerin tagsinmasidir (3, 8, 17).
Partiktler sistemin hedeflendirme agisindan hem partikil boyutu hem de viicuda
verilis yolu onemlidir. Partiktler ilag tasiyici sistemlerin pasif ve/veya aktif
hedeflendiriimesinde c¢igir acan ve bunlarin hedeflendirilebilmesine olanak
saglayan gelisme, bu sistemlerin yuzeyinin protein adsorbsiyonuna karsi
korunmasi ve fagositoz alimindan korunmasi icin yizeyin hidrofilik bir polimerle
kaplanmasidir. Nanotasliyicilari hidrofilik bir polimer ile kaplamak, sterik olarak
nanopartikillerin ytzeyinin kan bilesenleri (plazma proteinleri, makrofajlar gibi)
ile etkilesimini biyolojik seviyede engellenmektedir. Az sayidaki suda ¢Oziinen ve
oldukca esnek yapiya sahip polimer molekdlleri, tasiyici sistemin ylzeyinde
yeterli miktarda ve yuksek yogunlukta bir bulut tabakasi olusturarak polimer ile
kaplanmig partikillerin, opsoninlerle etkilesmesini engelleyerek RES tarafindan
hizla dolagimdan uzaklastirilmasini onler (18). Hidrofilik polimer araciligiyla

opsonizasyonun engellenmesinin mekanizmasi; yuzeyin kaplanmasi ile ylizey
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yukindn ve artmig itici etkilesimler ve partikil yizeyi tGzerinde dusuk polimerik
konsantrasyonlarda bile ¢ozunenler igin gegirimsiz polimerik tabaka olugsumudur
(19-22).

ilag tagiyici sistemlerin dolagimda uzun siire kalmalarini saglamak icin
poliakril amid, poli vinil prolidon, poli vinil alkol, hidroksi propil metil seltloz gibi
degisik polimerlerin kullanilabilirligi arastiniimistir. Suda ¢ézunurlGgunun yuksek
olmasi, polimer zincirinde yuksek elastikiyete sahip olmasi, olduk¢a digsuk
toksisite, immunojenisite ve antijenite gostermesi, RES hucrelerinde az
tutulmasi, biyoparcgalanabilir olmasi ve modifiye edilmis farmasotiklerin spesifik
biyolojik 6zellikleri tGzerine minimum etki etmesi gibi pek ¢ok avantaja sahip
PEG, en fazla tercih edilen hidrofilik bir polimerdir (19, 21, 23).

PEG ile kaplama, sadece dolasimda kalma suresini uzatmakla kalmayip,
ayni zamanda Klinik doz araligi icerisinde ilaclarin doza bagimli (doyurulabilir)
farmakokinetikten, goéreceli olarak dozdan bagimsiz (log-linear) farmakokinetige
degismesini de saglamaktadir. Bir ila¢ taslyicidaki dozdan bagimsiz
farmakokinetik, dozun bir fonksiyonu olarak plazma ila¢ seviyesinin daha kolay
tahminine izin verir (24). Sekil 1.’de doksorubisin iceren ve yuzeyi PEG ile kapli
lipozomun sematik gosterimi yer almaktadir. ileriki boliimlerde daha detayl
olarak anlatilacak olan lipozomlar, ilag tasiyici sistemler arasinda lzerinde en
¢cok arastirma yapilan sistemlerden biridir ve PEG kapli lipozomlarin ytzeyindeki
PEG, lipozomun yuzeyinde bir su bulutu olusturarak lipozomu immin sistemden
korumakta ve dolagimdan hizla uzaklastirilmalarini engellemektedir (25).

Partiktler ilag tasiyict sistemlerin hedef doku/organa ulasmasinda
kargilagtiklari en blytk engel, damar disindaki hedef doku ile vaskuiler sistem
arasindaki endotelyal hucrelerdir. Bircok dokuda, vaskuiler sistem endotelyal
hicrelerin kesintisiz olarak dizilmesi ile meydana gelmistir ve genelde bu
endotelyal bariyer, ilas tasiyict sistemlerin damar digina c¢ikarak hedef
doku/organa ulasmasini engellemektedir.

Ancak tumorde, enflamasyon ve enfekte olmus alanlar gibi patolojik

bolgelerde artmig kapiller gegirgenlige sahip alanlarin bulundugu gdésterilmigtir.
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Asiri gecirgen anjiyojenik tumor damarlanmasi, dolagimda gezinen partikullerin
damar digina sizmasina izin verir. Ayrica, timor dokulari genellikle etkin lenfatik
drenajdan yoksundurlar. Bu alanlara partikiler ilag tasiyici sistemlerle ilag
tasinmasi, AGT etkisi ve bozulmus filtrasyon mekanizmasi aracihgi gibi pasif
hedeflendirme mekanizmalari ile saglanabilmektedir. Ozellikle nanoboyuttaki
tasiyici sistemler, AGT etkisi ile normal dokulara oranla timoér dokusunda daha
fazla birikme egilimindedirler (26). AGT etkisinin gorulmesi igin 6n kosul ilag
tasiyici partiktler sistemin dolagimda uzun sire kalmasi oldugundan, PEG kapli
tasiyici sistemlerin  kanser tedavisinde etkin bir sekilde uygulanacagi
bildiriimektedir (27, 28).
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Sekil 1.1. : Doksorubisin iceren ylzeyi PEG2000-DSPE ile kapli lipozomun
sematik gosterimi (29).
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1.2.2. ilag Tasiyici Sistemler ile Aktif Hedeflendirme

ilag taglyici sistemler, ilacin velveya ilac tastyici sistemin dogal dagilim
modellerinin degistirilmesi sonucu, spesifik doku, hiicre ya da organlara aktif
olarak yonlendirilebilirler. Aktif hedeflendirme, belli hiicre ytzey antijenlerini
taniyan antikorlarin  kullanimi ile gergeklestiriimektedir. Bir baska aktif
hedeflendirme ise disaridan manyetik alan uygulamasi ile manyetik olarak
isaretli ila¢ partikullerinin hedef bolgeye yonlendirilmesi seklindedir (12, 17). Aktif
hedeflendirme manyetik, utrasonik ve ligant-reseptdr aracili hedeflendirme
olmak Uzere 3 ana baglik altinda incelenmektedir.

1.3. LIPOZOMLAR

ilag tasiyici sistemler icinde Uzerinde en c¢ok arastirma yapilan
sistemlerden bir olan lipozomlar, aralarinda sulu bir faz bulunan, biyolojik
membrana benzeyen lipid tabakalarinin olusturdugu, mikroskobik boyutlarda,
genellikle kire seklindeki yapilardir (Sekil 1.2.). Lipozomlarin temel yapilarinin
hiicre membran yapisina ¢cok benzemesi nedeniyle ilk kesfedildigi yillarda in
vitro arastirmalarda model membran olarak kullanilan lipozomlar gunimuizde
basta ila¢ tasiyici partikiler sistem olmak Uzere birgok bilim dalinda farkl
kullanim alanlarina sahiptir (30- 32).

Vezikdlllerinin caplart nanometre ile mikrometre boyutlari arasinda
degisiklik gosterir. Lipozomlar, biyogecimli ve biyoparcalanan 6zellikteki fosfolipit
icerikleri sayesinde hicre membran yapisina benzerlik gosterir ve benzerlik
derecesi cesitli kimyasal modifikasyonlarla artirlabilir. Bu 6zellikleri sayesinde,
ilac hedeflendirme ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilirlar (33, 34).

Lipozomlarin icine hapsedilen ilaci tasiyabilecek ¢ bdlgesi mevcuttur:
ilag molekiilii, fosfolipit tabakaya (lipofilik etkin maddeler), sulu kisma (hidrofilik
etkin maddeler) veya su-lipit arayuzeyine (peptid ve kuguk proteinler)
hapsedilerek tasinabilir (Sekil 1.3). Bu sayede hem lipofilik hem de hidrofilik
etkin maddeler hatta orta derecede lipofiliteye sahip etkin maddeler lipozom
icine hapsedilebilir (35-37).
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Lipofilik bilesikler
{ilaglar, besleyici
maddeler
vitaminler }

Amfifiik ()
lipitler || MLV

o

Hidrofilik

bilesikler {llaclar,
besleyici O
maddeler, vitaminler }

Su tabakasi Lipit tabakas

Sekil 1.3. Cok tabakali lipozomlarin sematik gértintsu (38)

Diagnostik ve/ veya terapotik amagla kullanilan lipozomlarin avantajlari
asagida 6zetlenmigtir (39, 40):
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. Kolloidal buyuklUktedir.

. Lipofilik ve hidrofilik etkin maddeleri hapsedilebilen biyouyumlu
sistemlerdir.

. Dusuk sistemik toksisite ve dusuk sitotoksisiteye sahiptirler.

. Lipozomlar fosfolipit yapisinda olduklarindan, biyomembranlara benzerlik

gOsterirler. Bu sayede biyogecimli ve biyopargalanabilir 6zelliktedirler,
immunojenite ve toksisite s6z konusu degildir.

. Lipozomlar ilag deposu olarak davranirlar. Etkin maddenin kontrolll
salimi saglanabilir. Uzatilmig salim profili ile dolagimda veya lokal uygulama
yerinde etkin terapOtik ancak toksik olmayan kan  seviyelerini
surdurulebilmektedirler.

. Etkin maddeyi enzimatik etkilerden korurlar. Suda ve yagda c¢oOzinen
etkin maddeleri tasiyarak ila¢ hedeflendirme yapabilirler.

. Dusuk dozlarda terapotik etki gosterebilirler ve etkin madde plazma
dizeyini istenilen sire terapotik degerde tutabilme yetenegine sahiptirler.

. Dozlama araligini ve ilaglarin yarilanma omrind uzatirlarken, yan ve

toksik etkileri cok azaltirlar veya ortadan kaldirirlar.

. Yuzey Ozelliklerinin modifikasyonu ile belirli dokulara ila¢ hedeflemesi
yapilabilir.

. Etkin madde gevresel etkinlerden korunur ve stabilitesi artirilir.

. Genis spektrumlu kemoterapdtikler, goruntileme ajanlari, antijenler,

immunomodulatérler, selasyon yapan bilesikler, hemoglobin ve kofaktorler,
lipidler, genetik materyal gibi genis yelpazedeki ilaglarin taginmasini saglarlar.

. Kisa yari 6mre sahip maddelerin yarilanma 6mrini uzatirlar.

. Lipozomlar, icine hapsedilmis etkin maddelerin farmakokinetik 6zelliklerini
degistirirler. Lipozom i¢ine hapsedilmis etkin maddenin, absorpsiyon, dagilm ve
eliminasyon 0zellikleri serbest etkin maddeden tamamiyle farklidir.

. Ekonomik olarak kabul edilebilir bir tagiyici sistemdir.
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1.3.1. Lipozom — Hucre Etkilegim Mekanizmalari
Lipozomlar ve dolayisiyla lipozom igine hapsedilmis etkin maddeler
asagidaki yollardan bir veya birkaginin etkili olmasi ile hicre icine alinirlar (41):

Fuzyon: Lipozomun en dis tabakasinin hiicre membraniyla birlesmesidir.

Adsorbsiyon: Lipozomun hiicre yuzeyine sikica tutunmasidir.

Lipit degisimi: Hicre membran yapisindaki lipitlerin, lipozom yapisinda
bulunan lipitlerle kargilikli degisimidir.

Endositoz: Hicre yilzeyine temasta bulunan lipozomlarin fagositoz

yoluyla hicre icine alinmasidir.
Hicre icine lipozom sizintisi: Hicre ve lipozomun birebir temasinin

sonucu olarak lipozomlarin htcre icine girisi s6z konusu olur. Bu girig
lipozomlarin serum albumini ve lipoproteinler ile etkilesimi sonucunda meydana
gelir.

1.3.2. Lipozomlarin Siniflandiriimasi

Literatirde lipozomlarin degisik 6zelliklerine gore siniflandiriimalari yer
almaktadir. Hazirlama yontemine gore, ytzey 0Ozelliklerine gore, buyukliklerine
gore, kanda kalis surelerine gore degisik siniflandirmalari mevcuttur. Tablo 1.2.
ve Tablo 1.3 te sirasiyla lipozomlarin bilesim ve ilag tasima 6zelliklerine ve

yapisal 6zelliklerine gore siniflandiriimalari verilmistir.



Tablo 1.2. Lipozomlarin bilesimlerine ve

siniflandiriimasi (45):
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ilagc tasima Ozelliklerine gore

Tip

Bilesim

Ozellikler

Konvansiyonel
lipozomlar

Notral veya negatif yukli
fosfolipitler ve Chol.

Kisa yari 6mur (RES
tarafindan hizla alinir).
RES’e hedeflendirme
icin uygun.

Doza bagh
farmakokinetik

pH-duyarh
lipozomlar

Fosfatidil etanolamin (PE)
veya dioleoil fosfatil etanol
amin (DOPE) gibi fosfolipitler,
Ayrica Chol hemisuksinat
(CHEMS) veya oleik asit

ZayIf bazlarn ve
makromolekullerin
hicre icine taginmasi
icin uygun.

Dagilimi ve
farmakokinetigi
konvansiyonel
lipozomlara

benzer

Katyonik
lipozomlar

Katyonik lipitler

Negatif yuklu
makromolekdillerin
tasinmasi igin uygun
(DNA, RNA,vb)
Yapisal olarak stabil
degil.

Yuksek dozlarda
toksik.

Lokal kullanimi sinirl.

Dolagimda uzun
sure kalan
lipozomlar

Notral yuksek camsi gegis
sicakhgina sahip lipitler
Chol %5-10 PEGg9o-DSPE
GM1 (galaktozil-
Nasetilgalaktozaminil-
(Nasetilnéroaminil)-
galaktozilglikozil seramid)
veya hidrojene fosfatidil
inozitol

Hidrofilik yizey
kaplama RES
tarafindan alimi zor.
Dolasimda kalig
siresi uzun.

Doza bagh
farmakokinetik

Immunolipozomlar

Antikora bagl konvansiyonel
veya dolasimda uzun sire
kalan lipozomlar

Hucreye spesifik
baglanma

Hedef doku
cevresinde salim
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Tablo 1.3. Lipozomlarin yapisal 6zelliklerine gore siniflandiriimasi (45, 49):

MLV Multilameler (¢ok tabakalr) vezikiller > 0.5 ym

oLV Oligolameler vezikuller 0.1-1 ym

uv Tek tabakali vezikller (her boyutta olabilir)

SUV Kaguk tek tabakali vezikiller ( 20-100 nm)

MUV Orta buyuklikte tek tabakali vezikiller

LUV Buyuk tek tabakali vezikdller > 100 nm

Guv Cok buyuk tek tabakali vezikuller (¢aplari 1 um’den buyuk)
MVV Cok vezikullu vezikuller (genellikle 1 ym'den blyuk)

1.3.3. Lipozomlarda Dagilimi ve Klerensi Etkileyen Faktdrler

Partikil buydklGgt ve partikil  yakd lipozomun klerens  kinetigini
etkilemektedir. Lipozomlarin in vivo davranigini etkileyen, tagiyiciya ait fiziksel
ve kimyasal Ozellikler ¢ok fazla ayrintilari ile ¢alisiimaktadir. Buyuk lipozomlar,
kucuk olanlara gore ¢ok hizh bir sekilde biyolojik engelleri agsmaktadirlar. Negatif
yukliu lipozomlar ise, notral ve pozitif yukli olanlara gére yine engelleri daha hizli
asma yetenegine sahiptirler (10, 42).

Negatif yuklu lipozomlar yiksuz ve pozitif yiklilerden daha ¢abuk elimine
edilirler (43). Pozitif yukll lipozomlar RES korunmali lipozomlarin tersine hiicre
membranina ilgileri ¢cok fazladir ve genellikle genetik maddeleri (RNA,
oligonukleotidler gibi) hicre icine tagimak igin kullanilirlar. Hiicre membrani ile
fluzyon yaparak birlegirler (44, 45).
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Lipozomun kimyasal bilesimi de yine lipozomun davraniginda 6nemli
olmaktadir, ayrica az toksik sfingomiyelin lipozomlarini hari¢ tutarsak,
lipozomlarin ve diger mikropartikillerin RES’e yapacaklari toksik etkiler
unutulmamalidir (46).

Yukarida bahsedilen bariyerlerin disinda pek cok biyolojik engeller
mevcuttur. ilag tasimada her tirlii bariyere engel olmak icin degisik stratejiler
One surdlmektedir.

Bunlar (47, 48) :

. Proteaz enzim aktivitesinin minimum oldugu Gl kanalin, o bolgesinde
dozaj seklinin yerlestiriimesi
. immiinoglobulinler  ile  makromolekiillerin ~ kompleks  olusturma

potansiyelinin azaltiimasi

. Proteaz enzim aktivitesinin inhibe edilmesi

. Protein yapisindaki ilaglarin antijenlerinin maskelenmesi

. Secilmis  mekanizmalar ile, lenfatik alhmin azaltimasi seklinde
onlemlerdir.

1.3.4. Lipozomlari Hazirlama Yontemleri

Lipozomlarin hazirlanmalari i¢cin mekanik, solvan dispersiyon veya
deterjan ¢6zme yobntemleri kullanarak degisik tipte lipozomlar hazirlanmaktadir
(46).

Mekanik dispersiyon Yontemleri:
. Elle calkalama yontemi: Cam balonun c¢eperlerinde olusan lipit film, sulu
faz eklendikten sonra elle calkalanarak stspande edilir. Bu yontemle MLV’ler
hazirlanir.
. Calkalamadan hazirlama: Lipit film kuruduktan sonra, 15 dk boyunca
suyla doymus azot puskurtulur, boylece calkalamadan sulu ortamda sismesi
saglanir. Bu yontemle LUV’ler hazirlanir.
. Pro-lipozom hazirlama ydntemi: Bu yontemle MLV’ler hazirlanir.

. Dondurup-kurutma yéntemi: Bu yontemle MLV’ler hazirlanir.
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. Lipit hidrasyon yontemi

. Mikro-fluidizer yoOntemi: Bu yontemle mikroemdulsifiye lipozomlar
hazirlanir

. Sonikasyon yontemi: Bu yontemle SUVler hazirlanir. Probe

sonikasyon, Sonikasyon banyosu

. Membran ekstrisyon yéntemi: Bu yontemle LUV’ler hazirlanir.
. Kurutulmus-rekonstitie lipozom hazirlama yéntemi

. Dondurma-¢6zme sonikasyon yontemi

. pH ile induklenen vezikil olugsumu

. Kalsiyum ile induklenen flizyon

Solvan dispersiyon yontemi:

Bu yontemle hiicre buyuklugunde vezikuller ve MVL'ler hazirlanabilir.

. Etanol enjeksiyon yontemi: Bu yontemle SUV’ler hazirlanir.

. Eter enjeksiyon yontemi

. S/Y emulsiyonu olugturma yontemi

. Ters faz Dbuharlagtirma yo6ntemi: Bu yontemle reverse-phase

evaporation (REV) vezikuller hazirlanabilir.

Lipozom hazirlama yontemleri, genel olarak Sekil 1.4.te gosterilmistir.

1.3.5. Lipozomlarin Stabilitelerini Etkileyen Faktorler

Lipozomlarin 06zellikle ilk yillarda kullanimini  kisitlayan en 6nemli
noktalardan biri kimyasal ve fiziksel stabilitelerinin diguk olmasidir. Ancak bu
alanda yapilan c¢ok sayida arastirma sonucu elde edilen sonuglar sayesinde
lipozomlarin kimyasal ve fiziksel stabilitesini etkileyen parametrelerin
aydinlatilmis olmasi ve gerek ilag uretimindeki teknolojik gelismeler gerekse
fosfolipit alanindaki gelismeler nedeniyle hem kimyasal hem de fiziksel stabilite
artik lipozomlar i¢in biyik sorun olmaktan ¢ikmistir.

Lipozomlarin kimyasal ve fiziksel stabilitelerinin korunmasinda 6ncelikle

lipozomun vyapisi, etkin maddenin lipozomda tutuldugu faz, lipozomun
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bayuklagu, yukl, hazirlama kosullari ve etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri
onemli rol oynamaktadir (30, 32, 51, 52).

Amfifilik Lipitler

— T

organik fazda deterjan ¢ozeltisinde ¢ozulur
/ kolloidal dagilim
Hidrasyon— MLV dispersiyonu l

deterjan uzaklastirma

ekstriizyon Fragmantasyon

dondurarak kurutma

!

rehiiratasyon

v v

LUV SUvV LUV FRV

Sekil 1.4. Lipozom hazirlama yontemlerinin sematik gosterimi (50).

Lipozomlarin Kimyasal Stabilitesi

Lipozomlarin stabilitesini etkileyen en 6nemli faktor, bunlarin temel
yapilarini olugturan fosfolipidlerin kimyasal stabiliteleridir. Fosfolipidler, lipozom
yapisi icinde oksidasyon (lipid peroksidasyonu) ve hidroliz (yagl asit esterlerinin
hidrolizi) ile iki sekilde kimyasal parcalanmaya ugrarlar. Dogal fosfolipidlerin
kimyasal yapisi, oksidatif hidrolitik igslemler yoluyla bozulmaya meyillidir.

Lipozomlarda kullanilan fosfolipidlerin  ¢gogu molekiler yapi olarak
doymamis acil zinciri igerirler. Bu zincirler oksidatif parcalanmaya Kkarsi
dayaniksizdirlar. Ozellikle doymamis yag asidi iceren fosfolipidlerle hazirlanan
lipozomlar peroksidasyona ugrayabilir. Lipidlerde meydana gelen bu oksidatif
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bozunma peroksitlerin ve hidroperoksitlerin olugsumu ile de sonuclanan karmasik
bir olaydir. Meydana gelen bozunmanin miktari ve hizi pH'ya, tampon ortamina
ve sicakliga bagl olarak degisir. Lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda doymamis
fosfolipidler kullanilir ve oksidasyonun azaltiimasi igin 6zel 6nlemler alinmazsa
bu reaksiyonlar kolayca olusur.

Boylece lipozomlarin hazirlanmasi, depolanmasi ve kullanimi sirasinda
oksidasyon reaksiyonlari meydana gelebilir.  Arastirmacilar, lipozom
dispersiyonlarinda sulu faz olarak Tris ve HEPES tamponlarinin kullaniminin
lipid peroksidasyonunu buytk Olcide O6nleyen faktorlerden biri oldugunu
belirtmiglerdir (51, 53, 54).

Lipozomlarin kimyasal stabilitesi i¢in istenmeyen lipid peroksidasyonunun
bir ka¢ yontemle en aza indirilebilecegi bildirilmigtir (52, 54, 55).

Bunlar;

. Doymamig fosfolipitlerin kullanimininmimkuan oldugunca azaltilmasi,

. Ortamdaki oksijen varligini en aza indirmek i¢in azot veya argon gazi
kullanimi,

. Ortamdan agir metallerin uzaklastiriimasi,

. Antioksidanlarin kullanimi (a- Tokoferol gibi).

Hidroliz olayinda; pH, sicaklik, zaman, tampon, iyonik gucler, fosfolipitin
zincir uzunlugu ve yapisi en etkili faktorlerdendir. Bir fosfolipid molekiltinde
mevcut olan ester baglari, su varliginda hidroliz olur (56- 58) .

Lipozomlarin Fiziksel Stabilitesi

Lipozomlarin fiziksel stabilitesi; lipozomun vyapisina, kullanilan etkin
maddenin hidrofilik ya da hidrofobik olmasina ve lipozomlarin depolanma
sartlarina 6nemli 6lgude baghdir (30, 52, 59, 60).

Genellikle bir lipozomal preparatin fiziksel 0Ozelliklerindeki degisiklikler
veziklllerin agregasyonu ya da lipozom hacminin blyumesi seklinde goralir.

Vezikillerde meydana gelen sizma ve flzyon olaylar lipozomlarin Gretimi



24

sirasinda membran yapisinda bazi zararlara yol a¢gmaktadir. Bunun yanisira
diger lipozomlarda faz gegcis sicakligr tzerinde membran yapisinda bazi hasarlar
olugabilir. Etkin maddenin lipozom yapisindan disari sizmasi tek tabakal
lipozomlarda daha cok gorilmekte, cok tabakali lipozomlarda bu olaya daha
ender rastlanmaktadir. Cok tabakali lipozomun, lipid tabakasinda tutulmus etkin
maddenin digari sizmasi sulu fazdaki etkin maddenin digari sizmasina gore
daha zordur (61).

Molekul agirhdr buyuk olan(>1000) etkin maddelerin lipozomlardan digari
sizmalari daha gugtir. Buna karsilik kiigiik molektl agirlikhh maddeler daha kolay
digari sizabilirler. Sonikasyon kosullarinin  uygun olmadigi durumlarda
lipozomlarda birlesme egilimi artar ve etkin madde daha kolay disari sizabilir.

Van der Waals etkilesimleri ndétral lipozomlarin agregasyonu ve
sedimentasyonuna neden olabilir. Bu ylizden membranlar birbirine temas
ederek buyuk yapilarin olusmasina neden olur, boylece membran tabaka sayisi
artar ve buyik vezikiller olusur. Ozellikle yuksiiz lipozomlarda bu durum cok
fazla gorilir. lyi ucurulmamis artik coziciler ve eser elementler bu olayi
arttirabilirler. Faz gecis sicakhginda, oOzellikle kuciuk tek tabakali lipozomlar
membranin egrisel yapisindan ileri gelen direncin az olmasi nedeniyle flizyona
meyillidir.

Lipozomlarin faz gegis sicakliginda meydana gelen bu olayi dnlemek icin
lipozom dispersiyonlarini faz gecis sicakligindan uzak bir sicaklikta saklamak
yerinde olur. Ayrica membran yapisina yeterli miktarda Chol ilavesi ile faz gecisi
azalir veya tamamen ortadan kalkar. Lipozom mernbranlarinin gecirgenligi,
membranin lipid tabakasina ve lipozom igcinde tutulan etkin maddenin yapisina
baglidir. Lipozom membranlari arasinda 6zellikle buyuk, polar veya iyonik
maddeler, kucuk molekul agirhgna sahip lipofilik maddelerden daha etkili
bicimde tutulurlar (51, 52, 59).

Arastirmacilar lipozomlarin fiziksel ve kimyasal stabilitelerini artirmak igin

cesitli calismalar yapmiglardir. Bu ¢alismalarda lipozomlarin stabilitesini artirmak
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icin en fazla uygulanan yontemin liyofilizasyon oldugu gortlmektedir (56, 58, 59,
62, 63)

Ozer ve arkadaslari (64), bir grup kriyoprotektif maddenin lipozomlarin
liyofilizasyonu Uzerindeki etkilerini arastirmak uGzere yaptiklari calismada
Ozellikle trehaloz'un bu amagla kullanilan maddeler arasinda en etkili oldugunu
saptamislardir. Trehalozun hidrojen bagi yaparak fosfolipid membran ile
dogrudan etkilestigi bildirilmistir.

Ozer ve Talsma (65), 5-FU iceren lipozomlardan etkin madde sizmasini
oda sicakliginda ve buzdolabinda muhafaza ederek incelemiglerdir. Etkin
madde kaybinin, oda sicakhginda bekletilen lipozomlarda daha fazla oldugu
saptanmistir. Ayrica kristal tipi lipozomlarin jel tipi lipozomlara oranla daha
dayanikli olduklari ve daha ¢ok etkin madde kaybina ugradiklari belirtilmistir.

Dang ve Rogers (66), hazirladiklari lipozomlari  polimerlerle
kaplamiglardir. Bu amacla 6nce polimerin hidrofilik ve iyonik gtcler yardimi ile
lipozom vyiizeyine adsorbsiyonu saglanmig, daha sonra polimerin hidrofilik
gruplara baglanmasi gercgeklestiriimigtir. Bu yontemle hazirlanan lipozomlardan
asetil salisilik asitin salimini ve lipozom stabilitesini incelemislerdir. Calisma
sonucunda polimerle kaph lipozomlarin stabilitelerinin ve etkin madde

salimlarinin kaplanmamis lipozomlara gore daha iyi oldugunu saptamislardir.

1.3.6. Lipozomlarin Tipta Kullanihglan

Lipozomlar gunumiuzde teghis ve tedavide genis klinik kullanim alanlarina
sahiptir. Farmakolojik olarak aktif maddelerin etki etmeleri istenen bdlgelere
spesifik olmamalari, tipta arastirma ve tedavide her zaman engel olusturmustur.
Etkin maddelerin hiicrenin dogal membran yapisinin benzeri lipozomlar iginde,
istenen bolgelere hedeflendirilmeleri ilaglarin istenmeyen yan etkilerini dnlerken
hedef bdlgeye ulagsmadan yikilmalarini da engellemektedir. Cok sayida
arastiricinin  Gzerinde yogunlastigi lipozomlarin tibbi kullanimlari ile ilgili
calismalar, kanser, enzim eksikligi hastaliklari, paraziter, fungal hastaliklar gibi
Olumcul ve yaygin hastaliklarin tedavisi tzerinde odaklanmistir (67).
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Bir ilag tasiyici sistem igindeki etkin madde, etkisini gosterebilecegi
hicrelere ulagincaya dek, vicuttaki bircok molekul, hiicre, membran ve organla
kargilagir. Farmakolojik etkisi olan maddelerin bir kismi, saglam dokular icin
belirgin derecede toksiktir. Ayrica madde vicuda girdikten sonra degisiklige
ugrayabilir, inaktive olabilir, veya hasta dokuya az miktarda ulasabilir. Butiin bu
problemlerin Gstesinden gelebilmek icin, etkin maddeyi hedef doku veya organa
tasiyan tagsiyici sistemler geligtirilmigtir.

ilag tasiyici sistemlerden biri olan lipozomlar, toksik ve immunojenik
olmamalari, ilaci kontrolli salabilmeleri, biyolojik olarak yikilabilmeleri ve ilacin
blaytk kismini hedef patolojik dokuya iletilebildigi icin tipta ¢cok farkl alanlarda
kullanimlari aragtirilmaktadir. Halen klinikte degisik amaglarla kullanilan lipozom
bazl ¢ok sayida ila¢c mevcuttur. Bazilarinda faz calismalari, Faz 1ll ve Faz IV
asamasindadir. Bugin tedavide kullanilan yani piyasaya sunulmus sinirl sayida
lipozomal ila¢ formulasyonu olmasina karsin klinik arastirma asamasinda olan
bircok calisma vardir (Tablo 1.4.). Lipozomlarin tipta degisik amaclarla
kullanihglari mevcuttur. Bu tez kapsaminda lipozomlarin sadece kanser

goruntulenmesi ve tedavisindeki kullaniglarindan bahsedilecektir.

1.3.6.1. Lipozomlarin Diagnostik Amacla Kullanihiglari

Nanoboyutlu ilag tasiyici sistemler, diyagnostik olarak statik ve dinamik
goruntuleme ve in vivo fonksiyon testlerinde kullaniimaktadir. Statik goérintileme
ile organlarin durumu, buydklagu, sekli gibi morfolojik 6zellikleri ve lezyonun,
tumoran kapladigr alan hakkinda bilgi edinilebilirken, dinamik gorinttleme
calismalar ile kontrast bilesigin c¢alisilan organ ya da dokudaki fonksiyonu
hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Lipozomlarin diyagnostik goéruntileme

alinandaki kullanimlari Gizerinde de uzun yillardir calismalar yapilmaktadir.
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Tablo 1.4. Tedavide kullanilan ve klinik calisma asamasinda olan lipozom

preparatlari (39).

ilag Kullanihig Firma Durumu
Amfoterisin B Mantar enf. NeXstar AmBisome®
Amfoterisin B Mantar enf. Liposome Co. Abelcet®
Amfoterisin B Mantar enf. Sequus Amphocil®
Danurobisin, NeXstar DaunoXome®
AIDS, kanser
Danurobisin sitrat NeXstar Klinik calisma
Sequus Doxil® (ABD)
Sequus Caelyx® (Avrupa)
Danurobisin AID%,vy'umurtahk_ ve NeXstar Faz Ill
gogus kanseri _ .
Liposome Co. Klinik calisma
Faz Il
Trans- retinoik asit Kanser Aronex Pharma. Antagen®
Anamisin Kanser Aronex Pharma. Faz I/ I
Nistatin Mantar enf. Aronex Pharma. Nyotran®
Vinkristin Kanser Sequus Klinik caligma
Cisplatin Kanser Sequus Faz |
o _ TUmor makrofaj _ _ o
Muramil tripeptit _ Ciba- Geigy Klinik calisma
aktivasyonu
Solunum guglagu Liposome Co.
Prostaglandin E1 Faz Il
Miyokard infarktis Liposome Co.
Amikasin Bakteri enf. NeXstar Mikasome®
Swiss Serum and
Hepatit B Asl Hexapel®
Vaccine Institute
Sitarabin Menenijit Skye Pharma. DepoCyt®
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Bu amacla farkli goéruntileme yontemleri icin lipozom bazl kontrast
bilegikler  gelistiriimis ve  bunlarin  ¢gesitli  hastaliklarin  teshis ve
goruntulenmesindeki kullanimlari aragtirilmigtir.

Lipozomlar, kontrast bilesikleri, kontrast maddenin 6zelligine bagli olarak
hem sulu kompartmanda hem de lipit membranda hapsedebilme 06zelligine
sahiptirler (68). Ancak farkli gortntileme modelleri icin farkli kimyasal yapida
izleyici turlerin bulunmasi, lipozomlari kontrast bilesiklerle yiuklemede c¢ok farkl

yontemler kullaniimasini gerektirmektedir (69).

1.3.6.2. Lipozomlarin Kanser Tedavisinde Kullanihglan

Lipozomlar kanser hastaliginda teshis ve tedavi amagla kullanilirlar.
Fakat uzun yillardir lipozomlarla ilgili ¢alismalar yapilmasina ragmen piyasa
preparatlari sinirhdir. (Bkz. Tablo 1.4.). Kanser tedavisinde kullanilan farkl etkin
maddelerin lipozom formulasyonlari hazirlanmakta ve bu sayede etkin maddenin
tumor bolgesinde yogunlagsmasi amaglanmaktadir (70, 71). Ornegin, beyin
tumarlerinin tedavisinde ilaglari lipozom igine hapsetmek ve bdylelikle kan-beyin
engelini gegmelerini saglamak Uzere calismalar yapilmistir (72).

Kanser tedavisinde karsilagilan en o6nemli sorun, ilaglarn vicudun
istenilen bolgesine ve hicrelerine hedeflendirilememeleridir. Lipozomlar
gelistirmede hedef olarak baslica hicre sinyal iletim sisteminde yer alanlar,
hicre siklusunun dizenlenmesinde, apoptozisde, metastaz sirecinde ve
anjiogenezde rol oynayan molekiller secilmektedir. Bunlarin yani sira timor
hicrelerinin ylzeyinde bulunan antijenler, hiicre farklilagsmasini saglayan
molekdller ve timoér gelisiminde rol oynayan telomeraz, farnesil transferaz gibi
enzimler de hedef olarak alinmaktadir. Bagarili bir kanser tedavisi igin hedeflerin
uygun secilmesi buyik 6nem tasir. .Bu hedeflendirme hedef hiicrelerden ekstre
edilen maddelerin,lipozom ylzeyine yerlegtiriimesi ile saglanabilmigtir.
Antitimoral ajanlarin  lipozom igcine hapsedilebilmesi icgin, bilesiklerin

fizikokimyasal Ozellikleri 6nemlidir. Tumore karsi kullanilan ajanlarin bu tdr
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Ozelliklerinin bilinmesi, surekli salim saglayan ve hedeflendirilebilen tasiyicilarin
formilasyonu agisindan 6nemlidir (73).

Kanser olaylarin ¢gogunda birka¢ tane makrofajin tim timor hicrelerini
yok etmede yetersiz kalmasi nedeniyle, lipozom igerisinde hapsedilmis MAF’In
(makrofaj aktivatortu) genis yayilim gostermig tumorlerin, kiguk metastazlarin
veya tumor kitlelerin kemoterapi sonrasinda geride kalan kucik parcalarinin
tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir. Makrofaj aktivasyonu ile metastazlarin
Oonlenmesinde 6nemli etkinlerden biri de; lipozomlarin, bilegsimlerine bagl olarak
istenen organlarda tutulmalaridir (74).

Aktive edilmis makrofajlarin secici sekilde neoplastik hicreleri taniyip yok
ederken, neoplastik olmayan hicrelere zararsiz olduklari gdzlenmistir. Kesin
olarak mekanizmasi bilinmemekle beraber, neoplastik transformasyon ile iligkili
oldugu kabul edilmistir. Makrofaj aktivasyonu yapan basglica bilesiklerin,
mikrobiyal hiicre duvari bilegenleri ve lenfokinler oldugu bulunmustur (75).

1.4. TERAGNOSTIK ILAC TASIYICI PARTIKULER SISTEMLER

Degisik terapttik ve diagnostik ajanlarin gelistiriimesi nanoteknoloji
alanini dnemli 6lgctude etkilemektedir. Son zamanlarda, bu iki kullanim alaninin
kombinasyonuyla elde edilen ve Klinikte etkili formulasyonlara, ¢ok biyuk bir ilgi
vardir. Bu kavram teragnostik olarak bilinmektedir. Teragnostigin kisiye 6zel
tedavide cok buyuk katkilar saglayacagina inanilmaktadir. Tanim olarak,
teragnostik ila¢ tasiyici partikiler sistemler, hem terapotik hem de diagnostik
ajanlarin birlestiriimesinden olustuklari igin, ¢cok fonksiyonludurlar.

Buna ek olarak, bir teragnostik ilag tasiyici sisteminde hem
hedeflendirilmis doku/organ tutulumu, hem de etkin maddenin aktivasyonu veya
kontrast ajaninin gelistirme mekanizmalari bulunabilir. ideal bir teragnostik ilag
taslyici sistemin vicutta dolasimi  sirasinda gozlenebilir bir molekiler
hedeflendiriimesi olabilir. Teragnostik ila¢ tasiyici sistem, hedefine ulastiktan
sonra hcre yulzey reseptorleriyle etkilesir ve hticresel sitozola girer. Gerekirse
intraselller hedefe ulagabilir ve orada etkin maddeyi salinir (76). Sekil 1.5. 'te
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teragnostik olarak kullanilan ilag tasiyici sistemler ve Tablo 1.5. 'te teragnostik

nanopartikil érnekleri ve ozellikleri 6zetlenmistir.

& Terapbtik
Ajan
@ Kontrast
Ajani

Hedeflendirme
ajani

Sekil 1.5. Teragnostik ila¢ tasiyici sistemler. a) ila¢ konjugati; b) dendrimer; c)
vezikdl; d) lipozom ve/ veya misel; e) cekirdek kabuk (Core-shell) nanopartikdl;
f) mikrobaloncuklar; g) karbon nanotip (29).

1.4.1. Teragnostik Lipozomlarin Tipta Kullanihiglari

Teragnostik Tip, teshis, hedeflendirilmis tedavi ve buna karsi olusturulan
cevabl izlemeye imkan veren butinlesmis bir nanoterapttik sistem olarak
tanimlanabilir. Baslangicta teragnostik terimi diagnostik test ve bu testin
sonuclarina dayanarak, hedeflendiriimis tedavi iceren bir terapdtik yaklagim
olarak tanimlanmigtir. Bu amagla ilk olarak Kluza ve dig. leri (84) goruntileme
ve tedavi amagli kombine hedeflendirilmis sistemlerin duyarlilik ve segcicilik
problemleri, en azindan, kismi olarak ¢ozimleyebilen bir yeni yaklasim olarak
teragnostik sistemleri sunmusglardir. Genel dugunce, anjiogenesise spesifik

molekuler markerlari hedeflendirme sirecine dahil etmekti.



Tablo 1.5. Teragnostik nanopartikul ornekleri.

Tip

llag konjugati

Dendrimer

Vezikul

Misel

Cekirdek kabuk
(Core—shell)

Mikrokabarcik
(Microbubble)

Karbon
nanotubi

Materyal

Hidroksi
metakrilat

propil

Poliamidoamin/
Polietilen glikol

Poli  (g-benzil |-
glutamat)-blok-
hyaliiran

Polietilen
Polilaktik asit

glikol/

Poliakrilik asit /
Superparamanyetik
demir oksit

Polietilen glikol)-b-

poli(L-laktid)/
perfloropentan

Karbon

Buyiikliik

~ 74 kDa

~ 100 nm

~ 260 nm

~ 45 nm

~90 nm

~ 125 nm

~110x 10 nm

Terapotik

Yok

5-FU

Doketaksel

Doksirubisin

Paklitaksel

Doksirubisin

Cisplatin

Kontrast
Ajani

DY-615

5-FU

Tc-99 m

SPIO

SPIO/Dil

Perfloropentan

QD
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Hedeflendirme | Kaynak

Aktif (RGD)

Akiif (Folik asit)

Pasif

Aktif (RGD)

Akiif (Folik asit)

Pasif

Aktif
(Epidermal
buyime
faktori)

77

78

79

80

82

83



32

Daha once de belirtildigi gibi pasif vel/veya aktif hedeflendirilmis
lipozomlarin hem goruntileme hem de tedavide kullanimlari uzun yillardir
tzerinde caligilan bir konu olmustur. Bu amagla o6rnegin Manyeki Rezonans
goruntuleme icin yuksek miktarda Gadolinyum-lipitler ve fuloresans goruntileme
icin fuloresan lipitler iceren lipozomlar kullanilabildigi gibi (Sekil 1.6.) hazirlanan
lipozomlarin daha sonra go6runtilemede kullanillacak radyometal ile
isaretlenmesi de yapimistir.

Tamoran heterojenitesi ve uyarlanabilen direnci kanser tedavisinde ¢ok
blytk engel olarak ortaya ¢cikmaktadir. Dolayisiyla kompleks kanser hastaliginin
tedavisinde bu iki Ozelligin dikkate alinmasi gerekir. Kanser hastaliginin
heterojenite ve adaptasyon gibi komplikasyonlarin 6nine gecebilmek igin,
diagnostik goruntileme yeteneginin terap6tik yaklasimla birlestiriimesi kritik bir
oneme sahiptir. Hedeflendiriimis bir tedavi ic¢in, baglangicta her timorin
hicresel fenotiplerin karakterizasyonunda molekiler goéruntileme kullaniimasi
gerekmektedir. Hem intra- hem de inter-tumér heterojenitesi, konvansiyonel
tedavi yaklagimlarindan 6tesinde, kigisellestiriimis tedavinin 6nemli bir pargasi

olarak ortaya koymaktadir (85).
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Sekil 1.6. Anjiyogenez goéruntileme ve tedavi amach hedeflendiriimig
multimodal lipozomun sematik gosterimi. (Tumor buyumesi ve metastatik

yayihm, fizyopatolojisinin anahtar agamasi anjiyogenezdir.)
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Teragnostik  tasiyici  sistem  kavrami  ilag tasiyict  sistemler
dusundldiugunde oldukga yeni sayilabilecek bir kavramdir. Yaklasik 10 yil 6nce
bu konu ile ilgili calismalar baslamis ve 6zellikle son yillarda nanoteknolojide
yapilan ¢alismalarla paralel olarak bu konu ile ilgili caligmalar da giderek artan
bir 6nem kazanmaya baslamistir (86- 89). Buna paralel olarak teragnostik
lipozomlarla ilgili yapilan c¢alismalarin sayisi da bugin i¢in sinirli sayidadir.
Ancak bilindigi gibi kanser tedavisinde ilk kullanilan nanopartikiler tasiyici
sistemler lipozomlardir ve ¢ok uzun vyillardir bu alanda elde edilen bilgiler
teragnostik lipozomlarla yapilan caligmalara da yon vermekte ve rehberlik
etmektedir.

Dolayisiyla kisa bir zamanda bu konu ile igli calismalarin artacagi tahmin
edilmektedir. Grange ve dig. leri (95) Kaposi Sarkoma hastalarinda doksorubisin
ve MR goruntileme ajani iceren lipozomlarin in vivo biyodagilimini ve manyetik
rezonans goruntilemede kullanimlarini gostermigler ve etkili sonuclar elde
etmislerdir.

1.5. 5-FU’IN YAPISI VE OZELLIKLERI

5-FU molekdl agirhgr 130.08 g olan suda ve etanol (% 96) de iyi ¢6zlinen
eter ve kloroformda ¢6zunurligu az olan bir molekaldar (21). 5-FU’nun kimyasal
yapisi Sekil 1.7." de gosterilmigtir.

O
o}\w

H
5-Flucrouracil

Sekil 1.7. 5-FU ‘in kimyasal yapisi
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1.5.1. 5-FU ‘in Kullanim Alanlari

ilaglara karsi direng, kanser kemoterapi tedavisindeki basarisizigin en
onemli nedenidir. Dusuk yanit oranina ragmen (% 20 monoterapide), 5-FU
dinya capinda en fazla recete edilen antikanser ilactir. Bugline kadar, 5-FU
prodrogu, kolorektal kanser ve diger kati tumorlerin tedavisinde bir dayanak
noktasi olmaya devam etmektedir. Solid timoérlerde, Dissemine kolorektal
kanser ve meme ve mide kanserlerinde kullanilir. 5-FU sindirim sistemi
kanserlerinde de yaygin olarak kullaniimaktadir. Mide kanseri hastaliga bagli
Olumler dusunuldiginde, dinya capindaki en o6lumcul tumoér tipidir. Hastalar
genellikle hastaligin gec evresinde spesifik olmayan semptomlarla hekime
bagvururlar. Bu ge¢ bagvurmaya bagh olarak, buyik boyutta ulagmis olan
tumorian lokal tedavi imkani kisithdir. Ne yazik ki, kemoterapiden saglanacak
fayda da sinirhdir.  Kullanilabilecek tedavi, aralarinda 5-FU, mitomisin C,
doksorubisin, yuksek doz metotreksat ve cisplatin gibi mide kanserinde etkili
oldugu dusundlen sinirli sayida ilagtan ibarettir. Metastatik hastaligi olanlarda
bircok ilacin etkili oldugu bildirilmistir, ancak ilag bilesimleri sag kalim tzerinde
her hangi bir gelistirici etki yapmamigtir.

Ayni zamanda adjuvan ve neoadjuvan kemoterapinin sagkalim tzerinde
onemli bir etki yaptigi henuz gérilmemigtir. Bu nedenle kemoterapinin kontrolli
deneylerde kullaniimasi onerilmektedir. 5-FU temelli kombinasyon terapisi, agir
semptomlu hastalarda hafifletici amacla kullanilabilir (96).

1957'de 5-FU'in sentezlenmesinden beri, kolorektal kanserin ilagla
tedavisi genigletilerek arastirilmaktadir. Metastatik hastaligin tedavisinde
kemoterapinin rolt ¢ok azdir. 5-FU tedavisinin belkemigi kemoterapidir.

Son calismalarda, irinotecanin (97) 5-FU tedavisinden randiman
alinamayan hastalarda etkili oldugu, hatta sagkalimi uzattigi kanitlanmigtir. Bu
yizden 5-FU ile kombinasyonu arastiriimakta ve ilk izlenimler bu
kombinasyonun metastatik hastaligi olanlarin sagkalimini daha da uzattigi
yonundedir. Kolorektal kanserin tedavisinde kemoterapi da uygulanmistir.
Kolorektal kanserinin ameliyatindan sonra, 5-FU iceren yardimci kemoterapi
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rejiminin uygulanmasi hakkinda bilgiler iceren baglangic raporunun (98)
ardindan benzer yaklagimlar Uzerinde calisiimis ve bu tedavilerin sagkalimi
arttirdigi gosterilmistir. Bu gelismelerin istatistiksel bir degeri vardir ve yardimci
kemoterapiyle, her yil binlerce hastanin hayati kurtulabilmektedir. Uygulanan
yardimci rejimler, metastatik kanser hastaligin tedavisinde uygulanan rejime
benzerdir. En son, oral 5-FU prodruglar geligtiriimis (99) ve bunlarin en az
metastatik hastaligin tedavisinde kullanilan temel ilaclar kadar etkili oldugu
gosterilmistir. Bu ilaglarin daha sonradan yardimci (adjuvan) kirlerde test
edilmesi muhtemeldir.

Farkh kanser formlarinin palyatif tedavisinde tek basina veya kolorektal
ve meme kanserlerinin tedavisinde kombine olarak, ayrica pankreas bezi,
karacigerin malign tumorlerinde, karaciger metastazinda ve anal kanserde
endikedir. 5-FU over kanserinde, servikal kanserde, mesane ve prostat
kanserinde endikedir (100).

1.5.2. 5-FU’in Diger ilaglarla Etkilegimi

5-FU ile tedaviden o6nce veya tedavi sirasinda, aminofenazon,
fenilbutazon ve sulfanomid uygulanmamalidir. Allopirinol, 5-FU ‘in etkinligini ve
toksisitesini azaltir. Klordiazepoksit, disulfram, griseofulvin ve izoniazid, 5-FU* in
aktivitesini artirabilir. 5-FU ‘in mitomisin ile kombine kullanildigr uzun sureli
tedaviden sonra, hemolitik Gremik sendromun ortaya ciktigi goralmuastur.

Diger sitostatik ajanlarla (interferon-a, siklofosfamid, vinkristin,
metotreksat, cisplatin, doksorubisin) ve folinik asit ile kombinasyonda, 5-FU* in
hem etkinligi hem de toksisitesi artabilir (101).

Diger miyelosupresif ajanlarla kombinasyonda doz ayarlamasi
gerekmektedir; ayni anda veya daha ©nce vyapilan radyoterapi de doz
azaltilmasini gerektirebilir. Antrasiklinlerin kardiyotoksisitesi artabilir. Folik asit ile
kombinasyon agir diyareye neden olabilir.

icine konuldugu cam kap tarafindan adsorblanmasi nedeniyle 5-FU ‘in
etkinliginin kayboldugu belirtiimigtir. Tiroksin (T4) ve trilyodotronin (T3) hafif
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artabilir [hastalar klinik olarak o6tiroid (tiroid bezinin fonsiyonlarinin normal
olmasi) kalirlar]. idrardaki bilirubin ve 5-hidroksindolasetik asidi test etme
metodlarinda artmis veya yanlis pozitif degerler bulunmasina neden olabilir;

plazma albumini diger.

1.5.3. 5-FU’in Etki Mekanizmasi

5-FU antimetabolit sitotoksikler ila¢ grubunda yer almaktadir. Bunlar
doneme 6zgu ilaglardir. En sik kullanilan antineoplastik ilaclardandirlar.

Bu ilaglar, htcre proliferasyonunun c¢esitli basamaklarinda gorevli
metabolitlerin yapisal benzerleridirler. Dogal metabolitlerin baglanacag! noktaya
karsi onunla vyarisip o noktalari kapatir ve gerekli sentezin olusmasini
engellerler. Kemik iligi ve barsak mukozasi epiteli Gizerine toksik etkilidirler (102).

5-FU radyoresistan S fazinda hicrelerin eleminasyonu ic¢in basarihdir.
Cogalan hucreler tzerine sitotoksik etkisi daha fazladir. 5-FU bir 6n ilactir ve asil
sitotoksik etkisini, DNA sentezi ve hucre c¢ogalmasi igin gerekli bir enzim,
timidilat sentetazi (TS) inhibe eden Florodeoksiuridin-5'-monofosfata (5-FAUMP)
donuserek gosterir.

Once, fluorouridilata sonra fluorodezoksiuridilata doniiserek etkin olur. Bu
yolla htcre ici Timidin deplesyonuyla TS'nin faaliyeti inhibe olur. Timin sentezi,
DNA ve RNA fonksiyonlari bozulur ve sonucta hiicre apoptozis indukte olur. Bu
nedenle TS duzeyi dedisiklikleri ilacin etkinliginde O6nemli rol oynar. Timidilat
Sentaz Artirllma Boélgesi (TSER) polimorfizmleri TS diuzeyini degistirmektedir.
TSER 3R aleli tagiyan bireylerde ilaca yanit azalir ve diren¢ artar. Kanser
hastalarda TS'nin asiri ekspresyonu, diren¢ olusumu ve tedavi basarisizhgi igin
siklikla gorulen bir nedendir. 5-FU’in metabolik yollar ve etki mekanizmasi Sekil
8'de Ozetlenmistir.

5-FU buyuk oranda Dihidroprimidin dehidrogenaz (DPD) ile inaktive edilir.
DPD enzim eksikliginde, kanda 5-FU ve aktif metabolitlerinin diizeyi artar. DPD
enzimin kodlayan gende 20'nin Uzerinde tek nukleotid polimorfizmi ve 40'tan
fazla farkli polimorfizm bildirilmigtir. Bunun yani sira 5-FU etkinliginde; Metilen
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tetrahidrofolat rediktaz ve C667T poimorfizmi de etkilidir. T aleli varhgi ilaca
duyarhhgi/yaniti arttirir (103).

1
PEPP ————— & PP [_ FUDP-sugars j
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Sekil 1.8. 5-FU’in metabolik yollari ve etki mekanizmasi (103).

Bu reaksiyonlari katalizleyen enzimler: 1: orotate fosforibosiltransferaz; 2: uridin
fosforilaz; 3: timidin fosforilaz; 4: uridin kinaz; 5: timidin kinaze; 6: timidilat
sintaz; 7: dihidrofolat reduktaz; 8: dihidropirimidin dehidrojenaz; 9: ribonukleotid
rediktaz; 10: 5'-nukleotidaz ve fosfataz.

FUMP, FUDP, FUTP: sirasiyla florouridin -5'-mono-, di-, ve trifosfat;

FAdUMP, FdUDP, FAUTP: sirasiyla florodeoksiuridin-5'-mono-, di-, ve trifosfat;
dUMP: deoksiuridin-5'-monofosfat;

dTMP, dTDP, dTTP: sirasiyla deoksitimidin-5'-mono-, di-, ve trifosfat;

PRPP: 5-fosforibosil-1-pirofosfat; FUR: florouridin; FUdR:florodeoksiuridin;
F-BAL: a-floro-3-alanin; F-UPA: floroureidopropiyonat;

F-DHU: 5-florodihidrourasil; DHF: dihidrofolat;

THF: tetrahidrofolat; TdR: timidin; PPi: pirofosfat.
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5-FU'in monoterapide genel yanit orani % 20-30'u ge¢medigi icin, 5-FU'in
etkinliginin iyilestiriimesi, buginin onkoloji calismalarinda c¢ok 6nemli bir

husustur.

1.5.4. 5-FU’in Yan Etkileri

ilacin icerdigi maddelerden herhangi birine asir duyarllik; kan
degerlerinde  ciddi  degigiklikler, kemik iligidepresyonu, kanama,
malabsorbsiyon, agir karaciger ve bdbrek fonksiyon bozukluklari, agir
enfeksiyonlar, herpes zoster, varisella, stomatit, agiz boslugu ve gastrointestinal
Ulserasyonlar, psoddmembran®z enterit 5-FU ile kargilagilan
kontrendikasyonlardir. 5-FU hamilelikte kesinlikle kontrendikedir (105).

Hematolojik yan etkileri: Lokopeni ve ndotropeni ile miyelosupresyon,
anemi, immunosupresyondur.

Gastrointestinal kanal: Anoreksi, mukozit, stomatit, farenjit, 0zofajit,
enterit, Ulserler (6zellikle agiz boslugu), hemoraji, malabsorbsiyon gdrilmektedir.
Bulanti, kusma ve diyare antiemetiklerle ve antidiyaretik ajanlarla tedavi
edilebilir.

Deri: Dermatit, kuru cilt, gegici ekzantem, artiker, kasinti, fotosensitivite,
alopesi (sa¢ kaybi), hiperpigmentasyon, akne, catlak, telenjektazi (deride veya
mukozalarda kirmizi lekeler seklinde gorilen ve kilcal, arteryol ve vendllerin
geniglemesinden ibaret olan lezyonlar), kutan6z kanama; nadiren tirnaklarin
kaybi ve tirnak degisiklikleri, avug i¢i ve ayak tabanlarinda eritem. Genellikle 5-
FU tedavisi kesildikten 5- 7 glin sonra azalir.

Kardiyovaskuler: Prekardiyal agri, iskemi, gecici EKG dedisiklikleri,
kardiyak enfarktis.

Sinir sistemi: Nadiren konfiizyon, somnolans (gindiz asir uyuklama
hali), ataksi (istemli kas hareketlerinde duzensizlik), 6fori, fotofobi, nistagmus
(g6z kuresinin duzenli araliklarla ve istemdisi yinelenen gidip gelme hareketi),

retrobulbar nevrit (g0z kiresi arkasindaki optik sinirlarin enfeksiyonu), dizartri
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(beyinde bir lezyona bagl konusma bozuklugu), merkezi sinir sistemi
fonksiyonlarinda geri dontusumsuiz bozukluklar.

Diger: Hemolitik anemi, karaciger hasari (nadiren nekroz), bobrek
bozukluklari, hipertrisemi, spermatogenez ve ovilasyonda bozukluklar,
anafilaktik sok derecesine kadar varabilen bronkospazm, oksuruk, burun

kanamasi, ¢cok nadir olarak lakrimal akista artma ve lakrimal kanalin daralmasi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

Dioleilfosfatidiletanolamin (DOPE)

Trimetilamin (CzHs) 3N (min %99)

5-Florourasil (5-FU)

Absolu Etanol
Amonyumheptamolibdat kristali
Askorbik asit

Kloroform (CHCls)

Kolesterol

Disetil Fosfat (DCP)
Dimetilstlfoksit (DMSO)
Dipalmiotilfosfatidilkolin (DPPC)
DTPA anhidrit

Dulbecco’s MEM Besiyeri

Fetal sigir serumu (%10)
Hidroklorik Asit (HCL) (%36-38)
Perklorik Asit (HCIO4) (%70)
Metanol

Sodyum dihidrojenfosfat dihidrat
(NaH,PO, .2H,0)
Polietilenglikol (PEG2000-DSPE)
Fosfolipon 90G (PL 90G)
Stearil Amin (SA)

TRIS (Tris(hidroksimetil)-
aminometan)

Triton- X-100

Avanti Polar Lipids, ABD

Sigma-Aldrich, Almanya
Orva, Turkiye
Riedel-de-Haen, Almanya
Merck, Almanya

Atabay, Turkiye
Riedel-de-Haen, Almanya
Sigma Chemicals, ABD
Sigma Chemicals, ABD
Merck, Almanya

Avanti Polar Lipids, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Biochrom AG, Almanya
Biochrom AG, Almanya
J.T.Baker, Hollanda
Riedel-de-Haen, Almanya
Riedel-de-Haen, Almanya

J.T.Baker, Holanda

Avanti Polar Lipids, ABD
Natterman Phospholipids GmBH, Almanya
Sigma Chemicals, ABD

Merck, Almanya

Sigma Chemicals, ABD
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2.2. KULLANILAN ALETLER VE GERECLER

Analitik Terazi
Calkalayici Su Banyosu
Dijaliz seltiloz membran
Dijital Calkalayici
Dynamic Light Scattering

Eliza Okuyucu
FT-IR Spektrometre
Hucre kultlrt inktbatoru

Inverted Mikroskop
Isiticih Manyetik Karigtirici
Isitma Blogu

ITK Plaklar

Laminar Flow

Partikil Boyutu Analiz Sistemi
pH metre

Polikarbonat membrane filtre
Rotavapor

Su banyosu

Su banyosu

UV Spektrometre

Vakum sistemi

Vakumlu Etiv

Vorteks

Mettler Toledo, isvicre

SBD50 LABNET, ABD

Sigma-Aldrich, Almanya

Schutzart DIN 40050-1P 20, Almanya
Malvern Instruments, ingiltere
Molecular Devices, Versa max. tunable

microplate reader, ABD
Perkin EImer, ABD

SAN40 CO, incubator
MCO-18AIC- Model, Japonya

Leica DFC 320, isvicre

Heidolph MR 3001, Almanya
Nuve BH 250, Turkiye

ince Tabaka Kromatografi Plaklar

Faster, BHG 2004, Ultraviyole Kabin,

Biolab laboratuar cihazlari,italya
Malvern Instruments, ingiltere

Inolab pH metre, Turkiye

Whatman, ABD

Rotavapor Buchi; Karl Kolb, AlImanya
BUCHI 461, isvigre

GFL, Almanya

Agilent 8453, ABD

Vacuum System B-169 BUCHI, isvigre
Shel Lab (SL), ispanya

Heidolph Reax Top, Almanya
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2.3. LIiPOZOM DISPERSIYONLARININ YAPISINA GIREN MADDELER
UZERINDE YAPILAN KONTROLLER

Lipozomlarin bilesiminde fosfolipit olarak DPPC ve PL 90G (Phospholipon
GmBh), yuk verici madde olarak SA, DCP ve stabilite artirici olarak Chol

kullaniimigtir.
2.3.1. Fosfolipitler

2.3.1.1. Fosfolipitlerin ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile
Taninmasi

Calismalarimizda kullanilan fosfolipitlerin (DPPC, PL 90G) ITK ile
taninmasi igin, fosfolipitlerin 20 mg.mL™"lik cozeltisi, etiivde 110°C’de 60 dakika
aktive edilmis, 0,25 mm kalinhginda Silikajel 60 Fys4 ile kaplanmig 5x10 cm
plaklara bir kilcal yardimiyla tatbik edilmigtir. Kurutulan plaklar kloroform:
metanol:su (65: 250: 4) ¢6ziucu sisteminde suruklendikten sonra kurutulup, iyot
buhari ile doyurulmus tanka konmus ve daha sonra olusan lekeler UV lambasi
altinda 254 nm'de incelenerek Rt degerleri hesaplanmigtir (106,107).

2.3.1.2. Fosfolipitlerin Infrared (IR) Analizi ile Taninmasi
DPPC ve PL 90G'nin IR spektrumu cekimi igin, potasyum bromur

tabletleri basilmis ve bu diskler kullanilarak 4000- 650 cm™ dalga sayisi
araliginda spektrumlari ¢ekilmigtir.

2.3.2. Yuk Verici Maddeler

2.3.2.1. SA’ in iTK ile Taninmasi
SA’in ITK ile taninmasi B6lum 2.3.1.1.’de anlatildigi sekilde yapilmigtir.

2.3.2.2. SA’ in IR Analizi ile Taninmasi
SA’in IR spektrumlari Bolum 2.3.1.2.’de anlatildigi sekilde ¢ekilmistir.

2.3.2.3. DCP’ In ITK ile Taninmasi
DCP’ In ITK ile taninmasi Bolim 2.3.1.1.’de anlatildigi sekilde yapilmigtir.
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2.3.2.4. DCP’ In IR Analizi ile Taninmasi
DCP’ In IR spektrumlari Bélum 2.3.1.2.’de anlatildigi sekilde ¢ekilmigtir.

2.3.3. Stabilite Artirici Madde

2.3.3.1. CHOL’iin iTK ile Taninmasi

Chol’in iTK ile taninmasi Béliim 2.3.1.2'de anlatildigi sekilde yapilmistir.
Ancak fosfolipitlerden farkh olarak, lekelerin goruntilenmesi icin plak tzerine
%50 sulfurik asit ¢ozeltisi (50 mL H,SO4: 50 mL Metanol) puskurtildikten sonra
etiivde 5- 10 dakika isitilarak UV lambasi altinda 254 nm dalga boyunda
incelenmigtir (33).

2.3.3.2. CHOL’Un IR Analizi ile Taninmasi
CHOL'Un IR spektrumu Bélim 2.3.1.2" de anlatildigi sekilde gekilmistir.

2.3.4. 5-FU Uzerinde Yapilan Kontroller

2.3.4.1. 5-FU’in Yapisi
Molekil agirhgr 130.077 gemL™ ve kapali formiilii C4HsFN,O, olan 5-
FU’in molekul yapisi Sekil 2.1°de verilmigtir.

O
HN

L |

O™ N
H

Sekil 2.1: 5-FU’in ac¢ik formult (102).
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2.3.4.2. 5-FU’in 10 mM Tris (pH 9) Tamponunda UV Spektrumu ve
Standart Dogrusunun Hazirlanmasi

5-FU’'in, 10 mM Tris (pH 9) tamponunda 200- 800 nm araliginda UV
spekturumlari gekilmis ve maksimum dalga boyu tayin edilmigtir. Daha sonra,
tayin edilen maksimum dalga boyunda 1 mg.mL™ stok cozeltiden hareketle
degisik konsantrayonlarda hazirlanan 5-FU c¢o6zeltilerinin, absorbanslari

okunarak standart dogru cizilmig, dogru denklemi, korelasyon katsayisi “r’ ve

2n

determinasyon katsayisi “r <" hesaplanmigtir.

2.3.4.3. 5-FU’in %10 (a/a) Triton- X-100 (a/h) iceren 10 mM Tris (pH 9)
Tamponunda UV Spektrumu ve Standart Dogrusunun Hazirlanmasi

5-FUin %10 (a/a) Triton- X-100 (a/h) iceren 10 mM Tris (pH 7.4)
tamponunda 200-800 nm araliginda UV spekturumlari ¢ekilmis ve maksimum
dalga boyu tayin edilmistir. Daha sonra, tayin edilen maksimum dalga boyunda 1
mg.mL™ stok c¢ozeltiden hareketle degisik konsantrayonlarda hazirlanan 5-FU
cOzeltilerinin absorbanslart okunarak standart dogru cizilmis, dogru denklemi,

2n

korelasyon katsayisi “r” ve determinasyon katsayisi “r*” hesaplanmistir.

2.4. LIPOZOM DISPERSIYONLARININ FORMULASYON CALISMALARI

2.4.1. DTPA-PE Sentezi

DTPA-PE-PE, selat yapici bilesik olarak lipozom membraninin yapisina
eklenmek Uzere sentezlenmistir. Bunun igin, 0,1 mM DOPE yaklasik 4 mL
kloroformda ¢6zulmis ve Uzerine 30 pL trietii amin eklenmistir. Baska bir
flakonda 20 ml Dimetil Sulfoksit (DMSO)’da ¢6zinmus olan 1mM DTPA anhidrit,
DOPE’li karisimin Uzerine damla damla eklenmigtir. Karisim, 3 saat oda
sicakliginda azot gazi varhginda inkube edilmistir ve inkibasyonun ardindan
karigim, 4 °C’de su ile dializ edilmigtir. Ardindan elde edilen urin liyofilizatérde

dondurularak kurutulmustur (108).
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2.4.2. Etkin Madde igermeyen Lipozom Dispersiyonlarinin
Hazirlanmasi

DTPA-PE iceren yuksuz (nétral), negatif ve pozitif yukli lipozom
dispersiyonlari film metodu (109, 110) kullanilarak hazirlanmistir.

Bunun ic¢in, tum maddeler fosfolipit, yik verici madde (eger varsa) ve
Chol] yuvarlak alth balonda 30 ml kloroform ile ¢ozulmis. Maddeler iyice
¢ozundukten sonra balon lipidlerin faz gecis sicakliginin 10 °C uzerindeki su
banyosu icindeki rotavapora yerlegtiriimistir. Kloroform tamamen vakum altinda
uzaklastilarak ince duzgun bir film tabakasi elde edilmigtir. Eser miktarda
kloroformu uzaklagtirmak igin film iceren balonlar 1 gece 150- 200 mBar
basinctaki vakumlu ettivde bekletilmistir. Daha sonra ettivden cikarilan balonlar
10 mM Tris (pH:9) tamponu ile sulandinimis yaklasik 10 adet cam boncuk ile
birlikte sirayla 1 dakika su banyosu, 1 dakika elle calkalama, 1 dakika
vorteksleme vyapilarak filmin balon yilzeyinden tamamen uzaklastiriimasi
saglanmigtir.

Elde edilen sut kivamindaki lipozom dispersiyonlari partikil boyutunun
kucultulmesi ve partikillerin homojen hale getiriimesi i¢in azot gazi altinda
sirayla 0,6 um por acikhgina polikarbonat membran filtreden (1 defa), 0,4 um
polikarbonat membran filtreden (1 defa) ve 2 kath 0,2 um polikarbonat membran
filtreden (10 defa) basinc¢la siizme yontemiyle stizulmuslerdir.

2.4.3. 5-FU igeren Lipozom Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

DTPA-PE ve 5-FU iceren lipozom dispersiyonlari Bolum 2.4.2" de
anlatildigi sekilde hazirlanmistir. Farkh olarak lipid film tabakasi 5-FU’in 10 mM
Tris (pH 9) tamponundaki cozeltisi (20 mg.mL™) ile sulandirnimistir. icte
hapsedilmeyen serbest 5-FU’yi uzaklastimak i¢in bir gece 3500 MWCO por
acikligina sahip diyaliz membranindan Tris (10mM. pH 9) tamponuna karsi

diyaliz iglemine tabi tutulmustur.
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2.4.4. Lipozom Dispersiyonlarinin Karakterizasyonu

2.4.4.1. Ortalama Partikll Buyukluigt ve Dagilimi

DTPA-PE igeren yuksuz, pozitif ve negatif yukli bos ve 5-FU yuklu
lipozom dispersiyonlarinin partiktl bayuklukleri ve buyukluk dagilimlari Dynamic
Light Scattering metoduna gore 25 °C’de Nano-Zeta Sizer ile 6lculmustar.

Lazer sacinimi teknigi damlacik ylizeyine carpan isigin gosterdigi
dagiima ve absorpsiyon gibi optik 6zelliklerin kullanildigi bir tekniktir. Burada 1s1k
yogunlugu akima cevrilerek dijitalize edilir, kaydedilir ve bilgisayarda
degerlendirilerek sonugclar partikil boyutu cinsinden elde edilir.

2.4.4.2. igte Tutulan 5-FU Miktari

Diyaliz ile serbest 5-FU uzaklastirildiktan sonra, vezikiller %10 (a/h)
Triton- X-100 iceren 10 mM Tris tamponu (pH 9) ile parcalanmis ve elde edilen
berrak ¢ozeltinin absorbansi 299 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olculmus, Bolum 2.3.4.3 anlatildigr sekilde hazirlanan standart dogru kullanarak,

icte tutulan 5-FU miktari hesaplanmigtir.

2.4.4.3. Lipozomal Fosfolipid Miktarinin Tayin Edilmesi

DTPA-PE iceren yukslz, pozitif ve negatif yukli bos ve 5-FU yuklu lipozom
dispersiyonlarinin fosfor igerigi Rauser yontemine gore tespit edilmistir (110). Bu
yontem Sekil 2.2.’de verilmigtir. Fosfolipid miktarinin hesaplanmasinda
kullanilan standart dogru icin Sekil 2.2.’de gosterildigi gibi standart dogru
cOzeltileri her test dncesi taze olarak hazirlanmig, bu ¢ozeltilerin absorbanslari
Amax=797 nm'de okunarak, standart dogru cizilmig ve dogru denklemi
hesaplanmigtir. Lipozom o6rneklerin 797 nm'de okunan absorbanslari ve bu
dogru denklemi kullanilarak lipozomlarin fosfolipid miktarlar tayin edilmistir.
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Sekil 2.2. Lipozomlarin fosfolipid miktarinin Rauser ydntemine gore tayin
edilmesi (110).
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2.5. 5-FUIN LIPOZOM DISPERSIYONLARINDAN IN VITRO SALIMININ
INCELENMESI

5-FU’in in vitro salim 37,5 °C’ de 10 mM Tris (pH 9.0) tamponunda
diyaliz yontemi ile incelenmigtir. Bunun icin 2 ml DTPA-PE ve 5-FU igeren
yuksliz, pozitif ve negatif yukli lipozom dispersiyonlari diyaliz torbalarina
konulmus ve bu diyaliz torbalart 20 mL 10 mM Tris (pH 9.0) tamponu igeren
beherlere yerlestirilmistir. Salim ortamindan 30 dakikalik zaman dilimlerinde 2
mL 6rnek alinmig, alinan bu hacim yerine 2 mL 10 mM Tris (pH 9.0) tamponu
eklenmigtir.  Alinan o6rneklerin absorbansi 299 nm’'de okunmustur. Bolim
2.3.4.2de anlatildigi sekilde hazirlanan standart dogruyu kullanarak
lipozomlardan salinan 5-FU  miktari  hesaplanmistir.  Bos lipozom
dispersiyonlarina da ayni iglemler uygulanmig ve alinan oOrnekler kor c¢ozelti
olarak kullanilmigtir. Lipozom dispersiyonundan salinan 5-FU’in 0., 1. Derece

ve Higuchi salim kinetikleri incelenmigtir.

2.6. HUCRE KULTUR CALISMALARI

Hucre kaltur calismalar icin insan meme kanseri hicre dizini (MCF-7)
hacreleri kullanilmis ve bu hicrelerin buyutilmesi ve ¢ogaltiimasinda %10 Fetal
sigir serumu, 1 mM sodyum piruvat ve 1 mM “nonessential aminoasit” ve L-
glutamin iceren Dulbecco’'nun modifiye Eagle ortami (DMEM) hicre ortami

kullaniimigtir.

2.6.1. 5-FU ligeren Lipozom Dispersiyonlarinin Kanser Hiicreleri
Uzerindeki Antitimdral Etkisinin Sitotoksisite Deneyleri ile Belirlenmesi

MCF- 7 hdacreleri Fetal sigir serumu (%10) (FBS) iceren DMEM
besiyerinde c¢ogaltilmigtir. Hicreler tripsinizasyon sonrasi kaplardan alinarak
sayllmis ve 1 mL besiyeri icinde 5.000 hucre/kuyu olacak sekilde 96 kuyuluk
plaklara ekilmistir. Hucrelerin kuyularin yilizeyine tutunmasi igin bir gece
beklenmis ve ardindan htcrelerin Gzerindeki besiyeri toplanip, yerine 100 pL
besiyeri eklenmigtir. Besiyeri iceren kuyulara 100 pL DTPA-PE iceren yiuksiz,
pozitif ve negatif yukli bos veya 5-FU yukli lipozom dispersiyonlari seri diliisyon
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yontemi ile 0.25- 32 uM konsantrasyonda olacak sekilde ilave edilmis ve plaklar
24 ve 48 saat inkiibasyona (37°C ve 5% CO5) birakilmigtir. inkiibasyon sonunda
kuyulardaki ¢ozelti uzaklastirilmig, kuyular 200 yL besiyeri ile yikanmistir. Baska
bir yerde 15 ml MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide)'in NaCl iceren fosfat
tamponu icindeki c¢ozeltisi (5 mg.mL™ konsantrasyonda) hazirlandiktan sonra,
her kuyuya 20 pL MTT cozeltisi eklenmis, iyice kanstinimis ve MTT'nin
metabolize olabilmesi icin 3 saat inkiibasyona (37°C ve 5% CO;) birakilmistir.
inkiibasyon sonrasi, kuyulardaki ¢ézelti uzaklastirilmis ve olusan formazon
(MTT metabolik Grand), 200 yL DMSQO’da suspande edilmis ve calkalyicida 5
dakika sure ile iyice calkalanmigtir. Optik dansite 560 nm'de okunmus ve %
canli huicre sayisi hesaplanmigtir.

2.7. FiZIKSEL STABILITE CALISMALARI

Karakterizasyon calismalari, in vitro salim calismalari ve hicre kaltur
caligmalarinin sonuglari degerlendirilerek en uygun formulasyonlar 61,7: 33.3: 5
pumol + %1 mol/lipid + 20 mg-mL™ bilesiminde olan DPPC: CHOL: PEGau00-
DSPE+ DTPA-PE+ 5-FU formulasyonu, pozitif yikld, 61,7: 3.3: 30: 5 + %1 mol/
lipid+ 20 mg-mL™ bilesiminde olan DPPC: SA: CHOL: PEG2q0-DSPE+ DTPA-
PE+ 5-FU ve negatif yukli DPPC: DCP: CHOL: PEGy0-DSPE+ DTPA-PE+ 5-
FU lipozom dispersiyonlari Gzerinde stabilite calismalari yapiimistir.

Bu amacla, Bdlim 2.4.3.te anlatildigi sekilde hazirlanan lipozom
dispersiyonlari, yaklagsik 1 mL hacimde olacak sekilde flakonlara konulmus
Uzerlerinden azot gazi gecirilerek agizlar sikica kapatiimig ve iki farkli sicaklikta
[buzdolabi sicakhginda (5 + 3°C) ve oda sicakliginda (+ 25 °C)] bekletilmigtir.
Onceden belirlenen zaman araliklarinda (3., 5., 8., 15., 30., 60., 90. ginlerde)
ornekler alinarak agiga cikan etkin maddeyi uzaklastirmak igin 3500 MWCO por
acikligina sahip dializ membrani kullanilarak 10 mM Tris (pH 9.0) tamponuna
kargi yaklagik 2 saat diyaliz edilmis ve daha sonra lipozomlar Uzerinde asagida
anlatilan calismalar yapilmigtir.
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2.7.1. Saklama Sirasinda incelenen Lipozom Dispersiyonlarinin
Ortalama Partikill Biyiikliklerinin izlenmesi

DTPA-PE iceren yuksuz, negatif ve pozitif yukli bos ve 5-FU yukli
lipozom formilasiyonlarinin ortalama partikil buyuklikleri Bolim 2.4.4.1°'de

anlatildigi sekilde dlgulmusgtur.

2.7.2. Saklama Sirasinda incelenen Lipozom Dispersiyonlarinin icte
Tutulan 5-FU Miktarlarinin izlenmesi

DTPA-PE igeren yuksuz, negatif ve pozitif yukli bos ve 5-FU yuklu
lipozom formdilasiyonlarinin igte tutulan etkin madde miktarlari Bolum 2.4.4.2'de

anlatildigi sekilde dlgulmusgtur.

2.8. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Calismamizdan elde edilen sonuclar arasinda istatistiksel acidan fark
olup olmadigini degerlendirmek icin istatistiksel analizler yapilmigtir.
Deneylerden elde edilen veri sayilar 30’dan az oldugu ic¢in, degerlendirmelerde
parametrik olmayan test yontemleri uygulanmigtir. Karsilastirilan grup sayisina
bagli olarak, iki grubun karsilastiriimasi igin Mann Whitney U testi, U¢ veya daha
fazla grubun karsilastirlmasi icin ise Kruskal Wallis Varyans Analizi
kullanilmigtir.  Stabilite caligmalarinda yapilan istatistiksel karsilagtirmalarda
SPSS programi ve Kruskal Wallis testi kullaniimigtir.
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3. BULGULAR
Bu bolimde lipozom dispersiyonlarinin  hazirlanmasinda kullanilan
maddelerin kimyasal ve fizikokimyasal Ozelliklerin incelenmesi, lipozomlarin
karakterizasyonu, in vitro salim ¢alismalari ve fiziksel stabilite ¢calismalari ve 5-
FU iceren lipozom dispersiyonlarinin timor hucreleri Gzerindeki etkisinin

incelenmesi igin yapilan sitotoksisite deneylerine ait bulgular verilmigtir.

3.1. LIPOZOM DISPERSIYONLARININ YAPISINA GIREN MADDELER
UZERINDE YAPILAN KONTROLLERE AIiT BULGULAR

3.1.1. Fosfolipitler

3.1.1.1. Fosfolipitlerin iTK ile Taninmasi

Bolim 2.3.1.1'de anlatildi§i sekilde yapilan ITK analizi sonrasi, plaklar
UV lambasi ile 254 nm’'de incelenmis ve suruklenen maddelerin mor renkli
lekeler olusturdugu gozlenmistir. DPPC'ye ait kromatogramdan Rf degeri 0. 71,
PL 90G'’ye ait kromatogramdan ise Rf degeri 0. 52 olarak bulunmustur. DPPC
ve PL 90G'ye ait ITK kromatogramlari Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.de verilmistir.

Sekil 3.1. DPPC'nin ITK Sekil 3.2. PL 90G'nin ITK

kromatogrami kromatogrami



52

3.1.1.2. Fosfolipitlerin IR Analizi ile Taninmasi

Bolum 2.3.1.2’de anlatildigi sekilde, IR spektrumlari ¢cekilen DPPC ve PL
90G'nin spektrumlari sirasiyla Sekil 3.3. ve $Sekil 3.5.te verilmigtir. IR
spektrumlarinin kiyaslanabilmesi amaciyla DPPC ve PL 90G'ye ait kimyasal
yapilar ise sirasiyla Sekil 3.4. ve Sekil 3.6.’da verilmigtir.

DPPC'ye ait IR spektrumunda; esterlere ait karbonil gerilme titresimi
1690- 1760 cm * arasinda, amide (N-H) ait orta siddetteki gerilme titresimi
3300- 3500 cm * arasinda, amide ait (C-N) gerilme titresimi 1180- 1360 cm ™
arasinda ve alkanlara ait kuvvetli alifatik (C-H) gerilme titresimleri 2800- 2970
cm * arasinda gérilmistir (111). Spektrumda gérildigi gibi 2956.28 cm ™,
2916.89 cm®, 2849.93 cm’de, gdzlenen absorpsiyon bantlan C-H geriime
titresimlerin en tipik goOstergesidir. Sekonder aminler icin N-H gerilme bandi
3314.73 cm™ olarak gozlenmistir. Ester, lakton ve karboksilli asitlerde C=0
gerilme titresimi 1100 cm™-1300 cm™® arasinda ¢ikan C-O gerilme titresimi ile
birliktedir. Bu yiizden 1089.19 cm™, 1179.78 cm™, 1219.17 cm™de C=0 gerilme
titresimi ile C-O gerilme titresimi gd6zlenmektedir. 1246.75 cm ™ ve 1376.74 cm’
bde C-N gerilme band belirgin bir sekilde gézlenmektedir. 967.08 cm *, 967.08
cm 7, 1057.67 cm'de P-OR gerilme titresimi gorilmektedir. 1219.17 cm™,
1246.75 cm™'de P=0 gerilme bandi gorilmektedir.

PL 90G'ye ait IR spektrumunda 3381,7 cm “de gériilen yayvan torbamsi
titresimler 3300- 3500 cm * 'de ¢ikmasi gereken amin grubu (N-H) ve 3600-
3650 cm * arasinda ¢ikmasi gereken hidroksi (O-H) grubu ayni yerde cikmistir.
3010- 2850 cm * arasinda aromatik halkalara ait orta siddette (C-H) gerilme
titresimi ile alkanlara ait titresimler gozlenmistir. 1690- 1760 cm -1 arasinda
kuvvetli karboksilik asidin karbonil gerilme titresimi (C=0) gozlenmigtir. Alkanlara
ait kuvvetli (C-H) gerilme piki ise 1340-1470 cm " de gdzlenmistir (111). Elde
edilen spektrumlar, daha 6nceki bulgularla uyumlu bulunmustur (112-115).
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3.1.2. Yuk Verici Maddeler

3.1.2.1. SA’in ITK ile Taninmasi

Bolim 2.3.1.1'de anlatildi§i sekilde yapilan ITK analizi sonrasi plaklar,
UV lambasi ile 254 nm'de incelenmis ve SA’ e ait kromatogramdan R; degeri
0,62 olarak bulunmustur (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. SA’ in ITK kromatogrami

3.1.2.2. SA’in IR Analizi ile Taninmasi

Bolum 2.3.1.2’de anlatildigi sekilde, IR spektrumlari cekilen. SA’ in
spektrumu ve kimyasal yapisi sirasiyla Sekil 3.8. ve Sekil 3.9'da verilmistir.
SA’e ait IR spektrumunda 931.63 cm ™, 911.93 cm *, 71498 cm %,
813.46 cm ', 884.36 cm gOzlenen N-H streching’in (sadece primer ve
sekonder aminler icgin) goOstergesidir. Aminler bazdir ve onlara karsilik gelen
konjuge asit 'onyum' tuzlari, bunlarin en sik kargilasan seklidir. Bu tirevlerin
2250- 3000 cm* arasindaki genis N-H gerilme bandi ¢ok belirgindir. Spektrumda
2952.34 cmt, 2912.95 cm™, 2845.99 cm “'de gozlenen absorpsiyon bandi N-H
gerilme bandidir. 1°-amonyum tuzlarin absorbsiyonu da en yiksek frekans
ucunda olmakta ve C-H absorbsiyonuyla értiismektedir. IR'de 3330. 49 cm “'de
gbzlenen absorpsiyon bandi primer N-H gerilme bandidir. Spektrumda 1648. 53
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cm ' de gdzlenen absorpsiyon bandi NH, makaslama bandidir. C—-N gerilme
(alifatik aminler): 1061. 61 cm ™, 1152.21 cm™ de gozlenebilmektedir.
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Sekil 3.8. SA’In IR spektrumu

Sekil 3.9. SA’ in kimyasal yapisi (40).

3.1.2.3. DCP’ In iTK ile Taninmasi

Bolim 2.3.1.1'de anlatildi§i sekilde yapilan ITK analizi sonrasi plaklar,

UV lambasi ile 254 nm'de incelenmis ve DCP’ a ait kromatogramdan R degeri

0. 43 olarak bulunmustur (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. DCP'in ITK kromatogrami

3.1.2.4. DCP"In IR Analizi ile Taninmasi

Bolum 2.3.1.2'de anlatildigi sekilde, IR spektrumlari ¢ekilen DCP’in IR
spektrumu ve kimyasal yapisi sirasiyla Sekil 3.11 ve Sekil 3.12'de verilmigtir.

DCP'ye ait IR spektrumunda 1400 cm™ civarinda bir cift C-H egilme
bandi vardir. Alifatik bilesiklerde C-H gerilme titresimleri 3000 cm ' in biraz
altinda gozlenir. DCP'ye ait IR spektrumunda goérildigi gibi 2954.50 cm ™,
2917.75 cm !, 2847.81 cm V' de, gbzlenen absorpsiyon bantlan C-H gerilme
titresimlerin en tipik gostergesidir. 1468. 17 cm ™, 1396. 43 cm ™ de go6zlenen
absorpsiyon bantlan C-H egilme bandinin géstergesidir. 1019.24 cm &,
1031.33 cm *, 1048.29 cm V' de godzlenen absorpsiyon bantlan P-O-R gerilme
titresimlerinin en tipik godstergesidir. (not: P-OR esterler 900- 1050 (gerilme
bandl) 1109.87 cm™ de gdzlenen absorpsiyon bantlan P=0 geriime
titresimlerinin gostergesidir. 719.88 cm *, 741.65 cm ' de gbzlenen absorbans
bantlari “CH, rocking”, metil gOstergesidir ve sadece uzun zincirli alkanlarda
gorulmektedir.
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Sekil 3.12. DCP’ in kimyasal yapisi (40).

3.1.3. STABILITE ARTIRICI MADDE

3.1.3.1. Chol’un iTK ile Taninmasi

Bolim 2.3.3.1’de anlatildi§i sekilde yapilan iTK analizi sonrasi plaklar,
UV lambasi ile 254 nm'de incelenmis ve Chol’ e ait kromatogramdan 0,90 Rs
degeri olarak bulunmustur (Sekil 3.13.).
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Sekil 3.13. Chol’ un iTK kromatogrami

3.1.3.2. Chol’'un IR Analizi ile Taninmasi

Bolim 2.3.1.2'de anlatildigi sekilde, IR spektrumlari ¢ekilen Chol" Un
spektrumu ve kimyasal yapisi sirasiyla Sekil 3.14 ve Sekil 3.15’te verilmistir.

Chol’e ait olan IR spektrumda 3200-3600 cm ™ olan gerilme titresimleri
hidroksi grubuna (O-H), 3010-3100 cm ™ olan genis torbamsi orta kuvvetteki
gerilme titresimleri siklik ve diz alkanlardan gelen (C-H) grubuna, ayrica 1610-
1680 cm ! olan titresimler de yapidaki alkene (C=C) aittir (115). Chole ait IR
spektrumunda 3428.96 cm™ ve 3389.57 cm™de hidrojen bagi O-H geriimesi
genis bir bant seklinde gdzlenir. Bu bilesiklerin spektrumunda ayrica 1300 cm™
civarinda C-O gerilme, 1000 cm™-1200 cm™ arasinda ise O-H egilme bantlari
vardir.

Chol’ e ait IR spektrumunda gérdigiimiiz gibi 2930.51 cm™, 2861.75
cm®, 2897.20 cm®, 2849.93 cm’ de gbzlenen absorpsiyon bantlan C-H
gerilme titresimlerinin en tipik gostergesidir. 1431.88 cm™ ve 1463.39 cm™de
gbzlenen absorpsiyon bantlan aromatik halkada C-C gerilme titresimlerinin
gostergesidir. Spektrumda 950- 1250 cm™ arasinda gozlenen absorpsiyon
bantlan “in-plane C-H egilmenin” go6stergesidir. Bunlar goérintulemede yararli

degildir ama  substitie benzen aromatik halkanin  bulundugunu
gOstermektedirler.
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3.1.4. 5-FU Uzerinde Yapilan Kontroller

3.1.4.1. 5-FU’in 10 mM Tris (pH 9) Tamponunda UV Spektrumu ve
Standart Dogru

Bolum 2.3.5.2" de anlatildigi sekilde 5-FUin 10 mM Tris (pH 9.0)
tamponu’'nda 6 seri seklinde UV spektrumlari alinmig ve Anax=299 nm olarak

bulunmustur ve buna ait spektrum $Sekil 3.16’ da verilmistir.

074
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025
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0.75

200 300 400 800 foo 700 Wavelength (nm)

Sekil 3.16. 5-FU’ in 10mM Tris (pH 9) tamponunda UV spektrumu

Bolum 2.3.5.2’ de anlatilan islemler sonucunda 5-FU i¢in Anax=299 nm’de
cizilen standart dogru Sekil 3.17°de verilmistir.
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Sekil 3.17. 5-FUin 10mM Tris (pH 9) tamponunda hazirlanan standart

dogrusu.

3.1.4.2. 5-FU'in %10 Triton-X-100 (a/h) igeren 10 mM Tris (pH 9)
Tamponunda UV Spektrumu ve Standart Dogru

Bolum 2.3.5.3' de anlatildigi sekilde 5-FU’in %10 Triton-X-100 (a/h)
iceren 10 mM Tris (pH 9.0) tamponu’nda 6 seri seklinde UV spektrumlari alinmig
ve Amax= 299 nm olarak bulunmustur ve buna ait spektrum Sekil 3.18’ de ve 5-

FU icin Amax=299 nm’de cizilen standart dogru Sekil 3.19'da verilmistir.



63

0.5

Ahsorbance (A0

:|"'E| -
i

470

19

Tss

o

TEBSsE

| | |
20 300 400 200 60D

|
F:':I .."."= velenath {nn
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Sekil 3.19. 5-FU’in %10 Triton- X-100 iceren 10mM Tris (pH 9) tamponunda

hazirlanan standart dogrusu.
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3.2. LIPOZOM DIiSPERSiIYONLARININ FORMULASYON GALISMALARINA
AIT BULGULAR

3.2.1. Lipozom Dispersiyonlarinin Hazirlanmasi

Bolum 2.4.2’de anlatildigi sekilde hazirlanan DTPA-PE igeren yuksuz,
negatif ve pozitif yikli bos ve 5-FU yuklu lipozom formulasyonlari, lipid
bilesimleri ve kodlar Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1. Etkin Madde icermeyen Lipozom Formiilasyonlarinin Bilesimi ve
Kodlari.

Lipozom Formulasyonu Bilegimi Kod
61,7: 33.3: 5 umol +
DPPC:CHOL:PEG00-DSPE+DTPA-PE N DPPC-Bos
%21 mol-lipid
61,7: 33.3: 5 umol +
PL 90G:CHOL:PEG;000-DSPE+DTPA-PE o PL 90G-Bos
%21 mol-lipid

61,7: 3.3: 30: 5 pmol
DPPC:SA:CHOL:PEG,p0-DSPE+DTPA-PE — DPPC:SA-Bos
+ %31 mol-lipid

61,7: 3.3: 30: 5 pmol PL 90G:SA-

PL 90G:SA:CHOL:PEG;000-DSPE+DTPA-PE —
+ %1 mol-lipid Bos

61,7: 3.3: 30: 5 pmol DPPC:DCP-

DPPC:DCP:CHOL:PEG2000-DSPE+DTPA-PE —
+ %1 mol-lipid” Bos

61,7: 3.3: 30: 5 umol | PL 90G:DCP-

PL 90G:DCP:CHOL:PEG000-DSPE+DTPA-PE —
+ %1 mol-lipid” Bos
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Tablo 3.2. 5-FU igeren Lipozom Formiilasyonlari, Bilesimi ve Kodlar

Lipozom Formulasyonu Bilegimi Kod
DPPC:CHOL:PEG,000-DSPE+DTPA-PE+ | 61,7: 33.3: 5 pmol + %1
5-FU mol-lipid™*+ 20 mg-mL™ DPPC-5-FU
PL 90G:CHOL:PEG0-DSPE+DTPA- 61,7:33.3:5 + %1
PE+5-FU mol-lipid*+20 mg-mL* | PL 90G-5-FU
DPPC:SA:CHOL:PEG,40-DSPE+DTPA- 61,7:3.3:30: 5 + %1 DPPC:SA-5-
PE+5-FU mol-lipid™*+ 20 mg-mL™* FU
PL 90G:SA:CHOL:PEG0-DSPE+DTPA- 61,7:3.3:30: 5 + %1 PL 90G:SA-5-
PE+5-FU mol-lipid™*+ 20 mg-mL™* FU
DPPC:DCP:CHOL:PEG;00-DSPE+DTPA- |  61,7:3.3:30: 5 + %1 DPPC:DCP-5-
PE+5-FU mol-lipid™*+ 20 mg-mL™* FU
PL 90G:DCP:CHOL:PEG 00- 61,7:3.3:30: 5 + %1 PL 90G:DCP-
DSPE+DTPA-PE+5-FU mol-lipid™*+ 20 mg-mL™* 5-FU

3.2.2. Lipozom Dispersiyonlarinin Karakterizasyonu

3.2.2.1. Ortalama Partikll Buyukluigti ve Dagilimi

Bolum 2.4.4.1’de anlatildigi sekilde ortalama partikil boydklaga ve

dagihmi 6l¢ilmus ve sonuglar Tablo 3.3’ te verilmigtir.

DTPA-PE iceren yuksuz, pozitif yukli ve negatif yukli bos ve 5-FU yukli

DPPC ve PL 90G lipozomlarinin partikil buyudklikleri kargilastinldiginda bos

lipozom dispersiyonlarinin etkin madde iceren lipozom dispersiyonlarindan biraz
daha buyuk oldugu bulunmustur ama hem DPPC hem de PL 90G lipozomlari

icin etkin madde iceren ve icermeyen lipozom dispersiyonlarinin partikil

blyuklukleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0,05).
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Tablo 3.3. DTPA-PEiceren yiiksiz, pozitif ve negatif yukli bos ve 5-FU yuklu

lipozom dispersiyonlarinin partikal buydkltkleri ve dagilimi (n= 6).

Formilasyon Ortalama Partikil Polidispersite Indeksi
Buyuklagu (nm) (PD

DPPC-Bos 330 0,252
PL 90G-Bos 171 0,503
DPPC:SA-Bos 162 0,292
PL 90G:SA-Bos 118 0,435
DPPC:DCP-Bos 166 0,327
PL 90G:DCP-Bos 125 0,466
DPPC-5-FU 217 0,129
PL 90G-5-FU 247 0,283
DPPC:SA-5-FU 119 0,170
PL 90G:SA-5-FU 110 0,285
DPPC:DCP-5-FU 157 0,322
PL 90G:DCP-5-FU 121 0,449

3.2.2.2. lIgte Tutulan 5-FU Miktari

Bolum 2.4.4.2'de anlatildigi sekilde icte tutulan 5-FU miktari hesaplanmig
ve sonugclar Tablo 3.4’ te verilmistir.

DTPA-PE ve 5-FU iceren yiuksuz DPPC ve PL 90G lipozomlari arasinda
icte tutulan etkin madde miktarlari arasinda 6nemli fark goériinmezken, pozitif ve
negatif yukli DPPC lipozomlarinin icte tutulan etkin madde miktari ve PL 90G
lipozomlarinin icte tutulan etkin madde miktarindan daha yuksek bulunmustur
(p<0,05).




67

Tablo 3.4. DTPA-PEve 5-FU iceren yuksuz, pozitif ve negatif yukli lipozom

dispersiyonlarinin igte tutulan 5-FU miktarlari (n= 6).

Formulasyon icte Tutulan 5-FU Miktari (%)
DPPC-5-FU 10,1 £ 0,01
PL 90G-5-FU 10,5+0,01
DPPC:.SA-5-FU 7,1 £0,02
PL 90G:SA-5-FU 58 =0,02
DPPC:DCP-5-FU 7,5 £0,01
PL 90G:DCP-5-FU 58+0,01

3.2.2.3. Lipozomal Fosfolipid Miktarinin Tayin Edilmesi

Fosfolipid miktar tayini Bélim 2.4.4.3’te belirtiien sekilde yapilmistir. ilk
olarak taze hazirlanmig ¢ozeltiler ile standart dogru gizilmis ve dogru denklemi
hesaplanmigtir (Sekil 3.20). Daha sonra bu denklem kullanilarak DTPA-PE
iceren yuksluz, pozitif ve negatif yukli bos ve 5-FU yukli lipozom
formilasyonlarinin fosfolipid miktarlari hesaplanmistir. Sonuclar Tablo 3.5.'te
verilmigtir.

DTPA-PE iceren bos ve 5-FU yikli DPPC ve PL 90G lipozom
dispersiyonlari  arasinda  lipozomal fosfolipid  miktarlar acisindan
kargilagtinldiginda etkin madde iceren dispersiyonlarin fosfolipid miktarlarinin
daha dusuk oldugu gorulmustir ancak fark istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (p>0,05).

Yuksuz, pozitif ve negatif yukli DPPC ve PL 90G lipozom formulasyonlari
kargilastinlidginda PL 90G lipozomlarinin lipozomal fosfolipid miktarlari DPPC
lipozomlarinin fosfolipid miktarindan daha yuksek bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 3.20. Lipozomal fosfolipid miktari icin hazirlanan standart dogru
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Tablo 3.5. DTPA-PE iceren yuksuz, pozitif ve negatif yiukli bos ve 5-FU yuklu

lipozom dispersiyonlarinin lipozomal fosfolipid miktarlarlari (n=6).

Formilasyon Lipozomal Fosfolipid Miktari (%)
DPPC-Bos 73,1 +0,24
PL 90G-Bos 87,7+0,29
DPPC:SA-Bos 98,0 + 0,29
PL 90G:SA-Bos 98,5+0,33
DPPC:DCP-Bos 99,3 + 0,36
PL 90G:DCP-Bos 99,7 + 0,25
DPPC-5-FU 68,0 + 0,17
PL 90G-5-FU 98,5+ 0,20
DPPC:SA-5-FU 85,0+0,35
PL 90G:SA-5-FU 96,1 + 0,38
DPPC:DCP-5-FU 76,8 + 0,10
PL 90G:DCP-5-FU 94,1 +0,35
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3.3. 5-FU’IN LiPOZOM DISPERSIYONLARINDAN IN VITRO SALIMININ
INCELENMESI

in vitro salim calismalari Bélim 2.5 te anlatildigi sekilde yapilmistir.
DPPC ve PL 90G iceren lipozom dispersiyonlari kargilagtinidigimizda 5-FU’in
PL 90G iceren lipozom dispersiyonlarindan DPPC lipozom dispersiyonlarina
gbre daha hizli bir sekilde salinmistir, ama fark istatistiksel olarak anlamli
degildir. (p>0.05). Salim sonuclari Sekil 3.21’ de verilmigtir (n=6).
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E 80 ' % i
2 : I
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60 Lol
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40 | !
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;
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0t 2 3 4 5 6 7 g
Zaman (saat)
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—+—DPPC:5-FU-#=PL90G:5-FU DPPC:SA5-FU PLY0G:SA5-FU =+=—DPPC:DCP:5-FU-e—PL90G.DCP:5-FU

Sekil 3.21. DTPA-PEve 5-FU iceren vyiksluz, pozitif ve negatif yukld

lipozomlarindan 5-FU’in in vitro salimi (n=6).

DTPA-PEve 5-FU iceren ylukslz, pozitif ve negatif yukli lipozom
dispersiyonlarinin salim kinetikleri incelendiginde salimin 1. Derece kinetige
uygun oldugu gorialmustur (Tablo 3.6.). Sonuglar literatirle uyumludur (112,
113).



Tablo 3.6. 5-FU’in lipozom formulasyonlarindan salim kinetikleri.
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KIiNETIK DPPC-5-FU | PL 90G-5-FU | DPPC:SA-5-FU | = 0o oA DPPCDEP: PL 90G:DEP:
5-FU 5-FU 5-FU

Egim 46,1784 46,2001 45,0326 45,0326 45,3589 46,9181

Higuchi Kesisim -12,1943 -10,4445 -21,0181 -19,8999 -19,0566 -18,2719
r 0,9832 0,9833 0,9680 0,9689 0,9719 0,9697

r? 0,9667 0,9669 0,9372 0,9387 0,9447 0,9404

Egim 15,2012 15,0828 15,4272 15,7858 15,4391 15,7633

0. Kesisim 14,0532 16,2278 2,5249 5,0609 5,0573 7,3491
Derece r 0,9575 0,9498 0,9837 0,9718 0,9788 0,9639
r? 0,9170 0,9021 0,9677 0,9445 0,9581 0,9292

Egim | -0,2085 | -0,2375 -0,1382 -0,1891 -0,1636 -0,1939

1. Kesisim 2,0890 2,1145 2,0509 2,1055 2,0781 2,0963
Derece r 0,9893 0,9865 0,9873 0,9748 0,9852 0,9822
r? 0,9787 0,9733 0,9748 0,9503 0,9706 0,9649
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3.4. HUCRE KULTUR CALISMALARINA AiT BULGULAR

Bu bolumde Blim 2.6'da anlatildigi sekilde yapilan hicre kuoltar
calismalarina ait bulgular verilmigtir.

3.4.1 5-FU ligeren Lipozom Dispersiyonlarinin Tumér Hucreleri
Uzerindeki Antitiimdral Etkisinin Sitotoksisite Deneyleri ile Belirlenmesi

DTPA-PE iceren yuksuz, pozitif ve negatif yukli bos ve 5-FU iceren
DPPC lipozom formulasyonu ile yapilan 24 ve 48 saat inkibasyon sonrasi elde
edilen sitotoksisite ¢aligmalarina ait sonuglar Sekil 3.22 ve 3.23' te ve PL 90G
lipozom formuilasyonu ile 24 ve 48 saat inkibasyon sonrasi elde edilen
sitotoksisite sonuclari ise Sekil 3.24 ve 3.25’ te gdsterilmistir

Canh Hucre (%)

60 -

40 -

20 A

0.25 05 1 2 4 8

16 32
Konsantrasyon (uM)
——5-FU = DPPClipozomlar DPPC:SAlipozomlar
DPPC:DCP lipozomlar —— DPPC:5-FU lipozomlar —— DPPC:SA:5-FU lipozomlar

—+—-DPPC:DCP:5-FU lipozomlar

Sekil 3.22. DTPA-PE iceren yuksliz, pozitif ve negatif yukli bos ve 5-FU iceren

DPPC lipozom dispersiyonlari ile 24 saat inkiibasyon sonrast MCF-7 tumor
hicrelerin % htcre canhhgr.
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Sekil 3.23. DTPA-PE iceren yukstiz, pozitif ve negatif yukli bos ve 5-FU iceren
DPPC lipozom dispersiyonlari ile 48 saat inkiibasyon sonrast MCF-7 tumor

hicrelerin % htcre canhhgi.
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Sekil 3.24. DTPA-PE iceren yuksuz, pozitif ve negatif yuklt bos ve 5-FU iceren
PL 90G lipozom dispersiyonlari ile 24 saat inkiibasyon sonrasi MCF-7 timor

hicrelerin % htcre canhhgr.
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Sekil 3.25. DTPA-PE iceren yukstiz, pozitif ve negatif yukli bos ve 5-FU iceren
PL 90G lipozom dispersiyonlari ile 48 saat inkiibasyon sonrasi MCF-7 tumoér

hicrelerin % htcre canhhgr.

Kontrol grubu olarak MCF-7 hicreleri 24 ve 48 saat inkiibasyon siresince
sadece hicre besiyeri ile inkiibe edilmis ve buradan elde edilen hiicre sayisi
%2100 kabul edilerek lipozom dispersiyonlari ile elde edilen kuyulardaki hicre
sayisi bu deger ile kargilagtirilarak % htcre canhligi hesaplanmistir.

DTPA-PE iceren yukstz, pozitif ve negatif yukli bos ve 5-FU iceren
DPPC lipozom formulasyonlari karsilastirildiginda, bos lipozomlarin MCF-7
hicreleri Gzerinde etkisi gérulmezken, 5-FU yukli lipozomlarin serbest 5-FU ile
ayni etkiyi gosterdigi gorulmustar.

Lipozom dispersiyonlarinda, etkin maddenin vezikillerden salimi so6z
konusu oldugu icin serbest etkin maddeye oranla hicreler tzerindeki sitotoksik
etkisi daha gec gorulmustar. Serbest etkin maddenin (5-FU’in) konsantrasyonu
20 mg-mL™ olarak belirlenmistir. DPPC iceren lipozom formiilasyonlarda 5-FU’in
enkapsulasyon verimi dikkatte alindiginda (%7-10'a kadar) 5-FU’in
konsantrasyonu serbest 5-FU’in konsantrasyonuyla karsilastirildiginda ¢ok daha

dusuk bir dizeydedir.
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Serbest 5-FU’in konsantrasyonu lipozomlarin icinde hapsettigimiz 5-FU
konsantrasyonundan ~10 kat daha yiksek oldugu icin, ayni sitotoksik etki daha
disuk dozla elde edilmistir. Bu durum yan etkilerin azaltilmasi bakimindan
blytk bir 6neme sahiptir. DTPA-PE iceren ylksulz, pozitif ve negatif yukli bog
ve 5-FU yukli PL 90G lipozom dispersiyonlari karsilastirildiginda ise bos ve
etkin madde iceren lipozomlarin MCF-7 hiicreleri Gizerinde benzer etki gosterdigi
goralmustar.

Yuksuz, pozitif ve negatif yukli DPPC ve PL 90G lipozom
formilasyonlariyla yapilan hicre kiltar calismalarinda, 24. ve 48. saat sonra,
canli kalan MCF-7 kanser hucrelerinin %’si, Tablo 3.7." de 6zetlenmistir.

Bos ve etkin madde iceren formuilasyonlar arasinda % hicre canlihgi
acisindan o6nemi bir fark goézlenmemistir. Tum lipozom formulasyonlarinin
kontrol grubu ve birbirlerine gore istatistiksel karsilastirmasi Tablo 3.8., 3.9. ve
3.10.” da gosterilmigtir.
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Tablo 3.7. Yuksuz, pozitif ve negatif yukli DPPC ve PL 90G lipozom

formilasyonlariyla yapilan hicre kultir ¢calismalarinda, 24 ve 48 saat sonra, %
hicre canlihgr.

Hiicre canhih@ %

DPPC:
. . DPPC: DPPC: DPPC: DPPC: .

5FU Medium | DPPC:CHOL SA DCP 5.EU SA: 5-FU DCP: 5-
Kons FU
(el 24 48 24 48 |24 48 24 48 |24 48 |24 48 |24 48 |24 48

saat saat |saat saat|saat saat |saat saat]|saat saat]|saat saat|saat saat|saat saat

0.25 ] 100 100 | 100 100} 100 100 | 100 100100 100 90 100|100 100|100 100

0.5 | 100 84 |100 100| 88 94 98 100| 99 100 | 89 97 |100 1001} 100 100

1 100 83 | 100 100| 98 95 | 100 100|100 100| 86 95 |100 100|100 100

2 92 77 |100 100| 100 100 | 100 100} 100 100| 82 91 |100 100|100 100

4 69 71 |100 100| 100 100 | 100 100|100 100] 69 93 | 8 99 |100 93

8 72 66 | 100 100| 100 92 |100 100|100 100|168 79|71 86| 97 89

16 71 48 1100 100| 100 93 |100 100|100 100l 65 50 | 76 52| 73 54

32 38 28 |100 100| 99 72 78 92 |100 100 32 39 | 46 47 | 43 46

seu | megium | PL90G: | PLg0G: [ PLo0G: | PLg0G: | PL 90G: nggq
Kons CHOL SA DCP 5FU | SA: 5-FU -
(M) >FU

24 48 24 48 |24 48 24 48 |24 48 |24 48 |24 48 |24 48
saat saat |saat saat|saat saat |saat saat]|saat saat|saat saat|saat saat|saat saat

0.25 ] 100 100 | 100 100| 97 100 | 100 100|100 100|100 100|100 100] 100 100

0.5 1100 99 |100 100| 100 100 | 100 100} 100 99 |100 100|100 100} 100 100

1 87 92 | 100 100| 99 100 | 100 100|100 100|100 100|100 100] 100 100

2 88 85 | 100 100| 100 99 |100 100|100 100|100 98 |100 100|100 100

4 81 72 1100 100| 100 98 98 100 95 98 |100 95 |100 1001} 100 100

8 71 65 | 100 100| 100 97 96 95|96 96 |91 94196 98| 97 95

16 51 50 | 100 100| 97 94 91 94 | 93 93 |87 82 )92 090 | 88 88

32 24 24 1100 100| 91 91 92 90|92 92|77 70 )88 88| 8 83
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Tablo 3.8. Lipozom dispersiyonlarinin kontrol grubuna gore sitotoksisite

sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi.

Formilasyonlar 24 saaticin | 48 saaticin
Serbest 5-FU ve kontrol grubu p<0,05 p<0,05
DPPC-Bos ve kontrol grubu p>0,05 p>0,05
PL 90G-Bos ve kontrol grubu p>0,05 p>0,05
DPPC:SA-Bos ve kontrol grubu p>0,05 p>0,05
PL 90G:SA-Bos ve kontrol grubu p>0,05 p>0,05
DPPC:DCP-Bos ve kontrol grubu p>0,05 p>0,05
PL 90G:DCP-Bos ve kontrol grubu p>0,05 p>0,05
DPPC:5-FU ve kontrol grubu p<0,05 p<0,05
PL 90G:5-FU ve kontrol grubu p>0,05 p>0,05
DPPC:SA:5-FU ve kontrol grubu p<0,05 p<0,05
PL 90G:SA:5-FU ve kontrol grubu p<0,05 p<0,05
DPPC:DCP:5-FU ve kontrol grubu p>0,05 p<0,05
PL 90G:DCP:5-FU ve kontrol grubu p>0,05 p>0,05
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Tablo 3.9. Farkh lipit bilesimine veya yuke sahip lipozom dispersiyonlarinin

sitotoksisite sonuclarinin istatistiksel degerlendirilmesi.

Formiulasyonlar 24 saat icin 48 saat icin
DPPC:5-FU ve PL 90G:5-FU p<0,05 p<0,05
DPPC:SA:5-FU ve PL 90G:SA:5-FU p<0,05 p<0,05
DPPC:DCP:5-FU ve PL 90G:DCP:5-FU p>0,05 p<0,05
DPPC:5-FU ve DPPC:SA:5-FU p<0,05 p<0,05
DPPC:5-FU ve DPPC:DCP:5-FU p<0,05 p<0,05
DPPC:SA:5-FU ve DPPC:DCP:5-FU p>0,05 p>0,05
PL 90 G:5-FU ve PL 90G:SA:5-FU p>0,05 p>0,05
PL 90G:5-FU ve PL 90G:DCP:5-FU p>0,05 p>0,05
PL 90G:SA:5-FU ve PL 90G:DCP:5-FU p>0,05 p>0,05

Tablo 3.10. Farkli lipit bilesimine veya yuke sahip lipozom dispersiyonlarinin

serbest 5-FU’e gore sitotoksisite sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi.

Formiulasyonlar 24 saat icin 48 saat icin
DPPC:5-FU ve serbest 5-FU p>0,05 p>0,05
PL 90G:5-FU ve serbest 5-FU p<0,05 p<0,05
DPPC:SA:5-FU ve serbest 5-FU p>0,05 p>0,05
PL 90G:SA:5-FU ve serbest 5-FU p<0,05 p<0,05
DPPC:DCP:5-FU ve serbest 5-FU p<0,05 p<0,05
PL 90G:DCP:5-FU ve serbest 5-FU p<0,05 p<0,05
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3.5. FIZIKSEL STABILITE CALISMALARINA AiT BULGULAR

Fiziksel stabilite calismalar Bolim 2. 7. de anlatildigi sekilde yapilmigtir.
3 ay sure ile belirlenen zaman araliklarinda buzdolabi sicakligi (5 + 3°C) ve oda
sicakhginda (+ 25°C) bekletilen bos ve 5-FU yiukli DTPA-PE iceren yuksiz,
pozitif ve negatif yukli DPPC lipozomlarinin partikil boyutu ve icte tutulan 5-FU
miktarlari izlenmistir (Tablo 3.11. ve 3. 12.).

Hem buzdolabi sicakhgr (5 £ 3°C) hem de oda sicakhginda (+ 25°C)
bekletilen formulasyonlarda zamanin fonksiyonu olarak partiktl biyukliGgunin
arttigl gozlenmisgtir.

Ayni sicaklikta ( 5 + 3°C veya + 25°C ) farkh o6rnek alma ginlerinde
Olctlen partikil boyutu degisimi butin DPPC:Chol, DPPC:SA, DPPC:DCP,
DPPC:5-FU, DPPC:SA:5-FU ve DPPC:DCP:5-FU lipozom dispersiyonlari igin
istatistiksel agidan anlamli degildir (p>0.05), (Tablo 3.13.).

iki farkh sicaklikta (5 + 3°C ve + 25°C) ayni drnek alma ginlerinde
DPPC:CHOL, DPPC: 5-FU, DPPC: SA: 5-FU ve DPPC:DCP: 5-FU lipozom
dispersiyonlarda olculen partikil boyutu degisimi istatistiksel agidan 6nemlidir
(p<0.05). Ancak, DPPC: SA ve DPPC: DCP lipozom dispersiyonlarinda, iki farkli
sicaklhkta (5 £+ 3°C ve + 25°C ) ayni 6rnek alma gunlerinde oOlgulen partikil
boyutundaki degisim, istatistiksel agidan anlamli degildir (p>0.05), (Tablo 3.14.).

Ayni sicaklikta (5 + 3°C veya + 25°C ) farkli 6rnek alma gunlerinde
Olcllen enkapsulasyon verimindeki degisim DPPC:5-FU, DPPC:SA:5-FU ve
DPPC:DCP:5-FU lipozom formilasyonlari igin istatistiksel agidan anlamli
degildir (p>0.05). iki farkli sicaklikta ayni érnek alma gunlerinde DPPC:5-FU,
DPPC:SA:5-FU ve DPPC:DCP:5-FU lipozom dispersiyonlarinda 6lc¢ilen
enkapsulasyon verimindeki degisim de istatistiksel acidan anlamli degildir
(p>0.05), (Tablo 3.15))
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Tablo 3.11. Farkl sicakliklarda bekletilen DTPA-PE iceren yiksiz, pozitif ve negatif yukli bos ve 5-FU iceren
DPPC lipozomlarinin partikal buyukligu degerleri.

Ortalama Partikul Buyuklugii (nm)

Zaman DPPC- Bos DPPC: SA- Bos DPPC: DCP- Bos DPPC: 5-FU DPPC: SA: 5-FU DPPC: DCP: 5-FU

(GUn) | 5+3°C  +25°C | 5+3°C +25°C | 5+3°C +25°C | 5+3°C +25°C | 5+3°C +25°C | 5+3°C  +25°C
313 313 174 174 176 176 213 213 172 172 171 171

1 (0,30  (0,30%) | (0,24%)  (0,24% | (0,299  (0,29%) | (0,21%)  (0,21%) (0,14  (0,14% | (0,22%  (0,22%
282 313 174 175 177 179 208 213 172 173 170 172

3 (0,30  (0,36%) | (0,20 (0,15%) | (0,12%)  (0,14%) | (0,26%)  (0,27%) | (0,14%)  (0,22%) | (0,29%)  (0,32%)
282 314 175 175 177 179 209 214 172 175 170 174

5 (0,30  (0,36%) | (0,12% (0,12% | (0,15%)  (0,14%) | (0,27%)  (0,27%) | (0,14% (0,20 | (0,11%)  (0,15%)
283 314 175 178 174 190 209 216 172 185 172 176

8 (0,26 (0,36 | (0,14% (0,14% | (0,12%  (0,17%) | (0,26*)  (0,26*) | (0,15%)  (0,18%) | (0,13%)  (0,16%)
283 317 177 178 194 194 210 216 174 185 172 180

15 (0,247 (0,349 | (0,17% (0,14% | (0,22%  (0,18% | (0,26%)  (0,26*) | (0,26%)  (0,17%) | (0,12%)  (0,16%)
283 317 178 178 197 222 210 217 174 185 174 182

30 (0,25 (0,33 | (0,15%) (0,14%) | (0,22%  (0,29%) | (0,26*) (0,26*) | (0,26%)  (0,17%) | (0,14%)  (0,15%)
299 321 181 184 208 236 214 240 181 189 171 186

60 (0,30 (0,319 | (0,17% (0,17% | (0,259  (0,27%) | (0,26%)  (0,27%) | (0,17%)  (0,19%) | (0,16%)  (0,17%)
298 320 180 183 209 237 215 241 182 190 172 188

90 (0,30 (0,309 | (0,17%)  (0,17% | (0,259  (0,27%) | (0,26%)  (0,27%) | (0,17%)  (0,19%) | (0,16%)  (0,17%)

* PI: Polidispersite indeksi
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Tablo 3.12. Farkli sicakliklarda bekletilen DTPA-PE iceren yikstz, pozitif ve

negatif yokli 5-FU iceren DPPC lipozomlarinin iginde tutulan % etkin madde

miktarlari.
DPPC:5-FU DPPC:SA:5-FU DPPC:DCP:5-FU
Zaman
(Giun)
5+3°C +25°C 5+3°C +25°C 5+3°C +25°C

1 11,2+0,01 112+0,01 |70+001 6,7+0,01|74+001 7,4+0,01

3 10,2+0,01 98+001 |70+001 6,7+0,01|74+001 7,4+0,01

5 10,0+0,010 98=+001 |71+001 70+0,01|75%+0,01 7,3+0,01

8 10,0+0,010 9.7+001 |71+001 6,7+0,01|74+001 7,1+0,01

15 99+001 88+001 |67+001 64+001)|73+001 7,0+0,01

30 97+001 85+001 |65+001 63%+001)|72+001 7,0+0,01

60 90+001 78+001 |56+001 50+0,01|68+0,01 6,0+0,01

90 8,7+001 75+001 |55+001 49+0,01|6,7+001 59=+0,01




Tablo 3.13. Ayni sicaklkta (5 *
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3°C veya + 25°C ) farkli 6rnek alma

gunlerinde lipozom dispersiyonlarinda  Ol¢ilen  partikil  boyutlarinin
istatistiksel karsilastiriimasi.
Lipozomlar Kargilagtirilan parametre Sonug
Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma ginlerinde
DPPC: CHOL (5 + 3°C) o - p>0,05
Olcilen partikdl boyutu
Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma ginlerinde
DPPC: CHOL (+25°C) e - p>0, 05
Olcilen partikdl boyutu
Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma ginlerinde
DPPC: SA (5 3°C) p >0, 05
Olcilen partikdl boyutu
Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma ginlerinde
DPPC: SA (+25°C) p >0, 05
Olcilen partikdl boyutu
Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma ginlerinde
DPPC: DCP (5 + 3°C) p >0, 05
Olcilen partikdl boyutu
Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma ginlerinde
DPPC: DCP (+25°C) ) p >0, 05
Olcilen partikdl boyutu
Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma ginlerinde
DPPC: 5-FU (5 + 3°C) p >0, 05
Olcilen partikdl boyutu
Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma ginlerinde
DPPC: 5-FU (+25°C) ) p >0, 05
Olcilen partikdl boyutu
DPPC: SA: 5-FU (5% | Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma gunlerinde
, p>0,05
3°C) Olcilen partikdl boyutu
Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma ginlerinde
DPPC: SA: 5-FU (+25°C) ) p >0, 05
Olcilen partikdl boyutu
DPPC: DCP: 5-FU Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma gtnlerinde 0. 05
> i)
(5+3°C) Olcilen partikdl boyutu P
DPPC: DCP: 5-FU Ayni sicaklikta farkli 6rnek alma ginlerinde 0. 05
p=>0,

(+25°C)

Olcilen partikdl boyutu
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Tablo 3.14. iki farkh sicaklikta (5 * 3°C ve +25°C) ayni ornek alma
gunlerinde lipozom dispersiyonlarinda  Ol¢ilen  partikil  boyutlarinin

istatistiksel karsilastiriimasi.

Lipozomlar Kargilagtirilan parametre Sonug
DPPC: CHOL (5 £ 3°C) iki farkli sicaklikta ayni érnek alma <0 05
. . p<Q,
DPPC: CHOL (+25°C) gunlerinde olculen partiktl boyutu
DPPC: SA (5 £ 3°C) iki farkli sicaklikta ayni 6rnek alma > 0.05
. . p>4y
DPPC: SA (+25°C) giinlerinde olgulen partikul boyutu
DPPC: DCP (5 £ 3°C) iki farkli sicaklikta ayni 6rnek alma 0 08
. . p>0,
DPPC: DCP (+25°C) gunlerinde olculen partiktl boyutu
DPPC: 5-FU (5 £ 3°C) iki farkli sicaklikta ayni 6rnek alma 0 08
. . p < ]l
DPPC: 5-FU (+25°C) gunlerinde olcllen partikil boyutu
DPPC: SA: 5-FU (5 £ 3°C) iki farkli sicaklikta ayni 6rnek alma 0 08
. . p < ]l
DPPC: SA: 5-FU (+25°C) gunlerinde olcllen partikil boyutu
DPPC:DCP: 5-FU (5 £ 3°C) iki farkli sicaklikta ayni érnek alma 005
. . p <0,
DPPC: DCP: 5-FU (+25°C) gunlerinde olculen partiktl boyutu
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Tablo 3.15. Ayni sicakhkta (5 = 3°C veya +25°C ) farkh 6rnek alma
gunlerinde ve iki farkli sicaklikta ayni 6rnek alma gunlerinde lipozom
dispersiyonlarinin % icte tutulan etkin madde miktarlarinin istatistiksel
karsilastiriimasi.
Lipozomlar Kargilagtirilan parametre Sonug
Ayni sicakhkta farkh 6rnek alma ginlerinde
DPPC: 5-FU (5 + 3°C) p >0, 05
Olcllen partikdl boyutu
Ayni sicakhkta farkh 6rnek alma ginlerinde
DPPC: 5-FU (+25°C) p >0, 05
Olcilen partikil boyutu
DPPC: 5-FU (5 + 3°C) iki farkli sicaklikta ayni 6rnek alma 0 05
p=>0,
DPPC: 5-FU (+25°C) giinlerinde olgulen partikul boyutu
Ayni sicakhkta farkh 6rnek alma ginlerinde
DPPC: SA: 5-FU (5 + 3°C) p > 0, 05
Olcilen partikil boyutu
Ayni sicakhkta farkh 6rnek alma ginlerinde
DPPC: SA: 5-FU (+25°C) _ p>0,05
Olcilen partikdl boyutu
DPPC: SA: 5-FU (5 + 3°C) iki farkli sicaklikta ayni 6rnek alma 0 05
p=>0,
DPPC: SA: 5-FU (+25°C) giinlerinde olgulen partikul boyutu
Ayni sicakhkta farkh 6rnek alma ginlerinde
DPPC: DCP: 5-FU (5 + 3°C) ) p > 0, 05
Olcilen partikil boyutu
Ayni sicakhkta farkh 6rnek alma ginlerinde
DPPC: DCP: 5-FU (+25°C) _ p >0, 05
Olcilen partikil boyutu
DPPC: DCP: 5-FU (5 £ 3°C) iki farkli sicaklikta ayni 6rnek alma 0 05
p=>0,
DPPC: DCP: 5-FU (+25°C) gunlerinde olculen partikil boyutu
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4. TARTISMA

4.1. LiPOZzOM DISPERSIYONLARININ FORMULASYON
CALISMALARININ DEGERLENDIRILMESI

A. Etkin Madde Secimi

Yaklagik 40 yidir over, servikal kanser, mesane ve prostat
kanserlerinin tedavisinde kullanilan 5-FU (ticari isimleri: Adrucil, Carac,
Efudix, Efudex ve Fluoroplex) bir pirimidin analogudur ve cesgitli sekillerde
etkisini gosterir, ama esas olarak timidilat sentetazi geri dontsumsiiz olarak
inhibe ederek etki eder. Timidilat sentetaz enzimine geri déntsimsiz olarak
baglanir ve DNA sentezini bozar. Ayni zamanda ribozom sentezini bozarak
RNA olusumunu engeller (114).

Antimetabolitler adi verilen ilag¢ ailesine aittir. Genellikle |6kovorin ile
kullaniimaktadir. 5-FU, farklh kanser formlarinin palyatif tedavisinde tek
basina veya kolorektal ve meme kanserlerinin tedavisinde kombine olarak,
ayrica pankreas bezi, karacigerin malign tumorlerinde, karaciger
metastazinda ve anal kanserde en sik tercih edilen bilesiktir.

Bircok anti-kanser ilaglar gibi, 5-FU’in sistemik yan etkileri genistir.
Gastrointestinal bozukluklar, kemik iligi depresyonu, nérotoksik yan etkiler
miyelosupresyon, mukozit, dermatit, ishal ve kardiyak toksisite en sik gérilen
yan etkiler arasindadir.

Ozellikle yaygin karacijer metastazi olan hastalarda ilacin icerdigi
maddelerden herhangi birine asin duyarliik; kan degerlerinde ciddi
degigiklikler, kemik iligi depresyonu, kanama; malabsorbsiyon, agir karaciger
ve bobrek fonksiyon bozukluklar; agir enfeksiyonlar, herpes zoster, varisella,
stomatit, agiz boglugu ve gastrointestinal Ulserasyonlar, psodomembrantz
enterit dikkat edilmelidir.

ilacin metabolizmasi ve 5-FU deaktivasyonu icin ¢ok 6nemli olan
dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD) enzimi aktivitesi, hastalarin yaklasik
%3-8'inde genetik bir varyasyon nedeniyle azalir. Bu varyasyona sahip
hastalarda siddetli toksik reaksiyonlar gozlenir. Bu reaksiyonlar, digik dozda

dahi ilk 5-FU uygulamasi sonrasinda olumcul olabilir (115).
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Yukarida sayllan nedenlerden dolayi hemen hemen tim
kemoterapotik ilaglarda oldugu gibi 5-FU’de de basanli bir tedavi icin yan
etkilerin azaltilabilmesi biylik 6nem tasimaktadir. Daha 6nceki kisimlarda da
aciklandigr gibi ilag tasiyici sistemlerle ilaglar pasif ve/veya aktif olarak
istenilen doku/organa hedeflendirilebilmekte bu sayede hastaya verilen doz
artinlmadan hedef doku/orgada daha ylksek ilag konsantrasyonlarina
ulagilabilmektedir. Bu sayede yan etkiler veya diger saglam doku/organa
verilen hasarda minimuma indirilmis olmaktadir. Bu nedenle bu c¢alisma
kapsaminda ciddi yan etkileri olan ama halen Kklinikte ¢ok yaygin sekilde
kullanilan bir ilag olan 5-FU secilmig ve ilag taslyici sistemlere hapsedilerek

terapotik etkinligi incelenmistir.

B. Tasiyici secimi

ilag taslyici sistemlerden biri olan lipozomlar, tek veya icice bircok
tabakadan olusmusg aralarinda sulu faz igceren yaklasik 0.02-3.5 pm capinda
kuresel vezikillerdir. Hicre membranina model olusturmak Uzere ilk defa
1964'de Bangham ve dig.leri (108) tarafindan hazirlanmiglardir. Toksik ve
immunojenik degillerdir. Suda ve yagda c¢ozunen etkin maddeleri tagiyabilen
lipozomlar, etkin maddeleri kontrolli olarak serbestlestirebilirler, hedef
bblgeye tasiyabilirler ve biyolojik olarak yikihrlar (30,39).

5-FU’in nispeten kisa bir yanlanma Omru vardir. Bu nedenle
intravendz inflzyon olarak uygulanir. Ancak intraventz infliizyondan sonra
tehlikeli koronor spazm olusabilir (101, 116, 117).

Yapilan caligmalarda (118), lipozom icerisine enkapsule edilmig 5-
FU’un daha yavas olarak saglandigini ve daha uzun etki ettigi goésterilmigtir.

Yakin zamanlara kadar, ilag tasiyici sistemlerin gérintileme ve tedavi
alaninda kullanimlari ayri ayri incelenmig ve bu konuda ¢ok sayida aragtirma
yapiimistir (Bkz. Tablo 1.4.).

Goruntileme ve tedavide kullanilan etkin maddeleri iceren ¢ok sayida
ilag taglyici sistem ila¢ piyasasina da girmis bulunmaktadir. Ancak son
zamanlarda bu iki ilaci ayni tasiyici sistem Uzerinde tagiyan bdylece hem
teshis (=diyagnostik) hem de tedavide (=terapi) kullanilan teragnostik olarak

adlandiran ilag tasiyici sistemler Gzerinde caligmalar yapilmaya baslanmigtir.
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Ozellikle nanoteknoloji de alninda gelismeler bu sistemler (izerinde
calismalara onculuk etmislerdir (119).

Bircok nanomateryaller, gorintileme ajanlan oldugu icin, tedavi edici
fonksiyonlar eklenerek teragnostik ajanlara kolayca doéntsturtlebilirler (120).

Teragnostik lipozomlar veya diger ilag tasiyici sistemler ile, tek bir
taslyici sistemde hem diagnostik hem de terapétik etkileri kombine edilerek,
bircok hastaliklar igin kisiseye 6zgu tedavi uygulamasi gindeme gelmistir
(121).

Teragnostik sistemler, goérintilemenin sadece tedavinin 6ncesinde
veya sonrasinda degil, tedavi slresince de yapilabilmesine olanak
saglamaktadir. Boylece tedavide kullanilan etkin maddenin hedef organ veya
dokulara ulasmis olup olmadigi kontrol edilebilir. Hastanin tedaviye verdigi
cevap cok daha erken asamada belirlenebilir. Bu 0zellik, 6zellikle kanser
hastalarinda tedavi programinin daha etkin olarak planlanmasina olanak
saglamaktadir. Hasta tedaviye cevap vermiyorsa yan etkileri son derece fazla
olan tedavi derhal kesilerek daha etkili olabilecek tedavi programina daha
kisa surede gecilebilir.

Bu sistemler pasif (AGT etkisi) ya da aktif olarak hedeflendirilebildikleri
icin ¢ok daha dusuk miktarda bir goruntileme ajani vel/veya tedavi icin
kullanilan etkin madde ile serbest ilacla elde edilen etkinin aynisi veya daha
fazlasi elde edilebilir. Bu hem maaliyet hem de ilaglarin (hem goéruntileme
ajani hem de tedavide kullanilan etkin maddenin) olasi yan etkileri acisindan
¢cok daha uygundur (122). Bir diger avantaji ise, lipozomal gorintileme ajani
hedeflendirilmis doku/organda daha uzun bir sure kaldigindan, tedavinin
yararlarini degerlendirebilmek i¢cin uzun vadeli tekrarlanan gorintileme
imkani verir. Bunun bir sonucu olarak daha basarili bir tedavi i¢in elde edilen
surekli  geri  bildirim  bilgiler  dikkate alinarak  ©6ngorilen  rejim
ayarlanabilmektedir (119). Ayrica hazirlanan bu ilag taglyict sistemlere
radyoniklid yerine drnegin gadolinyum baglanarak Manyetik Rezonans
Goruntuleme gibi farkh gorintileme yontemlerinde de kullanilabilecek olmasi

bu hazirlanan tagsiyici sistemlerin bir dier 6nemli avantajini olusturmaktadir.
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Bu ylzden caligmamizda degigik teragnostik lipozom formdilasyonlari
secilmis ve lipozomun i¢ sulu fazina etkin madde olarak 5-FU hapsedilmis ve
degisik radyonuklidin stabil bir sekilde lipozom membranina baglanmasini
saglamak icin membran bilesimine selat yapici madde olan DTPA-PE ilave

edilmistir.

B1. Fosfolipitlerin Se¢imi

Lipozomlar son yillarda tibbin pek cok uygulama alaninda ilgi odagi
haline gelmistir. Lipozomlarnn akigkanligi, gecirgenligi ve molekiler
organizasyonu gibi Ozellikleri Gzerine yogunlasmig olan fizikokimyasal
calismalar, dogal membranlarin yapisal elementi olarak ¢ift kath lipit
tabakalarinin 6énemini ortaya koymaktadir (123).

Lipozomu olusturan lipidleri secerken, fosfolipidlerin, karakteristik bir
jel-sivi faz gecis sicakliginda, faz gegisine ugrayarak vezikul olugsturduklari
dikkate ahinmalidir. Her fosfolipit tard bir jel-sivi gegis sicakhgr (Tc) ile
karakterize edilmektedir. Bu sicakhdin altinda yag asidi zincirleri hemen
hemen bir kristal diizlemindedir. Bu sicakhdin tzerinde ise zincirler daha sivi
bir fazdadir. Zincirin erimesi ile birlikte cift tabakanin kalinhgr azalmakta ve
her bir molekil basina disen alan artmaktadir. Bu degisiklikler X-lsini
kirmimi, nukleer manyetik rezonans, elektron spin rezonans, diferansiyel
scanning kalorimetrisi ve floresans depolarizasyonu gibi cesitli fiziksel
tekniklerle arastiriimistir.

Genel olarak Tc degeri zincir boyu azaltilarak, ana zincirlerin
doyurulmamasiyla, biytk yan gruplarla ve asil zincirin dallanma goéstermesi
gibi durumlarla azaltilabilir. Polar bag gruplari da gecis sicakhigini etkiler,
fakat ana zincirler kadar etkili olmaz. Dogal fosfolipidler (6rnegin yumurta
fosfatidilkolini), doymus ve doymamis ana zincirlerin bir kompleksini icerir ve
duglk sicaklik gecislerinin genis olusu ile karakterize edilir. Kendisi lipozom
teskil etmeyen Chol, fosfolipitlerin jel-sivi kristal fazi gegcislerini genisletir ve
tamamen kaybolmasina neden olabilir. Bu durum 1:1 oraninda karigtirilan
dipalmitoilfosfatidilkolin/ Chol karigiminda gordaldr.

Lipozom membranlarinin gecirgenligi, membranin lipid tabakasina ve

lipozom iginde tutulan etkin maddenin yapisina baghdir. Lipozom
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membranlari arasinda 6zellikle buytk, polar veya iyonik maddeler, kiguk
molekil agirligina sahip lipofilik maddelerden daha etkili bicimde tutulurlar
(51,52).

Lipozomlar igin yuksek sicakliklar; membran yapisini, faz gegis
sicakhgina ulagildigi taktirde geri dontsimsiz olarak degistirebilir. Sistemin
karsilagsabilecegi sicakliktan daha yiksek sicakliklarin kullaniimasi halinde
sistemin tekrar eski halini almama riski vardir (2).

Calismamizda kullanilan lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda sivi
kristal yapisinda lipid olan PL 90G ve jel tipinde olan DPPC secilmistir. PL
90G soya lesitini olup doymamis yapidadir. DPPC ise doymus sentetik
lipiddir. PL 90G yapisindaki doymamiglik nedeniyle stabilitesinin saglanmasi
ve korunmasi oldukca o©Onemlidir. Jel tipinde olan DPPC’'de ise yapida
bulunan doymamiglk ortadan kalkmistir. Bu nedenle jel tipte olan lipidler sivi

tipte olanlara gore oksidasyona daha dayanikl hale gelmektedirler.

B2. Chol’ un Eklenmesi

Chol'un stabilize edici etkisi, bir sivi tabaka icerisindeki fosfolipid
molekdllerinin yerlesimini sikilastirma kapasitesi olarak agiklanmigtir. Bunun
yanisira, baska bir kaynakta, CHOL'Un esas etkisinin, plazma lipoproteinleri
ve kirmizi kan hucrelerinin membranina fosfolipit transferin azaltmasindan
kaynaklandigi belirtilmigtir (24, 54). Ayni zamanda, esterlesmemis Chol
lipozom tabakasinin akigkanhigini azaltmakta, bu da apoproteinlerin
penetrasyonunu zorlastirmaktadir. Boylece esterlesmemis Chol iceren
lipozomlar dusik dozlarda dahi plazmada stabil halde kalabilmektedir (124).

Chol jel tipte olan vezikillerde az miktarda akiskanlastirict etki
gOsterirken, sivi tipte olan vezikillerde biylik oranda dizenleyici etkiye
sahipti. Bu nedenlerle, Chol sivi tipteki fosfolipid cifte tabakanin
gecirgenligini azaltip, rijitesini arttirarak hapsedilmis ilaglarin  sizmasini
azaltmaktadir (33).

Bircok arastirmaci tarafindan Chol'un lipozomlardan etkin madde
salimi ve High density lipoprotein (HDL)' ne lipit transferi tzerindeki etkileri
aciklanmigtir (10). Esterlesmemis yapida Chol iceren lipozomlarin, fosfolipit

kutlelerini hizla HDL'ye vererek kaybetmedikleri yine de lipozomlar ile HDL



89

arasindaki fosfolipit dedisiminin devam ettigi bildirilmigtir. Boylece, lipozom
fosfolipiti ile lipoprotein tirevi fosfolipitin yer degistirmesi ile fosfolipit kaybinin
kompanse edildigi ve bu olayin tasiyiciya buyik zarar vermedigi anlasiimigtir
(33,125).

Bir bagka calismada, HDL ile Chol icerigi yoninden zengin lipozom
etkilesiminin tam olmadigi gosterilmistir. Cunku, bu etkilesim sirasinda
olusan fosfolipit dedisiminin lipozomal lipit tabakasinin dis tabakasiyla sinirl
kaldigr bulunmustur (126).

Yapilan diger bir ¢calismada, insan serum albumini tasiyan, yumurta
fosfatidilkolin, Chol ve disetilfosfat (7:2:1) iceren MLV lipozomlan, sicanlara
i.v olarak injekte edilmistir. Hem lipit hem de sulu faz isaretlenmistir (**i
isaretli albumin ve [ ®H] Chol). Iki isaretleyicinin dolasimdan temizlenmesinin
gOzlenmesi ile, bu stabil lipozomlarla kantitatif olarak proteinin (albumin)
alikonuldugu bulunmustur (127).

Cahsmamizda yukarida sayllan avantajlari  nedeniyle  tim

formalasyonlarda Chol kullanilmistir.

B3. Selat Yapici Madde Se¢imi

Calismamizda kullandigimiz lipozomlarin bilesiminde, gorintuleme
icin kullanilabilecek radyonuklidi, stabil bir gekilde ylzeye baglanmak icin
selat yapici madde olan DTPA kullanilmigtir.  Bu bilesigi lipozom lipid cifte
tabakasina dahil edebilmek icin DTPA-PE-lipid konjugati olan DTPA-PE
tirevi kullanilmig ve bu madde laboratuarimizda Grant ve dig.’nin (108)
yontemi kullanilarak sentezlenmistir.

Etkin madde olan DTPA, c¢ozelti halinde ve agir metal zehirlenme
tedavilerinde selatdr olarak kullanilan bir maddedir. Ayrica teknesyum-99m
(Tc-99m) ile isaretlenen DTPA Kkiti ise bobrek, beyin ve kan akimi
gorintilemelerinde kullanilir.

Lipozomlara sintigrafik gérintilemede kullanilacak Tc-99m, Indiyum-
111 (In-111) gibi radyonudklitlerin  yiklenmesinde farkli  ydntemler
kullanilmigtir. Bunlardan birisi radyonuklidin lipozom igine hapsedilmesidir.
Ancak molekul agirhgr ¢cok kicuk olan radyoniklid 6zellikle in vivo uygulama

sirasinda kolaylikla disarn sizdigindan bu yaklasim c¢ok fazla kabul



90

gormemistir. Bir baska yaklagim fosfolipidin  direkt radyonuklidle
baglanmasidir. Ancak bu ydntemde igaretleme icin radyonuklite bag
yapabilecek serbest karboksil, hidroksil veya amino grubunun olmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde stabil bir isaretleme mumkin olmamaktadir
(69). Lipozomlarin isaretlenmesi icin kullanilan bir diger yontemde glutatyon
iceren lipozomlarin Tc-99m-HMPAO kiti ile inkiibasyonudur. Son derece
stabil isaretleme elde edilmesine ragmen =zaten pahali olan lipozom
sistemlerinin (128) maliyetin daha da artirmasi bu ydntemin kullanimini
sinirlamaktadir. Alternatif bir yol olarak, DTPA-PE veya farkli bir selat yapici
ajan kimyasal bir iglemle hidrofobik bir grupla modifiye edilmis ve hazirlama
sirasinda veya sonrasinda bu selat yapici ajan, lipozomun igi yerine
lipozomun ylzeyindeki lipit membrana baglanmistir (32,75,101). Bu amacla,
en cok tercih edilen hidrofobik grup, fosfatidil etanolamin (PE)'dir. Selat
yapici ajan olan DTPA-PE, PE'nin amino bas grubuna bir —-COOH grubu
aracihgiyla baglanir, boylece PE kismi lipozom lipit gifte tabakasinin yapisina
katiirken, DTPA, kontrast madde veya radyonuklit ile birlesir (128). PE
disinda SA ve stearilalkol de bu amacla kullaniimig, ancak bu molekullerin
norotoksik etkileri nedeniyle ¢ok fazla tercih edilmemigtir. Calismamizda
yukarida sayilan avantajlari nedeniyle tim formilasyonlarda DTPA-PE selat

yapict madde olarak kullaniimigtir.

B4. PEGyg00-DSPE Eklenmesi

Farmasétik  nanotasiyicilarin - vaskiler sistemde kalig siresini
arttirmanin bir yolu da PEG;000-DSPE gibi hidrofilik polimeri ile kimyasal
modifikasyonudur. PEGyp0-DSPE gunimizde en c¢ok tercih edilen
polimerdir. Nanoteknolojik ilk ila¢ tagsima sistemi 1960’larda tanimlanan ve
daha sonra lipozomlar olarak kabul edilen lipid vezikilleridir. Ardindan cesitli
organik ve inorganik biyomateryaller ilag tagima sistemi olarak arastiriimistir
(7, 16, 21).

Kontrolli salm yapan ilk polimer sistemi 1976'da tanimlanirken,
1980'de pH degisimlerine cevap vererek ilag salimi yapabilen daha kompleks
bir sistem olan ve hicre-spesifik hedefleme gerceklestiren lipozomlar

sentezlenmigtir.  1987'de uzun sire sirkilasyonda kalan ilk modifiye
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lipozomlar tanimlanmigtir. Ardindan PEG’nin lipozomlarin ve polimerik
nanopartikillerin sirkiilasyon zamanini uzattigi belirlenmistir. Bazi ilag tasiyici
sistemler guinumuzde klinik uygulamalarda kullaniimakta olup gesitli formlari
aragtirnimaya ve calisimaya devam etmektedir (108). Ozellikle lipozomlarin
retikiloendotelyal sistemde ve kapiller gegirgenligin fazla oldugu dokularda
ilacin depolanmasini sagladigi bilinmektedir (35).

Lipozomlar, kompleman aktivasyonu yapabilmeleri, kardiyovaskuler ve
hematolojik yan etkileri arttirabilmeleri nedeniyle tehlikeli olabilmektedir.
Ayrica, lipozomal yapinin dolagimda, birlesimin yapisindan etkin maddeyi
sizdirdigr da gozlemlenmigtir (27). Bu olumsuz §zelliklerin  ¢ogu ilag
formulasyonunda yapilacak bir PEG kaplama ile ortadan kaldirilabilmektedir.
PEG koruyucu bir kihf etkisi yaratir ve bu da molekilin hem tripsin ve
kimotripsin gibi cesitli proteazlar ile yikilmasini, hem de molekilin
antijenitesini engelleyerek immunojenitesini azaltir. Boylece yeni molekilin
farmakolojik aktif formunun yari Omri uzar. Molekulin yari dmrinin
uzamasi ile ilacin uygulanim araliklari uzatilip, hastalarin ilag tiketimlerinde
uyum sorunu azaltilabilir (129). Molekuler agirhgi 400'un altinda olan PEG
molekulleri toksik hidroksi asit metabolitlerine metabolize olmaktadir. Bu
durum, PEG’nin molekiler agirligr arttikgca azalmaktadir. Caligmamizda
PEG2000-DSPE kullanilimistir.

intravenoz olarak kopeklere yiiksek dozda PEG molekiilii verildiginde,
pulmoner 6dem ve solunum durmasi gerceklesmektedir. Maymun ve
tavsanlarda vyapilan subkronik PEG uygulamalarinda major toksisite
bildirilmemis olup, bu hayvanlarda yapilan oral toksisite ¢aligmalarinda,
teratojenik veya treme Ulzerine ciddi yan etki gérilmemistir (129).

PEG ile kaplama isleminde, PEG molekulindeki hidroksil kaybi ile
beraber elektrofilik fonksiyonel bir grup eklenir ve bu yapi amid-uraten baglari
ile protein molekilt igindeki lizin histidin yapilarina veya N terminal bélgesine
baglanir. Cok sayida PEGp0-DSPE molekilinin eklenmesi ile protein
yapilarinin reseptor etkilesimi bozulabilir ve olusan konjuge bilegimin biyolojik
etkilerini azaltabilir. Birden fazla PEGy-DSPE molekilii eklemenin

alternatifi, tek dalli bir PEG000-DSPE yapisinin proteine yapistiriimasidir.
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Dalli zincirli PEG2000-DSPE molekiliinin termal ve pH stabilitesi daha
yuksek olup, lineer PEG3000-DSPE yapilarina gore dalli zincirli PEG molekili
proteolitik degredasyona daha direnclidir (94). Lipozomlarin PEG ile
kaplanmasi ek avantajlar saglamaktadir. PEG’nin katyonik lipozomlarin
kanda sirkulasyonunu uzatilarak basarili oldugunu gosterilmigtir (131). PEG
kapli ve kapli olmayan katyonik lipozomlar karsilagtirildiginda, kandaki yari
omrin daha ¢ok wuzatimasina ragmen, endotelyum ile etkilegim
kabiliyetlerinin kaybinin s6z konusu olmadigini gosterilmistir (132).

Calismamizda DPPC ve PL 90G fosfolipidleri ile hazirlanan tim
formulasyonlarda PEGa2000-DSPE kullanilarak ylizey kaplanmasi saglanmis
ve bu sekilde lipozomlarin RES hicreleri tarafindan hizli opsonizasyonu
Onlenerek dolagsimda kalis sturelerin uzatiimasi ve tumore pasif olarak

hedeflendiriimesi amaclanmistir.

B5. Yuk verici madde eklenmesi

Calismamizda pozitif yuk verici madde olarak SA ve negatif yik verici
madde olarak DCP kullaniimigtir. Katyonik lipozomlar basarili bir sekilde gen
transfer vektorleri gibi kullaniimaktadir. Pozitif yukli lipozomlarin negatif
yukli DNA ile etkilesimi, bunlari ayni bilesime sahip diger negatif yukli
lipozomlardan ayirmaktadir. Buna ek olarak, pozitif yikli lipozomlar kiguk
hidrofobik etkin maddelerin hapsedilmesinde de etkili bir sekilde kullaniimistir
(133). Bu yizden pozitif yukli lipozomlar daha genis klinik amaclar icin
dikkate alinmaya baslanmistir .

Lipozomlarin pozitif yikd endotelyumun glikoprotein membrani ile
basarili bir etkilesimi igin gereklidir (131). Bazi arastirmalarda pozitif yuklu
lipozomlarin kan dolagsim sisteminde stabil oldugunu (134) ve negatif yuklu
hidrofob etkin maddelerin  (insulin  gibi) enkapsilasyonunu arttirdigi
gOsterilmistir (135). Fakat diger yandan pozitif yikli lipozomlar in vivo ve in
vitro toksik etkilere neden olabilmektedirler. Pozitif yikli lipozomlarin beyne
toksik olduklari gdsterilmistir. Buna ek olarak hem hiicre kilttrlerinde hem de
eritrositlerde toksik etki gosterdikleri bulunmustur. Bu ylzden lipozomlarin

kan elemanlar ile interaksiyonu sorun olusturabilen bir konu olarak ortaya
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cikmaktadir. Bu konuyla ilgili cesitli ve basarili aragtirmalar yapilmistir ve
yapllmaya devam etmektedirler (74).

Lipozomlarin kan dolagsimindan uzaklastiriimasi taslyici sistemin
ylzey yiukine de baghdir. YUkstz ve pozitif yukli lipozomlar negatif yukli
lipozomlara gére kan dolasimindan daha hizli bir sekilde temizlenmektedir
(136). Arastirmalarda negatif yikli lipozomlarin transient trombositopeniyi
indikledigi icin plateletlerin  lipozom biyodadihminda aktif bir rol
oynayabilecegi dugtunulmagtir (129, 137). Buna ek olarak plateletlerin negatif
yukli  lipozomlarladncelikle birlestirip, zaman gectikce dogal olarak
lipozomlardan ayrilarak kan dolagsimina salinmakta olduklari bildirilmigtir
(138).

Pozitif yukli lipozomlarin bazi sakincalarini gidermek icin etkin madde
enkapsile edildikten sonra tasiyict sistemin yuzey Ozellikleri modifiye
edilmektedir. Yizey modifikasyonun amaci daha stabil, rijid, daha az toksik,
dolagimda daha uzun sire kalabilen ve anatomik hedeflendirme yapabilen
lipozomlar elde etmektir. Caligmamizda degigik yukli ve yuksuz
formulasyonlar timor teshis ve tedavisi igin in vitro etkileri incelemek igin

geligtirildi.

4.2. LIiPOZOM DISPERSIYONLARININ KARAKTERIZASYON
CALISMALARININ DEGERLENDIRILMESI

Bu bdlimde bos ve 5-FU iceren yukslz, pozitif ve negatif yukli DPPC
ve PL 90G iceren lipozom dispersiyonlarinin partikil baydklugu, icte
hapsedilen 5-FU miktari ve lipozomal fosfolipid miktarlari ile ilgili elde edilen
veriler degerlendirilmigtir. Karsilagtirmalar yapilirken, lipozom bilesimlerinin
her defasinda uzun isimleri ile tekrarlanmasi zor olacagindan
karsilagtirmalarin  daha kolay yapilabilmesi icin  ¢alismalarimizda
kullandigimiz lipozom bilesimleri kisaltiimig isimleri ile verilecektir (Bkz Tablo
3.1. ve 3.2.).

A. Partikual Bayuklugu ve Partikal Buyuklugti Dagihimi
Lipozomlarin  partikil  boyutlari, dolasimdaki kalig  sirelerinin

uzatilmasinda ve 6zellikle tumdr gibi damar yapisi butunligt bozulmus hedef
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dokulara hedeflendiriimelerinde  buydk ©6nem tasimaktadir. Lipozom
dispersiyonlarinin partikiil boyutuna, hazirlama yontemi, kullanilan fosfolipidin
turd, membran molar bilegimi ve icte hapsedilen bilesigin molekul bayuklagu
gibi degisik faktorlerin etkisi vardir. Arastirmamizda kullanilan 5-FU iceren
degisik lipozom dispersiyonlarinin hazirlanmasinda kuru lipit film yontemini
ve takiben hazirlanan dispersiyonlarin partikil boyutunu kigiltmek icin
lipozom hazirlamada ve partikil boyutunu kigultmede etkinligi iyi bilinen bir
yontem olan, ekstriizyon iglemi uygulanmistir (139).

Hazirlanan tim lipozom dispersiyonlarinin  ve ortalama partikil
boyutlari Tablo 3.3 ve Tablo 3.11'de verilmigtir. Tum formulasyonlarin
partikil bayudklugld 100- 150 nm civarinda bulunmustur (DPPC bos lipozomu
hari¢. Onlarin partikdl boytkligi 300 nm civarinda bulunmustur).

DTPA-PE iceren yiksiz, pozitif yuokli ve negatif yukli, bos ve 5-FU
iceren DPPC ve PL 90G |lipozomlarinin  partikil  bayuklukleri
karsilasgtirildiginda bog lipozom dispersiyonlarinin  etkin madde iceren
lipozom dispersiyonlarindan biraz daha buyuk oldugu bulunmustur ama hem
DPPC hem de PL 90G lipozomlar icin etkin madde iceren ve icermeyen
lipozom dispersiyonlarinin partiktil buydklukleri arasindaki fark istatistiksel
olarak énemli bulunmamigtir (p>0,05).

Lipozomlar farkh boyutlarda (15- 3500 nm capinda) ve sekilde (tek
veya birlesik partikuller) olabilir. Belirli bir kompozisyonda bu parametreler,
hazirlik strecine ¢ok baghdir. Preparatlar siklikla istikrarsizdir. Bu da serbest
entalpinin durumunun c¢evre ile dengede olmadigi anlamina gelir. Sonug
olarak vezikiller zamanla lameller oluglarini, boyutlarini, boyut dagihmini ve
sekillerini  degistirirler.  Ornegin  kuguk vezikiller daha biyiik olarak
bicimlenmeye, buyuk olanlar da kigulmeye egilimli olurlar. Neyse ki bu kalite
acisindan  ¢cok ©Onemli  degildir, clnkd vezikillerin  bagh  oldugu
fosfatidilkolinlerin 6zelligi genellikle dedismez kalir. Ancak stabilite en iyi 100
— 300 nm arasinda gibi gérinmektedir (140). Bluyuk lipozomlar (¢capi > 200)
hizli bir sekilde fagosite oluyorlar ve dolasimdan temizlenirler. 70- 200 nm
bayuklukteki lipozomlar kanda uzun zaman sirkiile olabilirler ve istenilen

organa hedeflendirme yapilabilir. Daha kicik boyutta lipozomlar (< 70nm)
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dolasimda daha az sure kalabilmektedirler (72). Homojen bir dispersiyon igin,
dispersiyonlarin homojenliginin bir gdstergesi olan polidispersite indeksine
bakildiginda, degerinin 0-1 arasinda olmasi istenir. Bu acilardan
degerlendirdiginde hazirladigimiz lipozom dispersiyonlarinin partikil boyutu

ve dagilimmin uygun oldugu bulunmustur.

B. icte Tutulan 5-FU Miktari

icte tutulan 5-FU miktari hedef dokuya gonderilecek etkin maddenin
miktarl acisindan biyidk 6nem tasimaktadir. Calismalarimizda icte tutulan
etkin madde miktari % 7-10 araliginda bulunmustur. Bu sonuclar literattrle
uyumludur. Hidrofilik 6zellikteki bir ilacin film metodu ile hazorladiginda
lipozomlarda hapsedilme yiizdesi en fazla %10’dur (141).

Sonuglar  karsilagtirildiginda genel olarak DPPC iceren
formualasyonlarin enkapsilasyon verimi PL 90G icerenlere oranla daha fazla
bulunmustur (p<0,05). DPPC iceren yuksuz lipozom dispersiyonlarin
enkapsulasyon verimi pozitif ve negatif yiklih DPPC iceren lipozom
dispersiyonlariyla kargilastinldiginda daha bulylik oldugunu ortaya c¢ikmistir
(p<0,05). Pozitif ve negatif yukli lipozomlarin enkapsilasyon verimi
karsilagtiriidiginda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamgtir (p>0,05)
(Bkz. Tablo 3.4 ile Tablo 3.15).

C. Lipozomal Fosfolipid Miktari

Lipozom dispersiyonlarinin  hazirlanmasinda kullanilan  yéntemin
hazirlama verimine etkisi, lipozomal fosfolipit miktarinin tayini ile belirlenir.
Fosfolipit kaybi ekstriizyon iglemi sirasinda gorulen “Onion Peeling Effect”
ten kaynaklanmaktadir (46). Daha ©Once de belirtildigi gibi lipozom
dispersiyonlari, hazirlanmalarini takiben partikil boyutunu kiciltmek igin
ekstrizyon iglemine tabi tutulmuglardir. Cok sayida ard arda uygulanan
ekstriizyon sonucu, cifte tabakanin dig yizeyindeki lipit tabaka uzaklasacagi
icin fosfolipit kaybi olacak, dolayisiyla vezikillerin ¢aplar azalacaktir. DTPA-
PE iceren bos ve 5-FU yiukli DPPC ve PL 90G lipozom formulasyonlari

arasinda lipozomal fosfolipid miktarlari agisindan karsilastirildiginda etkin
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madde iceren formulasyonlarin fosfolipid miktarlarinin daha dusuk oldugu
gorulmustur ancak fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p>0,05).

Yuksuz, pozitif ve negatif yukli DPPC ve PL 90G lipozom
dispersiyonlar karsilagtirildiginda PL 90G lipozomlarinin lipozomal fosfolipid
miktarlart DPPC lipozomlarinin  fosfolipid miktarindan daha yiksek
bulunmustur (p<0,05). PL 90G sivi kristal yapida oldugu icin bu lipidle
hazirlanan lipozomlar daha akigkan bir yapi g0Osterirler ve dolayisiyla basing
altinda belli por agikhgina sahip filtrelerden DPPC lipozomlarina oranla daha
rahat gecerler ve bu nedenle de fosfolipit kaybinin daha az oldugu
dugtndlmektedir (109).

4.3. LIPOZOM  DISPERSIYONLARININ IN  VITRO  SALIM
CALISMALARININ DEGERLENDIRILMESI

Aragtirmamizda lipozom dispersiyonlarin in vitro salim calismalarinda
diyaliz yontemi kullanildi (142). Nounou ve ark.’nin (119) vyaptiklari
calismada, hidrofobik ve hidrofilik karakterdeki etkin maddelerin lipozom
formulasyonlarini in vitro salim calismalan diyaliz yontemi ile yapilmigtir.
Etkin madde olarak hidrofobik karakterde dibukain ve hidrofilik karakterde
5-FU kullanilmistir.  Sonuc¢ olarak, hidrofilik karakterde olan etkin madde
salimlarinin lipofilik madde salimlarindan daha yiksek oldugu belirtilmistir.

PL 90G ve DPPC iceren lipozom dispersiyonlari karsilastirildiginda
DPPC igeren lipozomlarin  salmlari  PL 90G iceren lipozom
formualasyonlarindan daha yavas olduklari gézlenmistir. Bunun nedeni DPPC’
nin jel yapida bir fosfolipit olmasi ve sivi kristal yapida olan PL 90G ile
kiyaslandiginda faz gecis sicakliginin ¢ok daha yiksek olmasidir. DPPC’ nin
faz gecis sicakligi 53 °C, PL 90G’ nin faz sicakligi ise -5 °C’ dir. Lipitler faz
gecis sicaklarinin altindaki sicakliklara daha duzenli ve siki bir yapinin
goOzlendigi jel yapida bulunurlar ve sicaklk artikga, Ozellikle faz gecis
sicakliklarinin  Ostiindeki  sicakliklarda cikildikca daha gevsek diziligin
goruldugu sivi-kristal yapiya gecerler. Sivi-kristal yapidaki lipitlerin polar bas
gruplar arasindaki mesafe jel yapiya oranla daha fazladir ve bu nedenle
etkin madde salimi daha hizli bir sekilde olmaktadir (33). Reaksiyon kinetigi

eczaclhkta, ilagc stabilitesinin izlenmesi, kati ila¢ sekillerinin ¢dziinme
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profillerinin olugturulmasi ve etkin maddenin vicuda alinmasini takiben
emilim, dagilim atihm ve metabolizmasinin incelenmesi acgisindan 6nem
tasimaktadir.

Lipozomlarda matrislerde oldugu gibi, ilag polimer icinde dagitilir.
Ancak matris sistemlerde salim suresince polimer faz degismeden kalip ilac
difizyon ile salinirken vicutta asinan lipozomlarda asinmayla polimer faz
zamanla azalir. Polimer matris aginmaya ugrarken ila¢ salnir (143). Vicutta
asginan matris tipi ilag sahm sistemlerinde salim hizi difizyon veya asinma ile
kontrol edilir. Eger matrisin agsinmasi ilacin difizyonuna goére oldukca yavasg
ise, salim difizyon kontrollidir. Eger ila¢ matris icinde immobilize edilmis
ise, dolayisiyla difizyon asinmaya goOre yavassa, ilag sallm hizi aginma
kontrollidir (144).

Pratikte yalnizca ylzey asinmasinin gozlendigi ideal ila¢c salim
sistemleri ¢cok az sayidadir. Yizey asinmasinin yani sira kiitle aginmasi da
goOzlenir. Bu yaklagsimla kullanilan polimerik matrislerde aginmayla birlikte
difizyon da ilag salim hizini kontrol eder. Dolayisiyla vicutta asinan
sistemlerde salim olayini incelemek olduk¢a gugtir. Gegisin yon ve hizini
saptayan faktor, hiicre tabakasinin ayirdigr iki ortam arasindaki ilag
konsantrasyonu farkidir. Yani gecis yiksek konsantrasyondan dusik
konsantrasyona dogru (konsantrasyon gradientine goére) Fick Diffiizyon
kanununa uygun sekilde, 1. derece kinetigiyle olur. Enerji ve taslyici
gerekmez.

Uzerinde calistigimiz lipozom dispersiyonlari 1. derece kinetigiyle
salim gostermektedirler. Pozitif ve negatif yiukli lipozom dispersiyonlari ise
birbiriyle benzer bir salim go6stermektedir. 1. derece reaksiyonlar sabit
kosullarda bir reaksiyonun hizi, reaksiyona giren maddelerin derigimleri ile
orantihidir ve vyart Oomur baslangic derisiminden bagimsizdir. Yapilan
arastirmalarda (145,146) sulu faz tzerinden difizyon, birinci derece kinetik
reaksiyonlarin olusmasina yol acmistir. Ongorilen bu 1. derece kinetik
salimlarinin olusmasi icin bazi varsayimlarin yerine getirilmesi gereklidir.

Bunlar; duguk lipozomal etkin madde enkapsuilasyon verimi, hiz sabiteleri ve
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etkin madde konsantrasyonlari arasinda oranti, lipozomlarda hapsedilen
etkin maddenin agregasyona ugramamasi.

Fakat yiksek enkapstilasyon verimi olan lipozomlar da, daha buytk bir
aparent hiz sabitesiyle (k ;) , 1.derece salim kinetigi gdsterebilmekte. Bu
kosullari yerine getirmeyen sistemler genellikle belirgin bir 1. derece salim
kinetigi gosteremezler. Sonuglarimiz literattirle uyumlu bulunmustur (147).

Yapilan bir arastirmada (149) SA ve DCP iceren yuklu ve ylksuz
lipozomlar icte hapsedilen 5-FU verimi, partikil biyikliga ve dagihimi, in vitro
etkin madde salimi ve in vivo hedeflendirme acgisindan karsilastiriimistir.
Yuksuz ve yuklu lipozomlar arasinda in vitro salim profillerinde anlamh bir
degisiklik saptanmamigtir. Ancak, yukli lipozomlar yiiksiiz lipozomlara gére

RES organlarinda daha ¢ok tutulmustur.

4.4. LIPOZOM  DISPERSIYONLARININ IN  VITRO  TUMOR
HUCRELERINDE TUTULUM GALISMALARININ DEGERLENDIRILMESI

Calismamizda PEG000-DSPE ile kapl olan yuksliz, pozitif yukld,
negatif yukli, DPPC veya PL 90G iceren, bos ve 5-FU'li farkl lipozom
dispersiyonlarinin timor hucreleri ile etkilesimi incelemek icin MCF-7 timor
hicreleri 24 saat ve 48 saat sure ile inkiibe edilmistir. Yapilan in vitro
calismalarin sonucunda sitotoksisite sonuclart agikca gostermigs ki DPPC
iceren etkin maddeli PEG,000-DSPE kapl lipozom dispersiyonlari, PL 90G
iceren etkin maddeli PEG2000-DSPE kapli lipozom dispersiyonlarina gore ¢ok
daha fazla bir sitotoksisite gdsterilmistir (p<0.05) (Bkz. Tablo 3.8.).

5-FU iceren PL 90G ve DPPC |lipozom dispersiyonlar
karsilagtiriidiginda DPPC igceren lipozom formulasyonlarinin sitotoksisite
acisindan daha basarili olduklari gozlenmigtir. 5-FU hidrofilik bir etkin madde
oldugu igin jel tipi fosfolipitler iceren lipozomlarda hapsedildiginde daha
basarnli bir sonu¢ verdigi gorulmustur. Ayrica DPPC iceren lipozom
dispersiyonlarda PL 90G iceren lipozomlara gore daha iyi bir enkapsilasyon
verimi ve etkin madde salimi gdzlenmektedir.

Yapilan bir bagka arastirmada (52) hazirlanan PL 90G igeren lipozom
formdlasyonlari basarisiz ¢iktigr icin, DPPC ve WHI-P132'in (4-[(6,7-

dimetoksi-4-kinazolin) aminofenol) iceren etkili lipozom formilasyonlari
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hazirlanmigtir.  Bu ag¢idan, sonuglarimiz literattrle uyumludur. DPPC:5-FU
yuksuz lipozom dispersiyonu DPPC: SA:5-FU ve DPPC:DCP:5-FU lipozom
disperisyonlariyla kiyaslandiginda sitotoksisite agisindan daha bagarihdir.
DPPC: SA: 5-FU ve DPPC: DCP: 5-FU lipozom formilasyonlari ise birbiriyle
benzer bir sitotoksisite gdsterdigi icin lipozom yukundn sitotoksisite agisindan

Onemli olmadigr anlasiimistir.

4.5. LIPOZOM DISPERSIYONLARININ STABILITE CALISMALARININ
DEGERLENDIRILMESI

Tam farmasotik preparatlarda oldugu gibi lipozomlarda da uygun raf
Omri 6nemli bir parametredir. Yani hastaya uygulanincaya kadar gecen
bekleme siresinde tasiyici sistemin in vivo davranigini etkileyecek partikil
boyutu, icte tutulan etkin madde miktari gibi fiziksel 0Ozelliklerinin
degismemesi gereklidir. Lipozomlarin kimyasal ve fiziksel stabilitelerinin
korunmasinda o©ncelikle lipozomun yapisi, etkin maddenin lipozomda
tutuldugu faz, lipozomun buydklugl, yuku, hazirlama kogullari ve etkin
maddenin fizikokimyasal 6zellikleri Gnemli rol oynamaktadir ( 30, 51, 52).

Lipozomlarin fiziksel stabilitesi; lipozomun yapisina, kullanilan etkin
maddenin hidrofilik ya da hidrofobik olmasina ve lipozomlarin depolanma
sartlarina Onemli oOlgcide baghdir (30, 52, 61). Genellikle bir lipozom
preparatinin fiziksel 6zelliklerindeki degisiklikler vezikillerin agregasyonu ya
da lipozom hacminin buyimesi seklinde gorilir. Vezikillerde meydana gelen
sizma ve fuzyon olaylari lipozomlarin Gretimi sirasinda membran yapisinda
bazi zararlara yol agcmaktadir.

Bu durum Ozellikle SUV'lerin (Small Unilamellar Vesicles) faz gegis
sicakhgr altinda hazirlanmasiyla meydana gelmektedir. Bunun yani sira diger
lipozomlarda faz gecis sicakhdi tGzerinde membran yapisinda bazi hasarlar
olusabilir. Etkin maddenin lipozom yapisindan digari sizmasi tek tabakali
lipozomlarda daha cok gortilmekte, cok tabakali lipozomlarda bu olaya daha
ender rastlanmaktadir. Cok tabakali lipozomun, lipid tabakasinda tutulmus
etkin maddenin digsari sizmasi sulu fazdaki etkin maddenin digsarn sizmasina

gOre daha zordur (61).
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Molekudl agirhgr buyuk olan (>1000) etkin maddelerin lipozomlardan
disari sizmalar daha gugctir Buna karsilik kicik molekdl agirlikh maddeler
daha kolay disar sizabilirler. Sonikasyon kosullarinin uygun olmadigi
durumlarda lipozomlarda birlesme egilimi artar ve etkin madde daha kolay
disari sizabilir (46).

Van der Waals etkilesimleri nétral lipozomlarin agregasyonu ve
sedimentasyonuna neden olabilir. Bu yizden membranlar birbirine temas
ederek buyuk yapilarin olusmasina neden olur, bdylece membran tabaka
sayisi artar ve biyiik vezikiiller olusur. Ozellikle nétr lipozomlarda bu durum
cok fazla gorulir. lyi ugurulmamig artik ¢oziiciiler ve eser elementler bu olay!
arttirabilirler. Faz gegis sicakliginda, Ozellikle kicik tek tabakali lipozomlar
membranm egrisel yapisindan ileri gelen direncin az olmasi nedeniyle
fuzyona meyillidir. Lipozomlarin faz gecis sicakhiinda meydana gelen bu
olayr dnlemek icin lipozom dispersiyonlarini faz gecis sicakhdindan uzak bir
sicaklikta saklamak yerinde olur. Ayrica membran yapisina yeterli miktarda
Chol ilavesi ile faz gecisi azalir veya tamamen ortadan kalkar (94).

Lipozom mernbranlarinin gecirgenligi, membranin lipid tabakasina ve
lipozom iginde tutulan etkin maddenin yapisina baghdir. Lipozom
membranlari arasinda 6zellikle buyuk, polar veya iyonik maddeler, kiguk
molekil agirhdina sahip lipofilik maddelerden daha etkili bigcimde tutulurlar
(15, 119). Caligmamizda kullandigimiz DPPC: Chol, DPPC: 5-FU, DPPC:
SA, DPPC: SA: 5-FU, DPPC: DCP, DPPC: DCP:5-FU lipozom
dispersiyonlarinin fiziksel stabilitelerini izlemek amaciyla buzdolabi sicakligi
(+ 4 °C) ve oda sicakhginda (+ 25 °C) 3 ay bekletilen vezikillerin partikil

blyuklugu ve icte tutulan 5-FU miktarindaki degigimleri izlenmistir.

A. Buzdolabi ve Oda Sicakliginda Bekletilen Lipozom
Formulasyonlarinin Partikul Buyukliigindeki Degisim

Daha 6ncede belirtildigi gibi, partikil baydklugu lipozomlar igcin 6nemli
bir parametredir ve lipozomlarin raf Omdarleri sUresince mevcut partikil
biyikluklerini korumalari beklenmektedir. Ozellikle lipozomlar gibi hassas
sistemlere stabilite testleri sirasinda uygulanan sicaklik artigsinin ne yaptigi

Onemlidir. Lipozomlar icin yuksek sicakliklar; membran yapisini, faz gecis
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sicakhgina ulagildigr taktirde geri donisimsiz olarak degistirebilir. Sistemin
karsilagsabilecegi sicakliktan daha yiksek sicakliklarin kullaniimasi halinde
sistemin tekrar eski halini almama riski vardir (149). Lipozomlar gibi partikiler
yapidaki ilag tasiyici  sistemlerdeki en Onemli fiziksel stabilite
gOstergelerinden biri partikil boydklugiundeki degisimdir, c¢unkd partikdl
biyumesi faz ayirmina kadar gidebilen bir sirecin baslangici olabilir ve bu
nedenle fiziksel stabilite calismalari sirasinda dikkatle incelenmelidir.

Sonuglar incelenecek olursa Olcilen DPPC:Chol, DPPC:SA,
DPPC:DCP, DPPC:5-FU, DPPC:SA5-FU ve DPPC:DCP:5-FU lipozom
formulasyonlarinda buzdolabi ve oda sicakliginda bekletiimeleri sonrasinda
partikil buyuklikleri kargilastirildiginda az bir artig gorulmugtur (Bkz.Tablo
3.11.). DPPC iceren lipozom formdilasiyonlarinin hem buzdolabi sicakligi
hem de oda sicakhidinda bekletiimeleri sonrasi zamanin fonksiyonu olarak
partikil  buyukliklerinde  degisimler incelendiginde, hem buzdolabi
sicakhiginda hem de oda sicakliginda, zamanin fonksiyonu olarak partikul
boyutunun arttigi goralmugtir. Ancak yapilan istatistiksel analiz sonrasi, bu
artisin istatistiksel olarak dnemli olmadigr bulunmustur. Kisaca elde edilen
sonuglar 1siginda, hazirlanan lipozom formiulasiyonlarinin her iki sicaklikta
da, izlenen sure igerisinde partikil blyukligu degisimleri agisindan stabil

olduklar sdylenebilir.

B. Buzdolabi ve Oda Sicakliginda Bekletilen Lipozom
Formiilasiyonlarinin i¢te Tutulan 5-FU Miktarindaki Degigim

Calismamizda kullanilan 5-FU iceren lipozom formulasiyonlarinin
fiziksel stabilitelerini degerlendirmek igin stabilite galigmalarinda inceledigimiz
bir diger parametre ise icte tutulan 5-FU miktarindaki degigimdir. Bilindigi
tzere lipozomlar gibi ilag tasiyict sistemlerden istenilen etkinligin
saglanabilmesi icin, tum raf Omdurleri boyunca hapsedilen etkin madde
miktarinin  izlenmesi fiziksel stabilite c¢aligmalari acisindan  6nem
tasimaktadir.

Sonuglar incelenecek olursa ayni lipozom bilesimine sahip lipozom
formulasyonlari ayni 6rnek alma glnlerdeki buzdolabr ve oda sicakliginda

bekletimeleri  sonrasi igte tutulan 5-FU  miktarlarindaki  degisim
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karsilastirildiginda, buzdolabi sicakliginda bekletilen lipozom formulasyonlari
ile oda sicakhginda bekletilen ayni bilesimdeki lipozom formulasyonlari
arasinda anlamh bir fark goralmemigtir (p>0,05).

DPPC igeren lipozom formulasiyonlarinin hem buzdolabi sicakhgi hem
de oda sicakliginda bekletilmeleri sonrasi zamanin fonksiyonu olarak icte
tutulan 5-FU miktarindaki degigsimler incelendiginde, hem buzdolabi
sicakhiginda hem de oda sicakliginda, zamanin fonksiyonu olarak igte tutulan
5-FU miktarinin azaldigini goOzlenmistir, ancak yapilan istatistiksel analiz
sonrasi, bu azalgin istatistiksel olarak ©nemli olmadigi bulunmustur
(p>0,05).. 5-FU iceren lipozom formilasyonlarin fiziksel stabilitesi buzdolabi
sicakliginda (4OC)’ de, daha iyi oldugunu soylemeye degerdir. Lipozomlarin
en yuksek fiziksel stabilitesini elde etmek icin buzdolabinda saklanmasi

gerekmektedir. Sonuglarimiz literattirle uyumlu bulunmustur (151).
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SONUC

Tumor teshisi ve goruntilemesi amaciyla gelistirilen PEG kapl,

degisik yilizey yukine sahip, DTPA-PE iceren bos ve 5-FU yukli DPPC ve

PL 90G lipozom dispersiyonlari tizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda;

Film metodunu kullanarak hazirlanan ve faz gegis sicakliginin 10 °C
Uzerinde ekstriizyon islemi uygulanan lipozom formulasyonlarinda,

uygun partikdll boyutu ve 5-FU enkapsilasyonu saglanmigstir.

Tam formulasyonlarda partikil boyutlart ~100-150 nm civarinda
bulunmustur. DPPC: Bos lipozomlarin partikil bayuklagu ise ~ 300 nm

olarak 6lgulmustur.
igte tutulan 5-FU yiuizdesi % 6-12 arahiginda bulunmustur.

Hazirlama iglemi sonrasi dispersiyonlarin lipozomal fosfolipit miktari

73-100 pmol lipit.ml ** bulunmustur.

DPPC iceren lipozom formulasyonlarinin gerek partikil bayuklagi
degisimi gerekse icte tutulan 5-FU miktarinin korunmasi agisindan
stabil oldugu, ayrica buzdolabinda bekletilen formilasyonlarin
stabilitelerinin oda sicakliginda bekletilen formulasyonlara gore daha

iyi oldugunu gozlenmistir.

Serbest 5-FU ile karsiklastirldiginda yaklagik 10 kat daha az etkin
madde iceren DTPA-PE ve 5-FU iceren DPPC Ilipozom
formalasyonlarinin - MCF-7 tumoér hicreleri Gzerinde ayni sitotoksik
etkiyi gdsterdigi bulunmustur. Bu yan etkilerin azaltiimasi bakimindan

onemlidir.

Bu calisma tumor teshis ve tedavisinde kullanilabilecek DTPA-PE ve
5-FU iceren teragnostik lipozom sistemlerin gelistiriimesi icin ilk
basamagi olusturan, formilasyon, karakterizasyon ve in vitro

cahismalarini (salim ve siitotoksisite deneyleri) kapsamaktadir.
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Bu calismalardan elde edilen sonuclar degerlendirildiginde en uygun
formiilasyonlarin 61,7: 33.3: 5 pymol + %1 mol/lipid + 20 mg-mL™*
bilesiminde olan DPPC: CHOL: PEGyp-DSPE+ DTPA-PE+ 5-FU
formulasyonu, pozitif yiklu, 61,7: 3.3: 30: 5 + %1 mol/ lipid+ 20
mg-mL‘l bilesiminde olan DPPC: SA: CHOL: PEGy-DSPE+ DTPA-
PE+ 5-FU ve negatif yiukli DPPC: DCP: CHOL: PEGypo-DSPE+
DTPA-PE+ 5-FU lipozom dispersiyonlari oldugu bukunmustur.

Hazirlanan lipozom dispersiyonlarinin tedavi etkinligi in vitro hicre
kaltar calismalr ile gdsterilmistir. Bundan sonraki agsamada hazirlanan
lipozom dispersiyonlarinin goruntileme icin kullanilacak
radyokontrast/  radyometal/  radyonuklid ile yuklenmesi ve
goruntilemede kullanimlarinin  de@erlendiriimesi ve daha sonra bu
sistemlerin havyanlara uygulanarak in vivo davraniglarinin incelenmesi

gerekmektedir.
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