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BIOMOLEKUL BAGLI PORFIRINLERIN SENTEZLENMESI
VE
LiPOZOM ICERISINE YERLESTIRILMESI

Esra AYAN

Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Haziran 2011

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Ramazan OZTURK

OZET

Fotodinamik Terapi (PDT)’de fotosensitizor (PS) olarak kullanilmak {izere meso-
tetra (4-karboksifenil) porfin (TCPP), Protoporfirin IX (PPIX) molekiillerine biyoaktif
gruplar olan; 2-amino-N-oktil propan amit(Oktil Ala), histidin metil ester ve -a,y-
Didesil glutamat ester baglanarak; PPIX Oktil Ala, TCPP-Oktil Ala, TCPP-
Metilhistidin  ester, PPIX-a,y-Didesil Glutamat Ester (PPIX-Glu) molekilleri.
sentezlenerek, 'H-NMR, FT-IR ve UV-Vis. spektroskopi teknikleri ile
karakterizasyonlart yapildi.Hidrasyon-Film metodu ile DPPC (Dipalmitoyil-sn-
gliserofosfatidilkolin) ve DOPC (Dioleyil-sn-gliserofosfatidilkolin) fosfolipitleri
kullanilarak porfirinlerin lipozomlar1 hazirlandi. Hazirlanan lipozomlarin UV-vis, DLS,
Zeta-potansiyel ve SEM karakterizasyonlari yapildi.

Anahtar kelimeler: Fotodinamik Terapi, fotosensitizor, porfirin, lipozom.
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SYNTHESIS OF BIOMOLECULE ATTACHED PORPHYRINS AND THEIR
INCORPORATION INTO LiPOSOMES

Esra AYAN

M.S.Thesis-Chemistry Department
June 2011

Supervisor: Yrd. Dog. Ramazan OZTURK

ABSTRACT

In this study, meso-tetra(4-carboxyphenyl)porphine (TCPP) and Protoporphyrin
IX (PPIX) molecules were conjugated with bioactive groups of 2-amino-N-octyl
propane amide (Octyl Ala), methyl histidine ester, a,y-Didecyl glutamat ester to get
PPIX-Octyl Ala, TCPP- Octyl Ala, TCPP-Methyl histidine ester, PPIX-a,y-Didecyl
glutamat ester (PPIX-Glu) molecules. The structures of porphyrine derivatives were
characterized by 'H NMR, Uv-Vis, FT-IR. The bioactivated porphyrins were
encapsulated into DPPC (Dipalmitoyl-sn-glycerophophatidylcholine) and DOPC
(Dioleyl-sn- glycerophophatidylcholine) liposomes by Hydration-Film method and they
were characterized by UV-Vis, DLS, Zeta Potential and SEM.

Keywords: Protodynamic Therapy (PDT), photosentizer (PS), porphyrin, liposome.
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BOLUM 1

1.1 GIRIS

Fotodinamik Terapi (PDT) son yillarda arastirmacilarin dikkatlerini tizerine ¢ekmis
yeni bir kanser tedavisi yontemidir. Kisaca bu teknik; kanserli doku tizerine gonderilen
belirli dalga boyundaki yakici olmayan 15181n ortamda bulunan fotosensitizor tarafindan
absorplanip etrafindaki molekiiler oksijeni (O,), reaktif oksijen ¢esidi (ROS) olan
singlet oksijene ('0,) déniistirmesi ve boylece kanserli tiimér hiicrelerini yok etmesi
seklinde 6zetlenebilir. Bu yontemde esas unsur kendisi toksik olmayan fotosensitizériin
fototoksik olmayan 151k kaynagi ile uyarilmasi sonucu iiretilen reaktif oksijenin tiimorle
etkilesirken etrafindaki saglikli hiicrelere zarar vermemesi ve boylece diger kanser
tedavilerine gore ¢ok daha az yan etkisi olan ve kontrol edilebilen bir tedavi yonteminin
uygulanmasidir. Fotodinamik Terapide en ¢ok kullanilan fotosensitizérler porfirin
molekiillerdir. Bu amagla kullanilan Photofrin ilact bir protoporfirin tiirevidir.
Porfirinler tetrapirol tiirevlerinden olup goriiniir bolgede kuvvetli absorplama yapabilen
makrosiklik yapida molekiillerdir. Fotodinamik Terapinin en onemli gereklilikleri,
kullanilacak fotosensitizoriin iyi bir ¢oziliniirliige sahip olmasi, belirli bir biyoafiniteye
sahip olmasi ve reaktif oksijen ¢esidi (ROS) tiretme kapasitesinin yiiksek olmasidir.
Porfirin fotosensitizorlerinin sudaki ¢6ziiniirliigli konusu 6nemli bir sorun olmakla
beraber bazi ¢oziliniir gruplarin molekiile baglanmasiyla kismen iyilestirilebilmektedir.
Bununla beraber porfirin fotosensitizorlerinin sudaki ¢oziinebilme zorunlulugunun
giderilmesi ve hedef hiicrelere yonlendirilmesi konusunda son zamanlarda uygulanan
tekniklerden birisi de biyoaktif gruplar baglanmis porfirinlerin belirli 6zellikleri olan
lipozomlar icine yerlestirilip boylece hiicre zarindan igeriye rahat gecisinin

saglanabilmesidir.



Bu tezde, aminoasit ve seker yapilarina sahip gruplar igeren porfirin molekiilleri
sentezlenip lipozom kapsiilleri icerisine yerlestirilmesi hedeflenmistir. Calismada
kullanilan porfirin molekiilleri: protoporfirin IX, meso-tetra (4 karboksi fenil)
porfirindir. Aminoasit ve seker gruplart ile modifiye edilmis porfirinlerin 1,2-
dipalmitoyil-sn-glisero-3 fosfakolin (DPPC), 1,2 -dioleyil-sn—glisero-fosfakolin(DOPC)

fosfolipidler lipozomlari hazirlanmistir.



BOLUM 2

PORFIRINLER

2.1 PORFIiRINLERIN TANIMI VE GENEL YAPISI

Porfirinler; dort pirol halkasindan olusan makrosiklik ligandlardir. Porfirinler
yirmi karbon ve dort azot atomu icermektedir. Bir biiyiik halka, kendi i¢inde dort
karbon ve bir azot iceren kiiclik halkalardan olugsmaktadir. Dort pirol halkasi birbirine
vinilik karbon atomu itizerinden bagl olup (R. Miligram, 1997) bu karbon atomunda
stibstitlie olmus gruplar (aril, alkil, nitro vb ) mevcut ise, bu bilesiklere meso siibstitiie
porfirinler, dért meso bagli gruplar var ise bunlara simetrik olmayan porfirinler denir.
Simetrik olmayan porfirinler polar ¢oziiciilerde simetrik olanlara goére daha fazla

cOziintirler ve saflastirilmalarida daha kolaydir (Sun ve ark, 1986).
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Sekil 2.1 Protoporfirin IX molekiiliiniin yapist



Porfirin Yunancadan tiiremis bir kelime olup Yunancada mor demektir. Porfirinler
cok belirgin renktedirler. Bu nedenle porfirinlerin en 6nemli 6zelliklerinde biri de

renkleridir.

Porfirin halka sistemindeki pirol halkalarinin N azot atomlarina Fe, Mg, Co, Zn,
Ni, Cu gibi metal iyonlarmin baglanmasiyla metalloporfirin diye tanimlanan cesitli

porfirin bilesikleri olusur.

Porfirin yapis1 dogada bulunan bitki ve hayvanlardaki 6nemli biokimyasal
fonksiyonlarda bulunmaktadir ve bu sebepten dolay1 biyolojik sistemlerdeki en 6nemli
gruplar olarak bilinmektedir (Balaz ve ark, 2005 ).Porfirinler viicuttaki hiicrelerin
oksijen kullanmalarin1 saglamak gibi yasamsal bir igleve sahip, kirmizi bir pigment olan
hem molekiiliinii olusturmak tizere demire baglandiklarindan viicut i¢in 6nemlidirler.
Genellikle demir ya da magnezyum metal kompleks yapisinda olan porfirinler, dogada
yaygin olarak bulunmaktadirlar ve hemoglobin, miyoglobin, sitokrom, katalaz,
peroksidaz, klorofil ve bakteriyoklorofil gibi 6nemli metabolitlerde prostetik grup
olarak yer almaktadirlar ( Vicente ve Smith,2000). Normal dokuya nispeten neoplazma
dokusunda birikme egiliminde olduklar1 i¢in porfirinler, fotodinamik terapide(PDT)
oldukea yaygin olarak kullanilirlar ve dioksijeni, 1sinla etkilestiginde kanser hiicrelerini
yok eden singlet haldeki oksijene cevirebilirler (Ali ve Lier,1999, Sternberg ve
Bruckner, 1998, Kadish 2000) Porfirinler giiniimiizde cilt hastaliklarinin tedavisinde,
viicuttaki timorlerin yok edilmesinde, kalpteki daralan koroner damarlarin ag¢ilmasinda,
enfeksiyon hastaliklarina yol acan bakterilerin tedavisinde kullanilmaya baglanmustir.
Bircok arastirmaci, porfirinlerin ve porfirinlerin yapitasi olan pirollerin sentezi amactyla
kullanisli metotlar bulmak ic¢in c¢alismislardir. Bulunan metotlarin bir¢ogu cok fazla
sentetik basamak icermektedir ve sonucta olusan pirol ve porfirin tiirevlerinin verimleri
yeteri kadar yliksek olmamaktadir. Fakat son zamanlarda bu tiir bilesiklerin ve

tiirevlerinin sentezi i¢in oldukea etkin ¢aligmalar yapilmis ve halen yapilmaktadir.



a)

COOH

HOOC

Sekil 2.2 a) Hemoglobin yapisindaki Demir-Heme grubu b) Klorofil yapisindaki Mg-

porfirin
2.3 PORFIiRINLERIN GENEL OZELLIiKLERIi

Pirol halkalarinda bulunan azot atomlar1 dolayisiyla bitiin porfirinler zayif
bazdir. Genellikle yan zincirlerindeki karboksil gruplarindan dolay1 asit olduklarinda

zayif amfoter 6zellik gosterirler.

Porfirinler ihtiva ettikleri konjuge baglarin rezonans o6zelligi dolayisiyla
karakteristik absorbsiyon spektrumu verirler. Organik c¢oziiciilerdeki veya inorganik
asitlerdeki c¢ozeltileri ¢ok kuvvetli kirmizi floresans gosterirler. Bu floresanstan

porfirinlerin aranmasi1 ve miktar tayininde yararlanilir.

Porfirinler, belli dalga boylarinda radyasyon enerjisi absorbladiklarindan (goriiniir
ve spektral araliklar da dahil ) radyasyona hassas maddeler olarak kullanilabilir. 400
nm de absorpsiyon badni olustururlar. Bazi porfirin tiirevlerinin timoér ve hizli gelisen
dokularda toplandig1 ve kanserli hastalarda kanserli dokunun belirlemesinde floresans

indikator olarak kullanilabilecegi bulunmustur. (Badger ve ark, 1964 ).
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Sekil 2.3 ProtoporfirinIX molekiiliine ait UV-Vis Spektrumu
2.3 Bioaktif Molekiil Bagh Porfirinler

Porfirinler sahip olduklar1 fotofiziksel ve fotokimyasal o6zelliklerinden dolay1
fotodinamik terapi (PDT)’de kullanilmaktadir. Son yillarda bir¢ok porfirin ve porfirin

tiirevleri PDT’de fotosensitizor olarak yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir.

Son zamanlarda, porfirinlerin biyolojik etkisini arttirmak i¢in fotosentizor olarak
kullanilan porfirinlerin protein (Cavanaough,2002, Nagae 1998) , peptid (Chaloin,2001)
ve sekerler (Cavaleiro,2009) gibi farkli maddelerle konjugasyonlar1 arastirilmaktadir.
Ozellikle aminoasitlerle modifiye edilmis porfirinlerin PDT icin karakteristik ozellik
gosterdigi belirtilmistir. Aminoasitler ile modifiye edilmis porfirinlerde aminoasit
kisimlarin sulu ¢ozeltilerde ¢oztntrligu arttirdigindan PDT i¢in iyi bir fotosentizor

adaydir (V. Serra ve ark,2010) .

V. Serra ve arkadaslar fotodinamik terapi icin fotosentizor olarak yeni aminoasit
bagli yeni porfirinlerin tiimoral (HeLa) ve tiimoral olmayan (HaCat) hiicrelerdeki
etkisini incelemislerdir. Timorlii  hiicrelerin  normal hiicrelere gore daha yiiksek

fototoksisite gosterdigini gormiislerdir. Bu aminoasit igeren yeni porfirinlerin (3,4,5,6)



Fotodinamik terapi i¢in giiclii fotosentizor oldugunu belirlemislerdir (V. Serra ve

ark,2010) .

3: Rj=H R,=CH3
4ZR1:CH20H RZZCH3

5 ZR]ZCH2C6H4OH RZZH

Sekil 2.4 V. Serra ve arkadaslarinin sentezledigi porfirin tiirevleri



BOLUM 3

FOTODINAMIK TERAPI

3.1 FOTODINAMIK TERAPI

Fotodinamik Terapi (PDT), 1s18a duyarli ilacin (fotosensitizor) hastaya verilmesi
ve bu ilacin timorlii dokuda birikmesinden sonra, uygun dalga boyundaki isik ile
uyarilarak tiimoriin yok edilmesi islemidir. Isiga-duyarli bu ilaglarin normal dokuya

gore tiimorlii dokuda birikme ve muhafaza edilebilme egilimleri ¢ok daha fazladir.

Fotodinamik Terapi (PDT) kanser tedavisi i¢in alternatif bir yontemdir. Segici
olarak, tiimorlii doku tahribatini neden olur ve fotosensitizér olarak isimlendirilen bir

ilag ile lazer 15181n1n kombinasyonunu kullanir.
3.2 FOTODINAMIK TERAPI ILE TEDAVI

Son 20 yildir uygulanilan tedavi de ilk olarak 1s18a duyarli fotosensitizér damar
yoluyla viicuda enjekte edilir ve fotosensitizor hizlica tim dokulara yayilir.
Enjeksiyondan 48 -72 saat sonra, fotosensitizor konsantrasyonu normal dokulara oranla
timorli dokularda daha fazla artmaktadir. Bu esnada fiber optik veya endoskopi ile
yogun lazer 15181 gonderilir ve fotokimyasal reaksiyon baslar. Fotokimyasal reaksiyon
sonucu sitotoksik tiirler olusur ve bu da timorli dokunun nekrozis yoluyla 6liimiine

neden olur (Phillips D, 1997).



TUMOR

Damar wolvvla enjeksivon

48-T2 saat sonra

Sekil 3.1 PDT Yontemiyle Tedavinin Sematik Diagrami (Phillips D..Progress in

Kinetics).
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3.3 FOTODINAMIK TERAPIDE FOTO KiMYASAL OLAYLAR

PDT, toksik olmayan ii¢ faktoriin kombinasyonuna dayanmaktadir. Bunlar;
fotosensitizor (1s1k absorplayict molekiil), 151k ve oksijendir. PDT’ nin temeli belirli
dalga boyundaki 1sikla uyarilan fotosensitizor tarafindan baslatilan bazi fotokimyasal

reaksiyonlardir.

Bir molekiiliin elektronik olarak uyarildigi zaman, temel hale doniisii i¢in birkag
olasilik s6z konusudur. Bunlardan biri fotonun geri verilmesi olay1 emisyon prosesidir.
Floresans da denilen bu proses de, 151k yiiksek enerjili diizeyden daha diisiik enerjili
diizeye ge¢mektedir (Stepp H, 2003). Molekiiliin 1s1 veya floresans ile temel hale
donmesi nanosaniyelerle ifade edilebilecek kadar hizli bir prosesdir. Bir molekiiliin
potansiyel bir fotosensitizor olabilmesi i¢in, absorpladigi enerjiyi en azindan mikro
veya milisaniye diizeyinde depolayabilmesi gerekir. Bu da ancak uyarilmis olan
elektronun spinini degistirmesiyle miimkiindiir. Elektronun doniis yoniinii degistirmesi
sistemler aras1 gecis olarak adlandirilir. Uyarilmis haldeki fotosensitizor ise triplet
haldedir. Triplet haldeki fotosensitizor depoladigi enerjisini bir substrat molekiiliine
transfer edip, yeniden temel haline donebilir ve yeni bir foton absorplamak i¢in hazir
bulunabilir. Kuantum mekanigine gore; direkt olarak fotonlar tarafindan
uyarilamayacak olan substrat molekiilii (genellikle oksijen), fotosensitizor tarafindan
aktarilan enerjiyle uyarilmis hale gecer. Boylece fotosensitizor, 151k enerjisini oksijen
molekiiliine transfer eden ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna sebep olan bir
katalizor gorevi gormektedir. Islem sonunda fotosensitizorler, ROS tarafindan

degistirilebilir veya yikima ugrayabilir (Acar,2007).
3.4 FOTOSENSITIZORLER

Fotosensitizorlerin fiziko-kimyasal 6zellikleri PDT’ nin etkinligi agisindan
olduk¢a onemlidir. ideal bir fotosensitizor, olabildigince suda ¢oziiniir olmalidir
(Phillips D.) Segici olarak neoplastik dokuda birikebilmeli ve kimyasal olarak saf
olmalidir. Optimal doku gecirgenligi saglayan dalga boyunda aktif olmalidir. Tiimorli

dokuda kisa siire icerisinde en yiiksek konsantrasyonlara ulasabilmeli, normal dokudan
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kisa siirede uzaklasabilmelidir. Singlet oksijen olusumu i¢in yiitksek kuantum verimine

sahip olmalidir. Karanlikta toksik etki gostermemelidir (Luksiene Z, 2003).

Klinik tedavilerde uygulanmaya baslanmis Amerika Kanser Dernegi (American
Cancer Society=ACS, 2007) tarafindan belirlenen birka¢ fotosensitizer bulunmaktadir.
Bunlar:

1. Porfimer Sodyum (photofrin)

2. Aminolevulinik Asit (ALA ya da Levulan)

3. Aminolevulinik Asit’in Metil Esteri (Metvixia)

4. Meso-tetra-hidroksifenil-klorin (mTHPC)

5. Verteporfirin (Visudin) dir .

Sekil 3.2 Meso-tetra-hidroksifenil-klorin (mTHPC) yapist
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Sekil 3.3 Verteporfirin (Visudin) yapisi
3.5 FOTODINAMIK TERAPIDE ISIK VE DALGA BOYU

PDT’de kirmiz1 ya da kizilotesi denilen, goézle goriinmeyen, uzun dalga
boyundaki 1s1k kullanilir. Fotobiyolojik reaksiyonun gerceklesebilmesi i¢in 1s181n dalga
boyunun PS’in absorbsiyon spektrumu ile uygunluk gostermesi gereklidir (Nowis D,

Makowski M, Stoklosa T, Legat M, Issat T, and Jakub G , 2005).

PDT’de 151k kaynagi, kullanilan PS’nin in vivo’daki aktivasyon spektrumuna
uygunluk gosteren dalga boyundaki 15181 saglamalidir. Bir ¢ok PS genis bir dalga boyu
araliginda aktive olabilir fakat PS’ nin maksimum absorbsiyonunu veren dalga boyu ile
aktive edilmesi,'O, gibi toksik foto iiriinlerin daha yiiksek miktarda iiretilmesine olanak

saglar.

Kullanilan 1s181mn dalga boyu ile 1s18in doku i¢inde ulasabildigi derinlik
(penetrasyon) iliskilidir fakat dalga boyu ile birlikte, 15181n hiicreler ve diger mikro
yapilar tarafindan kirilmas: ve bazi molekiiller tarafindan (6zellikle hemoglobin,
melanin ve su) absorbe edilmesi de penetrasyonu etkiler. 630 nm civarinda 15181n etkili
olabildigi derinlik (penetrasyon) 2 — 3 mm iken, 600 nm {izerindeki dalga boylarinda

hemoglobinin absorbansi diistiigiinden, 1s181n dokuya penetrasyonu 5 — 6 mm’ ye ulasir.
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800 nm’nin lizerinde ise, 151k fotonlarmin enerjisi dalga boyuyla ters orantili
oldugundan, "O, olusumuna yetecek foton enerjisi ortaya ¢ikmaz. Bu sebeple derinde
yer alan, genis ¢apl kanser dokularinda calisirken, PS’ nin maksimum absorbsiyon
degeri ile uyumlu olmasa da uzun dalga boyundaki 151k uygulandiginda daha iyi
sonuglar elde edilmisir (Wilson, B, 2003).

3.6 FOTODINAMIiK TERAPININ ETKIN MEKANIZMASI

Phowcproduet
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Sekil 3.4 Fotodinamik Terapinin Etkin Mekanizmas1 ( R. M. Jon 1996)
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3.6.1 Tip I Reaksiyonlari

Tip I reaksiyonunda serbest radikaller substrat ile etkilesime girer. Tip I
reaksiyonlarinda, uyarilmis haldeki fotosensitizoriin sahip oldugu hidrojen atomunu,
hiicresel bir molekiile aktarmasiyla ortaya ¢ikan yliksek reaktif 6zelligi olan radikaller,
ozellikle hidroksi ve hidrojen peroksit radikalleri, molekiiler oksijen ile reaksiyona

girerek oksijenlenmis tirlinler olusturur (Dost, 2006).
3.6.2 Tip II Reaksiyonlar:

Tip II reaksiyonunda molekiiler oksijene enerji transferi ile singlet oksijen
meydana gelir. PDT’ de kullanilan birgok fotosensitizor etkisini ¢cogunlukla bir reaktif
oksijen tiirii olan O, tizerinden Tip II reaksiyonlariyla gosterir. Tip II reaksiyonlarinda
uyarilmis durumdaki fotosensitizor enerjisini dogrudan molekiiler oksijene verir ve
singlet oksijien olugmasina neden olur. O,’nin elektronik olarak uyarilmis hali olan

singlet oksijen, biyomolekiilleri oksitleyerek hiicresel tahribata neden olur (Dost, 2006).
7 Fotodinamik Terapide Oksijen Olusumu

Oksijenin PDT” deki 6nemi, singlet oksijen meydana gelmesinden kaynaklanir.
Singlet oksijenden baska diger ROS’ler (hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonlari
gibi) de hiicresel tahribat i¢in 6nemli olan diger bilesenlerdir. PDT etkisinin oksijenle
ilgili oldugu bir ¢ok caligmada gosterilmistir (Henderson, et al. 2006; Foster et al.,
1991; Schunck and Poulet, 2000). Uyarilan singlet oksijende reaktivite ¢ok yiiksektir.
Singlet oksijen aldig1 enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi seklinde verip yeniden molekiiler
oksijene doniisebilir. Singlet oksijen diger molekiillerle etkilesime girdiginde sahip
oldugu enerjiyi ya transfer eder ya da kovelent tepkimelere girer. Ozellikle karbon
karbon ¢ifte baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Hipoksik hiicrelerde
yapilan arastirmalarda, PDT ye karsi direng olusumu gézlemlenmistir.(Mitra, et al.,

2006).
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3.8 Fotodinamik Terapinin Tiimor Seciciligi

PDT, yalnizca hasta bolgenin 1simnlanmasi ve fotosensitizoriin tiimorli bolgede
konumlanabilme 6zelliginden dolayr ©6zel bir tedavi yontemidir. Fotosensitizoriin
hedeflenen dokuda toplanmasi, fotosensitizoriin biyokimyasal o6zelliklerine baglhdir.
(Reddi, 1997). Hiicresel hasarin meydana geldigi ilk yer olmasi acisindan fotosensitizor

lokalizasyonu, PDT sonucu ortaya ¢ikan hiicre 6liimii i¢in de belirleyici rol oynar.

Normal doku ve tiimorli doku arasindaki fizyolojik farklarin, fotosensitizoriin
secici olarak timor dokusunda birikmesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu

farkliliklar:

» Tiumorlii dokuda diisiik oksijen miktart ve yiiksek glikolitik aktiviteden dolay1
hiicre dist pH’nin, normal dokuya goére daha dusik olmas: (disik pH’da

fotosensitizoriin hiicre i¢cine alinmasi daha kolay gerceklesir) (Kessel, et al.,1987).

» Timorlii dokuda daha ¢ok makrofajin bulunmasi (hidrofobik fotosensitizérlerin

bu bolgede toplanmasini kolaylastirir).

» Tiimorde lenfatik drenajin normal dokuya kiyasla diisiik olmasi,

» Tiimor dokusunun normal dokuya gore daha biiyiik bir i¢ hacime sahip olmasi,

» Tiimor dokusunda bulunan mikrodamarlarda ¢atlaklarin bulunmast,

» Tiimoriin normalden fazla miktarda kollajen icermesi ,

» Timor dokusundaki hiicrelerin normal hiicrelerden daha ¢ok lipoprotein

reseptoriine sahip olmasidir (Jori, et al., 1984; Tuncer ).



BOLUM 4

LiPOZOMLAR

4.1 LIPOZOMLARIN TANIMI VE GENEL YAPISI

Lipozomlar katmanli fosfolipitlerin bilesimiyle meydana gelen ¢ok kiigiik
(nanometre boyutunda) sulu faz igeren kabarciklardir (Giirsoy 2002, Schwendener
2007). Caplar1 0.02-3.5 um arasinda degisir. Lipozomlar, ilk olarak Alec Bangham
tarafindan 1964 yilinda hiicre zar1 calismalarinda kullanilmistir (Diizgiines and
Gregoriadis 2005). Hazirlanmalart i¢in temel olarak dogal veya benzeri lipitler
kullanilmaktadir. Lipozomlar lipit tabaka ve sulu faz olmak tizere iki boliimden

olusurlar. Lipit tabakanin temel yapitasi fosfolipitlerdir.

Lipozomlarin i¢ine aldiklari ilaci tasiyabilecek ii¢ bolgesi vardir. Ilag molekiilii
fosfolipit tabakaya (lipofilik etkin maddeler), sulu kisma ( hidrofilik etkin maddeler)
veya su-lipit ara ylizeyine (peptid ve kiigiik proteinler) alinarak tasinabilir. Bu sekilde
hem lipofilik hem de hidrofilik etkin maddeler hatta orta derecede lipofiliteye sahip
etkin maddeler lipozom seklinde formiile edilebilir (Uhumwangho MU ve ark,2005
Allen TM,1997, Matteucci ve ark,2000).

16
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Fostfolipit “
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Sekil 4.1 Lipozom olusumu ve yapisi. ( Liposome farmulator and Manufacturer.)

Lipozom igine alma

Hiicre disa

Sekil 4.2 Hiicre zar1 ile lipozom etkilesimi (Dhand R. , 2004)
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4.2 LIPOZOMLARIN SINIFLANDIRILMASI

Lipozomlar boyutlarina gore kiigiik (Small) ve biiyiik (Large) olarak, katman
sayllarina gore tek tabakali (Monolayer), iki tabakali (Bilayer) ve c¢ok tabakali
(Multiplelayer) olarak siniflandirilirlar (Giirsoy, 2002).

Cok tabakali lipozomlar (MLYV) : Bircok lipit tabaka ile bu tabakalarin

aralarinda yer alan sulu ¢ozeltiden olusurlar.

Biiyiik tek tabakal lipozomlar (LUV): Sulu fazi cevreleyen tek bir lipit

tabakadan olusurlar.

Kiiciik tek tabakal lipozomlar (SUV): Sulu fazi1 ¢evreleyen tek bir lipit

tabakadan olusurlar.

Ters faz teknigi ile hazirlanan lipozomlar (REV): Sulu faz1 ¢evreleyen tek bir

lipit tabakadan olusurlar.

4.3 LiPOZOMLARIN HAZIRLANMASINDA KULLANILAN
FOSFOLIPIiDLER

Lipozomlarin temel bileseni fosfolipitlerdir. Fosfolipitlerden olusan yapiya
kolesterol, tokoferol gibi molekiillerin eklenmesiyle dayaniklilik arttirilir. Ayrica,
immiunoglobiilinlerin, glikolipidlerin ve monoklonal antikorlarin baglanmasiyla
lipozomlarin istenilen organ ve dokuya hedeflendirilmesi saglanabilmektedir. (Giirsoy

2002).

Lipozom hazirlanmasinda kullanilan fosfolipitlerin i¢erdikleri baslica doymamig
yag asitleri oleik, linoleik, linolenik ve arasidonik asit, doymus yag asitleri de laurik,
miristik, palmitik, stearik, ve arasidik asitlerdir. En ¢ok kullanilan dogal ve sentetik
fosfolipitler; yumurta ve soya kaynakli fosfatidilkolin (PC), dipalmitoilfosfatidilkolin
(DPPC),dioleilfosatidilkolin (DOPC), distearilfosfatidilkolin (DSPC), fosfatidilserin
(PS), fosfatidilinozitol (PI), fosfatidiletanolamin (PE) ve stingomiyelindir.
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Sekil 4.3 Bazi fosfolipidlerin yapisi.

LiPIT TiPi KISALTILMASI | YUKU Te ('C)
Tek Komponent

Yumurta Fosfaditilkolini Yumurta(egg) PC 0 -15, -7
Dioleoilfosfatidilkolin DOPC 0 -22
Dilaurilfosfatidilkolin DLPC 0 0
Dimiristoilfosfatidilkolin DMPC 0 +23
Dipalmitoilfosfatidilkolin DPPC 0 +41
Distearoilfosfatidilkolin DSPC 0 +58
Diizostearoilfosfatidilkolin DIPC 0 -
Si1g1ir Beyni Sfingomiyelin Brain SM 0 +32
Yumurta Yumurta (egg) PE 0 -
Fosfatidiletanolamaineni

Dimristoilfosfatidiletanolamin DMPE 0 +48
Dimristoilfosfatidilgliserol DMPG (-) +23
Dimristoilfosfatidik Asit DMPA (-) +52
Sigir Beyni Fosfatidilserini Brain PS (-) +5
Disetilfosfat DCP (-)

Stearilamin SA +)

Karisimlar

Ps/Dspc/Dppc (1:4, 5:4,5) -) +43
Dppd/Kolestrol (1:1) 0 YOK

Cizelge 4.1 Lipozom olusturmak icin kullanilan fosfa lipidlerin 6zellikleri ( A.

Yurdakul, R. Atav,2007) (Tc (°C) : Camst gegis sicaklign)



21

4.4 FOSFOLIPIDLERIN OZELLIiKLERIi

Fosfolipitlerin se¢imi, genellikle fosfatidilkolinler ve fosfatidilgliserollerle
sinirlidir. Bu secimde, fosfolipitlerin toksik olmamalari, saf olarak kolaylikla

bulunabilmeleri, ucuz olmalar1 gibi faktorler etkili olmaktadir.
4.5 LIPOZOMLARIN HAZIRLANMASI
4.5.1 Cok Tabakal Lipozomlarin (‘Multilamellar Vesicle’, MLV) Hazirlanmasi

Bu tiir lipozomlar Bangham tarafindan gelistirilmis yonteme gore hazirlanirlar, ilk
olarak uygun bir lipit bilesiminin kloroformdaki ¢6zeltisi olusturulur. Daha sonra bu
cozeltinin ¢oziiclisti rotary evaporator ile uzaklastirilarak ince bir lipit tabakasi haline
getirilir. Son olarak bu kuru tabaka iizerine sulu faz ilave edilir ve calkalanir. Lipit
kisim sulu faz i¢inde ¢oziinerek siser ve i¢ ice kapali tabakalari olusturur. Bu kapali
tabakalarin arasinda da sulu faz vardir. Hidratasyonun tamamlanmasi i¢in lipozom
dispersiyonu buzdolabinda bir gece bekletilir. Elde edilen lipozomlar homojenizatérden
veya mikrofluidizatorden gecirilerek homojen hale getirilebilirler. Son yillarda, bu tiir
lipozomlarin  biiyilk oranda iiretimini kolaylastirmaya yonelik arastirmalar

yapilmaktadir.
4.5.2 Kiiciik Tek Tabakah Lipozomlar (‘Small unilamellar vesicles’, SUV)

Bu tiir lipozomlarin hazirlanmalar1 sirasinda siklikla ¢ubuk veya banyo tipi
sonikatorlerden yararlanilir. Sonikasyon araciligiyla olusmus olan cok tabakali
lipozomlar pargalanarak tek tabakali lipozomlara doniisiirler. Bu lipozomlarin eldesinde
kullanilan bagka bir yontem deterjan diyaliz yontemidir. Bu yontem de ince lipit
tabakasi tizerine i¢inde deterjan (6rn. sodyum kolat) bulunan bir tampon c¢ozeltisi
eklenir ve iyi bir dagilim olusana kadar calkalanir. Bu sirada fosfolipitler sodyum kolat
ile bir karistm miseli olusturur, daha sonra kolat diyaliz veya jel filtrasyonu
uzaklastirilir. Uygulanan bir bagska yontem de enjeksiyon yontemidir. Sulu faz, camsi
gecis sicakliginin tizerindeki bir sicakliga 1sitildiktan sonra yavas yavas karistirilirken
icine bir hipodermik igne araciligiyla lipitler (etanoldeki ¢ozeltisi) enjekte edilir. iki faz
karsilastiginda lipozomlar olusur. Bu yontemin etanol gerektirmesi biyolojik

maddelerin lipozomlanmasinda kullanimini sinirlamaktadir.
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4.5.3 Biiyiik Tek Tabakalh Lipozomlar (‘Large unilamellar vesicles’, LUYV)

Bu tiir lipozomlarin hazirlanmalar1 sirasinda c¢esitli yaklagimlar kullanilir. Eter
enjeksiyonu yonteminde, fosfolipitlerin eterdeki ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra 55-60 °C
sicakliktaki sulu faza enjekte edilir, eter uguruldugunda lipozomlar elde edilmis olur.
Bu lipozomlarin eldesinde kullanilan bir diger yontemde asidik fosfolipitlerden elde
edilmis tek tabakali kiigtik lipozomlar tizerine kalsiyum ilavesiyle biiyiik silindirik ve
kivrik ¢ok tabakali yapilarin olusturulmasi prensibine dayanir. Kokleat olarak
adlandirilan bu yapilarin iizerine etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) konulunca biiyiik
tek tabakali lipozomlar elde edilir. LUV hazirlanmasi asamalarinda petrol eteri

buharlastirilmasi, deterjan diyaliz ve ters buharlastirma yontemleri de kullanilmistir.
4.5.4 Ters Faz Buharlastirma Yontemi ile Hazirlanan Lipozomlar

Bu lipozomlarin hazirlanis sekilleri ve bazi &zellikleri biraz farklidir. ilag
kapsiilleme verimleri % 35-65 arasinda olup tutulan kismm hacmi 15 pL/mL
civarindadir. Hazirlanmalar sirasinda, fosfolipitleri ve ugucu organik ¢oziicliyll i¢eren
cozeltiye sulu tampon ilave edilir, sonikasyon isleminden sonra ¢oziicli algak basing
altinda ugurulur. Bu sirada fosfolipitleri igeren ¢ozeltiyle sulu tamponun birlikte
sonikasyonu su damlaciklarinin fosfolipit tabakasiyla ¢evrilmesini saglar. Organik fazin

ucurulmasi sirasinda da damlaciklar jel benzeri viskoz yapida ¢okerler.
4.6 LIPOZOMLARIN KARAKTERIZASYONLARI
4.6.1 Lipozomlarin Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimn Tayini

Lipozomlarin partikiil biiytikligii ve dagilimi dinamik 151k sag¢ilimi spektrometresi

(DLS) aleti ile dl¢iilmektedir.

Dinamik 1s1k sa¢ilimi methodu (DLS) seyreltik cozelti igerisindeki kiigiik
pargaciklardan sacilan 1s18in siddetinin ve degisiminin Olgiilmesi temeline dayanir.
Sagilan 151810 siddetindeki degisim, parcacigin hareketine buna bagl olarak da

parcacigin biiyiikligiline, ortamin vizkozitesine ve sicakliga baglhdir (centrallab).
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6.2 Lipozomlarin Sekillerinin Belirlenmesi

Lipozomlarin  sekilleri  taramali  elektron = mikroskobu (SEM) ile

gozlemlenmektedir.

Taramalt Elektron Mikroskobunda (SEM) gorintli, yiiksek voltaj ile
hizlandirilmis elektronlarin numune {izerine odaklanmasi bu elektron demetinin
numune yiizeyinde taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlart arasinda olusan
cesitli girisimler sonucunda gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal

giiclerinden gecirildikten sonra bir katot 1sinlar1 tiipliniin ekranina aktarilmasiyla elde

edilir.

L 100nm BINATAM 5/3/2011
X 37,000 5.0kV SEI SEM WD 9.1mm 3:54:53

Sekil 4.4: Porfirin igeren lipozomlarin SEM goriintiisii

4.6.3 Lipozomlarin Yiiklerinin Belirlenmesi

Lipozomlarin yiikleri zeta potensiyel ol¢timleri ile Zeta Sizer aleti kullanilarak

yapilmaktadir.

Zeta Sizer aletinin ¢alisma prensibi elektroforezdir. Elektroforez ortamda bulunan

partikiillerin elektriksel alandaki hareketini ifade eder. Elektroforetik hiz, elektroforetik
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mobilite ile orantilidir. Elektroforetik mobilite. Olgtlilebilir bir parametredir.

Elektroforetik mobilite de zeta potansiyeli ile iligkilidir.

4.7 LIPOZOMLARIN KULLANIM ALANLARI

Lipozomlar tipta tani, tedavi ve koruyucu amagclar i¢in kullanilmaktadir. Viicudun
yap1 tas1 olan fosfolipitlerden yapilmalari nedeniyle bagisiklik sistemini uyarmazlar ve

toksik etki gostermezler (Giirsoy 2002).

Lipozomlar, temel olarak aktif maddelerin etkinligini arttiracak ve istenmeyen
toksik ozelliklerini azaltacak sekilde, ¢ok secici olarak maddelerin tasinmasinda

kullanilmaktadir.

Diger  durumlarda, lipozomlar etkinin uzatilmasinda  adsorbsiyonun

gelistirilmesinde veya basitge aktif maddelerin stabilize edilmesinde kullaniimaktadir.

Lipozomlarin baslica;

e topikal (lokal),

e transdermal (deri i¢erisinden kan dolasimina aktarma),

eoral (agiz yolu ile),

eintraperitonal (karin zari boslugunun igerisinde, karinla ilgili organlar1 iceren

bolge),

eokiilar (gozle ilgili bolge),

e intramuskiilar (kasin igerisine zerk edilen),

esubcutaneous (deri altina zerk edilerek),

einhaled (solukla igeri ¢cekme)

gibi miimkiin olan tiim medikal alanlarda kullanilmis ve her birinde olumlu

sonugclar elde edilmistir.
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48 LiPOZOMLARIN DIGER iLAC SALINIM SISTEMLERINE
USTUNLUKLERI

e Dogal yapitasi olan fosfolipitlerden olusurlar.

e Kendileri veya yikim triinleri toksik degildir.

e Bazi yapisal eklentilerle etkinin istenen bolgeye hedeflenmesi saglanabilir.

e Biyolojik olarak yikimlar1 miimkiindiir.
4.9 LIPOZOMLAR iLE HUCRELER ARASINDAKI ETKILESIM CESITLERI
1. Fiizyon: Lipozomun en dis tabakasinin hiicre membraniyla birlesmesidir.
2. Adsorbsiyon: Lipozomun hiicre yiizeyine sikica tutunmasidir.

3. Lipit degisimi: Hiicre membran yapisindaki lipitlerin, lipozom yapisinda bulunan

lipitlerle karsilikli degisimidir.

4. Endositoz: Hiicre yiizeyine temasta bulunan lipozomlarin fagositoz yoluyla hiicre

icine alinmasidir.

Adsorpsiyon Lipidik degisim

Sekil 4.5 Lipozomlar ile hiicreler arasindaki farkl etkilesim ¢esitleri ( A. Yurdakul, R.
Atav ,2007 ).



BOLUM 5

DENEYSEL KISIM

5.1 KIMYASALLAR

Protoporfirin ~ (PPIX), meso-tetra(4karboksifenil)porfin  (TCPP) , N
hidroksisiiksinimid (NHS), N,N' disiklohekzilkarbondiimit (DCC), dimetilaminopiridin
(DMAP), dimetilformamit (DMF), diklorometan (CH,Cl,), sodyumsiilfat (Na,SOj),
metanol (CH3;OH), kloroform (CHCIls), dimetilsiilfoksit (DMSO), n hekzan
(CH3(CH,)4CH3), metil histidin ester, glikozamin, asetonitril toluen, siilfirik asit
(H2S0,4), dekanol (C;oH;;0H) eter, magnezyum siilfat (MgSQO,), etilasetat, hidroklorik
asit (HCl), sodyum bikarbonat (NaHCOs), trifloroasetikasit (TFA), etilendiamin (H,N-
CH,-CH; -NH, ), potasyumhidroksit (KOH), fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS), c¢oziilmiis
benzotriazol 1-yl-oksi-tris-(dimetil amino)-fosfontum hekza florofosfat (BOP),1,2-
dipalmitoyil-sn-glisero-3 fosfaditilkolin (DPPC), -1,2 dioleyil-sn- glisero fosfaditilkolin
(DOPC).

5.2 CiIHAZLAR

Bioaktif porfirinlerin IR spektrumlari Perkin Elmer 600-4000 cm™ dalga boyu

araliginda ATR modiilii kullanilarak incelenmistir.

Bioaktif porfirinlerin karakterizasyonunda 400MHz’lik Bruker Ultra NMR

spektrometresi kullanildi. Karakterizasyonda CDCls ¢oziiciisii kullanildi.

Sentezlenen porfirinlerin UV-goriiniir bolge spektrumlart UNICAM marka UV
cihazi kullanilarak 300-800 nm araliginda alindi.

Hazirlanan lipozomlarin partikiil biyiikliigii ve dagilimi 25°C’de Malvern

Zetasizer dinamik 151k sagilimi1 (DLS) aleti ile ol¢iildii.

26
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Lipozomlarin UV-gériiniir bolge spektrumlart UNICAM 300-800 nm araliginda

alindi.

Hazirlanan lipozomlarin Zeta potansiyel dlgiimleri 25 °C’de Malvern Zetasizer

Nano ZS aleti ile yapildi.

Hazirlanan lipozomlarin fotograflart Jeol JSM-7001F/JSM-7001FA Thermal FE
SEM cihazi ile ¢ekildi.

5.3 Biomolekiil Bagh Porfirinlerin Sentezlenmesi
5.3.1 Oktil Alanin Yapisimin Sentezlenmesi

143 mg (1 mmol) oktil amin bilesigi, 442 mg (I mmol) 189 mg (I mmol) Ala-
BOC molekiilii 442 mg (1 mmol) BOP ve 180 mg (3 mmol) etilen diamin 50 ml
asetonitril igerisnde 8 saat karistirildi. Reaksiyon sonunda asetonitril rotary evaporator
ile uguruldu. Sonra sirastyla 2 N HCI, doygun NaHCOs3; ve doygun NaCl ile yikanir.
Daha sonra MgSO4 ile kurutulup solvent uguruldu. 452 mg (0,001 mmol) Oktil Ala-
BOC molekiilii 10 ml CH,Cl, ve 2 ml trifloroasetikasit (TFA) igerisinde ¢oziilerek 2
saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra madde sirasiyla 2 N ‘lik potasyumhidroksit
(KOH) ¢ozeltisi ile ve su ile yikanarak CH,Cl, ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz
alinip Na,SOy ile kurutularak stiziildii. CH,Cl, rotary evaporator ile uzaklastirildi. Agik
sart sivi {iriin elde edidi. IR : 3298 cm™, 2924 cm™, 2855 cm™, 1739 cm™ 1648 cm™dir.
'HNMR (CDCl3, ppm) : & 8,03 (s), 8 5,2 (s), & 3,4 (t), 8 1,26 (m), & 1,25 (d), 80,80 (t)

NH,

N

oO—O

Sekil 5.1 N-Oktil Alanin yapis1
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5.3.2 ProtoporfirinIX -Oktil Alanin Yapisinin Sentezlenmesi (PPIX-Oktil Ala)

Bir balona 100 mg (0,18 mmol) protoporfirinIX, 73 mg (0,36 mmol) N,N'-
disiklohekzilkarbondiimit (DCC), 40 mg (0,36 mmol) N hidroksisiiksinimid (NHS) ve 1
mg dimetilaminopiridin (DMAP) ilave edilerek 10 ml dimetilformamit (DMF)
icerisinde oda sicakliginda 2 saat karistirildi. Daha sonra 2 ml DMF ’de ¢6ziilmiis 71
mg (0,36 mmol) oktil ala reaksiyon karisimina ilave edildi ve reaksiyon gece boyunca
oda sicakliginda devam ettirildi. Karisim siiziilerek siiziintii kismi alindi ve rotary
evaporator ile DMF uzaklastirildi. Kati1 iirtin {ic defa su ile yikandi ve 2 defa
diklorometan (CH,Cl,) ile ekstraksiyon yapildi. Organik kisim sodyumsiilfat (Na;SOy)
ile kurutuldu ve siiziildii. Diklorometan rotary evaporator ile uzaklastirildi. Koyu kahve
renkli kati tiriin elde edildi. FT IR: 3324 cm™, 2926-2850 cm™, 1625-1571 cm™. UV-
Vis (CHCl3, Amax): 408 nm. '"HNMR (CDCls, ppm) : & 8,1 (s), 8 6,4 (1), 8 6,2 (s) & 5,1
(d), 64,7 (s), 03,2 (t),51,9-0,8(t), d-3,6 (s).

FT-IR, UV-Vis 'HNMR spektrumlar1 sirastyla Ek 1, Ek 2 ve Ek 3‘de

verilmistir.
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H
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Protoporfirin[X-Oktil Ala

Sekil 5.2 ProtoporfirinIX-Oktil Ala molekiiliiniin sentez reaksiyonu.
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5.3.3 Meso-tetra(4karboksifenil)porfin-Oktil Ala Yapisinin Sentezlenmesi (TCPP-
Oktil- Ala)

Bir balona 100 mg (0,12 mmol) meso-tetra(4karboksifenil)porfin (TCPP), 78 mg
(0,38 mmol) disiklohekzilkarbondiimit (DCC), 29 mg (0,25 mmol) N
hidroksistiksinimid (NHS) ve 1 mg dimetilaminopiridin (DMAP) ilave edilerek 10 ml
dimetilfornmamit (DMF) igerisnde oda sicakliginda 2 saat karistirildi. Daha sonra 2 ml
DMF igerisinde c¢oziilmiis 101 mg oktil ala reaksiyon karisimina ilave edildi ve
reaksiyon gece boyunca oda sicakliginda devam ettirildi. Karisim siiziilerek stiziintii
kismu alind1 ve rotary evaporator ile DMF uzaklastirildi. Kat1 {irtin 2 defa su ile yikandi
ve 2 defa kloroform (CHs;Cl,) ile ekstraksiyon yapildi. Organik kistm sodyumsiilfat
(Na;SOy) ile kurutuldu ve siiziildii. Rotary evaporatér ile kloroform uzaklastirildi. Kati
tirtine metanol / kloroform (1/10 ) kolon kromotografisi yapildi. Benzer olan tiipler
belirlenerek tiipler birlestirildi. Coziiciisii rotary evaporator ile uzaklastirildi. Koyu
kahve renkli kat1 tiriin elde edildi. FT IR: 3308 cm'l, 2919-2850 cm'l, 1628-1542 cm’™.
UV-Vis (CHCls, Amax): 420 nm. '"HNMR (CDCls, ppm): 6 8,7 (s), 8,1 (s), & 7,9 (m),
0 7,4 (m), 6 6,68 (d), 5 6,5 (d) d4.7 (q), 63,3 (1), 6 3,4 (1), 6 1,5-0,88 () , 6 -2,9 (s).

FT-IR, UV-Vis, 'H NMR spektrumlari sirasiyla Ek 4, Ek 5 ve Ek 6°da verilmistir.
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Sekil 5.3 meso-tetra (4 karboksifenil )porfin-Oktil Ala molekiiliiniin sentez reaksiyonu
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5.3.4 Meso-tetra(4karboksifenil)porfin-Metil Histidin Ester Yapisin Sentezlenmesi
(TCPP-His)

Bir balona 100 mg (0,12 mmol) meso-tetra (4karboksifenil)porfin (TCPP), 125
mg (0,60 mmol) disiklohekzilkarbondiimit (DCC), 58 mg (0,50 mmol) N
hidroksistiksinimid (DCC) ve 1 mg dimetilaminopiridin (DMAP) ilave edilerek 10 ml
dimetilsiilfoksit (DMSO) icerisinde 2 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 2 ml
DMSO’da ¢oziilmiis 85 mg (0.50 mmol) metil histidin ester reaksiyon karisimina ilave
edildi ve reaksiyon gece boyunca oda sicakliginda devam ettirildi. Karigim siiziildii.
Stizlinti kismu alindi ve rotary evaporator ile DMSO uzaklastirildi. Kati iiriin tizerine su
ilave edildi ve 2 saat oda kosullarinda karigtirildi. Sulu kisim santirifiij yapilarak ayrildi.
Daha sonra, olusan iiriine n hekzan ¢o6zeltisi ilave edildi ve gece boyunca sogukta
karistirildi. Sivi kisim santrifiij yapilarak uzaklagtirildi. Kati kisim da kurutuldu. Kahve
—kirmiz1 renkli kat1 iiriin elde edildi. FT IR: 3321 cm'l, 2929-2851 cm'l, 1772-1734
cm™, 1624-1575 cm™. UV-Vis (CHCls, Amax): 421 nm. "HNMR (CDCls, ppm) : & 13,5
(s), 6 8,8(s), 88,4 (s),d 7,9 (m), 5 7,2 (m), s 6,7 (d),d 5,6 (d), d 4,6 (t), d 3,9 (s), &
3,1 (d), 5 -2.9 (s).

FT-IR, UV-Vis, 'H NMR, spektrumlari sirasiyla Ek 7, Ek 8, Ek 9 ‘da verilmistir.



Meso-tetra (4karboksifenil )Porfin

|

DCC

NHS
DMAP

Metil histidin ester

meso-tetra (4 karboksifenil )porfin-Metil histidin ester

Sekil 5.4 meso-tetra(4 karboksifenil )porfin-Metil histidin ester molekiiliiniin

reaksiyonu.
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5.3.5 a,y-Dekan Didesil Glutamat Ester Sentezi

100 ml toluen igerisinde ¢oziilmiis 5 g (34 mmol) glutamik asit tizerine 1,04 ml H,SOy4,
13 ml dekanol ilave edilerek reflux altinda 16 saat karistirildi. Daha sonra, toluen
kahverengi-turuncu renkli {riin elde edilinceye kadar rotary evaporator ile
buharlastirildi. Uriin su ile yikanarak 3 defa eter ile ekstarksiyon yapildi. Organik kisim
Mg»S0y ile kurutuldu ve stiziildii. Eter rotary evaporator ile uzaklastirildi. Kahverengi
kat1 iiriin elde edildi. FT IR v (NH) : 3200 - 3370cm™ ; v(COOR) : 1743cm™. "HNMR
(CDCls, ppm) : 6 0,90 (t), 0 1,28 (m), 8 1,56 (m), & 1,66ppm (m), 3 4,06(m), & 4,16 (m),
62,36 (m), 6 2,10 (m), 6 3,36 (m).

O\/@#}/CH3
o}
Sekil 5.5 a,y-Didesil Glutamat Ester yapist

5.3.6 ProtoporfirinIX-a,y-Didesil Glutamat Ester Yapisinin Sentezlenmesi

20 ml asetonitril igerisinde ¢6ziilmiis 0,35 mmol protoporfirinlX ¢ozeltisine, 10
ml asetonitrilde ¢oziilmiis trietilamin (3ek), 10 ml asetonitrilde ¢6ziilmiis benzotriazol
1-yl-oksi-tris-(dimetil amino)-fosfontum hekza florofosfat (BOP) (lek) ve 10 ml
asetonitrilde ¢oziilmiis a,y-didesil glutamat ester ilave edildi. Karisim oda sicakliginda
4 saat karistirildi. Daha sonra karisim stiziildii ve birka¢ kere asetonitril ile yikandi.
Coziicti dusik basing altinda buharlastirildi ve kalinti 100 ml etilasetat da ¢oziildi.
Organik faz 2N 20 ml sulu HCI, 20 ml tuzlu su 20 ml doymus NaHCOs ¢6zeltisi ve 50
ml tuzlu su ile yikandi. Organik kistm magnezyumsiilfat (MgSO,) ile kurutuldu ve
stizildii. Cozelti diisiik basing altinda buharlastirildi. Olusan kati silika jel ile
kromotografi yapilarak saflastirildi. FT IR: 3302 em™, 2921-2852 cm™, 1735cm’,
1643-1547 cm™. UV-Vis (CHCls, Amax): 407 nm. "HNMR (CDCI3, ppm) : 6 8,3 (s), 0
6,4 (), 0 6,1 (s), 6 5,1 (d) 4,4 (1), 4,1 (t), 0 1,7-0,8 (1), 0 -3,8 (s). MALDI-Toff MS
spektrumunda [M+]: 1383 m/z dir.
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FT-IR, UV-Vis, 'H NMR, MALDI-Toff MS spektrumlar1 sirastyla Ek 10, Ek 11
Ek 12 ve Ek 13‘de verilmistir.

7
o)
oH SN 2 P
7
4 HaN
0 CHs
JONI,
OH DCC .
c— v-Didecyl Glutamat Ester
U NHS
ProtoporfirinIX DMAP

\

© O\/\/\/\/\/

ProtoporfirinIX-a,y-Didecyl Glutamat Ester

Sekil 5.6 ProtoporfirinIX-a,y-Didesil Glutamat Ester molekiiliiniin reaksiyonu.



36

5.4 SENTEZLENEN PORFIRINLERIN LiPOZOMLARININ HAZIRLANMASI
5.4.1 Materyal ve Metod

Sentezlenen bioaktif porfirinlerin lipozomlar1 1,2-dipalmitoyil-sn-glisero-3
fosfaditilkolin (DPPC) ve -1,2 dioleyil-sn- glisero fosfaditilkolin (DOPC) fosfolipidleri
kullanilarak Hidrasyon-Film Metodu ile hazirlandi .Bu yontemde porfirin/fosfolipid

mol oran1 10/100 olarak alinmistir.

Bir balonda 10 ml kloroform igerisinde sentezlenen belirli mikardaki porfirin
molekiilt ve lipid ¢oziilerek vortex yardimiyla iyice karistiritlip homojen bir karigim
elde edildi. Rotary evaporator yardimiyla kloroform uzaklastirilmasiyla film tabaka elde
edildi. Olusan film tabaka seklindeki iiriin desikatorde 1 giin bekletildi. Daha sonra
tizerine 10 ml fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) ilave edildi ve 2 saat oda kosullarinda
sonikatorde karigtirildi. Olusan lipozomlarin ayni1 boyutlarda olmasini saglamak i¢in 0,1
pum lik karbon filtrelerinden 3 defa gegirildi. Freze dryer yardimiyla lipozomlarin suyu

uzaklastirildi. Olusan kati lipozomlar +4°C de buzdolabinda saklandi.

Hazirlanan lipozomlarin karakterizasyonu i¢in UV, DLS, Zeta Potansiyel ve SEM

Olctimleri yapildi.

Hazirlanan lipozomlarin partikiil buytikligii, dagilimi ve zeta potansiyel 6l¢timleri
yapildi. Olgiimler, aletin kiivet sisteminde az miktarda lipozomun PBS iginde

dagitilmasiyla elde edilen dispersiyon kullanilarak yapildi.

Hazirlanan lipozomlarin karakterizasyonunda tarmali elektron mikroskobu (SEM)
gorlintiisii almak i¢in freze-dryer ile suyu giderilen numune, SEM cihazinin aparati
iizerindeki 0,25 cm? lik karbon band: tizerini kapatacak sekilde siiriilerek, iletkenligini

saglamak i¢in Au-Pd kaplama yapildiktan sonra SEM 6l¢iimii alindu.
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Lipozom

Kullamilan porfirin ve

miktari

Kullanilan lipid ve

miktari

PPIX-Oktil-Ala-DOPC

I mg (0,001 mmol) PPIX-
Oktil-Ala

8 mg (0,01 mmol) DOPC

PPIX-Oktil-Ala-DPPC

I mg (0,001 mmol) PPIX-
Oktil-Ala

8,5 mg (0,01 mmol) DPPC

TCPP- Oktil-Ala-DPPC

1 mg (0,006 mmol) TCPP-
Oktil-Ala

5 mg (0,06 mmol) DPPC

TCPP-His-DOPC

2 mg (0,001 mmol) TCPP-
His

10 mg (0,01 mmol) DOPC

PPIX-Glu-DOPC

3 mg (0,002 mmol) PPIX-
Glu

9 mg (0,02 mmol) PPIX-
Glu-DOPC

PPIX-Glu-DPPC

4 mg (0,003 mmol) PPIX-
Glu

10 mg (0,03 mmol)PPIX-
Glu-DPPC

Cizelge 5.1 Hazirlanan lipozomlar ve bunlarin hazirlanis miktarlar

5.4.2 PPIX- Oktil Ala-DOPC Lipozomunun Hazirlanisi

OJ\/\/\/\/=\/\/\/\/CH3
0]
N P H
o) R O\)\/O\[]/\/M/\/\/\/C 3
O o]
HaC-N"

HsC CH.

DOPC (Dioleyil-sn-gliserofosfatidilkolin)




ﬁ)‘\NHCSHﬁ

(o) H3C

Sekil 5.7 ProtoporfirinIX-Oktil Ala ve DOPC yapisi

5.4.3 PPIX- Oktil Ala DPPC Lipozomunun Hazirlanisi

CHj;

NHCgH;,

NHCgH,7

PPIX-Oktil Ala

Sekil 5.8 PPIX-Oktil Ala ve DPPC yapisi
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5.4.4 TCPP-Oktil Ala DPPC Lipozomunun Hazirlams:

HsC  CHy

CH
° 0

0,

N
H
O i
NHCgH,y

NHCgH:

zx

NH o

NHCgHi7
et W/K

o
0 0 H:C

CHy

TCPP-Oktil Ala

Sekil 5.9 TCPP-Oktil Ala ve DPPC yapisi

5.4.5 TCPP-His -DOPC Lipozomunun Hazirlanis
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TCPP-His

Sekil 5.10 TCPP-His ve DOPC yapis1

5.4.6 PPIX- Glu - DOPC Lipozomunun Hazirlanisi

O O
HaC-N* DOPC (Dioleyil-sn-gliserofosfatidilkolin)
H3C CHs

PPIX-Glu

Sekil 5.11 PPIX-Glu ve DOPC yapis1
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5.4.7 PPIX- Glu - DPPC Lipozomunun Hazirlanisi

o]

o)j\/\/\/\/\/\/\/\
NP
K W

0 o
g DPPC (Dipalmitoyil-sn-gliserofosfatidilkolin)
HsC——N*
/\
HsC CH3
O\/\/\/\/\/
0/\/\/\/\/\

PPIX-Glu
Sekil 5.12 PPIX-Glu ve DPPC yapisi
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BOLUM 6

BULGULAR VE TARTISMA

6.1 BIOMOLEKUL BAGLI PORFiRINLERIN KARAKTERIZASYONU

6.1.1 Protoporfirin IX Oktil-Alanin (PPIX- Oktil-Ala)

PPIX-Oktil Alanin molekiilii; oktilamin ile konjuge edilmis alanin aminoasitinin
protoporfirin IX ile NHS-DCC amitlesme reaksiyonuyla elde edilmistir. (Sekil 6.1)
PPIX-Oktil Ala molekiiline ait FT-IR spektrumunda; 1625 cm” ve 1571 cm’ de
goriilen pikler porfirin molekiiliindeki amit grubu ile amino asite bagli amit gruplarinin
ortiismesinden kaynaklanan amit 1 ve amit II piklerinin varligi ve 1692 cm” deki
protoporfirin IX e ait karboksilikasit pikinin kaybolmasi beklenen iiriintin olustuguna
isaret etmektedir. Ayrica spektrumdaki 1430 cm™ civarindaki pikler porfirin halkasina
ait C=C gruplan ile periferal konumlardaki CH,=CH gruplarinin ortiismesinden
kaynaklanan piklerdir. Porfirin halkasindaki pirol gruplarina ait NH gerilim piki 3324
cm " de ¢ikarken aminoasit gruplarindaki alifatik hidrokarbonlara ait C-H gerilim
pikleri porfirine ait CH, gruplaryla ortiiserek 2926-2850 cm™ araliginda gériilmektedir.
(Sekil 6.2)

Sekil 6.1 Protoporfirin-Oktil-Ala
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Sekil 6.2 PPIX Oktil-Ala molekiiliine ait FT-IR spektrumu

Protoporfirin IX (DMSO igerisinde) ve PPIX-Oktil Ala (kloroform igerisinde)
molekiillerine ait UV-Vis spektrumlari incelendiginde, PPIX-Oktil Ala bilesigine ait B
band1 408 nm’de Q bandlari sirasiyla 506 nm, 541 nm, 576 nm, 629 nm de goriilmistiir.
Protoporfirinin karboksilik asitleri tizerinden olusan konjugasyon yapilarinda porfirin
halkasinin olusturdugu elektronik absorbsiyona bir etkisi olmadigindan, absorbsiyon

piklerinde 6nemli bir kayma gézlenmemistir.
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a)
] PPIX
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PPIX-Oktil-Ala
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Sekil 6.3 a) PPIX molekiinin (DMSO igerisinde) b) PPIX-Oktil-Ala molekiiliiniin
(CHCls iginde ) UV-Vis Spektrumu

PIX-Oktil Ala molekiiline ait 'H-NMR spektrumlari Ek 3’de verilmistir.
Spektrumda, aminoasit gruplarinda bulunan sekonder -NH- gruplarina ait protonlarin
8,1 ppm ’de singlet pik, porfirin yapisindaki protonlarin 6,4 ppm’de triplet pik, 5,1
ppm’de dublet pik, pirol halkasina ait protonun 6,2 ppm’de singlet pik, aminoasit
yapisindaki -CH- grubuna ait protonlarin 4,7 ppm’de quartet pik, aminoasit
yapisindaki -NH-CH»- grubundaki -CH,- grubuna ait protonlarin 3,2 ppm* de triplet
pik, porfirin yapisindaki —NH- grununa ait protonun -3,6 ppm’de singlet verdigi
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goriilmektedir. Bunlarin yani sira, uzun zincirli aminoasit yapisindaki -CH,- gruplarina

ait protonlarin pikleri 1,9 ppm ile 0,80 ppm arasinda goriilmektedir.
6.1.2 Meso-tetra(4karboksifenil )porfin-OktilAla (TCPP-Oktil-Ala)

TCPP- Oktil Alanin molekiilii; oktilamin ile konjuge edilmis alanin aminoasitinin
TCPP ile NHS-DCC amitlesme reaksiyonuyla elde edilmistir. (Sekil 6.4) TCPP-Oktil
Ala molekiiliine ait FT-IR spektrumunda; porfirin molekiiliindeki amit grubu ile amino
asite bagli amit gruplarinin 6rtiismesinden kaynaklanan amit I ve amit II pikleri 1628
cm™ ve 1542 cm™ de pik vermesi ve porfirin halkasina bagli benzoik asit gruplarina ait
3000 cm™'- 2500 cm™ arasindaki yayvan pikin kaybolmasi beklenen iiriiniin olustuguna
isaret etmektedir. Ayrica spektrumdaki 1430 cm™ civarindaki pikler porfirin halkasina
ait C=C gruplarindan kaynaklanan piklerdir. Porfirin halkasindaki pirol gruplara ait
NH gerilim piki 3308 cm ™' de ¢ikarken aminoasit gruplarindaki alifatik hidrokarbonlara
ait C-H gerilim pikleri 2919-2850 cm’ araliginda goriilmektedir. (Sekil 6.5).

CHs

}/‘\H O o
N
H

NHCgH7 O

NHCgH;7

ZT

NH 0

NHCgH47
NHCgH,7 w/&

HsC

Sekil 6.4 Meso-tetra(4karboksifenil)porfin-Oktil Ala
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Sekil 6.5 TCPP-Oktil-Ala molekiiliine ait FT-IR spektrumu

TCPP (DMSO igerisinde) ve TCPP-Oktil Ala (kloroform igerisinde)
molekiillerine ait UV-Vis spektrumlari incelendiginde, TCPP-Oktil Ala bilesigine ait B
bandi 420 nm’de Q bandlar1 sirasiyla 514 nm, 555 nm, 590 nm ve 650 nm de
goriilmiistiir. Meso-tetra(4karboksifenil)porfin karboksilik asitlerin tizerinden olusan
konjugasyon yapilarinda porfirin halkasinin olusturdugu elektronik absorbsiyona bir

etkisi olmadigindan, absorbsiyon piklerinde 6nemli bir kayma gézlenmemistir.
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Sekil 6.6 a) TCPP molekiiliiniin (DMSO igerisinde) b) TCPP-Oktil Ala molekiiliiniin
(CHCI; i¢inde) UV-Vis Spektrumu

TCPP-Oktil Ala molekiiliine ait '"H-NMR spektrumlart Ek 6’da verilmistir.
Spektrumlara bakildiginda, aminoasit gruplarinda fenil-CO- grubuna bagl sekonder —
NH- gruplarina ait protonlarin 8,7 ppm ’de singlet pik, aminoasit gruplarindaki R-CO
grubuna bagli sekonder —-NH gruplarina ait protonlarin 8,1 ppm’de singlet pik, benzen
halkasina bulunan CH=CH gruplarina ait protonlarin 7.9 ppm ve 7.4 ppm’ de multiplet
pik, pirol halkalarina ait protonlarin 6,6 , 6,5 ve 5,2 ppm de dublet pik, aminoasit
yapisindaki NH-CH,- grubundaki —CH,- grubuna ait protonlarin 4,7 ppm ‘de,
aminoasit grubundaki —CH,- grubuna ait protonlarin 3,2 ppm’de triplet pik, porfirin

halkasindaki —NH- gruplarna ait protonlarin ise — 2,9 ppm’de singlet pik verdigi
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goriilmektedir. Bunlarin yani sira, uzun zincirli aminoasit yapisindaki -CH;- gruplarina

ait protonlarin pikleri 1,5 ppm ile 0,81 ppm arasinda goriilmektedir.
6.1.3 Mesotetra(4karboksifenil)Porfin-Metil Histidin Ester (TCPP-His)

TCPP-His molekiilii; metil histidin ester aminoasitinin TCPP ile NHS-DCC
amitlesme reaksiyonuyla elde edilmistir. (Sekil 6.7). TCPP-His molekiiliine ait FT-IR
spektrumunda; 1624 cm™ ve 1575 de goriilen pikler porfirin molekiiliindeki amit grubu
ile amino asite bagh amit gruplarinin ortiismesinden kaynaklanan amit I ve amit II
piklerinin varhigi ve 3000 ¢cm™-2500 cm™ arasindaki TCPP molekiilene ait yayvan
COOH pikinin kaybolmas: beklenen iirliniin olustuguna isaret etmektedir. Ayrica
spektrumdaki 1430 cm™ civarindaki pikler porfirin halkasma ait C=C gruplarindan
kaynaklanan piklerdir. 1772-1734 cm ' de goriilen pikler de histidin yapisinda bulunan
CH3-O-C=0 gruplarina ait piklerdir. Porfirin halkasindaki pirol gruplarina ait NH
gerilim piki 3308 cm ! de cikarken aminoasit gruplarindaki alifatik hidrokarbonlara ait

C-H gerilim pikleri 2929-2851 cm™ araliginda goriilmektedir. (Sekil 6.8).

I CH;,

Sekil 6.7 Mesotetra(4karboksifenil)porfin-Metil histidin ester
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Sekil 6.8 TCPP-His bilesigine ait FT-IR spektrumu

TCPP (DMSO igerisinde) ve TCPP-His (kloroform igerisinde) molekiillerine ait
UV-Vis spektrumlart incelendiginde, TCPP-His bilesigine ait B bandi 421 nm’de Q
bandlar1 sirasiyla 516 nm, 550 nm, 592 nm, 644 nm de goriilmiistir Meso-
tetra(4karboksifenil)porfin  karboksilik asitlerin  tizerinden olusan konjugasyon
yapilarinda porfirin halkasinin olusturdugu elektronik absorbsiyona bir etkisi

olmadigindan, absorbsiyon piklerinde 6nemli bir kayma gozlenmemistir.
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Sekil 6.9 a) TCPP molekiiliiniin (DMSO igerisinde) n b) TCPP-His molekiiliiniin
(CHCl; igerisinde) UV-Vis Spektrumu

TCPP - His bilesigine ait 'H-NMR spektrumlari Ek 9°da verilmistir. Spektrumlara
bakildiginda, imidazol halkasinda bulunan -NH- grubuna ait protonun 13,5 ppm’de
singlet pik, imidazol halkasinda bulunan —CH=N grubuna ait protonun 8,9 ppm ‘de
singlet pik, metil histidin yapisinda bulunan sekonder —NH- grubuna ait protonun 8,4
ppm’de singlet pik, benzen halkasinda bulunan -CH=CH- gruplarina ait protonlarin 7,9
ppm ve 7,2 ppm de multiplet pik, pirol halkasina ait protonlarn 6,7 ve 5,6 ppm’de
dublet pik,metil histidin ester yapisindaki —CH- protonun ait 4,6 ppm’de triplet pik,

metil histidin ester yapisinda bulunan —OCH3; grubuna ait protonun 3,9 ppm’ de singlet
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pik, imidazol halkasina bagli —CH,- gruplarina ait protonlarin 3,1 ‘de dublet pik ,
porfirin halkasindaki -NH- gruplaria ait protonlarin ise — 2,9 ppm’de singlet pik

verdigi goriilmektedir.
6.1.4 ProtoporfirinIX-a,y-Didesill Glutamat Ester (PPIX-Glu)

PPIX-Glu molekiilii; a,y-Didesill Glutamat Esterin Protoporfirin IX ile NHS-
DCC amitlesme reaksiyonuyla elde edilmistir. (Sekil 6.10) PPIX-Glu molekiiliine ait
FT-IR spektrumunda; 1643 cm™ ve 1547 cm™ de goriilen pikler porfirin molekiiliindeki
amit 1 ve amit IT piklerinin varligi ve 1692 cm™ deki protoporfirin IX e ait
karboksilikasit pikinin kaybolmasi beklenen iiriiniin olustuguna isaret etmektedir. 1735
cm ' de goriilen pik de a,y-Didecyl Glutamat Ester yapisindaki —CH,- O-C=0O
gruplarina aittir. Ayrica spektrumdaki 1430 cm™ civarindaki pikler porfirin halkasina
ait C=C gruplart ile periferal konumlardaki CH,=CH gruplarinin o&rtiismesinden
kaynaklanan piklerdir. Porfirin halkasindaki pirol gruplarina ait NH gerilim piki 3324
cm ' de ¢ikarken aminoasit gruplarindaki alifatik hidrokarbonlara ait C-H gerilim
pikleri porfirine ait CH, gruplariyla ortiiserek 2926-2850 cm™ araliginda gériilmektedir.
(Sekil 6.11)
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Sekil 6.10 ProtoporfirinIX-a,y-Didecyl Glutamat Ester



52

PPIX
El
8
~ [PPIX-Glu
E
(]
2
& -NH- CH,=CH
(0] 2
N
'
(-HN-CE0)II
CH,- b
(-HN-C=0)I
RO-C=0
.CHZ-
T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm”

Sekil 6.11 PPIX-Glu molekiiliine ait FT -IR spektrumu

Protoporfirin IX (DMSO igerisinde) ve PPIX-Glu (kloroform igerisinde)
molekiillerine ait UV-Vis spektrumlari incelendiginde, B bandi 407 nm’de Q bandlar1
sirastyla 507 nm, 542 nm, 577 nm ve 630 nm de gorilmiistir. Protoporfirinin
karboksilik asitlerin tizerinden olusan konjugasyon yapilarinda porfirin halkasinin
olusturdugu elektronik absorbsiyona bir etkisi olmadigindan, absorbsiyon piklerinde

onemli bir kayma gézlenmemistir.
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Sekil 6.12 a) PPIX molekiiniin(DMSO igerisinde) b) PPIX-Glu molekiiliiniin (CHCl;
icerisinde) UV-Visible Spektrumu.

PPIX-Glu molekiiline ait 'H-NMR spektrumlart Ek 12°de verilmistir.
Spektrumlara bakildiginda, glutamat ester yapisinda buluna sekonder —-NH-grubuna ait
protonun 8,3 ppm’de singlet pik, porfirin yapisindaki protonlarin 6,4 ppm’de triplet ve
5,1 ppm’de dublet pik, pirol halkasina ait protonun 6,1 ppm’de singlet pik ,glutamat
ester yapisindaki —COO-CH, grubuna ait protonun 4,4 ppm’de triplet pik ve —COO-
CH, grubuna ait protonun 4,1 ppm’de triplet pik ve porfirin halkasindaki —NH-
protonun -3,8 ppm’de singlet pik verdigi goriilmektedir. Bunlarin yani sira glutamat
ester yapisindaki uzun zincirli —CH,- gruplarina ait protonlar 1,7 ppm ile 0,8 ppm

araliginda pik verdigi goriilmektedir.
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PPIX-Glu molekiiliine ait MALDI-Toff MS spektrumunda molekiiler iyon
piki[M+]: 1383 m/z ‘de goriilmiistiir.
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Sekil 6.13 PPIX-Glu molekiiliiniin Kiitle spektrumu

6.2 LIPOZOMLAR

Sentezlenen  bioaktif  porfirinler ~ Hidrasyon-Film  metodu  kullanilarak
Dipalmitoyil-fosfatidilkolin (DPPC) ve Dioleil-fosfatidilkolin (DOPC) fosfalipidleri
kullanilarak lipozomlar1 hazirlandi.  Hazirlanan  lipozomlarin UV, DLS , Zeta

Potansiyel ve SEM ol¢timleri alindi.
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Fotosensitizor | Lipozom | Boyut Zeta Ao
(nm) Potansiyel(mV) nm)

PPIX-Oktil Ala | DOPC 150 -2,92 408
PPIX- Oktil Ala | DPPC 78,8 -2,24 376
TCPP- Oktil DPPC 180 -2,25 420
Ala

TCCP-His DOPC 122,8 -9,22 420
PPIX-Glu DOPC 182 -4,96 407
PPX-Glu DPPC 128 -2,99 411

Cizelge 6.1 Hazirlanan lipozomlarin 6zellikleri

6.2.1 PPIX-Oktil Ala -DOPC Lipozomu

713 NHC:H:

Sekil 6.14 PPIX-Oktil Ala molekiiliiniin DOPC lipozomu igerisine alinmasi

PPIX-Oktil Ala-DOPC lipozomuna ait UV-Vis Spektrumunda Ay 408 nm olarak
Olctilmiustiir. PPIX-Oktil Ala-DOPC lipozomunun Isik Sac¢ilimi (DLS) cihazi ile
ortalama biiyiikliigii 150 nm olarak belirlenmistir. 25°C de yapilan Zeta Potensiyel
Oletimii sonucunda, yiizey yiikii de -2,92 mV olarak bulunmustur. DLS 6l¢timiiyle elde

edilen sonuglara gore lipozom vezikiillerin boyutlar1 kiiciik oldugundan agregasyon
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olusturmaya yatkinliklar1 o6lctilen diisiik seviyedeki zeta potansiyeli ile de

dogrulanmaktadir.

PPIX-Oktil Ala-DOPC
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300 400 500 600 700 800

Dalga Boyu (nm)

Sekil 6.15 PPIX- Oktil Ala -DOPC Lipozomunun (PBS icersinde) UV — Vis Spektrumu
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Sekil 6.16 PPIX- Oktil Ala -DOPC Lipozomunun DLS Grafigi
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6.2.2 PPIX-Oktil Ala -DPPC Lipozomu
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Sekil 6.17 PPIX-Oktil Ala molekiiliiniin DPPC lipozomu igerisine alinmasi

PPIX-Oktil Ala -DPPC lipozomuna ait UV-Vis Spektrumunda Ay,.x 376 nm olarak

Ol¢tilmiistiir.

PPIX-Oktil Ala-DPPC lipozomunun Isik Sacilimi (DLS) cihazi ile ortalama
biiyiikliigii 78,8 nm olarak belirlenmistir. 25°C de yapilan Zeta Potensiyel 6l¢iimii
sonucunda, yiizey yiikii de -2,24 mV olarak bulunmustur. DLS 6l¢iimiiyle elde edilen
sonuclarda lipozom vezikiillerinin boyutlar1 kiigiik oldugundan agregasyon olusturmaya

yatkinliklar1 6lgiilen diisiik seviyedeki zeta potansiyeli ile de dogrulanmaktadir.

7 PPIX-Oktil Ala-DPPC

T T T T
300 400 500 600 700 800

Dalga Boyu (nm)

Sekil 6. 18 PPIX- Oktil Ala -DPPC Lipozomunun (PBS igersinde) UV—Vis Spektrumu
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Sekil 6.19 PPIX- Oktil Ala -DPPC Lipozomunun DLS Grafigi

6.2.3 TCPP-Oktil Ala -DPPC Lipozomu
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Sekil 6.20 TCPP-Oktil Ala molekiiliiniin DPPC lipozomu igerisine alinmast

TCPP-Oktil Ala -DOPC lipozomuna ait UV-Vis Spektrumunda Ayax 420 nm

olarak Sl¢lilmiistiir.
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TCPP-Oktil Ala-DOPC lipozomunun Isik Sacilimi (DLS) cihazi ile ortalama
biiyiikliigii 180 nm olarak belirlenmistir. 25°C de yapilan Zeta Potensiyel 6l¢iimii
sonucunda, ylizey yiikii de -2,25 mV olarak bulunmustur. DLS 6l¢limiiyle elde edilen
sonuglara gore lipozom vezikiillerin boyutlar1 kii¢iik oldugundan agregasyon
olusturmaya yatkinliklar1 o6lctilen diisiik seviyedeki zeta potansiyeli ile de

dogrulanmaktadir.

TCPP-Oktil Ala-DPPC

Absorbans

. . . . . . . . .
300 400 500 600 700 800
Dalga Boyu (nm)

Sekil 6.21 TCPP-Oktil Ala-DPPC Lipozomunun (PBS igersinde) UV—Vis Spektrumu
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Sekil 6.22 TCPP-Oktil Ala-DPPC Lipozomunun DLS Grafigi
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6.2.4 TCPP-His—DOPC Lipozomu
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Sekil 6.23 TCPP-His molekiiliiniin DOPC lipozomu igerisine alinmasi

TCPP-His-DOPC lipozomuna ait UV-Vis Spektrumunda An.c 420 nm olarak

Ol¢tilmiistiir.

TCPP-His-DOPC lipozomunun Isik Sagilimi (DLS) cihazi ile ortalama biiyiikligi
122,8 nm olarak belirlenmistir. 25°C de yapilan Zeta Potensiyel 6l¢iimii sonucunda,
yiizey yikii de -9,22 mV olarak bulunmustur. Zeta potensiyel degerinin artmasiyla

agregasyon azalmaktadir.

TCPP-His- DOPC

- ; - ; - ; - ; -
300 400 500 600 700 800
Dalga Boyu (nm)

Sekil 6.24 TCPP-His-DOPC Lipozomunun (PBS igersinde) UV—-Vis Spektrumu
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Sekil 6.25 TCPP-His-DOPC Lipozomunun DLS Grafigi

6.2.5 PPIX-Glu-DOPC Lipozomu

Sekil 6.26 PPIX-Glu molekiiliiniin DOPC lipozomu igerisine alinmasi

PPIX-Glu-DOPC lipozomuna ait UV-Vis Spektrumunda A, 407 nm olarak

Olctilmustiir.

PPIX-Glu-DOPC lipozomunun Isik Sac¢ilimi (DLS) cihazi ile ortalama biiytiklagt
182 nm olarak belirlenmistir. 25°C de yapilan Zeta Potensiyel 6l¢iimii sonucunda,
yiizey yiiki de -4,96 mV olarak bulunmustur. DLS 6l¢timiiyle elde edilen sonuglara
gore lipozom vezikiillerin boyutlar1 kiiclik oldugundan agregasyon olusturmaya

yatkinliklar1 6lgiilen diisiik seviyedeki zeta potansiyeli ile de dogrulanmaktadir..
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Sekil 6.27 PPIX-Glu-DOPC Lipozomunun (PBS igersinde) UV—Vis Spektrumu

% Yogunluk

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000
Buyuklik (nm)

Sekil 6.28 PPIX-Glu-DOPC Lipozomunun DLS Grafigi
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Sekil 6.29 PPIX-Glu-DOPC Lipozomuna ait SEM fotograflari

PPIX-Glu-DOPC lipozmlarinin SEM goriintiileri incelendiginde lipozom
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boyutlarinin dagiliminin homojenligi diisiik olmakla beraber DLS 6l¢timleriyle uyumlu

olan boyutlarin varlig1 da gozlemlenmistir.
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6.2.6 PPIX-Glu-DPPC Lipozomu
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Sekil 6.30 PPIX-Glu molekiiliiniin DPPC lipozomu igerisine alinmast

PPIX-Glu-DPPC lipozomuna ait UV-Vis Spektrumunda A, 411 nm olarak

Ol¢tilmiistiir.

PPIX-Glu-DPPC lipozomunun Isik Sa¢ilimi (DLS) cihazi ile ortalama biiytikligii
128 nm olarak belirlenmistir. 25°C de yapilan Zeta Potensiyel 6l¢iimii sonucunda,
yiizey yiki de -2,99 mV olarak bulunmustur. DLS 6l¢timiiyle elde edilen sonuglara
gore lipozom vezikiillerin boyutlar1 kiigiik oldugundan agregasyon olusturmaya

yatkinliklar1 6lgiilen diisiik seviyedeki zeta potansiyeli ile de dogrulanmaktadir.

PPIX-Glu-DPPC

Absorbans

. : . : . : . .
300 400 500 600 700 800
Dalga Boyu (nm)

Sekil 6.31 PPIX-Glu-DPPC Lipozomunun (PBS igersinde) UV—Vis Spektrumu
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Sekil 6.32 PPIX-Glu-DPPC Lipozomunun DLS Grafigi
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L 100nm BINATAM 5/3/2011
X 37,000 5.0kV SEI SEM WD 9.1lmm 3:54:53

Sekil 6.33 PPIX-Glu-DPPC Lipozomuna ait SEM fotogralar1

PPIX-Glu-DPPC lipozmlarmin SEM gériintiileri incelendiginde lipozom
boyutlarinin dagiliminin homojen oldugu ve DLS 6l¢timleriyle uyumlu olan boyutlarin

varlig1 da gozlemlenmistir.



BOLUM 7

SONUCLAR

Bu tez kapsaminda Fotodinamik Terapi (PDT)’de fotosensitizor (PS) olarak
kullanilmak tizere meso-tetra (4-karboksifenil) porfin (TCPP), Protoporfirin IX (PPIX)
molekiillerine biyoaktif gruplar olan; 2-amino-N-oktil propan amit(Oktil Ala), histidin
metil ester ve -a,y-Didesil glutamat ester baglanarak; PPIX Oktil Ala, TCPP-Oktil Ala,
TCPP-Metilhistidin ester, PPIX-a,y-Didesil Glutamat Ester (PPIX-Glu) molekiilleri.
sentezlenerek, 'H-NMR, FT-IR ve UV-vis spektroskopi teknikleri ile
karakterizasyonlar1 yapildi. Hidrasyon-Film metodu ile DPPC (Dipalmitoyil-sn-
gliserofosfatidilkolin) ve DOPC (Dioleyil-sn-gliserofosfatidilkolin) fosfolipitleri
kullanilarak porfirinlerin lipozomlar1 hazirlandi. Hazirlanan lipozomlarin UV-vis, DLS,

Zeta-potansiyel ve SEM karakterizasyonlari yapildi.

Fotosensitizorlerin hedef dokuda lokalizasyonu, biyokimyasal 6zelliklerine bagl
olmakla birlikte, bazi tasima sistemleri sayesinde seciciligin arttirilmast mimkiindiir.
Baz1 fotosensitizorlerin secici olarak timor dokusunda birikmesi, tiimor dokusu ile
normal doku arasindaki bazi fizyolojik farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Timorlii
dokudaki hiicrelerin normal hiicrelerden daha fazla lipoprotein reseptorlerine sahip
olmasindan dolay1 lipofilik 6zellikteki porfirinik fotosensitizorler tiimorlii dokularda

daha fazla birikir.

Bu calisma ile lipofilik 6zellikteki biomolekiillerin porfirinlere konjugasyonu ile
porfirinlerin tiimor etkilesimlerinin arttirilmasinin yaninda bu porfirinlerin liopzomlar
igerisine konularak hiicreye tasinim sistemleri gelistirilmek istenmistir. Elde edilen
lipozomlarin boyutlart hiicre ile etkisebilecek biiyiiklikte oldugu DLS ve SEM

analizleri ile gosterilmistir.
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Yaptigimiz lipozomlar igerisinde PPIX-Glu bilesigine ait lipozomlarin
fotodinamik terapi i¢in daha etkili olacagim1 diistinliyoruz. Glu yapist hem
protoporfirinin  lipofilitesini ~ arttirmakta hemde aminoasit tiirevi oldugundan

bioaktivitesini arttirmaktadir.

Porfirin iceren lipozomlarin fotodinamik terapide normal porfirinlerden daha
fazla aktivasyon gosterecegi umulmakta olup ileri biyolojik uygulamalarla bu tez

desteklenebilecektir.
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PPIX-Glu

T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800

Dalga Boyu (nm)

PPIX-Glu molekiiliiniin UV-Vis Spektrumu (CHCI; i¢inde)

82



83

EK 12

CDCl;

J\j‘\/
h
d
mw ‘ J\

\ \
8.0

\ \ \ \ [ [ [ \
0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0 -1.0 2.0 -3.0

b ¢
aA.ML
T

ppm (1)

PPIX-Glu molekiiliiniin ait "H NMR Spektrumu




s
w030
5
3020
2000
3
(=1
g
0
o
<
&
u -, b
S0 1000

EK 13

15835 158

TR R

SE——— [ T e

1500 2400 300 3C00

503

84

0%

PPIX-Glu molekiiliiniin Kiitle spektrumu



