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Malign Gliomlarin Tedavisi i¢in Lipit ile islevsellestirilmis PLGA
Nanopartikiillerinin Tasarimi, in Vitro ve in Vivo Degerlendirilmesi

Abbas Kaffashi
OZET

Malign gliomlarin tedavisinde en 6énemli sinirlayici faktér kemoterapdétik ilaglarin
istenmeyen vyan etki olusturmaksizin terapotik konsantrasyonlarda tumore
tasinmasidir. Diger bir sinirlayici faktor de pek ¢ok antineoplastik ilacin beyne
ulagmasini engelleyen Kan Beyin Engeli (KBE)' dir. Bu zorluklarin agilmasinda
uygulanan yaklasimlardan biri lipit-poli(etilenglikol) (PEG) veya katyonik lipit-PEG
sistemleri ile hibrit nanopartikil formulasyonlarinin hazirlanmasidir. Bu ¢alismada
yeni nesil antineoplastik bir ilag olan farnesil tiyosalisilik asit (FTS) iceren
Poli(laktik-ko-glikolik  asit)-1,2—distearol-sn-  glisero-3-  fosfoetanolamin-N-
[metoksi(polietilenglikol)-2000] (amonyum  tuzu) kopolimeri (PLGA-DSPE-
PEG),PLGA-DSPE-PEG-(1,2-dioleyl-3-trimetilamonyum-propan) (DOTAP) hibrit
nanopartikulleri hazirlanmig ve in vitro karakterizasyon (partikil buyuklugu, yuzey
Ozellikleri, ilag yukleme ve in vitro salim ¢alismalari) ¢alismalari ve hicre kalttri
c¢alismalarinin ardindan beyin tUmoru olusturulmus sicanlarda in vivo ¢aligsmalar
yapilmigtir. Taramali Elektron Mikroskopisi ile gergeklestirilen morfolojik
degerlendirme sonucunda tim formulasyonlarda, FTS yukli nanopartikillerin
kUresel sekle ve purtzsiuz bir yizeye sahip oldugu belirlenmistir. Formulasyonlara
DOTAP ilavesinin formulasyonlarin in vitro karakteristiklerini degistirdigi tespit
edilmistir. Hlcre kaltiri calismalarinda, FTS’in ve hazirlanan formulasyonlarin
RG2 gliom hiicreleri tzerinde etkili oldugu belirlenmistir. in vivo galismalarda
siganlara intravendz ve intratimoral yol ile formulasyonlarin uygulamasindan
sonra intratimoéral yoldan formilasyon uygulanmasinin intravendz yola gore daha

yuksek oranda tumoru kugalttugu bulunmustur.
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Design, In Vitro and In Vivo Evaluation of Lipid-Functionalized
PLGA Nanoparticles for the Treatment of Malignant Gliomas

Abbas Kaffashi
ABSTRACT

A significant limiting factor in treating malignant glioma is the inability to deliver
therapeutic concentrations of chemotherapeutic drugs to the tumor without
incurring unacceptable systemic side effects. Another limiting factor is the Blood
Brain Barrier (BBB) which hinders reaching of antineoplastic drugs to the brain.
One of the approaches to overcome these difficulties is the preparation of
nanoparticles using polyethylene glycol (PEG) or cationic lipid-PEG combination.
In the present study, a new generation antineoplastic drug, farnesyl thiosalicylic
acid (FTS) loaded Poly(Lactic-co-glycolic acid)-1,2— distearoyl- glycerol-3
phospho-ethanolamine-N [methoxy (polyethylene glycol) - 2000] ammonium salt
(DSPE-PEG), PLGA-DSPE-PEG-(1,2-dioleyl-3-trimetilammonium-propane)
(DOTAP) have been prepared and evaluated for in vitro characterization study
(particle size, morphology, drug loading and in vitro drug release). Furthermore,
cell culture studies and in vivo studies on glioma bearing rats have been done.
Scanning Electron Microscopy studies showed that all formulations prepared had
smooth surface and spherically shape. It has been found that the addition of
DOTAP to the formulations changed the in vitro characteristics of the formulations.
Cell culture studies have showed that FTS and FTS loaded nanoparticle
formulations are active against RG2 glioma cell lines. The in vivo results have
showed that the intratumorally administered formulations more reduced to the

tumor in compared to intravenously administered formulations.

Key words: Malign glioma, hybrid nanoparticles, farnesyl thiosalicylic acid, RG2

cell lines, in vivo studies
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

AFM Atomik Kuvvet Mikroskobu

DMF Dimetil formamid

DMSO Dimetil sulfoksit

DOTAP 1,2-dioleoyil-3-trimetilamonyum-propan

DSC Diferansiyel Taramali Kalorimetre

DSPE-PEG 1,2—distearol-sn- glisero-3- fosfoetanolamin-N-
[metoksi(polietilenglikol)-2000] (amonyum tuzu)

ELISA “Enzyme Linked Immunosorbent Assay"

EDTA Etilen Diamin Tetra Asetik asit

FDA Amerikan ila¢ ve Gida Kurumu

FSS Fetal sigir serumuna

FT-IR Fourier Dénlisimii Kizil Otesi

FTS Farnesil tiyosalisilik asit

HNP Hibrit nanopartikll

HPLC Yuksek basing sivi kromatografisi

iV, intravenéz

i.p. intraperitonal

i.t. intratimoral

KBE Kan beyin engeli

MTT Metil-tiyazol-tetrazolyum

NP Nanopartikul

PBS Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

PLGA Poli(laktid-ko-glikolid)

PGA Poliglikolik asit

PLA Polilaktik asit

RES Retikllo endoteliyal sistem



SDS
SEM

TPBS
VK

SS
WST-1

Xi

Sodyum dodesil sulfat
Taramali Elektron Mikroskobu

Tween 20 iceren PBS
Varyasyon katsayisi
Ortalama

Standart sapma

4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolyo]-1,3-
benzen disulfonat
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FTS’in farkli salim ortamlarindaki ¢ozinurluk deneylerine ait HPLC
kromatogramlari, %10 (h/h) fetal sigir serumu ve a) %0.1 DMSO
(h/h) igceren PBS, b) PBS (pH 7.4), c) %0.1 (a/h) Tween 20 iceren
PBS.

FTS yukld Hibrit Nanopartikuller (HNP)in partikul buyuklugu
dagilim grafiklri. a) PLGA 50:50 HNP, b)PLGA 50:50 DOTAP
iceren HNP, c) PLGA 85:15 HNP, d) PLGA 85:15 DOTAP
iceren HNP.

FTS yUkli hibrit nanopartikillerin SEM gérunttler. A) PLGA
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85:15 HNP (40000x), D) PLGA 50:50 HNP (40000x).

FTS yuklu, DOTAP iceren HNP’ lerin SEM goruntuleri. A)
PLGA 50:50 HNP (10000x), B) PLGA 85:15 HNP (10000x), C)
PLGA 50:50 HNP (40000x), D) PLGA 85:15 HNP (40000x).

FTS yukli HNP’ lerin AFM goéruntaleri. A) PLGA 50:50 HNP
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intravenéz bos nanopartikiil formiilasyonu uygulanan tedavi
gurubundaki bir sigcana ait MR goéruntisi. A) tedaviden 6nce,
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gurubundaki bir sicana ait MR goéruntisu. A) tedaviden once,
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TUmor olusmamis (a) ve timoér olusmus (b) sican beynine ait
kesitlerinin Hematoksilin Eosin boyasi ile boyanmasi sonucu
elde edilen 1sik mikroskobu goérintintilerine ait bir drnek (10 x
bayutme ile).

Tumor olusmus sicanda beyin kesitinin Hematoksilin Eosin
boyasi ile boyanmasi sonucu elde edilen 11k mikroskobu
gOruntllerine ait bir 6rnek A) 40 x B) 100x blyutme.
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1. GIRIS

Malign gliomlar, hizli proliferasyon, beyin dokularina infiltrasyon gibi Ozellikleri

nedeniyle en agresif beyin timoarleridir.

Gunumuzde gliomlarin tedavisinde genellikle cerrahi, radyasyon terapisi ve
kemoterapi yontemleri tek veya kombinasyon halinde uygulanmaktadir. Cerrahi
yontemle tedavide tumor dokusunun buyuk bir bolumu gikarilsa bile gliomlarin
infiltratif dogasina bagl olarak bir miktar tumor hicresi ortamda kalabilmekte ve bu
durum tumorin yeniden ortaya gikmasina neden olmaktadir. Radyoterapi ve
kemoterapi cerrahi isleme destek tedaviler olarak uygulanmaktaysa da erken
evredeki gliom tedavisinde daha etkin olmaktadirlar. Sistemik kemoterapide etkin
sonuglarin elde edilebilmesi icin ylksek doz antineoplastik ila¢ uygulamasi, saglikh
hicrelere de blyuk zarar verdiginden hastanin kaybina yol agabilmektedir. Ayrica,
kan beyin engeli (KBE) pek c¢ok antineoplastik ilacin beyne ulasmasini
engellemektedir. Bu nedenle, coklu tedavi yaklasimlarindaki son ilerlemelere
ragmen, malign gliomlu hastalarin ortalama hayatta kalig sireleri 3 ile 16 ay

arasinda degismektedir.

Malign gliomlarin daha etkin bir sekilde tedavi edilmesi igin, sistemik olarak
herhangi bir zarar vermeden timoér dokusuna vyuksek/istenen miktarda

antineoplastik ilaci ulagtiracak ilag tagiyici sistemlere buyuk ihtiya¢ bulunmaktadir.

Nanopartikuller, 10-1000 nm arasinda degisen partikul buyUklUkleri nedeniyle
terapétik ve diagnostik ilaclarin hedef dokulara daha iyi penetre olmasini saglayan,
icerdikleri etkin maddenin salimini kontrol altinda tutabilen ve uzun suireli etki
saglayan sistemlerdir. Bu acidan bakildiginda, beyin tumdrlerinin tedavisinde
konvansiyonel tedavilere gore ustunlik gostermektedirler. Nanopartikuller,
hedefleme ajanlar ile tasarlanirsa veya istenen bdlgelere enjekte edilirse,
hedeflenmis dokularda surekli ve ylksek miktarlarda ilag bulunmasini saglarlar.
Bununla birlikte, KBE’den ilaglarin gegisini ve alimini artirmak igin 6zel bir sekilde
tasarlanmalidirlar. Bu durum, son vyillarda bu sistemler Uzerinde Ozellikle
gliomalarin tedavisine yonelik olarak yogun bir bigimde arastirma yapilmasina
neden olmustur. Bu amacgla bu calismalarda uygulanan yaklagimlardan biri
nanopartikullerin lipit-poli(etilenglikol) (PEG) veya katyonik lipit-PEG sistemleri ile

fonksiyonellestiriimeleri yani hibrid formulasyonlarin hazirlanmasidir.



S-trans, trans-farnesil tiyosalisilik asit (Salirasib, FTA) malign timorlerin gogunda
yuksek oranda bulunan Ras proteinlerinin spesifik inhibitdori olan yeni nesil
antineoplastik bir ilactir. in vitro olarak hiicre kiiltiirlerinde beyin tiimérlerine karsi
etkin oldugu bulunmasina ragmen bu konuda sinirl sayida in vivo c¢alisma
yapilmigtir. Yapilan literatlr taramalarinda FTA i¢ceren nanopartikiler bir sisteme
rastlanmamistir. Ayrica, FTA etkin konsantrasyonlarda KBE'yi gegememektedir.
Malign gliomlarin tedavisi icin FTA igeren nanopartikil formulasyonlarinin
geligtiriimesi lipid-PEG-polimer hibrit 6zelligi nedeniyle, alternatif bir yaklasim
olabilir. Bu sekilde, hem intratimoral uygulamaya yonelik (tasidigi ilacin tumor
hdcrelerince alimini artirabilen), hem i.v. uygulamaya yonelik, (tasidigi ilacin

KBE’den gegisini saglayabilen) formulasyonlar gelistirilebilir.

Butun bu bilgilerin 1s1ginda, bu calismanin amaci; tumor dokusunda yuksek
miktarda bulunan, uzun slre ve/veya kontrolli etkin madde salimi saglayan
lipit/katyonik lipit-poli(etilen glikol)-poli(laktik-ko-glikolik asit) [lipit/katyonik lipit-
PEG-PLGA] hibrit nanopartikillerinin gelistirimesidir. in vitro karakterizasyon,
sitotoksisite c¢alismalari ve segilen formudlasyonlarin RG2 tumora tasiyan
sicanlarda etkinliginin degerlendiriimesi de yapilacaktir. Hazirlanan formulasyonlar
intratimoral veya i.v. olarak uygulanacak ve tumoér alaninda meydana gelen

degisiklikler in vivo ¢alismalar esnasinda arastirilacaktir



2. GENEL BILGILER
2.1. Nanoteknolojinin Tanimi ve Uygulama Alanlar

Nanoteknoloji terimindeki “nano” ©&n eki, milyarda bir (1 x 10°) anlamina
gelmektedir. Nanoteknoloji, metrenin milyarda biri Olgegine sahip olan gesitli

madde yapilarini konu alan bir disiplindir [1].

Nanoteknoloji ile, nanometre O6lgegdindeki malzemelerin sahip olduklari UGstun
fiziksel Ozellikler kullanilarak g¢esitli alanlarda (bilisim ve iletisim, elektronik,
biyoteknoloji, farmakoloji, tip, savunma, tekstil, makine ve insaat sanayileri vb)

teknolojik devrim niteliginde yeni drtinler elde edilebilmektedir [2] (Sekil 2.1).

Nanoteknolojinin  kapsami, uygulama alanlarina gore su iki konu ile

iliskilendirilebilir:

a) Pozisyonel (molekuler) kontrol: Grin ve yan UrGnlerin molekuiler dizeyde
kontrolli esasina dayanir. Endustriyel ya da dogal tim Grlnlerin
Ozellikleri atomlarin nasil duzenlendiklerine baglidir. Glnimuzin
makroskobik Uretim yontemleri ise molekller dizeyde calismada
oldukca vyetersiz kalmaktadirlar. Molekuler nanoteknoloji, molekuler
kimya ve fizik ile mekaniksel tasarim, yapisal analiz, bilgisayar bilimi,
elektrik muhendisligi ve sistem muhendisliginin muhendislik temellerini
birlestiren, yeni gelisen disiplinler arasi bir sahadir. Molekuler uretim,
istenen Urdnlerin eldesi icin atomlarin dizenlenmesini amaglayan bir

metottur.

b) Kolay tekrarlanabilirlik: Nanoteknolojinin kritik bir diger 6zelligi Grtnlerin
teminini ucuzlatmasi olmaktadir. Dusuk maliyetli Uretimin gergeklesmesi
icin nanoteknoloji uygulamasinin kolay tasarlanmasi ve kolay tekrarlanir
olmasi gerekmektedir. Atomik 6zellikli Grlnler, mukavemet, sertlik, hiz
ve verimlilikte yUksek oranlar gosterirler, yuksek kaliteli ve dusuk
maliyetlidirler [1, 3].



Sekil 2.1. Nanoteknolojinin kullanim alanlari [4].

Sekil 2.1’ den goraldugu gibi, nanoteknoloji arastirmalari 6zellikle malzeme ve tip
alaninda hizli bir gelisme gostermistir. Kisa vadede, insanhgin hizmetine

sunulacak Urinlerin bu alanlarda olmasi beklenmektedir [5].

2.2. ilag Tagsinmasinda Nanoteknoloji

llag endustrisi igin yeni ilag tasiyici sistemler ilag pazarinda stratejik bir segenek
olusturmaktadir. Ayrica, su anda piyasada olan ilaglarin Grin émrinin uzatilmasi,
guvenilirliginin geligtiriimesi, etkinliginin artirilmasi1 veya urinin performansinin

iyilestiriimesi gibi konular endustrinin Uzerinde yogun calistigi alanlar olup,



nanoteknoloji, bu alanlardaki pek ¢ok avantaji nedeniyle ila¢ endustrisi tarafindan
yaygin bir sekilde kullaniimaktadir [6].

Yakin gelecekte, yeni ilag tagiyici sistemlerin global ilag satisinda buyuk bir artis
saglayacagi 6ngoérulmektedir. Sadece Amerika Birlesik Devletlerinde 2010 yilinda
yeni ilag tagiyici sistemlere olan talebin yillik yaklasik olarak %9 oraninda artmasi
beklenmektedir. Son yilarda global ila¢ endustrisinde yeni ilag tagiyici sistemler
pek cok ilag firmasinin faaliyet alanina girmistir. Buna ilaveten, ila¢g endustrisi
performans esasli ve daha etkin yeni ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesine

yonelik caligmalar da yurutmektedir[1, 7, 8].

Yeni ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda nanoteknoloji ¢ok yogun olarak
kullaniimaktadir. Nanoteknoloji temelli ila¢g tasiyici sistemlerin klasik tedavi
yontemlerine gore avantajlari; dusuk toksisite, artirilmig biyoyararlanim, azalmis
tedavi maliyeti ve hastanin tedaviye uyuncunun artmasi olarak siralanabilir.
Nanoteknoloji temelli ila¢ tasiyici sistemler tedavinin yani sira teshiste de
kullaniimaktadirlar. Ayrica gen tedavisinde de bu Urlnlerden faydalanabilinecegi
bildirilmektedir.

Nanoteknoloji temelli ila¢ tasiyici sistemlerden bazilari lipozomlar, kuantum
noktalar, karbon nanotlpler, miseller, dendrimerler, polimerik veziklller,

nanokapsuller ve nanopartiklller olarak siralanabilir [9, 10] (Sekil 2.2).

Lipozomlar hiicre membranina benzer yapida olan c¢ift tabakal lipid yapisindan
olusan ilag tasiyici sistemlerdir. Kanser tedavisi konusunda ilk ve en sik ¢aligilan
sistemler olan lipozomlar PEGilasyon isleminin ardindan "gizli" formda
hazirlanabilecekleri gibi, antikor konjugasyonu vyapilarak hedeflendirmede de
kullanilabilirler [11-13].



Kati lipit NP Lipozom Polimerik NP Altin NP

Kuantum Noktalar Karbon nanotlpler Dendrimer Demir oksit NP

Seryum oksit NP Nanojeller

Sekil 2.2. Nanoteknoloji temelli bazi ilag tagiyici sistemler [14].

Miseller kendiliginden olusan blok ko-polimerlerdir. Sulu ¢ozelti iginde dista
hidrofilik katman, icte hidrofobik c¢ekirdek olacak sekilde dizenlenirler. Misel
cekirdek, ¢coziinmeyen bir etkin madde ile yuklu olabilir [15].

Dendrimer kelimesi, Yunan'cada aga¢ benzeri anlamina gelen “dendra”
kelimesinden gelmektedir. Esas olarak dendrimerler aga¢ dallanmasi gibi bir
yapida olan kuresel makromolekullerdir. Yapiyi olusturan tekrarlayan birimlerin her
biri jenerasyon olarak adlandiriimakta ve G1, G2, v.b. sekilde ifade edilmektedir.
BlUyukluk olarak genellikle 1-10 nm arasinda olan dendrimerlerde dallanma sayisi

arttikga farkli ¢gdzlculerde ¢ézundrlikleri de artmaktadir [14, 16].

Kanser teghis ve tedavisinde kullanilabilecek bir diger ila¢ tagiyici sistem karbon
nanotlUplerdir. DNA molekullerinin yarisi kadar bir ¢apa sahip olan karbon

nanotlpler 6zellikle kanser mutasyonlarinin belirlenmesinde kullaniimak Uzere



arastirilmaktadir. islevsellestirilen karbon nanotiipler hiicreler icin toksik degildir ve
kanser tedavisi icin ilag, protein ya da siRNA gibi biyomolekulleri hicrelere ve

endositoz yoluyla da hicre igerisine tasiyabilir [17, 18].

Nanokabuk (‘NanoShell’) (NK)' lar, kanser teshis ve tedauvisi i¢in gelistiriimis nano
yapilardir. NK ’lar, merkezinde silisyum c¢ekirdek bulunan ve Uzeri altin tabaka ile
kapli kureciklerdir. Altin tabakanin kalinligi degistirilerek istenen dalga boylarindaki
1Is1gin emilmesi saglanabilir. Uygun dalga boyundaki yakin kizilétesi (NIR) i1siga
maruz birakilan NK, i¢cinde bulundugu hticreyi 6ldurebilecek, fakat etraftaki saglkh
hicrelere zarar vermeyecek derecede 1si yayar. NK’larin yuzeyine ilgili antikor
ve/veya antikanser ilaglar yerlestirilerek kanserli hicrelere yonlendirilebilir [2, 19,
20].

Kuantum noktalar (‘Quantum Dots’) (KN) kadmiyum selenid, kadmiyum telurid ve
indiyum fosfit gibi yari iletkenlerden meydana gelen, 2 ile 10 nm c¢apinda
nanokristallerdir. Teghis, goruntileme ve tedavide floresan problari olarak
kullanilirlar ve organik floresan proteinlerine gore essiz optik ve elektrik 6zelliklere
sahiptirler[20-23].

Bu tezde hazirlanan ilag tasiyici sistemler olan nanopartikillerden detayl bir

sekilde ilerleyen bolimlerde bahsedilecektir.

2.3. ila¢ Hedeflendirmesinde Nanoteknoloji

ilaglarin  hedeflendirilmesinin  amaci, konvansiyonel tedavide gbzlenen
olumsuzluklari elimine etmek ya da en aza indirmek, hucresel dizeylere tasinmayi
artirmak, ilaclarin dolasimda ya da diger biyolojik sivilardaki konsantrasyonunu ve
salim kinetiklerini optimize etmek, ilaglarin farmakokinetik ve farmakodinamik
Ozelliklerini degistirmek, dusuk yada yuksek dozlarda etkin ve guvenli tedavi
saglamak, toksik ve immunojenik ozellikleri gidermek ya da aza indirmek, ilaglarin
stabilitesini artirmak ve vicudun diger bodlgelerinde herhangi bir istenmeyen
etkilesmeye neden olmadan hedef bdlgede istenilen dizeyde farmakolojik yanit
elde etmektir [24, 25].

llaglarin klinik, farmasotik, farmakokinetik / farmakodinamik, biyofarmasétik ve

ticari ydnlerden hedeflendiriime nedenleri Cizelge 2.1’de 6zetlenmistir [26].



Gizelge 2.1. ilaglarin hedeflendirilme nedenleri [26].

Farmasotik Dayanaksiz olmasi

Cozinlrlik sorunu olmasi

Biyofarmasotik Absorpsiyonun disiik olmasi
Membrana fazla baglanmasi
Farmakokinetik Yarilanma émriniin kisa olmasi
Farmakodinamik Dagilma hacminin blyutk olmasi
Klinik Terapotik indeksin diislik olmasi

Anatomik/htcresel engellerin bulunusu
Ticari llacin hasta ve hekime yeni sekilde

Sunulmasi

Hedeflendirmede "Sihirli formul" kavrami, 1981 yilinda Paul Ehrlich tarafindan ilag

hedeflendirme yaklagiminin en erken tanimini sunmustur [27].

ila¢c hedeflendirmesinin amaci, dogru zamanda, dogru konsantrasyonda, dogru
yere ilacin taginmasidir. Etkinligin tanimlanmasini saglayan, kimyasal bilesim,
molekuler boyut, hidrofilisite ve proteine baglama gibi ilaca ait esansiyel ozellikler
oldukca komplekstir. llaglarin hedeflendirilmesi igin kullanilan yéntemler arasinda;
ilaglarin endojen bilesikler ile kimyasal modifikasiyonu sonucunda konjugatlarin
hazirlanmasi, hedefle ylksek oranda etkilesme 06zelligine sahip dogal ya da
sentetik hedeflendirici molekullerin dogrudan ilaca veya nanopartikuler tagiyiciya
kovalan baglanmasi siralanabilir [28-30]. ilag hedeflendirmenin énemli bir nedeni
de konvansiyonel, biyoteknoloji ve gen kokenli ilaglarin, ya da teshis maddelerinin

vicudun spesifik bolgesine segici olarak taginmasidir [31-34].

Tdm terapétik siniflar igin nanoteknoloji temelli etkin ilag tasiyici sistemlerin
geligtiriimesine ihtiyag bulunmakla beraber, solunum, santral sinir sistemi ve
kardiyovaskuler sistemle ilgili hastaliklar igin tasiyici sistemlerin gelistiriimesi
finansal ve terapotik agidan hayati bir 6neme sahiptir. Buna ek olarak, konvansiyel
uygulama yontemlerine nazaran ilag tasiyici sistemlerin daha guvenli ve lyi
sonuglar vermesinden dolayi, antikanser ilaglar, hormonlar ve asilar igin ¢ok hizli
gelismeleri beklenmektedir [29, 32, 35].



llag taginmasi uygulamalarinda nanoteknoloji, biitiin ilaglar icin uygun olmayabilir.
Ozellikle etkinligi disik, dozu yiiksek etkin maddeler ila¢ tasiyici sistemin
boyutunu arttirir bu da uygulamayi giiclestirir [36-40]. ilaglarin hedeflendriimesinde

kullanilan yaklagsimlardan bazilari asagidaki sekilde dzetlenebilir [38].
Pasif Hedeflendirme

Pasif hedeflendirme ilacin veya ilag tasiyici sistemlerin fizikokimyasal ve
farmokolojik faktérlere gére beli bir bdlgede birikmesidir. ilac ve ilag tasiyici
sistemler patofizyolojik ve anotomik olanaklari kullanarak pasif olarak

hedeflendirilir.
Aktif Hedeflendirme

Pasif hedeflendirmede yaklasimlarin sinirli olmasi, ilag hedeflendirme alaninda
aktif hedeflendirmeye ydnelmeyi gerektirmistir. Aktif hedeflendirme, tasiyici
sistemlerin RES'de toplanmamasi, ancak dogal dagiim modelini degistirmesi
sonucu spesifik hlcrelere, dokulara ya da organlara yonlendiriimesi esasina
dayanir. ilaclarin spesifik hedef bélgesine tasinmasindaki bir yaklasim, tasiyiciya
ligand baglanmasidir (Sekil 2.3). Bazi ligandlar, monoklonal antikor ve peptidleri
icermektedir [41, 42]. Uygun ligand segimi, bu ligandin hedef hicredeki segilik,

stabilite, kullanilabilirlik ve 6zgunligune dayanir [38, 43].

Dolayisiyla ilag hedeflendiemesi, cesitli reseptérler, hiicre membranlari tizerindeki
antijen-proteinler ve lipid bilesenleri varliklari sayesinde gerceklesmektedir. Bazi
reseptorler ve yuzey antijenler normal hicrelere oranla hastalik tasiyan hicreler

uzerinde daha fazla bulunurlar [44, 45].
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Korena(Dis tabaka)
\

Géoriintii kontrast CPP

ajanm

Gen tasiyici
ajan

PEG
(polietilen glikol)

Sekil 2.3. Cesitli ligandlar takilarak aktif hedeflendirmede kullaniimak tzere

tasarlanmis nanopartikiler ilag tasiyici sistem [41].

Aktif hedeflendirme genel olarak manyetik, ultrasonik ve ligand-reseptoér arach

olmak uzere 3'e ayrilabilmektedir:
a) Manyetik Hedeflendirme

Belirli bir bodlgeye tedavi amaciyla manyetik partiktller gonderildikten sonra
manyetik alan uygulanarak partikillerin yonlendiriimesi ve yine manyetik alan
etkisi  ile ilacin tasiyici sistemden saliminin kontrol edilmesine dayanan
hedeflendirme yontemidir [39, 46].

b) Ultrasonik Hedeflendirme

Disaridan uygulanan ultrasonik dalga sayesinde ilacin hedeflenen bdlgede

yogunlasmasini ve salimini kontrol eden sistemlerdir [47, 48].
c) Ligand-Reseptér Aracili Hedeflendirme

Hlcre ylzeyindeki spesifik reseptorlere yonlendirilen tasiyici sistemlerin hicre
icine alinmasi, ligandin ve reseptorin yapisina bagli olarak reseptor aracih
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endositoz veya transitoz ile gerceklesmektedir. Ligand-reseptor aracili
hedeflendirmede kullanilan belli baslh ligandlar, lektinler, monoklonal antikor-enzim
konjugatlari, monoklonal antikor fragmanlar, vitaminler, sitokinler, peptid yapidaki
blyume faktorleri, glikoproteinler, toksinler, apolipoproteinler, hiicre adezyon ve

glikoaminoglikanlar olarak siralanabilir [49-51].

Ligand dogrudan ilaca, polimer-ilag konjugatina kovalent baglanabildigi gibi,
lipozomal tasiyicilarda lipozom membranina veya yuzeyde kapli bulunan polimerin

dis ucuna da baglanabilmektedir [52].
2.3.1.Tumore Hedeflendirmede Nanoteknoloji

Klasik kanser tedavileri genellikle, kemoterapiye izin veren Kkataterlerin
uygulamasini igeren kolay uygulanmayan iglemleri icerir. Ginimuzdeki arastirma
alanlari, alternatif yollardan ilag tasiyici sistemlerin uygulanmasina izin verecek
tasityicilarin geligtiriimesini kapsamaktadir. Yeni ilag tasiyici sistemler, kanser
hastalarinin yasam kalitesini ve hayatta kalma sdrelerini artirmak igin
tasarlanmaktadir [53, 54]. TUmor aktive edilmis Onilag tedavisinin kullanimi, ilag ile
timore spesifik molekilin konjugasyonunun yapildidi bir yaklasimdir, bu konjugat
tumore ulugana kadar inaktiftir [40, 46, 55, 56].

Bu sistemler ideal sartlarda, saglikli hucrelerde olmayip kanserli hucrelerin
yuzeyinde olan reseptorlerle etkilegilir. Baglayicilarin ¢gogu, aside kargi dayaniksiz
veya peptidaz ile parcalanabilir ve istenen klinik sonugclari verebilmesi icin in vivo
ortamda yeteri kadar stabil olmayabilirler. Hedefleme kismi tam olarak
baglanamadiginda veya hucre iginde konjugatla olan bagdin kirilmamasi
durumunda etkinligi azalir veya yok olur. Enzimatik olarak ayrilabilen peptid
zincirler aracigiyla, poli(etilen glikol) (PEG) ile konjuge edilmis adriamsin Uzerinde
yapilan son calismalar, ayriimanin timoér hicrelerinde daha selektif oldugunu

gosterilmigtir [57-59].

Hedeflendirilmis konjugatin hedef hicreye baglandiktan sonra hicre igine girip
girmedigi, uygun hedeflendirme ligandinin segiminde 6nemli bir kriterdir. Hicre
icine alim genellikle reseptor aracili endositoz ile gergeklesir. Nanopartikul
uzerindeki tumor spesifik ligandlar veya antikorlar, hiicre yluzeyindeki reseptorlere

baglanirlar, bu da nanopartikullerin hicre igindeki endozoma alinmasini tetikler.
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Endozomun i¢ kismindaki pH asidik hale gelir ve ila¢g nanopartikillerden salinmaya
baglar, sitoplazmaya geger. Ilag yiklli nanopartikiiller aktif akis pompasi olan P-
glikoprotein tarafindan taninamadiklari i¢in buraya ugramadan htcre i¢cine gegmis

olurlar, bdylece ilacin konsantrasyonu hicre iginde artirilabilir [60, 61].

Hem aktif hemde pasif hedeflendiriime stratejilerinde kullanilan nanopartikdller,
saglkh hucrelerde toksisiteye neden olmadan ilacin tumoér hdcreleri igindeki
konsantrasyonunu artirilmasini saglar [62-64]. Ayrica, nanopartikiller spesifik
reseptorlere baglanip hicre igine girerler ve endozomlar tarafindan kusatilirlar,
bdylelik ana ilag diren¢ mekanizmalarindan olan P-glikoproteinler tarafindan
taninmazlar [52, 65, 66].

2.4. Nanopatrtikiiler ilag Tasiyici Sistemler

Nanopartikuller, buayuklukleri 10 — 1000 nm arasinda degisen, ¢6zUnmus,
hapsedilmis veya adsorbe olan etkin maddeyi kontrolli olarak salan kati kolloidal
partiktllerdir. Etkin ila¢ tasiyici sistem olarak biyopargalanabilir nanopartikillerin

gelistiriimesi son birkag on yilda buyuk ilgili odagr olmustur [32, 67].

Nanopartikuller, terapotik ilag molekulinun limitleyici karakteristik 6zelliklerini
maskeleyerek, ila¢ stabilitesini artirarak ilag molekilinin membran bariyerleri
asmasini saglarlar [63, 64]. Nanopartikul istenilen bdlgeye ulastiginda ila¢ salimi
desorpsiyon, nanopartikil matriksi ya da polimer duvardan ilacin difizyonu,
nanopartikul erozyonu gibi mekanizmalarin biri ya da birkagi vasitasiyla
gerceklesebilir [68, 69]. Nanopartikillerin, nanokurelerin ve nanokapsullerin elde
edilis yontemlerine goére ilag moleklll ¢oézundurilebilir, hapsedilebilir, ya da
nanopartikul matriksine eklenebilir. Nanopartikuller nanokureler ve nanokapsuller
olarak isimlendirilbeilir. Nanokapsuller vezikuler sistemlerdir, etkin madde bir
polimerik membranla gevrilidir. NanokuUrede ise etkin madde bir polimerik matriks

sistem icinde homojen olarak dagitilmistir [57, 65] (Sekil 2.4.).

Nanopartikuler tasiyici sistemlerin hedef dokuda etki gosterebilmeleri igin sistemin
tasarimi oldukga oOnem  tasimaktadir.  Nanopartikullerin  ilag  olarak
gelistiriimesindeki ana amag partiktl buyuklugu, ylzey ozellikleri ve farmakolojik
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aktif ajanlarin salim kinetiklerinin kontrol edilerek ilacin etki bdlgesine spesifik

salimini terapotik olarak optimum dozda ve oranda saglamaktir [70-72].

polimer tabakasi

lac

polimer tabakasi
ic cekirdek
Nanokiire Nanokapsiil

Sekil 2.4. Nanokulre ve nanokapsul seklindeki nanopartikiler ilag tasiyici

sistemlerin sematik gérunumu [73].

Bu amacgla potansiyel tasiyici olarak lipozomlar da kullaniimistir. Ancak
lipozomlarin kullanimi, dusuk enkapsulasyon etkinligi, suda c¢ozunen ilaglarin
dolasimda hizlica salinmasi ve zayif saklama stabilitesi nedeniyle sinirlidir. Diger
yandan polimerik nanopartikullerin lipozomlara karsi c¢esitli spesifik UstunlUkleri
bulunmaktadir. Ornek olarak, nanopartikiiller ilaglarin (proteinlerin) stabilitesini

artinrrlar ve hedef bélgeye uygun, kontrolli salim profili gésterirler [74, 75].

Nanopartikuller polimerik yapilari sayesinde biyolojik sivilarda ve saklama slresi
boyunca lipozomlardan daha stabildirler [76-78]. Nanopartikillerden istenen

Ozellikler su sekilde siralanabilir [79, 80]:
e llaci kontrollii olarak salmasi,

o Etki etmeleri istenen bdlgede toplanmasi,
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e Stabilite sorunlarinin olmamasi,
e Fizyolojik ortamda parcalanmasi,
e Toksik olmamalari,

e Sterilize edilebilmesi.

ilag tasiyici sistem olarak nanopartikillerin sundugu Ustiinliikler asagida

siralanmigtir [24]:

>

nanopartikullerin partikul bayuklugu ya da yuzey ozellikleri degistirilerek

aktif ya da pasif olarak hedeflendirilebilirler,

nanopartikiller, ilacin hedef bdlgede salimini kontrol edip uzatabilir,
organ dagilimini ve devaminda klerensini dedgistirebilir, dolayisiyla

terapdtik etkinlik artar ve yan etkiler azaltilabilir,

nanopartikillerin ylzeyine hedeflendirici ligandlar baglanarak ya da

manyetik hedeflendiriciler kullanilarak spesifik hedeflendirme yapilabilir,

nanopartikullerin matriks bilesenleri degistirilerek kontrolli salim ve

partikil degredasyon Ozellikleri degistirilebilir,

nanopartikullerin ilag yUkleme kapasitesi yuksektir ve ilaclar sisteme
herhangi bir kimyasal reaksiyona girmeden yuklenebildikleri igin

aktiviteleri korunur,

nanopartikiller pek ¢ok yoldan (oral, nasal, parenteral, intraokiler...)

kullanilabilir.

Bu sistemler genel olarak, hedefleme (hicre/doku) saglamak, oral biyoyararlanimi

arttirmak, hedef dokuda etkin maddenin etkisini uzatmak, intravaskuler etkin

maddenin

tasinmasi icin  maddenin ¢ézUnmesini saglamak, enzimatik
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degredasyonuna kargi 0Ozellikle protein, peptid ve nukleik asit yapisindaki etkin

maddelerin stabilitesini arttirmak i¢in kullaniimaktadir[81].

FDA tarafindan onaylanmis nanopartikiler ilag tasiyici sistemler Cizelge 2.2’de

gOsterilmigtir [82, 83].

2.4.1. Nanopartikuler Sistemlerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Biyolojik olarak parcalanan ve pargalanmayan polimerler ilag tasiyici sistemlerin
hazirlanmasinda siklikla kullanilir. Polimerlerin yapisal cesitlilikleri ve istenen
kimyasal, yuzeylerarasi, mekanik ve biyolojik fonksiyonlarini saglayan yluzey ve
"bulk" 6zeliklerinin tam anlagiimasi gerekliligi nedeni ile polimer segimi ve tasarimi
aktif bir arastirma alandir. Polimer sec¢imi, polimerin fizikokimyasal 6zelliklerine ek
olarak guvenilirliginin kanitlanabilmesi icin gerekli olan klinik éncesi spesifik testler
ve kapsamli biyokimyasal karakterizasyon calismalarina baglidir. Nanopartikullerin
hazirlanmasinda kullanilan farmasétik amagh dogdal ve sentetik polimerler Cizelge
2.3'de Ozetlenmigtir [84-86].

Hidrofilisite, kayganhk, puzursuzlik ve ylzey enerjisi gibi ylzey o6zellikleri ve
bunlara ek olarak, dayaniklilik, gecirgenlik ve biyoparcalanabilirlik gibi fiziksel
Ozellikler kan ve doku ile olan biyouyumluluga etki eden Ozelliklerdir. Yuzey
Ozellikleri ayrica, polimerin su alma kapasitesini de belirler bu da hidrolitik

parcalanma ve sisme igin dnemlidir [87-89].



Cizelge 2.2. FDA onayli nanopartikuler ilag tagiyici sistemler [82].

Endikasyon

Mantar enfeksiyonlari

Kombine bagisiklik yetmezligi

hastaliklarinda

Kaposi sarkoma, tekrarlayan
ovaryum kanseri

Lenfomatik ve neoplastik menenjit

Kitan6z T-hlcre lenfomasi

Makauler dejenerasyon

Hepatit C

Kemoterapi nedenli notropeni

Metastatik meme kanseri

Akut lenfositik l0semi

Makauler dejenerasyon

Malign plevral mezotelioma

ilag / Terapétik ajan (ticari isim)

Lipozomal amfoterisin
(Ambisome, Ablecet, Amphotec)
PEG-adenozin deaminaz
(Pegademase)

PEG-stabilize lipozomal
doksorubisin (Doxil, Evacet)

Lipozomal sitozin arabinozit
(DepoCyt)

interldkin 2-difteri toksini flizyon
proteini (Denileikin Diffitox)

Lipozomal verteporfin
(Visudyne)
PEG-interferon a-2b
(Pegasys)

PEG-granulosit kolon stimule edici
faktor (Neulasta)

Protein baglh paklitaksel
(Abraxane)
PEG L-asparajinaz
(Oncaspar)
PEG aptanib
(Macugen)

Pemetrakset



Siniflandirma

Dogal Polimerler
Protein bazli polimerler

Polisakaritler
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Cizelge 2.3. Nanopartikil hazirlamada kullanilan dogal ve sentetik polimerler [31].

Polimer

Kollajen, albumin, jelatin

Agaroz, aljinat, hiyalurnik asit, dekstera,
kitin ve kitozan

Sentetik Polimerler
Biyoparcalanabilir

Poliesterler

Polianhidritler

Poliamidler

Fosfor bazli polimerler

Digerleri

Biyoparcalanabilir olmayanlar

Seliiloz tiirevleri

Silikonlar

Akrilik polimerler

Digerler

Poli(laktik asit),poli(gliko asit), poli(hidroksi),
poli(3-malik asit), poli(dioksanon),
poli(laktid-ko-glikolik asit)

Poli(sebasik asit), poli(adipik asit),
poli(tereftelik asit), ¢esitli kopolimerler
Poli(imino karbonatlar), poliamino asit
Polifosfatlar, polifosfonatlar, polifosfazenler
Poli(siyano akrilatlar), politretanlar,

poliasetetlar,
Poliesterler, polihidropiranlar

Karboksimetil sellloz, etil sellloz, sellloz
asetat, sellloz asetat propiyanat,
hidroksipropil metil seltloz

Polidimetilsiloksan, kolloidal silika

Polietakrilatler, poli(metil metakrilat), poli
hidro(etil-metakrilat)

Polivinil pirolidon, etil vinil asetat,
poloksamerler, polokasminler
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2.4.1.1. Biyopargalanmayan Polimerler

Biyoparcalanabilir olmayan polimerler biyolojik ortamlarda parcalanmazlar. Bu
nedenle bu polimerlerin en dnemli sakincalari, kronik toksisite gostermeleridir. Bu

polimerler hidrofilik veya hidrofobik yapida olabilirler [90-92].

Biyolojik olarak parcalanmayan polimerlere Ornek olarak, sellloz turevleri
(karboksil metil seltloz, sellloz asetat, etil sellloz), silikonlar (polidimetil siloksan)
ve akrilik tdrevleri (poli(hidroksi etil metakrilat), poli(metoksil etil metakrilat),
poli(metakrilik asit) verilebilir [93-96].

2.4.1.2. Biyopargalanir Polimerler

Nanopartikul tasariminda bioparcalanabilir bir matriks secimi ile polimer artiklarinin
vlcutta birikmesi engellenmekte ve uygulanan nanopartikullerin uzaklastiriimasi
icin ikinci bir cerrahi iglemi gerektirmemektedir [97]. Biyopagalanabilir polimerler,
ilaclarin, makromolekdllerin, hucrelerin ve enzimlerin taginmasi igin sentezlenirler.
Bu polimerlerin tolere edilebilirlikleri omurga yapilari icerisine, ester, anhidrit, amid,
orto-ester, ure, karbonat ve Uretan gibi bir cesit degigsken grublarin ilave edilmesi

ile parcalanabilirliklerinin kontrol edilebilmesinden ileri gelmektedir [98].

Biyoparcalanan polimerler suda ¢ézinmezler fakat biyolojik sivilarla temas edince
fiziksel ve kimyasal degisime ugrarlar [99, 100]. Polimerlerin biyolojik olarak
parcalanmasi enzimatik, kimyasal, ya da mikrobiyolojik yollarla olabilir. Bu
parcalanma mekanizmalari ayri ayri olabilecedi gibi es zamanli olarak da

meydana gelebilir [101].

Polimerlerin biyolojik olarak pargalanmasini etkileyen faktorler asadaki gibi
siralanabilir [102]:

> Fiziksel faktorler (sekil, bayukluk),
» Fizikokimyasal faktorler (iyon degisimi, iyonik gug, pH),
» Kimyasal yapi ve kompozisyon,

» Morfoloji (amorf, yari kristal, kristal, igyapt),
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» Molekuler agirlik dagihmu,

> Uretim sartlar ve sterilizasyon islemi,

» Degradasyonun mekanizmasi (hidroliz, mikrobiolojik, enzimatik),
» Etki bolgesi,

» Sertlestirme ve saklama kosullari,

» Uygulama yollari.

Cizelge 2.3'den de gorllecegi uzere, ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda
kullanilan polimerler sentetik ve dogal polimerler olarak da siniflandinlabilirler.
Dogal polimerlere 6rnek olarak kitin, kitozan, albumin, kolajen verilebilirken
sentetik olanlara poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit)(PGA), poli(laktik-ko-glikolik
asit), karboksimetil sellloz, etil seliloz verilebilr. Tez c¢alismamizda
formulasyonlarin hazirlanmasi asamasinda poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

kullanildigindan bu bdlumde sadece bu polimer hakkinda detayl bilgi verilecektir.

Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Orta ve yuksek molekul agirliklh PLGA baslangic materyalleri olarak siklik
dimerlerin (laktik ve/veya glikolik asitlerin siklik diesteri) halka ac¢iima
polimerisasyonu veye direk polikondenzasyon metodlari ile glikolik asit ve laktik
asitten sentezlenirler [103, 104]. PLGA en sik kullanilan, biyoparcalanabilir
polimerdir. Literatirde PLGA’nin molekul agirligi, laktid/glikolid orani ve terminal
fonksiyonel grup gibi farkh 6zelliklerinin ilag tasiyici sistemlerin karakterizasyonlari

uzerine olan etkileri incelenmigtir [105, 106].

PLGA %25-75 arasinda degisen oranlarda glikolid yapisi tagimaktadir. PLGA’in
yapisi Sekil 2.5’de gosterilmektedir. PLGA kopolimerinin sonug¢ kristalinitesi,
kopolimer zincirinde monomer bilesenlerinin tipine ve molar oranina baghdir. D,L-

PLA'y1 iceren kopolimer daha amorf yapidadir [107].
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Sekil 2.5. PLA, PGA ve PLGA' in kimyasal yapilari [108].

Molekual agirhgr ve polidispersite indeksi gibi fiziksel 6zellikler PLGA’ in mekanik
glcunl ve ilag tasiyici sistem olarak formile edilebilme 6zelligini etkiler. Bu
Ozellikler ayni zamanda bu polimerin biyolojik olarak parcalanmasi ve hidrilizini de
etkiler [109]. PLGA kopolimerlerinin camsi gegis sicakliklari (Tg) fizyolojik
sicakhgin (37 °C) Uzerindedir ve bu sicaklikta yapilari cam gibidir. Jamshidi ve ark
[110] tarafindan yapilan bir ¢caismada PLGA kopolimerinin bilesimindeki laktid
iceriginin ve molekdl agirhginin azalmasi ile Tg deg@erlerinin azaldigi bildirilmistir
[111].

Mekanik gug, sisme davranigi, hidrolize ugrama kapasitesi ve biyopargcalanma hizi
direkt olarak PLGA polimerinin kristalinitesinden etkilenir. PLGA kopolimerlerinin
sonug Kristalinitesi, kopolimer zincirinde monomer bilesenlerinin molar oranlarina
ve tipine baglidir [111]. D,L-PLA ve PGA'dan sentezlenen PLGA kopolimeri amorf
yapida iken L-PLA ve PGA'dan sentezlenen kopolimer kristal 6zellik gosterir.
Polimerlerin kristalinite derecesi ve erime noktasi polimerin molekul agirhgi ile
dogrudan iligkilidir [112-114].

PLGA kopolimerlerinin biyolojik olarak pargalanma hizi, polimer zincirindeki laktik

ve glikolik asitlerin molar oranina, polimerin molekll adirlina, kristalinite
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derecesine ve polimerin camsi gegis sikiliklarin (Tg) degerine baghdir. PLGA'in

biyolojik olarak pargalanmasi igin 3 fazli mekanizma onerilmektedir [115].

|. Rastgele zincir yarilmasi islemi: polimerin molekul agirhigir onemli bir
sekilde azalir ancak kayda deger bir kutle kaybi ve ¢ozunur monomer Urunleri

meydana gelmez.

Il. Orta faz: bu fazda molekul agiriginin azalmasina hizl bir kitle kaybi ve

¢ozunur oligomerik ve monomer Urunlerinin olugsumu eslik eder.

[ll.Polimer ¢b6zumesinin tamamlanmasi: ¢ozunur oligomerik pargalardan

¢6zunUr monomer bilesenleri olusur.

PLGA'in biyolojik olarak pargalanmasinda enzimlerin roli net degildir. PLGA
biyolojik olarak pargalandiginda laktik ve glikolik asit meydana gelmektedir. Laktik
asit, trikarboksilik asit déngustine girerek metabolize edilir ve vicuttan CO; ve H,O
olarak uzaklastirilir. PLGA polimerlerinin biyolojik olarak pargalanma hizi, polimer
zencirindeki laktik ve glikolik asitlerin molar oranina, polimerin molekul agirligina,
polimerin camsi gegis sicaklina ve kristalinite derecesine baghdir [116-118].
PLGA 50:50 stabilitesi en az olan ve homopolimerlerden daha hizli pargalanan
kopolimerdir [119].

PLGA kopolimerleri, Gretim kolayligi, polimer karakteristiklerindeki ¢ok yonlulik ve
insan Uzerinde kullanim igin FDA tarafindan onayli olmalari gibi pek c¢ok tercih
edilen 6zellige sahiptirler [120]. Bu polimerler peptid ve protein yapidaki ilaglarin
tasinmasi, kimyasal ve enzimatik pargalanmaya karsi korunmasi ve kontrollu

salinmasi igin Uzerinde yogun calisilan materyallerdir [121-123].

2.4.2. Nanopartikillerin Hazirlama Yoéntemleri

Nanopartikil hazirlama yéntemleri pek ¢ok arastirmaci tarafindan incelenmis olup
hazirlama sirasinda polimerin ve etkin maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine uygun
yontemi segmek gerekmektedir. Formulasyon sartlari, polimerik kolloidal sistemin
i¢c yapisini da belirlemektedir. Nanopartikul hazirlama yontemlerine tarihsel olarak

bakildiginda, ilk yillarda monomerlerin gesitli ortamlarda in situ polimerizasyonuna
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dayanmaktadir. lilerleyen yillarda, tam olarak karakterize edilmis &énceden
sentezlenmis polimer veye dogal makromolekullerin dispersiyonlarina dayali

yontemler gelistiriimistir[124, 125].
2.4.2.1. Emiilsifikasyon/¢oziicii diflizyon metodu

Partikuler sistem hazirlama sekillerinden biri olan emulsifikasyon-¢oézucu difizyon
yonteminin esasi, suda ¢ozinmeyen etkin madde ile polimerin ortak ¢dzindukleri
bir organik ¢o6zucude ¢ozundurulmesi ve yuzey etkin madde igeren ortama
karistirilarak ilave edilmesidir. Bu metotta suyla karisabilen aseton ya da metanol
gibi bir solvan ve diklorometan ya da kloroform gibi suyla karismayan bir solvan
organik fazi olusturmak amaciyla kullaniir. Suyla karigabilen solvanin
kendiliginden ani ugmasi iki fazin ylzeyleri arasinda tirbllans ve kiguk
partiktllerin olusumu ile sonuclanir. Suyla karisan solvanin konsantrasyonunun
artirlmasi ile daha kuguk partikul buyudklagune sahip partikuller elde edilebilir [126,
127].

2.4.2.2. Emiilsifikasyon/ ¢oziicli buharlagtirma metodu

Emudlsifikasyon/ ¢bzicu buharlastirma yonteminde ilk olarak sulu faz igerisinde
polimer ¢ozeltisinin emdulsifikasyonu saglanir sonrasinda ikinci adimda, polimerin
icinde ¢6zundugu solvan buharlastirilir ve polimerin nanopartiktl olarak ¢okmesi
saglanir. Etkin maddeyi iceren polimerin organik fazdaki c¢ozeltisi, dispersiyon
ajani ve yuksek hizli hemojenizatér kullanarak nano buyuttaki pargaciklar halinde
disperse edilir. ilag polimer matriks sistemi igine iyi bir sekilde disperse olmus ise,
polimer, nanopartikil seklinde ¢oker. Coziucu surekli karistirilarak veya sicakhgdin

basing altinda arttirnimasi ile ugurulur [128].

Nanopartikillerin boyutu, karistirma hizi, organik ve sulu fazin viskositesi,
dispersiyon ajaninin tipi ve miktari ve sicaklik ile ayarlanabilir. Bu yontemde sikca
kullanilan polimerler, poli(laktik asit) (PLA), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA),
etilseliloz(EC), seliloz asetat ftalat, poli(e-kaprolakton) (PCL) ve
poli(hidroksibutirat)'tir(PHB).

Etkin maddenin hidrofilik ya da hidrofobik olmasina gore, hazirlanan emilsiyonun

tipi farkilik gosterir. Peptid, protein yapisindaki ilaglarin bu ydntem ile
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enkapsulasyonlarinin  saglanabilmesi igin, S/Y/S tipinde g¢oklu emdulsiyonu

olusturulur [129].

Hidrofilik ilaclarin hapsedilme etkinligini artirilmasi icin SIYIS
emulsifikasyon/solvan buharlastirma yoéntemi geligtirilmigtir. Organik faz bu
sistemde iki sulu faz arasinda ilacin dig sulu faza difizyonunu 6nleyici bir bariyer
gOrevi gormektedir. Bu yontemde etkin maddenin sulu ¢ozeltisi (su veya tampon),
polimer igeren organik faz icinde dagitilir. Elde edilen S/Y emdulsiyonu hazirlanir,
bu emdulsiyon PVA gibi bir emulgator iceren buyuk hacimdeki suya ilave edilir ve
karigtirarak S/Y/S emulsiyonunun olusumu saglanir. Cozucu, buharlastirma ya da
ekstraksiyon iglemi ile ortamdan uzaklastirilir. Daha sonra hazirlanan partikuller
santrifij edilir, yikanir ve son basamakta kurutulur. Polimer ¢bézlcu olarak etil
asetatin ve peptid/protein ilaclar icin hidrofilik stabilizan olarak Pluronik F68,
Polietilen glikol, sigir serum albumini, insan serum albumini ya da sodyum

glutamat kullanilabilir [130].

Yagda ¢dzinen hidrofobik ilaglar igin Y/S tipinde basit emulsiyon olusturulur. Bu
yontemde, oncelikle polimer su ile karisabilen ugucu bir organik solvan (etil asetat,
diklorometan, aseton vb.) igerisinde ¢ozunur. Daha sonra elde edilen ¢ozelti
icerisine etkin madde eklenir. Etkin madde, polimer ve organik fazi iceren bu
cOzelti Y/S tipinde bir emdilsiyon elde etmek Uzere, emdilgatér (poli(vinilalkol)
(PVA) gibi) varhginda blylk hacimde bir sulu faz icine uygun karistirma ve
sicaklik kosullarinda emulsifiye edilir [131]. Organik fazin uzaklastirmasi igin
buharlastirma ya da ekstraksiyon yontemi kullanilir. Bu yontemde en sik kullanilan
emulgatorler poli(vinil alkol) (PVA), aljinat, jelatin, metil sellloz, hidroksialkil
seluloz, hidroksipropil metil seliloz (HPMC), Tween'ler ve sodyum oleat olarak
siralanabilir. Y/S emuilsiyon yénteminin en blylk dezavantaji suda ¢ézlnen ilaglar
icin dusUk enkapsulasyon etkinliginin meydana gelmesidir. Bu nedenle bu ydontem
steroidler gibi yagda c¢ozunen ilaglar igin yaygin olarak kullaniimaktadir. Suda
¢ozunen ilaclar icin ilag yukleme kapasitesini arttirmak amaciyla Y/Y emlsiyon
yontemi geligtiriimigtir. Bu yontemde asetonitril gibi su ile karigabilen bir organik
¢b6zucude polimer ve ilag ¢dzulur. Daha sonra bu ¢ozelti hafif mineral bir yag icine

disperse edilerek Y/Y emdulsiyonu olusturulur [132].
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2.4.2.3. Nanog¢oktirme metodu

NanogOkturme yontemi, hemen ve tek bir asamada nanopartikil olusumuna
olanak vermesi, uygulamasi basit ve hizli bir teknik olmasi nedeniyle avantajlidir.
Bu ydntemde birbiriyle karisan iki ¢oziicli gerekmektedir. ilagc ve polimer ¢odzici
olarak adlandirilan ilk fazda ¢6zunmeli, ¢oztcu olmayan faz olarak isimlendirilen
ikinci fazda ise ¢6zunmemelidir. Polimer ¢ozeltisi ¢bzuclu olmayan faza ilave
edildiginde polimerin hizla katilagsmasiyla nanog¢okturme meydana gelmektedir.
Polimeri igeren ¢dzlcunun karisan faza diflze olmasiyla polimerin ¢okmesi

geceklesmektedir [133].

Nanogokturme yontemi, genellikle PLGA, sellloz tlrevleri, poli €-kaprolakton gibi
polimerlerle, dar bir dagilim araliginda 80-300 nm buyukligtunde nanopartikullerin
hazirlanmasina olanak vermektedir . Bu yontem, artinimis karigtirma hizlari,
sonikasyon veya ylksek sicaklik dereceleri gerektirmediginden protein yapida
ilaglar icin uygundur. Buna ilaveten, bu yontem etanol veya asetonda ¢dzinen
hidrofobik karakterde olan ilaglarin yiklenmesi acgisindan da uygundur ve dis
faza ilag gecisini en aza indirerek ylksek enkapsulasyon etkinligi saglamaktadir.
NanogOkturme yoneminde, ¢dzlcu ve ¢ozuUcl olmayan fazin yapisi, ¢dzicu/
¢bzucu olmayan faz hacim orani ve polimer konsantrasyonu nanopartikullerin

buyukliginie etkilidir.
2.4.2.4. Polimerizasyon Metodu

Nanopartikuller monomerlerin polimerizasyonu ile hazirlanabilir. Bu yontemde bir
ilact nanopartikil haline getirmede akrilamit gibi suda ¢6zlinen bir monomer
kullanilir. Dig faz olarak bir hidrokarbon kullanilabilir. ilk basamakta suda ¢dziinen
polimerize edilecek olan monomerler ve kaplanacak maddeler suda ¢ozundurulir.
Daha sonra bu ¢ozelti, yizey etkin maddeler yardimiyla hidrofobik fazda dagitilir
ve bdylece partikuller elde edilir. Bu yontemde ilag molekili monomerin eklenmesi
ya da polimerizasyon igleminin tamamlanmasi sonrasinda ortama eklenebilir.
islem sonrasinda elde edilen nanopartikiil siispansiyonu ultrasantrifiijasyon ya da
izotonik, strfaktan olmayan ortamda restispande edilerek saflastirilabilir[134].

Polimerizasyon esasinda dekstran -70, -40, -10, poloksamer-188, -237 gibi

stabilizerler, polisorbat-80, -40, -20 gibi sUrfaktanlar ortama eklenebilmektedir.
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Nanopartikullerin partikll buyuklugu stabilizerin tipi, kullanilan surfaktan tipi ve

konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir.

2.5. Beyin Tumori

Beyin tumord, intrakraniyal solid neoplasm olarak veya beyin icinde veya santral
spinal kanalda anormal olgude hucre ¢ogalmasina bagh meydana gelen kitle
olarak tanimlanabilir. Belirtileri bas agrisi, kusma(ileri dlizeyde), sara ndbetlerine
benzer seri bayilmalar, timoérin beyindeki yerine gore vicutta bazi kisimlarda felg,
kisilik ve ruhsal bozukluklar, isim hatirlamama, hesap yapamama gibi sayisal ve

sozel hafiza bozukluklari olarak siralanabilir [135].

Beyin tumodrleri, kanser sonucu meydana gelen O&lumlerin yaklasik %2'sini
olusturmaktadir. Populasyonda beyin timorlerinin bir yil (2011) igindeki insidensi
8-10 /100 000’ dir. Primer beyin timorleri gocuklarda en sik rastlanan ikinci timor
olup insidensi 3.8/100 000'dir.

Amerikan Ulusal Kanser Derneg@i (National Cancer Institute) 2011 yilinda bu
ulkede yaklasik 22340 yeni intrakraniyel tUmor tanisi konulacagini ve 13110

kKisinin bu nedenle kaybedilecegini hesaplamaktadir [136].
2.5.1. Beyin Tumorlerinin Siniflandiriimasi

Literatlrde beyin timorlerinin siniflandiriimasinda gesitli yaklasimlar bulunmakla
birlikte tumorun kaynaklandigi hucre grubu acisindan yapilan genel  bir
siniflandirma ~ bulunmaktadir.  Gliomlar  glial  hUcreler  asrositler ve
oligodendrositlerden kaynaklanan tumdrlerdir. Malign beyin timorleri son derece
élduriictdir [137, 138]. 1x10° hiicre icerebilen ve yaklasik 10 g agirliginda olan bu
timorler, klinik olarak semptomatik hale gelmeden once Iokalizasyon ve
derecelerine bagl olarak 6dem ile birlikte gorulebilir. Malign gliomlar, glial hicreler,
astrositler ve oligodendrositlerden kaynaklanan timorlerdir ve tum beyin
tiimarlerinin % 13-22’ sini meydana getirmektedir [139]. Bazi gliomlar 1x10! adet
ya da daha fazla htcre igerip 100 g agirhiginda olabilir, hatta bazilari semptomatik
hale gelmeden 6nce daha da buyuyebilir [140]. Gliomlar Dinya Saglik Teskilati

(WHO) tarafindan timorin histolojik gérinimunt baz alarak I'den IV’e kadar
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derecelendirilmiglerdir. Yuksek dereceli gliomlar lll. ve V. derece gliomlardir.
Yuksek dereceli gliomlarin buyuk kismi Glioblastoma Multiforme’nin alt tipleri olan

Anaplastik Astrositom ve Anaplastik Oligodendrositom’dur [141].

2.5.2. Tedavi Yaklagimlari

Gunumuzde malign gliomlarin tedavisinde 3 ana yontem tek veya kombinasyon
halinde kullaniimaktadir. Bunlar; cerrahi, radyasyon terapisi ve kemoterapi olarak
siralanabilir [142].

2.5.2.1. Cerrahi

Beyin tumorlerinde uygulanan cerrahi iglemlerde amag: a) teshisi kesinlestirmek,
b) artan intrakraniyel basincin semptomlarini hafifletmek amaciyla timoéra
klgultmek, ¢) yardimci (adjuvan) tedaviler igin 6n islem olarak timor katlesini

azaltmak, olarak siralanabilir.

Genellikle tum primer malign timorlerde uygulanan cerrahi islem tumor katlesinin
% 99unun etkin bir bicimde uzaklastirilmasi ile sonuglanir. Bunun sonucunda
intrakraniyel basin¢g duser, c¢ogalan, hareketsiz ve Olu tumor hucrelerinin
uzaklastiriimasiyla semptomlar hafifler. Ancak, ¢ogu beyin tumoérundn infiltratif
dogasina ve malign dokudan normal dokuya déntusumun zor olmasina bagli olarak
geride 1x10% - 1x10° timér hiicresi geri kalabilmektedir. Sonuc olarak, sadece
cerrahi girigsim ¢ok basarili sonuglar vermez ve hastalarin ortalama hayatta kalis
suresi (OHKS)'ni yaklagik 17 hafta kadar artirabilir [143].

2.5.2.2. Radyasyon Terapisi

Cerrahi islem sonrasi uygulanan radyasyon terapisi genellikle ylksek dereceli
gliomlarin tedavisinde etkin bir yardimcidir ve gliomlu hastalarda OHKS’ ni
yaklasik 37.5 hafta artirabilir [144].

Radyasyon terapisi, segilen tumoér hacmine ulasan radyasyon dozunun
homojenitesinin optimizasyonu ve normal beyin bdlgelerinde dozun minimuma

indiriimesi yonunde planlanir. Gunluk alinan radyasyon miktari komplikasyonlarin
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sikligi ile iligkili olup maksimum doz 1.8-2.0 Gy/gun’ dur. Uygulanan toplam
radyasyon dozu tumorun tipine, lokalizasyonuna ve alanin buyuklugine bagh
olmakla birlikte gliomlar icin genellikle 45-60 Gy’ dir. Daha ylksek dozlar beyin

nekrozu riskini artirir [145].
2.5.2.2.1. Partikil Isin Tedavisi

Radyasyon terapisinin daha etkin olabilmesi igin farkili tipte partikil 1ginlarinin
kulanimi 6nemlidir. Ozellikle néronlar yiksek derecede Goéreceli Biyolojik Etki
(GBE) saglarlar. Protonlar ve helyum g¢ekirdegi normal dokularda kabul edilebilir
risk duzeyinde doz saglarken timorde artan doz dagimi goéralir. Bor ndtron
yakalama terapisi(boron neutron capture therapy, BNCT), radyoaktif olmayan bor
izotopunun (*°B) diisiik enerjili nétronlar ile 1sinlanmasi sonucu meydana gelen
nukleer reaksiyona dayanir. Reaksiyon sonucunda yuksek sitotoksisiteye sahip
parcaciklar meydana gelir ve izotopu i¢ine almis olan ya da izotopun bagh oldugu
hicreler tahrip edilir. BNCT igin klinikte kullanlan maddelere 6rnek olarak
borokatat sodyum (BSH) ve P-bronofenilalanin (BPA) verilebilir. Bu maddelerin
hedef hicrelere tasinmasinda lipozom, immunolipozom ve mikrokapstl gibi dozaj
sekilleri kullaniimaktadir [146, 147].

2.5.2.2.2. Dokuarasi (Interstitial) Radyasyon Uygulamasi ve Hipertermi

Brakiterapi, dokuarasi ya da timore yakin bdlgede 1sinlamada oldugu gibi yakin
mesafede gergeklestirilen ve radyasyon kaynagdinin dogrudan tumdordn igine
yerlestirildigi  bir radyasyon terapisi seklidir. Dokuarasina implante edilen
radyasyon kaynagi tumore yuksek doz verilmesini saglarken, civardaki saglikli
dokulara ¢ok dusuk bir dozun ulusmasina yol agmaktadir. Brakiterapi igin
radyasyon kaynagi olarak literatiirde Iyot-125, Altin-198, iridyum-192 gibi
radiyoaktif elementlerin kullandigi gériimektedir.

Sicakhdin 41 °C nin Uzerinde uygulanmasi, hucreleri zamanin ve sicakligin
fonksiyonu olarak oldurur ve hucrelerin radyasyonun verdigi hasari onarmasini
engeller. Hipertermi, dogrudan tumor hadcresi oldurtulmesi, tumor reoksijenasyonu
(timordeki hipoksik bdlgelerin radyasyona hassasiyetini artirmak amaciyla) ve

radyosensitizasyonunda lokal kontrollin gelistiriimesi i¢in brakiterapi ile birlikte
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degerlendiriimektedir. Hipertermi teknigi brakiterapiden once ve sonra 15-30 dk
sureyle uygulanir [148].

2.5.2.2.3. Radyosensitizerler

Minimum normal doku ve maksimum tumor hasari olugturmak amaciyla kullanilan
radyosensitizlerler, radyasyon ile beraber uygulandiklari zaman basit bir ilave
etkiden ¢ok daha fazla timor hicresinin 6lumune yol acan maddelerdir (6rnegin;
metronidazol, misonidazol, 5-bromodeoksilridin(BUDR), 5-iyododeoksitridin
(IUDR) vb.). Cogu kemoterapétik madde radyasyon dozunda artisa neden olan
etkiye sahiptir [149].

2.5.2.3. immiinoterapi
2.5.2.3.1. Biyolojik Cevabi Degistiriciler (BCD)

immiinokonjugatlar, bir antikor ve efektér molekiilden meydana gelmektedir.
Efektér madde tumor hicresi tahribine neden olabilecek bir radiyoizotop, protein
toksini ya da ilagc olabilir. Efektor maddenin etki mekanizmasi bir antijene

hedeflenerek etkilesme bigiminde ise uygulama daha etkilidir [150-152].

BCD, timor hucrelerinin fenotipik karakterlerinin degistirebilen hetorojenik bir

gruptur. Beyin timorlerinin tedavisinde BCD'in kullanilma nedenleri:
» Hastanin immun durumunun anomali gostermesi,

» Tumor hdcrelerinin - bayumesi ve "immun denetim sisteminden bu

hucrelerin kagabilecegi" gorusu,

» Sitokinler gibi pek c¢ok BCD'in tumor hucrelerinin biyolojik ¢evrelerini

module etmesi olarak siralanabilir [152].
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2.5.2.4. Fototerapi
2.5.2.4.1. Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi lokal adjuvan tumor tedavisinin iki agamali seklidir. Fotodinamik
terapi, timor dokusu tarafindan bir fotosensitizerin selektif alimi ve/veya
alikonmasini takiben uygun dalga boyundaki 1s1gin uygulanmasi sonucunda

sensitizerin aktive olarak tumorin selektif bir sekilde tahribi seklinde tanimlanabilir.

Bu terapi fotoradyasyon terapisi, fototerapi ve fotokemoterapi gibi dedisik
sekillerde adlandiriimaktaysa da glnimizde fotodinamik terapi terimi kabul

g6rmektedir [153]. ideal bir fotosensitizerin dzellikleri:
» Sistemik olarak toksik olmamali,
» Maksimum tumor-beyin selektivitesine sahip olmali,
» Tek bir bilesik olmali,

> Infiltre olan hiicrelere ulagsmak igin hasar gérmeden kan-beyin engelini

gecebilmeli ancak normal beyine girmemeli,

» Maksimum doku penetrasyonu saglayan isik dalga boyu (650-800 nm)

ile yUksek duzeyde aktivasyona ugramali

» Cevre dokularda minimum, tumoérde ise maksimum sitotoksik etki

goOstermeli,
» Sistemik dokulardan hizla uzaklagsmali olarak siralanabilir.

Birinci nesil fotosensitizrelere fotofrin, hematoprofrin tlrevleri, ikinci nesle ise
Rodamin-123, Klorinler ve bakterioklorinler gibi maddeler 6rnek olarak verilebilir
[154, 155].

2.5.2.5. Gen Terapisi

Genetik vektorler eksik ya da hatali genleri yerine koymak ya da alici hicrelere
yeni fonksiyonlar 6gretmek icin kullanilabilmektedir. Beyin timoéri tedavisinde gen

transferi:
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a) Tumorun immunojenitesini artirmak ve immun kaynakh antitumor etkileri

etkin hale getirmek.

b) Bazi drunleri, alici timoér hicrelerinde selektif toksisite saglayabilecek bir
genin transferi icin spesifik olarak bu hlcrelere hedeflemek amaciyla

yapilabilmektedir.

Patojenik virUsler secilen hicre populasyonu uzerinde toksik etkilerini selektif
olarak gosterebilecegi igin beyin timorlerinin biyolojik tedavisinde bir potansiyele

sahiptirler. Bu amagla adennovirlsler ve retrovirUsler kullaniimaktadir [156, 157].

2.5.2.6. Kemoterapi

Bu bodlimde beyin tumord kemoterapisinde kullanilan ilaglarin  farmakoloji
Ozelliklerinde degil, ilaclarin beyine tasinmasinda énemli bir yer tutan kan-beyin

engelinden, uygulama yollarindan ve dozaj sekillerinden bahsedilecektir [158].

2.5.2.6.1. ilag Uygulama Bélgeleri
2.5.2.6.1.1. intravendz (i.v.) uygulama

Konvansiyonel beyin tumori kemoterapisinde ilag uygulanmasi igin en sik
kullanilan uygulama yoludur. Uygulama yapilirken herhangi bir cerrahi girisime
ihtiyac duyulmamasi nedeniyle tedavide ilk olarak tercih edilir. Ancak, bu yolla
uygulanan sitotoksik ilaglarin birgogu kan beyin engeli nedeniyle etkin
konsantrasyonda tumor bolgesinde bulunamamaktadir. Bu bolgede etkin
konsantrasyonda ilag duzeyini saglamak igin uygulanan stratejilerden biri,
uygulanan ilag dozunun artirimasidir ancak bu durum ciddi sistemik toksisiteye
neden olmaktadir [159].

2.5.2.6.1.2. intratiiméral uygulama

Malign gliomlar genellikle Ilokal tumor kontrolindeki basarisizlik nedeniyle
geligirler. Bu durumun 6nlenmesi i¢in lokal olarak ilag uygulamasi geligtiriimigtir.
intratiimoral kemoterapi, direk olarak timér icine veya timérin cikariimasini
takiben olusan kaviteye ilacin uygulanmasidir. intratiméral kemoterapinin

avantajlart:
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- tmor i¢i ilag konsantrasyonun ve tumoér-ila¢ temas suresinin

artirilmasi,
- kan beyin engelinden etkin bir kagisin saglanmasi,
- tUmor iginde damarsiz bolgelere de ilag taginmasi,

- uygulanan toplam ila¢ dozundaki azalmaya bagl olarak yan etkilerde

azalma saglanmasi

olarak siralanabilir. Bu ydntemin ana sakincasi olarak, invazif bir ydontem olmasi ve
timorin dizenli olmayan yapisi nedeniyle ilacin timor iginde esit bir sekilde

dagilamamasi bildirilmigtir [160].

2.5.2.6.1.3. intrakarotid (intra-arterial) uygulama

Diger odaksal tedavilerde oldugu gibi intra-arterial (i.a.) uygulamanin amaci, ilacin
maksimum oranda tumore tagsinirken minimum oranda sistemik dolagima
gecgmesidir. Beyin tumorleri igin i.a. kemoterapinin matematiksel modellemesi
yapildiginda, i.v. tedaviye gore i.a. kemoterapinin timore tasinan ilag miktari
acisindan 5 kat daha yiksek sonuclar verebilecedi hesaplanmaktadir. i.a. ilag
infizyonu daha c¢ok intatimoéral ilag konsantrasyonunu artirmakta, timor-ilag
temasi suresini uzatma yonunde bir avantaj saglamamaktadir [161]. Bu yontemin
ana sakincalari olarak, 6zellikle infiltratif tumortun dizenli olmayan yapisi nedeniyle
ilacin timor icinde esit bir sekilde dagilamamasi ve uygulama bdlgesinin (karotid
arter) oftalmik artere yakin olmasi nedeniyle gérme kaybi ve noérotoksik etkilerin

gorulmesi bildirilmistir [162].

2.6. Kan Beyin Engeli (KBE)

KBE, beyin kapilerlerinin luminal ylzeyini olusturan, siki kavsaklar (tight junctions)
ile birbirine baglanan endotel hicrelerinden meydana gelen bir engeldir [163] .
Fenestrasyonlarin (endotel hicreleri arasinda gorilen bosluklar) bulunmamasi,
hicrelerarasi siki kavsaklarin bulunmasi, pinositik vezikullerin azligi ve ¢ok sayida
mitokondri bulunmasi KBE'ni periferik endotelden farkh kilan o&zelliklerdir (Sekil
2.6) [164-166].
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KBE'nin fonksiyonlari:

a) kan ile santral sinir sistemi (SSS) arasinda besinlerin ve suda ¢6zinen

maddelerin serbest alig-verisini kisitlamak,
b) 6zel tasima sistemleri aracilidi ile spesifik molekullerin taginmasini saglamak,

c) kan velveya beyin kaynakli maddelerin modifikasyonu/metabolizasyonunu

saglamak, olarak siralanabilir.

Beyin kapillerinde degisim genellikle transselller yoldan olur. Pinositoz ve hicre igi
gegcis yoktur. Bu nedenle sadece kapiller endotel membranindan serbestce difiize
olabilen, yagda ¢éziinebilir maddeler KBE'ni pasif olarak gegebilir. KBE'nin 12m?
yuzey alanina ve toplamda 650 km uzunluga sahip olmasina ragmen bariyer
oldukga etkili oldugu icin polar molekuller ve kuguk iyonlar gibi yagda ¢ozunmeyen
maddelerin KBE'den gegisi pratik olarak imkansizdir. Bu nedenle terapoétik degeri

oldukga ylUksek olan ¢odu ilag sistemik olarak kullaniimamaktadir [167].
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Sekil 2.6. Kan Beyin Engeli (KBE)'nin sematik gosterimi [168].

Klinik gelismelerde SSS'ye etki eden aday ilaclar icin gecgis cok duslk basari
oranina sahiptir [169]. KBE'yi gegiste duslk permeabiliteye sahip oldugu i¢in aday
ilaglarin %98'inden fazlasinin gelisimi devam etmektedir, bu da ila¢ industirisi igin
onemli bir sorun olulturmaktadir [170, 171]. Bunun Ustesinden gelebilmek igin,
KBE'deki gecis mekanizmalarinin molekuler dizeyde anlasilir hale getiriimesi ve
daha sonra ilag gelistirme agsamasinda bu bilgilerin kullaniimasi gerekmektedir.

Beyin timorlerinde KBE, kapilerlerin kismi tahribi sonucunda vazogenik ddem ile
sonuglanan daha gegirgen bir hal alir [172]. Bununla birlikte bir ilacin KBE’den
gegebilmesi igin, lipidte ¢ézunur olmasi, fizyolojik pH da iyonize olmamis durumda

bulunmasi, dusuk molekul agirlikli olmasi ve serum proteinlerine dusuk oranda
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baglanmasi gerektigi bildiriimistir. KBE’den ilaglarin gegisinde lokal serebral kan

akimi hizinin da énemli oldugu bildirilmistir [173].

2.6.1. KBE’ ni Asmak igin Uygulanan Stratejiler

KBE'den ila¢ tasinmasinda ¢esitli stratejiler mevcuttur, bunlar invaziv ve invasiv
olmayan olmak Uzere iki grup altinda toplanabilir. invaziv teknikler kan-beyin
engelinin bozulmasi ve direk ilag enjeksiyonunu icermektedir. invaziv olmayan
teknikler ise kendi arasinda ikiye ayrilmaktadir, bunlardan birincisi, on ila¢ tasarimi
ve lipidizasyon iceren kimyasal yoldur. KBE'den ila¢ tasinmasinda gelismesini
surduren bir platform olan invaziv olmayan ikinci yol ise, biyolojik temelli stratejidir
[174].

2.6.1.1. llag Modifikasyonu

Dusuk molekul agirhikli lipofilik ilaglar transselller difizyon ile kolayca KBE’ den
gecebilmektedirler. KBE' den gegemeyen ilaglarin lipofilik analoglarinin
hazirlanmasi énemli bir yaklagsimdir [175]. Griep ve ark. [176] fizyolojik pH larda
iyonize durumda olan, plazma proteinlerine yuksek derecede baglanan ve
KBE'nden gecisi minimum olan klorambusilin’in karboksilik asit gruplarini
maskeleyerek lipofilik ester formlarini hazirlamislardir. Siganlara madde ve ester
formlarinin uygulanmasi sonucunda ester formlarinin beyinde daha ylksek

konsantrasyonda bulundugu tespit edilmigtir.

Ayrica on ila¢ kullanimi da KBE' nin agilmasi konusunda uygulanan yaklasimlar
arasindadir. Buna gore ila¢ kimyasal bir madde ile baglanarak lipofilik bir konjugat
haline getirilir. Bu 6n ilag, beyin dokusuna ulastiginda redoks bazli oksidasyon ya
da esterazlar ile hedef doku olan beyinde hidroliz edilebilir. Bu sayede 6n ilag
konjugatindan kurtulan etkin madde serbest hale gelerek etkisini gosterebilir.
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2.6.1.2. KBE’ de Geri Donuisimlu Ac¢iklik Olusturma
2.6.1.2.1.0zmotik Yaklagim

Hipertonik ¢ozeltilerin ozmotik etkisi, beyine ilag tasiniminda gegici olarak KBE’ nin
aciimasi igin kullaniimaktadir. Mannitol, arabinoz, dehidrokolat gibi maddelerin
hipertonik ¢ozeltilerinin uygulanmasi ile beyinde siralanan endotel hicrelerin su
kaybi ile buzugsmesi ve siki kavsaklarin agilmasi sonucunda KBE’ de agiklklar

meydana gelmektedir. Bu yolla farkli beyin timarleri tedavi edilebilmektedir [177].
2.6.1.2.2. Biyokimyasal Yaklagim

Lokotrienler, periferik kapilerlerin gegirgenligini buyuk oOlgude artiran maddelerdir.
Normal beyin kapilerleri y-glutamil transpeptidaz gibi periferik kapilerlerde
bulunmayan ve C4 - D4 ve E4 — F4 I6kotrienleri inaktive eden enzimlere sahiptir.
Ancak beyin timoru varliginda bu kapilerler s6z konusu 6zelliklerini kaybeder ve
C4 |6kotrien inflzyonu uygulamasindan sonra gecirgenliklerinde bir artis goraltr
[178, 179].

2.6.1.2.3. Polimerik ilag Tasiyici Sistemlerin implantasyonu

KBE'nin asilmasinda diger bir yaklasim ila¢ tasiyici polimerik sistemlerin
geligtiriimesidir [180]. Bu sistemler ile KBE asilarak lokal ila¢ konsantrasyonu ve

etkinliginde artig ve ilacin sistemik toksisitesinde azalma saglanmaktadir.

2.6.1.3. Nanopartikiillerin Beyin Tumoriinde Uygulanmalari

Son yillarda nanopartikillerin  beyin timorlerinin  teshis, goruntileme ve
tedavisinde kullanilmalari Uzerinde arastirmalar yogun bir bigimde devam
etmektedir [181].

Beyin tUmorlerinin kemoterapisinde antikanser ila¢ yukli nanopartikiler sistemler,
ilacin  timor dokusuna penetrasyonunu artirmalari ve saglikli dokularda
gorulebilecek yan etkileri azaltmalari nedeniyle klasik tedavilere dstunluk

gostermektedirler [181].
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2.6.1.3.1. intravendz uygulama

Intravendz (i.v.) uygulamadan sonra nanopartikiller diger tim kolloidal ilag tasiyici
sistemlerde oldugu gibi plazma proteinleriyle etkilesirler. Bu proses ‘opsonizasyon’
olarak adlandinlir. Hidrofobik yuzey 6zelligi tasiyan nanopartikiller plazma
bilesenleri tarafindan yabanci bilesenler olarak tanimlanirlar. Plazma bilegenleri,
bu yabanci nanopartikllleri kandan uzaklagtirabilmek igin yuzeylerini etkin bir
sekilde kaplarlar ve bunun sonucunda karaciger ile dalakta bulunan makrofajlar
nanopartikul yUzeyindeki opsoninleri taniyan 06zel reseptorleri sayesinde bu
yapilari hizla dolagimdan uzaklastirilirlar. Bununla birlikte yeterince kuguk ve
hidrofilik yuzey o6zelligine sahip nanopartikuller bu uzaklastirmadan kacabilir ve

kan dolasiminda uzun sure kalabilir [182].

Beyin tumdrlerinin tedavisinde i.v. olarak kullanilacak nanopartikillerin KBE’ ni
gecgerek tumor dokusuna ulasabilmeleri icin dncelikle uygulamadan sonra kan
dolagsiminda uzun sure kalabilmeleri gerekmektedir. Kanda dolasim suresi
uzatilmis nano boyutlu tasiyici sistem olarak kullanilacak nanopartikillerin

geligtiriimesi icin 6zel bir sekilde tasarlanmalari gerekmektedir [182, 183].

2.6.1.3.2. Nanopartikillerin surfaktan ile kaplanmasi

Kreuter ve ark. [184] tarafindan nanopartikillerin KBE'nden gegisini artirmaya
yonelik olarak yapilan bir c¢alismada, dalarjin poli(bUtilsiyanoakrilat)
nanopartikullerine adsorbe ettirilmis daha sonra bu nanopartikullerin Gzeri bir
surfarktan (polisorbat-80) ile kaplanarak formulasyonlar hazirlanmigtir. Calismada,
farelere dalarjinin tek basina i.v. olarak uygulandiginda KBE'den geg¢emedidi,
geligtirilen nanopartikul icinde verildiginde ise artan translokasyona bagl olarak
uygulamadan 45 dakika sonra analjezik etkinin gozlendigi bildirilmigtir. Polisorbat-
80 kaph nanopartikullerin  KBE'den gegis mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamakla beraber, maddenin deterjan 6zelliginin siki kavsaklari actigi ve
nanopartikdl gegisini artirdigi bildirilmistir [185, 186]. Benzer sekilde, literatlirde
KBE’ den gegemeyen ilaglarin polisorbat-80, poloksamer 188, poloksamer 407
gibi yuzey aktif madde (surfarktan) kapli nanopartikillere adsorbe ettirilerek veya
yuklenerek bu engelden gegislerinin saglandigi pek ¢ok calismaya rastlanmaktadir
[184-188].
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Wohlfart ve ark. [189], antikanser bir ilag olan doksorubisin yuklu, polisorbat 80
(Tween 80) kapli poli(izohekzil siyanoakrilat) (PIHCA) nanopartikul
formulasyonlarini hazirlamiglar ve beyin timora (glioblastom 101/8) olusturulan
siganlara i.v. olarak uygulamislardir. Calismada, doksorubisin yukld, polisorbat 80
kapli PIHCA nanopartikilleri, doksurubisin ¢ozeltisi ve bos nanopartikil
formulasyonlari uygulanan gruplar ile kargilastirildiginda tumoér hacminde 10 kata

kadar daha fazla azalma sagladiklari bildirilmigtir.

Kulkarni ve ark [190] kumarin-6 ve doketaksel yiUkli PLGA nanopartikillerini
poloksamer 188, poloksamer 407 veya polisorbat-80 ile kaplamiglar ve hazirlanan
formulasyonlarda bulunan ilaglarin KBE' den gegislerini degerlendirmiglerdir.
Calismada kapli olmayan gruplara gore, polisorbat-80 ve poloksamer 407 ile kapl
nanopartikil formdlasyonlarinin beyin dokusunda ilag miktarini énemli o6lgide
artirdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismalarin 1s1ginda nanopartikullere uygulanacak bir
kaplamanin (surfaktan) KBE gecisine yardimci olmasi, intravendz uygulamada

kullanilan bir yaklagim olmustur.

2.6.1.3.3. Nanopartikillerin Poli(etilen glikol) (PEG) ile konjugasyonu veya

kaplanmasi

Nanopartikullerin kan dolasiminda uzun sure kalabilmeleri icin uygulanan
yaklasimlardan biri poli(etilen glikol)(PEG) gibi hidrofilik polimerler ile kaplanmalari
veya kullanilan polimerlerin PEG ile ko-polimerize edilmeleridir (PEGilasyon).
PEGilasyon igleminin nano boyutlu ilag tasiyicilari opsonizasyondan bunu izleyen
kandan uzaklastirma isleminden korudugu bir ¢ok arastirmada ayrintili olarak
calisiimistir. PEG gibi esnek ve hidrofilik bir polimer ile nanopartiklllerin
ylzeylerinin kaplanmasinin bu sistemlerin etrafinda konformasyonel bir bulutumsu
tabaka olusturdugu ve bu tabaka sayesinde nanopartikillerin baska polimerik
yapilarla (kan bilesenleri gibi) etkilesmesinin énlne gegcildigi gosterilmistir [191].
Bu sterik engelleme sayesinde kanda kalis sureleri uzatiimis olan nano boyutlu

sistemlerin tumor dokularinda birikimi arttirilabilmigtir [192].

Brigger ve ark. (2005) [192] tarafindan yapilan bir ¢alismada,
poli(hekzadesilsiyanoakrilat) polimeri ile nanopartikil formualasyonlari hazirlanmig

ve PEG ile kaplanarak, etkinligi 9L gliosarkoma tasiyan siganlara i.v. uygulanarak
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degerlendirilmigtir. Calismada kaplanmamis nanopartikil formalasyonlari ile
kargilastirildiginda, PEG kaplh nanopartikullerin dolasimda ¢ok daha uzun sire

kaldigi ve timoér dokusunda 3 kat daha fazla biriktigi tespit edilmistir.

Cole ve ark [193] tarafindan glioblastomalarin gértintilenmesine yonelik yapilan
bir calismada, nisasta kapli demir oksit nanopartikillerinin dolasimdan hizla
uzaklasmasini engellemek icin ylzeylerine PEG zincirleri baglanmis ve 9L gliom
hacreleri ile beyin tumoru olusturulmus siganlara i.v. uygulanmalari sonucundaki
beyinde birikme oranlari tespit edilmistir. Calismada PEG baglanmamis
nanopartikillere gore PEG bagh nanopartikillerin beyinde 15 kat daha fazla

bulundugu tespit edilmigtir.

PEGilasyon nanopartiklllerin kanda kalig surelerini uzatmanin yanisira, hicresel
alimlarinin arttirlmalari konusunda da Ustunlikler saglamaktadir [194]. Kisaca
PEGilasyon ile nanopartikullerin yuzey modifikasyonu etkin maddelerin tumor
dokularina ulastirlmasinda ve hucresel duzeyde alimlarinin arttirlmasinda

uygulanan en 6nemli yaklagimlardan birisidir.

2.6.1.3.4. Nanopartikiillerin Lipid/Lipid-PEG ile konjugasyonu veya

kaplanmasi

Nanopartikullerin KBE'ni gegisini artirmak Gzere uygulanan yaklasimlardan biri de
lipid veya lipid-PEG ile kaplanmalaridir. Fenart ve ark.[195] tarafindan yapilan bir
calismada, 60 nm buyuklugunde hazirlanan maltodekstrin  nanopartikulleri
anyonik, katyonik veya non-iyonik lipidlerle kaplanmis ve KBE’den gegisleri
degerlendirilmigtir. Calismada anyonik veya katyonik lipid kapli nanopartikullerin
kapli olmayanlara gore KBE'den gegisi 3 veya 4 kat artirdigi bildirilirken, non-
iyonik lipid ile kapli formulasyonlarda gegiste kontrol grubuna gére herhangi bir
degisiklik tespit edilememistir.

Huang ve ark [196] demiroksit nanopartikillerini hazirlamis ve katyonik lipid
(DOTAP (1,2 dioleoil-3-(trimetilamonyum) propan) ve PEG ile modifiye edilmis
katyonik lipid (PEG-DSPE(poli(etilenglikol)-2000-1,2-distearil-3-sn-fosfatidil etanol-
amin) karisimi (3:1 molar oran) ile kaplayarak formilasyonlarin insan servikal

kanser (HelLa), insan prostatik adenokarsinom (PC-3), fare néroblastom (Neuro-
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2a) ve fare kolorektal adenokarsinoma hucrelerine alimlarini incelemislerdir.
Calismada kontrol grubuna goére kaplanmis nanopartikullerin hicre igine

alimlarinin daha yuksek oldugu tespit edilmigtir.
2.6.1.3.5. Nanopartikiillere katyonik yiik kazandiriimasi

Nanopartikullerin  KBE'nden gegisini artirmak igin literatirde yer alan
yaklagimlardan biri de nanopartikillere katyonik yuk kazandirmaktir. Bu
yaklasimin gergeklestiriimesi icin;  biyouyumlu katyonik polimerler kullanarak
nanopartikil hazirlanmasi, nanopartikillerin katyonik maddelerle konjugasyonu

veya kaplanmasi gibi yontemler kullaniimaktadir [197, 198].

Agarwal ve ark [197] tarafindan yapilan bir ¢galigsmada, antikanser bir ilag olan
doksisiklin yUkli kati lipid nanopartikilleri hazirlanmis ve katyonik sigir serum
albumini ile konjuge edilerek i.v. uygulamayi takiben KBE’ den gegisi
degerlendirilmigtir. Calismada koagulasyona tabi tutulmus formulasyonlarin, tabi
tutulmamis formulasyonlar ve serbest doksisikline gore daha sitotoksik oldugu ve

KBE’den ¢ok daha ylksek oranda gectigi tespit edilmistir.

Chertok ve ark [198], beyin timorlerinin tedavisi icin hazirladiklari katyonik
demiroksit nanopartikullerinin yizeyine heparin-PEG adsorpsiyonu saglamislar ve
i.v. olarak siganlara uygulayarak KBE'den gecislerini degerlendirmislerdir.
Calismada heparin-PEG adsorbe ettiriimis nanopartikillerin kontrol grubuna goére
dolasimda daha uzun sire kaldiklari ve tiumoérde iki kat daha fazla oranda
biriktikleri bildirilmistir.

2.6.1.3.6. Nanopartikiillerin beyin tumorune spesifik hedeflendirilme ajanlari

ile konjugasyonu/kaplanmasi

Nanopartikullerin KBE'ni gegcigini artirmak ve saglikli dokulara zarar vermeden
timore spesifik olarak hedeflenmesini saglamak Uzere literatlrde;
nanopartikillerin timor reseptorlerine hedeflendiriimesi, biyomimetik 6zelliklerde
hazirlanmalari, antikor bagli olarak hazirlanmalari, immudnolojik ve genetik
materyali icerecek sekilde hazirlanmalari gibi yaklagimlar bulunmaktadir [199,
200].
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Chang ve ark [201] tarafindan yapilan bir c¢alismada PLGA nanopartikilleri
hazirlanmis ve albumin veya transferin proteinleri ile kaplanarak saglikli veya F98
glioma hucreleri ile beyin timora olusturulmus fare ve siganlardaki i.v. uygulama
sonrasi dagihmi dederlendirilmistir. Calismada protein kaplamanin hem saglikh
hem tumor tasiyan hayvanlarin plazmasinda nanopartikillerin  uzun suire
kalmasina neden oldugu ve transferin ile kapl formulasyonlarin timor tasiyan
hayvanlarda glioma hicrelerinde yiksek oranda eksprese edilen transferin
reseptord nedeniyle daha yuksek miktarda tumor dokusunda bulundugu

bildirilmigtir.

Guo ve ark [202] tarafindan yapilan bir ¢calismada paklitaksel yukli PEG-PLGA
nanopartikullerinin yuzeyine bir DNA aptameri olan ve glioma hucrelerinde yluksek
oranda eksprese edilen AS1411 (Ap) konjuge edilmis ve C6 glioma hucreleri ile
beyin tumoru olusturulmus sicanlarda i.v. uygulamadan sonraki dagilimi ve
etkinligi incelenmistir. Caligmada, kontrol gruplarina gore, Ap konjuge edilmis
PEG-PLGA nanopartikillerinin kan dolasiminda daha uzun sire kaldigi ve timor
bolgesinde yuksek miktarda bulunarak tumor hacminde etkin bir azalma ve
sicanlarin hayatta kalis surelerinde Onemli derecede artmaya neden oldugu

bildirilmigstir.
2.6.1.3.7. intratiiméral uygulama

Beyin timorlerinin birgcogu “solid/kati” timoérler oldugu igin kemoterapdétik ilaglar
KBE’ den gecgerek tumor bodlgesine ulagssa bile, tumor icindeki dagilimlari,
avaskuler yapi nedeniyle istenen etkinlikte olamamaktadir. Pekgok “solid” tumorde
hicre populasyonu damarlardan 100 ym veya daha fazla miktarda uzakhkta
olabilir, bu durum uzakta bulunan hucrelere besin, oksijen, ilag gibi molekullerin
ulasmasini sinirlamaktadir. Buna ilaveten, yuksek hucre dansitesi, artmis dokular
arasl basing, hipoksi ve asidik pH, tumor bdlgesine ulasan ilaglarin tUmor igine
penetrasyonunu, dagilimini ve hicre igine birikmesini yetersiz kilmaktadir [203].
Kemoterapaotik ilaglarin intratimoral olarak tumor merkezine uygulanmasi ile
intraven6z uygulamaya gore tumor icindeki ilag konsantrasyonu artirilabilir ve
dagilimi iyilestirilebilir [204-206].
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Beyin tumorlerinin bazilarinin yerlesimi cerrahiye uygun bir konumda olmaz
(gorme, konusma merkezlerinin yakininda olmalari veya ¢ok derin yerlegsimde
olmalar1) ve bu tur timodrlerin tedavisinde intratimdral kemoterapi uygulamasi
blylk 6nem tasimaktadir. Bu yontemle, cerrahi olmayan bir teknikle (injeksiyon)
tumorde yuksek miktarda ilag bulunmasinin saglanmasi, tedavi igin buyuk

avantajlar saglamaktadir [206].

Literatlrde beyin timoérlerinin tedavisi icin mikropartiktler sistemlerin intratiméral
olarak uygulandigi calismalara rastlanmaktadir [207]. Menei ve ark. [208], 5-
Florourasil (5-FU) yukli PLGA mikrokureleri hazirlamiglar ve gliom tagiyan
hastalara intrakaviter (tumorinin c¢ikarilmasini takiben olusan kavite) olarak
injekte ederek lokal radyasyon uygulamiglardir. Calismada kontrol grubuna gore
tedavi uygulanan grubun 2 kat daha uzun ortalama hayatta kalis suresine sahip
oldugu bildirilmistir. Yine ayni grup[208] tarafindan yapilan bir baska ¢aligmada, 5-
FU yUklG PLGA mikrokureleri hazirlanarak, 9L hucreleri ile gliom olusturulmus
sicanlara intratimoral olarak uygulanmig ve bos mikrokire ve etkin madde

¢Ozeltisine gore artmis ortalama hayatta kalig suresi elde edildigi bildirilmistir.

Literatirde nanopartikiler sistemlerin de beyin timorlerinin  tedavisinde
intratimoral olarak uygulandigi ¢calismalar bulunmaktadir [205, 209]. Allard ve ark
[209], antikanser bir ilag olan ferrosipenol yukli lipid nanopartikil formulasyonlarini
hazirlayarak 9L glima hucresi ile tumor olusturulmus siganlara intratimoral olarak
uygulamig ve etkinligini degerlendirmiglerdir. Calismada kontrol gruplarina gore
nanopartikul formulasyonlar ile tumor hacminde daha fazla kugilme saglandigi

bildirilmigtir.

Roger ve ark [210] tarafindan yapilan bir galismada ise kumarin-6 yUkli poli(laktik
asit)(PLA) nanopartikilleri ve lipid nanopartikiller hazirlanarak mezenkimal kdk
hicrelere yuklenmis ve intratimoral olarak U87MG hucreleri ile beyin tUmora
olusturulmus farelere uygulanmistir. Calismada nanopartikil ydkla hacrelerin
tumor iginde etkin bir sekilde dagildigi ve gliomlarin tedavisinde kullaniimak Uzere

umit verici oldugu bildirilmigtir.
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2.7. Hucre Kultura Galigsmalar

Hucre kalturh, hucrelerin kontrolli kosullar altinda yasatilmasina dayanan bir
laboratuvar iglemidir. Tarihsel olarak hucre kulturd alanindaki gelismeler doku ve
organlardan elde edilen hucrelerin yasatiimasi ve cogaltiimasi icin geligtirilen
metodlara dayanmaktadir [210, 211].

Hucre kulturunin Gstunluk ve sakincalar agagidaki gibi 6zetlenebilir [212-214]:
Ustunlikleri:

e Canli ortama gore fizikokimyasal kosullarin (pH, sicaklik, ozmotik
basing, oksijen ve karbondioksit kismi basinglar) daha iyi kontrol

edilmesi,
e Homojenisitesinin kontrol edilebilmesi,

e llaglarn permeabilitesinin ve metabolizmasinin hizli

degerlendiriimesi,

e Kontrolli kogullar altinda ila¢g absorpsiyon mekanizmasini ¢alisma

imkani,

e On ilag, absorpsiyon arttirici veya diger farmasdtik maddeler
kullanarak ila¢ absorpsiyonunu arttirma yontemlerinin  hizh

degerlendiriimesi,
e laclarn sitotoksisitesini degerlendirme imkani,

e Hayvan deneylerinde kargilasilan yasal, ahlaki ve etik problemlerin

giderilebilmesi olarak siralanabilir.
Sakincalart:
e Deneyim gerektiriyor olmasi,

o Aseptik sartlarda ¢aligiimasi geregi,
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Stabilite problemleri (cogu surekli hiicre hattinin stabil olmayan anoploid
kromozomal bilesiminden kaynaklanan stabilite problemleri s6z konusudur)

olarak siralanabilir.

2.7.1.Hicre Kiltiurinin Kullanim Alanlari

Gunumuizde hucre kiltirinidn kullanim alanlart hizla artmaktadir. Hemen her

alanda bu tur calismalara rastlamak mumkundur. Bunlar su sekilde 6zetlenebilir.

Son

Viral agilar ve viral teshis amacli,

Monoklonal antikor, interferon, enzim, asi, buyume faktoru, interlokin gibi

immunoregulatorler, hormon dretimi,

Somatik gen tedavisi,

Tumor tedavisi,

Canli hucrelerinin farkili amaglarla kullaniimasi,
Eritrositlerin transflizyon amagli kullanimi,
Kemik iligi nakli,

Kompleks ¢ boyutlu dokular, yapay deri, kikirdak, karaciger ve yapay
pankeras.

zamanlarda g¢esitli polimerik materyallerin hucre kualtira alanindaki

kullanimlari artmigtir. Nanopartikullerin yluzeyine tutunarak Greyen hucreler

sayesinde yuzey alaninin artmasiyla kiguk bir alanda daha fazla hicrenin Gremesi

ve bu sayede daha fazla Urln eldesi saglanabilir. Batin bu uygulamalarda

kullanilacak olan materiyallerin biyolojik olarak geg¢imli olmasi ve toksik olmamasi

gerekmektedir.
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2.7.2. Hucre Canlihiginin Degerlendirilmesi

Hucre canhliginin degerlendiriimesi amaciyla asagidaki yontemler kullanilabilir
[215]

Hiicre icine Madde Sizmasi

Boyalar (tripan mavisi gibi) [216, 217], floresan maddeler (propidyum iyodur)
kullanilarak yapilabilir. ATP yoklugunda pompalar c¢alisamayacagindan oOlu

hlcreler boyayi digari atamaz ve boyanirlar.

Sitoplazmik Enzimlerin Salimi

Sitoplazmik enzimlerden 0rnegin glutamat-bagimh transaminaz veya laktat

dehidrogenaz enziminin degerlendirilmesi ile hiicre canhligi tespit edilebilir [218].

Niikleotid Tutma Testi

Nikleotit (3H-timidin, **°I iyododeoksiiiridin, **P fosfat, **C glukoz, *H amino
asitler) [219, 220] tutma testi DNA sentezinin izlenmesiyle hicresel ¢ogalmanin
izlenmesinde kullanilir. igaretli timidin ¢ogalan hiicrelerin replike olan DNA’sina
inkorpore olur. Bu o6lcim maddelerin proliferatif veya sitostatik etkilerinin

izlenmesini saglar.
MTT Testi

Cogdalma ve sitotoksisite g¢alismalarinda yasayan hidcre sayisini tespit igin
kullanilan, enzim aktivitesine dayali kolorimetrik bir yontemdir. Bu yontem canli
hucrelerin renksiz ya da az renkli MTT (3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid)’yi, renkli formazan turevlerine donustirmesi esasina dayanir.
Metot ilk kez 1983 yilinda Mosmann tarafindan immunolojik ¢alismalar igin hizl bir
kolorimetrik yontem olarak tanimlanmistir[221, 222]. MTT (sari) mitokondriyal
suksinik dehidrogenaz enzimi tarafindan ¢ogalan hicrelerde formazana (kirmizi-
mor) donuslr. Sadece indirgenen sekil (formazan) spektrofotometrik olarak

Olculebilir, bu nedenle orijinal boya ile herhangi bir girisim olmaz [223].
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WST Testi

Bu test MTT testine ¢ok benzer bir test olup, testte MTT yerine WST-1 terrazolyum
tuzu (WST-1[2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazoli-

um]) kullaniimaktadir.

2.8. Farnesil tiyosalisilik asit (Salirasib)

Salirasib (S-trans, trans-farnesil tiyosalisilik asit, FTS), malign timorlerin gogunda
yuksek oranda bulunan Ras proteinlerinin spesifik inhibitért olan bir ilagtir (sekil
2.7). FTS, etanol, DMSO, dimetilformamid gibi organik ¢ézlculerde ¢ézinlr (20
mg/mL). FTS, suda ¢ézunurligu olmayan anti kanser bir maddedir, ¢ozUnurlGgunu
saglamak igin oncelikle etanolde ¢dzulup tampon ile seyreltiimelidir. FTS’nin,

etanol:pH 7.2 tamponu (1:1) karisimindaki ¢ézinarlGga 0.5 mg/mL’dir [224].

"COOH

Sekil 2.7. FTS’in kimyasal yapisi[224].

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda FTS’ nin in vitro hidcre kaltirlerinde
gliomlara karsi etkili oldugu bulunmustur. Bununla birlikte Salirasib KBE’ ni etkin

konsantrasyonda gecememektedir [225].

Goldberg ve ark [226] tarafindan yapilan bir calismada, FTA beyin timéri tasiyan
siganlara “convection enhanced delivery” (CED) teknigi ile intratimdral olarak
uygulanmig ve kontrol grubuna goére timoér hacmini azalttigi bildirilmigtir. Yapilan

literatUr taramalarinda FTS iceren nanopartikiler bir sisteme rastlanmamistir.
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Beyin tUmorlerinin etkin tedavisi igin antikanser ilaglarin tumor bolgesinde yuksek
konsantrasyonda bulunmasi ve tumor ile temasinin uzun sureli olmasi
gerekmektedir. FTA’nin beyin timoérl tedavisinde uygulamasi igin literatlirde in
vivo calisma sayisi sinirh olup, bu caligmalarda da tUmor bolgesinde etkin
miktarda bulunmasi CED teknigi (etkin maddenin bir katater yardimiyla, pozitif bir
basingla ve uzun surede tumor icine verilmesi) ile saglanmaktadir. CED teknigi,
cerrahi bir igslem olmasi, islem slresinin uzun olmasina bagl olarak enfeksiyon
riski, yuksek ila¢g konsantrasyonuna bagli olarak saglikli gcevre dokularda toksisite

riski gibi nedenlerden dolayi tercih edilmemektedir [227-229].

2.9. Poli(Etilen Glikol)-Lipid Konjugatlar

Genellikle misel olusturan amfifilik unimerler uzunlugu 1 — 15 kDa arasinda
degisen poli(etilen glikol) (PEG) zincirleri igerirler [230, 231]. PEG pahali olmayan,
dusuk sitotoksisite gosteren, bir ¢ok biyolojik aktif makromolekillere kargi sterik
koruma gosteren ve dahilen uygulama igin yasal otoritelerden izin almis olan bir
polimerdir [232-234]. PEG’ e alternatif olarak bir ¢cok farkli polimer secenegi de
kullaniimaktadir. Bunlar arasinda poli(N-vinil-2-pirolidon) (PVP) [235], polivinil alkol
[236]ya da polietilenimin ve poli(D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA) de yer almaktadir
[237]. Fakat PEG halen segenekler arasinda en ¢ok kullanilan ve Ustinlukleri en

¢ok olan polimer olarak yerini korumaktadir.

Bazi durumlarda, kisa ama bununla birlikte iki uzun zincirli yag acil grubu igeren
son derece hidrofobik fosfolipidler kullanilarak, hidrofobik ¢gekirdek yapisina sahip
miseller de olusturulabilir. Hidrofilik yapidaki PEG zincirlerinin ucunda yer alan bu
fosfolipidler alisilagelmis amfifiik misellere oranla daha yiksek stabilite
gostermeleri bakimindan kullanilirlar.  Yag acil zincirlerinin  varhgr misel
cekirdegindeki hidrofobik polimer etkilesmelerini arttirmaktadir. Sonugta PEG-
diacil lipid konjugatlari, hidrofilik PEG zinciri ve kisa ama ¢ok hidrofobik diagil lipid

kismindan 6turu amfifilik bir polimer gibi davranmaktadir.

Bu oOzellikler sayesinde daha once bahsedilen diger ko-polimerler gibi sulu
ortamda misel yapilari olusturabilmektedirler. 1994 yilinda 1,2—distearoil-sn—
glisero—3—fosfoetanolamin-N- [metoksi (polietilen glikol)-2000] (amonyum tuzu)
molekullerinin (DSPEG-PE) bu ozellikleri tagidigi gosterilmistir [238].
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Sekil 2.8. 1,2-distearoil-sn—glisero—3—fosfoetanolamin-N- [metoksi (polietilen
glikol)-2000] (amonyum tuzu) [230]

2.10. DOTAP

1,2-dioleoyil-3-trimetilamonyum-propan (DOTAP) pozitif ylukli (monokatyonik) bir
lipidtir (sekil 2.9). Ozellikle hicrelere etkin bir sekilde DNA taginmasi igin kullanilan
bir lipid olan DOTAP, tasidigi pozitif yuk sayesinde, formulasyonunda yer aldigi
tasiyiclyr (Lipozom, nanopartikil, gibi) hem hicre igerisine etkin bir sekilde
tasiyabilmekte, hem de DNA ile kompleks yapisi olugturmasini saglayan bir
maddedir. Nanopartikiler sistemlerin ytzeylerinin modifikasyonunda PEG-DSPE
ile birlikte kullanilarak sistemin pozitif yuk kazanmasi ve hulcresel aliminin
arttinimasina neden olabilir [239, 240].

Sekil 2.9. 1,2-dioleoyil-3-trimetilamonyum-propan (DOTAP) [240].



3. GEREG ve YONTEM

3.1. Arag ve Geregler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Asetik asit

Asetonitril (HPLC grade)

1,2—distearoil-sn—glisero—3—fosfoetanolamin-N-
[metoksi (polietilen glikol)-2000] (amonyum tuzu)

Lesitin ( from egg yolk, Type XVI-E, 299%
(TLC), liyofilize toz)

“Dulbecco’s Modified Eagle’s / Ham's F12”
(DMEM/Ham’s F12) (1:1)

Farnesil tiyosalisilik asit (FTS)

Fetal sigir serumu (FBS)
Fosfat tamponu tuzu (PBS)
Metanol (HPLC grade)
MTT

L-glutamin

1,2-dioleoyil-3-trimetilamonyum-
propan (DOTAP)

Penisilin/Streptomisin (10000U/10000pg/mL)

PLGA (50:50) (Resomer RG 503)

PLGA (85:15) (Resomer RG 753 S)

PBS iginde, Ca++, Mg++ icermeyen
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Merck, Almanya
Sigma Aldrich, ABD

Avanti, ABD

Avanti, ABD

Biochrom AG, Almanya

Concordia Pharmaceuticals
Inc, ABD

Biochrom AG, Almanya
Biochrom AG, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Sigma, ABD

Biochrom AG, Almanya

Avanti, ABD

Biochrom AG, Almanya

Boehringer-Ingelheim,
Almanya

Boehringer-Ingelheim,
Almanya

Biochrom AG, Almanya



Tripan mauvisi (tripan blue)
Nil kirmizi (nile red)
Tripsin — EDTA ¢ozeltisi

WST-1
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Sigma, ABD
Biochrom AG, Almanya
Biochrom AG, Almanya

Clontech, ABD



3.1.2. Kullanilan Aletler
Diferansiyel Taramali Kalorimetre
ELISA Okuyucu

Erime Derecesi Tayin Cihazi

Floresan Mikroskop
FT-IR Spektrometresi
Hassas Terazi

HPLC Sistemi

HPLC Kolon

Hucre Kaltaru icin Flask
Hucre Kultur Kuyucuklari
Isik Mikroskobu
InkUbator

Laminar Hava Akimh Kultur
Kabini

Liyofilizator

Manyetik Karistirici
Manyetik Karistirici
Membran Filtre

Mikropipet
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DSC Q 100TA Instruments, ABD
ASYS-UVM 304, Avusturya

Thomas Hoover Melting Point
Apparatus, ABD

Leica, ABD

FT-IR 420 Spec, ABD
Shimadzu AX 200, Japonya
Agilent 1100 Series, Almanya

Waters Spherisorb S10 ODS2
C18 200 x 4.6 mm, ABD

Greiner bio-one, Almanya
Greiner bio-one, Almanya

Leica, Almanya

Sanyo MCO-18AIC, Japonya

BHG 2000 S/D, D: Grou

Company, Almanya

Heto PowerDry PL 3000,
Danimarka

Heidolph, Almanya
Variomag, Almanya
Millipore, ABD

Eppendorf, Almanya



pH metre

Partikul Buyuklugu ve Zeta Potensiyeli
Olciim Cihazi

Santriftj, sogutmali, degisken rotorlu

Su Banyosu

Steril Pipet

Steril Santriflij Tupa
Taramali Elektron Miroskobu
Ultra Saf Su Sistemi
Ultrasonik Prob

Ultrasonk Banyo

UV Spektrofotometresi
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Sartorius, Almanya

Zetasaizer Nanoseries ZS,

Malvern

Hermle Z383 K, Almanya

SBD 300, Simsek Labor Teknik,
Turkiye

Greiner bio-one, Almanya
Greiner bio-one, Almanya
Joel-SEM-ASID 10, Japonya
Simplicity 185-Millipore, ABD
Bandelin D-12207, Almanya
Branson B 220 Smith Kline, ABD

UV-1800, Shimadzu, Japonya
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3.2.  YONTEM
3.2.1. FTS’in Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde Yapilan Galigmalar
3.2.1.1. UV Spektrumu

FTS'’in asetonitril icinde hazirlanan 25 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltisinin 200-
700 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu alinmis ve ¢ozeltinin gosterdigi

Amaks degeri tespit edilmigtir.
3.2.1.2. FT-IR Spektrumu

Yaklasik 2 mg FTS 400 mg potasyum bromdr ile karigtinimistir. Homojen hale
getirilen karisim, 10000 kg/cm®liik hidrolik basing yardimi ile 5 dakika siire ile
sikigtirilip, olugan disklerin FT-IR spektrumlari FT-IR spektroskopisi JASCO 420
(Japonya) kullanilarak 500-4000 cm™ dalga sayisi aralijinda cekilmistir.

3. 2.1.3. Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC) Analizi

FTS'in DSC termogrami, Mettler-Toledo (Fransa) aleti kullanarak alinmistir.
Ornekler, aliminyum 6rnek kaplarina yerlestirilmis ve i1sitma hiicresine konmustur.
50-400 °C sicaklik arahginda, azot atmosferi altinda, dakikada 10°C sicaklik artis

uygulanarak g¢alismalar gerceklestiriimistir.

3.2.2. Farnesil Tiyosalisilik Asit’ in HPLC (Yuksek Basingh Sivi

Kromatografisi) ile Miktar Tayini Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu

FTS’ nin HPLC ile miktar tayininin gerceklestiriimesi igin Shimek ve ark. [241]
tarafindan geligtirien metod modifiye edilerek kullaniimigtir. FTS’ nin miktar

tayininde kullanilan kromatografik kosullar Cizelge 3.1’ de 6zetlenmisgtir.
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Cizelge 3.1. FTS miktar tayinide kullanilan HPLC ydnteminin parametreleri [241].

Mobil faz Asetonitril:Su:Asetik asit
(90:10:0.1)

Enjeksiyon hacmi 100 pL

Akis hizi 1 mL/dak.

Dedektor UV dedektor

Dalga boyu 322 nm

Sicaklik 25°C

Analitik kolon C18, 5um, 4,6x250 mm

3.2.2.1. Kalibrasyon Dogrusu

FTS' nin kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi icin, etkin maddenin asetonitril
icerisinde 1 mg/mL konsantrasyonda birinci ana stok ¢ozeltisinden hareketle 100
pMg/mL konsantrasyonda ikinci stok c¢ozeltisi ve bu stok ¢dzeltiden hareketle 25
ug/mL konsantrasyonda Uglincl stok ¢ozeltisi hazirlanmistir (n=6). Ugtincli stok
kullanilarak 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.781, 0.390, 0.195, 0.097 pg/mL
konsantrasyonda FTS icerek sekilde asetonitril ile gerekli seyretmeler yapilarak 9
farkh seri olusturulmustur. Kalibrasiyon dogrusu, ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina

karsi elde edilen pik alanlari kullanilarak gizilmigtir.
3.2.2.2. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizi yapilacak maddenin tayininde kullanilacak
olan analitik yontemin belirlenen kosullarda dogru, 6zgun ve tekrarlanabilir
oldugunu garanti etmek igin uygulanan prosedurdir. Metod validasyonu, kullanilan
analitik yontemin guavenilirliginin teminatidir [242]. HPLC analitik metodun
deg@erlendiriimesinde asagdaki parametreler incelenmis ve sonuglar istatiksel

olarak yorumlanmisgtir.
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e Dogrusallik (“Linearity”)

e Dogruluk (“Accuracy”)

e Kesinlik (“Precision”)

e Duyarlilik (“Sensitivity”)

e Ozglnlik (“Specificity”)

e Tutarlilik (“Ruggedness”)/ Tekrar Uygulanabilirlik (“Robustness”)

e Stabilite (“Stability”).

3.2.2.2.1. Dogrusallik (“Linearity”)

Dogrusallik, bir analitik yontemin belirli bir aralikta, analizi yapilan maddenin
konsantrasyonu ile deney sonuglarinin direk olarak orantili olmasini saglama
yetenedidir [243]. Bu amagla etkin maddenin asetonitril igindeki 1 mg/mL
konsantrasyonda birinci ana stok c¢oOzeltisinden hareketle 100 pg/mL
konsantrasyonda ikinci stok c¢ozeltisi ve bu stok ¢ozeltiden hareketle 25 pug/mL
konsantrasyonda Uglincli stok c¢ozeltisi hazirlanmistir (n=6). Ucglincu stok
kullanilarak 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.781, 0.390, 0.195, 0.097 pg/mL
konsantrasyonda FTS icerek sekilde asetonitril ile gerekli seyretmeler yapilarak 9
farkh seri olusturulmustur. Kalibrasyon dogrusu, c¢ozeltilerin konsantrasyonlarina

kargi elde edilen pik alanlari kullanilarak gizilmigtir.

3.2.2.2.2. Dogruluk (“Accuracy”)

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere yakinhgini ifade eder. FTS’in miktar tayini igin kullanilan yéntemin deney
ici (intra-assay) ve deneylerarasi (inter-assay) dogrulugunun degerlendiriimesinde

asagida verilen formul kullanilmistir (Formal 3.1) [244].
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Ortalama tavin edilen konsantrasvon - Ilave edilen konsantrasvon
Dogruluk = < 100

[lave edilen konsantrasvon

(3.1)

Deney ici dogrulugun tespiti icin kalibrasyon dogrusu yer alan d¢ farkh
konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 25, 0.780 ve 0.097 pg/mL), her bir
konsantrasyondan alti adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni
gun icinde arka arkaya olgumleri gergeklestiriimistir. Ortalama bagil hata degerleri

tespit edilmistir.
3.2.2.2.3.  Kesinlik (“Precision”)

Kesinlik, bir analitik yontemin tekrarlanabilirlik derecesinin dlgumu olarak
tanimlanir [243]. Spesifik analiz kosullar altinda elde edilen bagimsiz analitik
sonuglar arasindaki uyumun derecesidir. Kesinlik, yalniz tesadufi hatalarin
dagilimi ile iligkilidir, gercek degerlerle ilgisi yoktur. Bir analitik yontemin kesinligi,
istatistiksel ~acidan yeterli degerlendirmenin  yapilacagi sayida, ayni
konsantrasyonda numune ardi ardina Olgulerek, ornekler i¢in varyasyon katsayisi
(VK) hesaplanarak degerlendirilir. Kesinlik, tekrarlanabilirlik (“repeatability”) ve
tekrar elde edilebilirlik (“reproducibility”) olarak ifade edilir [245].

3.2.2.2.3.1. Tekrarlanabilirlik (“Repeatability”)

Kullanilan  analitik yontemin farkli deney zamanlarinda guvenilirliginin

kanitlanmasi igin yapilmaktadir.

Analitik yontemin tekrar edilebilirliginin tespiti igin, kalibrasyon c¢alismalarinda
hazirlanan c¢ozeltilerden orta konsantrasyon 3.12 pg/mL segilmis ve bu
konsantrasyondaki standart c¢ozeltinin arka arkaya alti kez HPLC analizi
yapiimigtir. Elde edilen konsantrasyon dedgerlerinin ortalamasi, standart sapmasi
ve varyasyon katsayisi hesaplanmigtir. Analitik yontemin tekrar edilebilirliginin
uygunlugunun gosterilmesi icgin varyasyon katsayisinin %2’'den kuglk olmasi
gerekmektedir. [243].
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3.2.2.2.3.2. Tekrar Elde Edilebilirlik (“Reproducibility”)

Ayni konsantrasyondaki c¢ozeltiden hareketle, ayni laboratuvar, ayni analist ve
ayni cihaz kullanilarak gergeklestirilen olgimlerde uyum ve uygunluk incelenir.
Dért farkl derisim dizeyinde uygun sayida bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ayni gun

ve farkh gunlerde yapilir.

Tekrar elde edilebilirligin tespiti igin kalibrasyon dogrusunda yer alan ug¢ farkl
konsantrasyonda (dusuk, orta, ylksek; 25, 0.780 ve 0.097 ug/mL) her bir
konsantrasyondan alti adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve tayin

edilmistir.

Tekrar elde edilebilirligin degerlendiriimesinde, pik alanlarina karsilik gelen
derisimler icin varyasyon katsayisi de@erleri hesaplanmistir. Analitik yontemin
tekrar edilebilirliginin uygunlugunun goésterilmesi kesinlik ¢alismalarinda VK % 2’
den kiguk olmalidir [245].

3.2.2.2.4. Duyarhhlk (“Sensitivity”)
3.2.2.2.4.1. Saptama Sinir (“Limit of Detection”)

Analizi yapillan maddenin kalitatif olarak saptanabildigi en duslk
konsantrasyondur. Bu deger, sinyal:guraltd oraninin 3:1 oldugu konsantrasyon ile

ifade edilir.
3.2.2.2.4.2. Miktar Tayin Siniri (“Limit of Quantitation”)

Analitik yontemin belirlenen sartlarinda, analizi yapilan maddenin kabul edilebilir
kesinlik ve dogruluk ile tayin edilebildigi en disuk konsantrasyon olarak tanimlanir.
Bu deger, sinyal:gurultt oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon ile ifade edilir [243,
244].

3.2.2.25. Ozgiinlik (“Specificity”)

Bir analitik yontemin 6zgunlugu; ortamda bulunan etkin madde disindaki yardimci
maddelerin, safsizliklarin veya pargalanma urunlerinin varliginda, analiz edebilme
yetenedini  gdstermektir, sayisal olarak ifade edilmez. Bu dlgllerin

degerlendirlimesine yonelik olarak formulasyonda kullanilan diger maddelerin
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(poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) (50:50), PLGA(85:15), DOTAP, DSPE-PEG,
Lesitin) formulasyonda bulunduklari konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmig ve
etkin madde ile ayni sartlarda pik verip vermediklerinin incelenmesi i¢cin HPLC
kromatogramlari alinmistir. Ayrica, ila¢g yukleme ve in vitro salim g¢alismalarinda
etkin madde yukli nanopartikil formualasyonlarina uygulanan iglemler bos

nanopartikullere de uygulanarak HPLC kromatogramlari elde edilmigtir [244].

3.2.2.2.6. Stabilite

FTS' nin deney siresince stabil kaldiginin gdsterilmesi amaciyla 400 ng/mL
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri, (asetonitrii ortamindaki) 37 °C'de

karanlikta 24 saat bekletiimis ve analiz edilmistir.

3.2.3. FTS Coziinurlik Caligmalar

Calismamizda etkin madde olarak kullanilan FTS’nin, etanol, DMSO,
dimetilformamid gibi organik ¢odzlculerde ¢ézindugu (20 mg/mL), suda
¢6zunurlGginun olmadigi ve  etanol:pH 7.2 tamponu (1:1) karisimindaki

¢6zUunUrliGguntn 0.5 mg/mL oldugu bildirilmistir.

Etkin madenin ¢ozunurlik sorununun ozellikle in vitro salim ve hucre kultru
¢alismalarinda zorluklar yasanmasina neden olacagi dusunuldagunden, in vitro
salim ortami ve hlcre kultird ortami olarak kullanilabilecek ortamlardaki

¢ozunurliGgunun tespit edilmesine karar verilmistir.

Buna gore ¢oézunarlik galigmalari igin Ug¢ farkli ortam: PBS (pH 7.4); %0.1 (a/h)
Tween 20 igeren PBS (TPBS); %10 (h/h) fetal sigir serumu (FSS) ve %0.1 DMSO
(h/n) iceren PBS hazirlanmigtir. Bu ¢dzeltiler amber renkli viallere alinarak her bir
viale fazlasi Uzerinden 1 mg FTS eklenmistir. Daha sonra karigim manyetik
karistiricida, 37°C’ de 12 saat boyunca karistirlmis ve 12 saatin sonunda
ornekler alinarak zaman kaybetmeden 0.2 ym’ lik filtrelerden stzilmus ve B&lUm

3.2.2" de verilen HPLC yontemine gore analiz edilmistir.

FTS’ in olasi in vitro salim ortamlarinda kimyasal stabilitesinin incelenmesi igin
HPLC ile 72 saatlik analiz gergeklestiriimistir. Bu amagla TPBS ve %10 FBS ile
%0.1 DMSO iceren PBS ortamlarinda FTS’ in 3.6 pg/mL’ lik c¢ozeltileri
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hazirlanmistir. Bu ¢Ozeltiler kapali kaplarda, 1giktan uzakta, 37°C’ lik g¢alkalayicil
su banyosuna yerlestiriimiglerdir. Bu ¢ozeltilerden 18, 24, 48 ve 72. saatlerde
ornekler alinmig ve suzildukten sonra HPLC ile analizleri yapiimistir. Bu analizler
sonucunda ortamda parcalanmadan kalan FTS miktari bulunarak baslangic

miktarina gore %’ si bulunmustur.

3.2.4. Nanopartikil Formulasyon Caligsmalar
3.2.4.1. Hibrit Nanopartikillerin Hazirlanmasi

Literatirde nanopartikillerin  KBE’'ni  gegisini artirmak Uzere uygulanan
yaklasimlardan birinin de lipid veya lipid-PEG ile kaplanmalari oldugu bildirilmigtir
[196, 246]. Bu nedenle tez calismamizda, formulasyonlarda polimer olarak PLGA
50:50 veya 85:15 kopolimer oraninda kullanilirken, lipid-PEG konjugati olarak
2000 Da’luk PEG zinciri iceren 1,2—distearoil-sn—glisero—3—fosfoetanolamin-N-
[metoksi (polietilen glikol)-2000] (amonyum tuzu) kopolimeri (DSPE-PEG)

kullaniimistir.

PLGA-DSPE-PEG hibrit nanopartiktlleri emulsiyon sonikasyon yontemi ile (Sekil
3.1) hazirlanmistir [247].

Nanopartiktl formualasyonlari gelistirilirken 6ncelikle 6n formulasyon galigsmalari
yapilmistir. Bu calismalar gergevesinde, farkli miktar ve oranlarda su ve organik
faz kullanilarak; farkli gl¢ ve surede sonikasyon uygulanarak optimum partikil
bayUklugu elde edilmeye calisiimistir. Optimum partiktl bayukligu ve dagiliminin
elde edildigi formulasyon oranlari kullanilarak ilag yUkli formulasyonlar

hazirlanmis ve ileri karakterizasyon ¢alismalarina gegilmisgtir.

PLGA-PEG-PE hibrit nanopartikullerinin hazirlanmasi igin, PLGA asetonitrilde
cOzulerek (2,5 pg/mL) organik faz hazirlanmistir. FTS igeren formuilasyonlarda
formulasyondaki polimer oraninin %5, %10 veya %20’si olacak sekilde FTS
organik faza eklenmistir. Sulu fazin hazirlanmasi igin, lesitin ve DSPE-PEG ayri
ayri %4 etanolde ¢dzilmus, daha sonra bu ¢ozeltilerden belirli miktarlarda alinarak
deiyonize su ile karistirilarak sulu faz elde edilmistir. Daha sonra, hazirlanan sulu

faz organik faza ilave edilerek (10:1 oraninda) kapali bir flakon igine alinmis ve
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ultrasonik banyoda 5 dakika sonikasyona (42 kHz, 100 W) tabi tutulmugtur.
Olusan nanopartikuller 10 kDa’ luk molekul buyukligu gecirgenligine sahip
membran igeren filtreli santriflij tUplerinde (Millipore, 10 kDa) santriflij edilmis ve
tamponlanmis tuz c¢ozeltisi (PBS) (pH 7.4) kullanilarak 3 kez yikanmistir. Elde
edilen nanopartikul dispersiyonlari -80 C* de dondurulmus ve 24 saat liyofilize
edilmistir (Sekil 3.1).

3.2.4.2. DOTAP igeren Hibrit Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

1,2-dioleoyil-3-trimetilamonyum-propan (DOTAP) pozitif ylukli (monokatyonik) bir
lipidtir. Literatirde yapilan galismalarda DOTAP’In tasidigi pozitif yuk sayesinde,
formulasyonunda yer aldigi tasiyiciyr hem hucre igerisine etkin bir sekilde tasidigi,
hem de DNA ile kompleks yapisi olusturmasini sagladigi bildiriimistir. Buna
ilaveten, literatirde KBE’nin nanopartikiler sistemlerle asiimasina yonelik
olarak yapilan arastirmalarda pozitif yukli nanopartikullerin bu engeli asmada
basarili sonuglar verdigi bildirilmistir [197, 248]. Bu nedenle, tez c¢alismamizda
hazirladigimiz formulasyonlarda benzer bir katki saglayip saglamayacagini

arastirmak Uzere bazi formulasyonlara DOTAP ilave edilmistir.

DOTAP igeren nanopartikul formulasyonlari gelistirilirken dncelikle 6n formulasyon
calismalari yapilmistir. On formUlasyon ¢alismalari sirasinda farkli DOTAP/DSPE-
PEG miktarlarnn kullaniimistir. Denemeler sonunda, DOTAP icermeyen
formulasyonlarda elde edilen optimum partikil buydkliga ve dagilimina yakin
degerler veren formulasyon oranlari kullanilarak ila¢ yUkli formulasyonlar

hazirlanmis ve ileri karakterizasyon ¢alismalarina gegilmigtir.

DOTAP igeren hibrit nanopartikil formilasyonlarinin hazirlamasi igin PLGA
asetonitrilde ¢oézllerek (2,5 pg/mL) organik faz hazirlanmistir. FTS igeren
formulasyonlarda formulasyondaki polimer oraninin %5, %10 veya %20’si olacak
sekilde FTS organik faza eklenmigtir. Sulu fazin hazirlanmasi igin, lesitin, DSPE-
PEG ve DOTAP ayri ayri %4 etanolde ¢6zilmus, daha sonra bu ¢ozeltilerden
belirli miktarlarda alinarak (Cizelge 3.2) deiyonize su ile karigtirllarak sulu faz elde
edilmistir. Daha sonra, hazirlanan sulu faz organik faza ilave edilerek kapali bir

flakon igine alinmis ve ultrasonik banyoda 5 dakika sonikasyona (42 kHz, 100 W)
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Sekil 3.1. PLGA-PEG-PE hibrit nanopartikil formalasyonlarinin (DOTAP igeren

veya icermeyen) hazirlanmasinin sematik gosterimi.
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tabi tutulmustur.  Olusan nanopartikuller 10 kDa' Iluk molekul buayuklugu
gecirgenligine sahip membran igeren filtreli santriftj tuplerinde (Millipore, 10 kDa)
santrifij edilmis ve tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) (pH 7.4) kullanilarak 3 kez
yikanmistir. Elde edilen nanopartikil dispersiyonlari -80 C° de dondurulmus ve 24

saat liyofilize edilmistir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.2. DOTAP igeren hibrit nanopartikillerinin hazirlanmasinda 6n

formulasyon calismalarindan sonra segilen formulasyon bilesen miktarlari.

Formiilasyon PLGA Lesitin DOTAP PEG-PE
(nmol) (nmol) (nmol) (umol)

PEG-PE 0,015 0,017 - 0,07
PEG-PE/DOTAP(50:50) 0,015 0,017 0,143 0,035
PEG-PE/DOTAP(75:25) 0,015 0,017 0,072 0,053

3.2.5. Hazirlanan Nanopartikiil Formiilasyonlari Uzerinde Karakterizasyon
Caligmalari

3.2.5.1. Partikiil Bliyukligu ve Zeta Potansiyeli Analizi

Hazirlanan nanopartikil formulasyonlarinin partikil buyudkliklerinin - ve zeta
potansiyellerinin dlglilmesinde Malvern Zetasizer Nano Series ZS cihazi (ingiltere)
kullaniimistir. PBS igerisinde hazirlanan nanopartikil dispersiyonlari  tek
kullanimlik 6lgim kuvetlerine konmus ve once partikul buyuklukleri sonrasinda da

zeta potansiyelleri dlgtilmustir. Olgtimler liger tekrarli yapilimigtir.

3.2.5.2. Nanopartikiillere FTS Yukleme Etkinliginin Degerlendirmesi

Nanopartiktl formuilasyonlarinda bulunan FTS miktarinin tespit edilmesi igin,
hassas bir sekilde tartiimis nanopartikil formulasyonlarina asetonitril ilave edilerek
organik ¢ézucunun nanopartikll yapisini parcalayarak icerdigi FTS’ yi serbest hale
getirmesi saglanmistir. Serbest halde FTS iceren ¢ozelti 0.2 pm’ lik filtrelerde

suzulmug ve HPLC kolonuna enjekte edilmigtir.
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3.2.5.3. Nanopartikiillerin Yiizey Ozelliklerinin Tayini

Hazirlanan nanopartikil formuilasyonlarinin ylzey 6zellikleri Taramali Elektron
Mikroskopisi (SEM) ve Atomik Glg¢ Mikroskobu (AFM) kullanilarak tespit edilmistir.

SEM incelemeleri icin, hazirlanan ornekler, metal levhalar Gzerine iki tarafli
yapiskan bant ile tespit edilmistir. Bu iglemin ardindan, drnekler marka kaplama
cihazinda (BIO-RAD) 100 A° kalinlikta altin ile kaplanmistir. Kaplama iglemini
takiben, érnekler (FEI Nova Nanosem 430, ABD), SEM ile goruntilenmisgtir.

AFM degerlendirimeleri igin nanopartikiller Q-ScopeTM 350 Multimode Atomik
Gu¢ Mikroskopu-AFM (Questant-ABD) aleti ile goruntulenmigtir. Nanopartikil

ornekleri iki tarafli yapigkan bant ile tespit edilerek gortntileri alinmistir.
3.2.5.4. in vitro salim galigmalari

in vitro salim g¢alismalari “Diyaliz Torbas! Yéntemi” kullanilarak gerceklestiriimistir
(Sekil 3.2) [249]. FTS’ nin ¢6zunlrlik ¢calismalari sonucunda en yuksek ¢ozinurlik
gOsterdigi ortam TPBS olarak bulunmus ve bu ortamin in vitro salim ortami olarak
kullaniimasina karar verilmistir. Calismalarda hibrit nanopartikul
formulasyonlarindan hassas bir sekilde tartilan miktarlar alinarak TPBS iginde
disperse edilmis ve elde edilen dispersiyon molekul buyuklugu gecirgenlik siniri
(MWCO) 2000 Da olan diyaliz membrani igerisine yerlestiriimistir. Kapakl tlpler
icerisine alinan bu diyaliz torbalarinin Gzerine 3 mL salim ortami eklenmistir. FTS’
nin ¢ozunurlik calismasindan elde edilen degerler dikkate alindiginda sink
kosullar saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan dizenek manyetik karistirici Uzerinde
bulunan (100 rpm), sicakhgi 37°C’ ye ayarlanmig olan su banyosuna

yerlegtirilmigtir.
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Sekil 3.2. Nanopartiktl formulasyonlarinin in vitro salim ¢alismalarinda kullanilan

duzenegin sematik gorunuma.

Calisma sirasinda, her 6rnek alma zamaninda salim ortaminin tima alinmis ve
tip icerisine taze 3 mL salim ortami eklenmistir. Orneklerdeki FTS miktari HPLC
ile tespit edilmistir. in vitro salim calismalarina formiilasyonlardan FTS salimi son

bulana kadar devam edilmistir.

3.2.6. Hucre Kiilttiri Galigmalari
3.2.6.1. FTS’ in In Vitro Biyoaktivitesinin Hiicre Kiiltiiriinde Degerlendirilmesi

FTS’ nin in vitro biyoaktivitesinin (sitotoksik etkisi) arastiriimasi amaciyla RG2 (rat

glioma hucreleri) Uzerinde ¢alismalar yapilimistir.

RG2 hiicreleri icin kiiltir ortami olarak glukoz (4.5 g/L™), fetal sigir serumu (FBS)
(% 10), L-glutamin (0,584 g/L™), sodyum piriivat (0,11 g/L™), penisilin G sodyum
(50 Unite/mL™) ve streptomisin siilfat (50 pg/mL™) iceren “Dulbecco’s Modified
Eagle’s” (DMEM) ortami kullaniimistir.

RG2 hucrelerinin deneylere hazirlanmasi igin; —180°C’ de sivi nitrojen tankinda
bulunan RG2 timoér hicreleri ¢ikarildiktan sonra hava akimh kdltir kabininde,
icinde kiiltiir ortami bulunan 25 cm? lik flasklara alinarak cogaltiimislardir. Daha

sonra flasklar %5 CO; igceren 37°C’ lik inklUbatore yerlestiriimiglerdir. RG2 hicreleri
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deney Oncesi tripsin-EDTA ¢ozeltisi (%0.002 tripsin-%0.005 EDTA) ile iki dakika
muamele edilerek hlcre suspansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan hucre
suspansiyonuna kulttr ortami ilave edilerek 2000 rpm’ de 5 dakika santrifljlenmis,
supernatant uzaklastiriimig ve taze kultur ortami ilave edilerek hucreler yeniden
suspande edilmigtir. Tumor hdcrelerinin canhiligi %0,5 tripan mavisi ile kontrol

edilmistir. Deneylerde bliyume fazindaki hucreler kullaniimigtir.

3.2.6.1.1. FTS’ in Letal Doz 50 (LD50) Degerinin Belirlenmesi

FTS’ nin RG2 hicreleri Gzerindeki sitotoksik etkisinin degderlendiriimesi ve LD50
degerinin tespit edilmesi amaciyla, RG2 hucreleri kultir ortami igcinde duz tabanh
96 kuyucuklu ve diiz tabanli kiiltiir plaklarina (Castor, ABD), 5 x 10° hiicre/100uL
olacak sekilde ekilmistir. Hucreler kuyucuk yuzeylerine tutunmalari igin 24 saat
inklbasyona birakilip, 24 saat sonunda hucrelerin  Uzerindeki ortam
uzaklastinlmigtir. FTS’in suda ¢dzunurligunan olmamasi nedeniyle, hicre kultar
calismalarinda FTS %0.1 DMSO iceren kultir ortami icinde ¢ozllerek numuneler
hazirlanmis [250] ve hlcrelere uygulanmistir. Ayrica kontrol grubu olarak sadece
% 0.1 DMSO igeren kuiltar ortami hicrelere uygulanmigtir. Uygulama sonrasinda
plaklar 37°C’ de % 5 CO; igeren inkUbatdre konularak 72 ve 120 saat inkiibasyona
birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra hucre canliigi WST- 1(4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-
5-tetrazolyo]-1,3-benzen disulfonat) ile gergeklestiriimistir. Bunun igin inkiibasyon
suresi sonunda WST-1 karigimi (Clontech, CA, ABD) 1:10 seyreltme olacak
sekilde (10 L) kuyucuklara ilave edilmigtir. Plakalar 2 saat inkubatorde (37°C, % 5
CO, ) tutulmus ve sonrasinda mikroplaka okutucuda 440 nm’de absorbans
okumalari yapilmistir.

Sonuglar degerlendirilirken, kontrol grubunun canhligi %100 kabul edilerek
kargilastiriimali olarak grafiklenmis ve gerekli istatiksel analizler yapilarak gruplar

arasindaki farkiliklar degerlendirilmistir.



65

3.2.6.1.2. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin in Vitro Biyoaktivitelerinin

Degerlendirilmesi

Hazirlanan formulasyonlarin RG2 rat glioma hucreleri Gzerindeki aktivitelerinin
degerlendiriimesinde  WST-1 (4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolyo]-

1,3-benzen disulfonat) yontemi kullaniimigtir.

Calismamizda hicre kultlird deneylerine tasinacak formulasyonlar olarak, in vitro
karakterizasyon bulgulari géz 6ntne alinarak, PLGA 50:50 kopolimer oranina

sahip (DOTAP iceren ve icermeyen) formulasyonlar secilmistir.

RG2 tumor hicreleri Bolum 3.2.4.1.° de anlatildigi gibi hazirlanmis ve kultar ortami
icinde 96 kuyucuklu diiz tabanl plaklara (Castor, ABD), 5x10° hiicre/100pL olacak
sekilde ekilmistir. Hucreler kuyucuk ylUzeylerine tutunmalari igin 24 saat
inkibasyona birakilip, 24 saat sonunda hucrelerin Uzerindeki ortam
uzaklastinimigtir. Etkin madde final konsantrasyonu her bir kuyucukta 100uM
olacak sekilde hazirlanan formulasyonlardan alinmis ve seyreltme islemi %0.1
DMSO igeren kiultlr ortami ile gergeklestiriimistir. Her bir formulasyon igin dort
kuyucukla c¢alisilmistir. Her bir kuyucuk icin kullanilan etkin madde igeren
formulasyon miktari ile ayni miktarda bos nanopartikil kullanilarak ayni iglemler
yapilmistir. Ayrica kontrol grubu olarak sadece % 0.1 DMSO igeren kulttur ortami
hicrelere uygulanmistir. Uygulama sonrasinda plaklar 37°C’ de % 5 CO; igeren

inkUbatore konularak 120 saat inkubasyona birakilmistir.

inkiibasyon siresi sonunda, WST-1 karisimi (Clontech, CA, ABD) 1:10 seyreltme
olacak sekilde (10 pL) kuyucuklara ilave edilmistir. Plakalar 2 saat inkibatorde
(37°C, % 5 CO, ) tutulmus ve sonrasinda mikroplaka okutucuda 440 nm’de

absorbans okumalari yapiimigtir.

Sonuglar degerlendirilirken, kontrol grubunun canhligi %100 kabul edilerek
karsilastinimali olarak grafiklenmis ve gerekli istatiksel analizler yapilarak gruplar
arasindaki farkiliklar degerlendirilmistir.
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3.2.6.2. Hucresel Alimin Degerlendirilmesi

Hazirlanan nanopartikil farmulasyonlarinin  hucresel alimlarini  incelemek
amaciyla, formualasyonlara floresan marker (Nil kirmizisi, Rodamin 123 ya da
Rodamin B) yuklenerek, RG2 hucreleri ile muamele edilip, sonrasinda érnekler
H.U. Tip Fakiltesi Beyin Arastirmalari Laboratuvar’ nda bulunan Floresan
Mikroskop (Nikon Microscope, Eclipse E600) ile incelenmigtir. Bunun igin,
formulasyonlarin hazirlama sirasinda organik faza belirli bir mol oraninda Nil
kirmizi eklenmis ve nanopartikil hazirlama yéntemine Bolim 3.2.2.1° de
aciklandigi sekilde devam edilmistir. Daha sonra RG2 hucreleri, kultir ortami
iceren, 96 kuyucuklu duz tabanl plakalar Uzerinde buyutulip konfluent hale
geldikten sonra, nanopartikil formulasyonlari ile 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir

ve PBS ile yikandiktan sonra numuneler floresan mikroskopta incelenmistir [251].

3.2.7. in Vivo Galigmalar
3.2.7.1. in Vivo Calismalarda Kullanilan Hayvanlar ve Anestezi

in vivo calismalarin gerceklestirimesi icin H.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ ndan 2011/68-4 nolu izin alinmigtir (Ek-1). Caligmalarda Yemisci ve ark
[252] ve Geletneky ve ark [253] tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek
kullaniimistir. Bunun icin 49 adet Wistar disi sican (250-300 g) Uzerinde
calisiimistir. Sicanlara anestezi amaciyla 2/3 oranda ketamin (100 mg/mL) ve 1/3
oranda ksilazin (10mg/mL) karisimi 0.75-1.5 mL/kg dozda intraperitoneal olarak

uygulanmigtir.
3.2.7.2. Siganlarda Beyin Tumori Olusturulmasi

Siganlarda beyin tiumoérlu olusturulmasi amaciyla Yemisgi ve ark [223] ve
Geletneky ve ark [253] tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek
kullaniimistir. Bunun igin oncelikle timor ekiminde kullanilacak olan RG2 hucreleri
hazirlanmistir. RG2 hucreleri i¢in kultir ortami olarak 37°C’de %5 CO,’'de glukoz
(4.5 g/L*), fetal sigir serumu (FBS) (% 10), L-glutamin (0,584 g/L™), sodyum
piriivat (0,11 g/L™"), penisilin G sodyum (50 nite/mL™) ve streptomisin silfat (50
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ug/mL™?) igeren “Dulbecco’s Modified Eagle’s’” (DMEM) kullaniimistir. Hiicreler
deney 6ncesi tripsin-EDTA ¢ozeltisi (%0.002 tripsin-%0.005 EDTA) ile iki dakika
muamele edilerek hicre suspansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan hucre
suspansiyonuna kulttr ortami ilave edilerek 2000 rpm’ de 5 dakika santrifljlenmis,
supernatant uzaklastiriimis ve taze kultir ortami ilave edildikten sonra mikroskopta
sayim yapilmis ve 5 pL’ de 50 x 10* RG2 hiicresi olacak sekilde numuneler ekim

icin hazirlanmigtir.

Siganlarda beyin timorl olusturmak icgin, éncelikle siganlar stereotaktik ¢cergceveye
(Lab Standard Stereotaxic, Stoelting, Chicago, IL) yerlestiriimistir. Kafa derisi
acildiktan sonra, 50 x 10* RG2 hiicresi iceren 5 L hiicre siispansiyonu, 10 uL’lik
Hamilton cam siringa (Hamilton, 32G, 700 seri RN) kullanilarak anteroposterior, -
0.5 mm; lateral, +3.0 mm ve ventral, -6 mm koordinatlari dogrultusunda sag

striatuma tek tarafli olarak enjekte edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Siganlarin stereotaktik ¢ergeveye yerlestiriimesi ve RG2 hucrelerinin

enjeksiyonu.
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Sigcanlar RG2 hicre implantasyonunun ilk gunden itibaren gunluk aktivitelerinin ve
genel durumlarinin takibi amaci ile gob6zlem altina alinmigtir. Yapilan
degerlendirmeler sonrasinda etraflari ile ilgileri kesilen, kendi kendilerine
beslenmeyen, gozleri kizaran ve disaridan verilen uyarilara yanit vermeyen

siganlarin yasamlarina son verilmigtir.

3.2.7.3. Magnetik Rezonans Goriintiileme

in vivo deneylerde timoér olusumunun tespiti ve alan olarak buyikliginin
hesaplanmasi i¢in Magnetik Rezonans Goruntlileme kullaniimistir. Bunun igin
Bilkent Universitesi 'Ulusal Manyetik Rezonans Arastirma Merkezi (UMRAM)' nde
bulunan MR géruntileme cihazi gérintlileme (3Tesla, Magnetom Trio, Siemens,

Almanya [slew rate:200mT/m/ms, maksimum amplitude 45mT/m]) kullanilimistir.

Tumor hucresi ekimini takiben 10 gun sonra hayvanlarin ilk MR goruntulemesi
yapilarak tumor olusumunun tespiti ve alan olgima yapilimistir (Sekil 3.4).
Goruntuleme sirasinda hayvanlara anestezi uygulamasi yapilmis olup, kiigik FOV
ile goruntu elde edebilmek igin bu ¢alismada kullaniimak Gzere UMRAM’ da kuguk

sarmallar gelistiriimis ve kullanilmigtir (Sekil 3.5).

MR goéruntulemesi igin, 2 mm koronal duzlemde cekim sayisi (NEX: 5), T2A
(TR/TE; 3900/100ms) koronal goérintller elde edilmistir.  Goruntllerin
degerlendiriimesi ve timor alaninin tespiti Prof.Dr. Kader Karli Oduz (Hacettepe
Universitesi Radyoloji Anabilim Dali) tarafindan gerceklestirilmistir. Olctimler
tumorin en buyuk goéruldiagu kesit Uzerinde en buylk ¢aplar Uzerinden

gerceklestirilmigstir.



Sekil 3.4. Siganlarin MR gorintilemesi.

Sekil 3.5. MR gérintilemesi igin UMRAM'da gelistirilen FOV.
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3.2.7.4. Siganlara Tedavi Gruplarinin Uygulanmasi

Sigcanlara tumor ekiminden 10 gun sonra ilkk MR goruntilemesi yapilarak tumor
olugsumu tespit edilmis ve alan hesabi yapilmistir. Tedavi gruplarinin uygulanacagi
ileri asamalara tumor buyuklugu 15-30 mm? arasinda olan sicanlar alinmistir.

Tedavi gruplari tumor tespiti ve dlgumu ile ayni glin hayvanlara uygulanmigtir.

In vivo deneylerde, tedavide uygulanan formilasyonlarin (ilag gdzeltisi, bos veya
dolu hibrit nanopartiklller, tedavi olmayan grup (kontrol)) etkisinin
deg@erlendiriimesinin yaninda uygulama yolunun da etkisinin degerlendirilebilmesi
icin, siganlara intravendz (kuyruk venine uygulama) veya intratimoral uygulama

yapilmigtir (sekil 3.6).

Hazirlanan formulasyonlar hayvanlara veriimeden 6nce steril kabin icinde UV 1s1gi
altinda 30 dakika tutularak sterilize edilmistir [253].

Tedavi dozu tium gruplarda ayni tutulmustur. Tedavi dozunun belirlenmesinde
hicre kiltart galismalarinda elde edilen LD50 degeri temel alinmistir. Bunun igin,
hicre kaltiri LD50 deneylerinden elde edilen deger olan 100 uM FTS'i icerecek
sekilde formulasyonlar ve etkin madde c¢ozeltisi hazirlanmis ve tedavide
uygulanmigtir. Uygulanan hacim intratimoral ve intraven6z uygulamalar igin ayni
(20 pL) tutulmus olup bu miktar 6zellikle intratimoral uygulamalar igin siganlarin

tolere edebilecedi maksimum miktar olarak on denemelerde tespit edilmigtir.
Tedavi uygulamalari igin gruplar su sekilde planlanmistir.
A) Tumor goruntulemesinden sonra higbir tedavi uygulanmayacak grup (n=6)

B1) Tumodr géruntilemesinden hemen sonra bos (FTA icermeyen) hibrit PLGA

nanopartikillerinin intratimaoral uygulanacagi grup (n= 6)

B2) Tumdr goruntilemesinden hemen sonra dolu (FTA igeren) hibrit PLGA

nanopartikillerinin intratimaoral uygulanacagi grup (n=6 )

B3) Tumor goruntilenmesinden hemen sonra nanopartikal gruplar ile ayni

miktarda FTA igeren etkin madde ¢odzeltisinin intratimoéral uygulanacag

grup (n=6)
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C1) Tdmodr goéruntilenmesinden hemen sonra bos (FTA icermeyen) hibrit PLGA
nanopartiklllerinin intravendz (kuyruk veni) uygulanacagi grup (n= 6)

C2) TUmoér goéruntilenmesinden hemen sonra dolu (FTA iceren) hibrit PLGA

nanopartiklllerinin intravendz (kuyruk veni) uygulanacagi grup (n=6)

C3) Tumor goéruntilenmesinden hemen sonra nanopartikil gruplari ile ayni
miktarda FTA iceren etkin madde c¢o6zeltisinin intravendz (kuyruk veni)
uygulanacagi grup (n=6)

Sekil 3.6. Stereotaksiye yerlestirilen sigana nanopartikul sispansiyonu

uygulanmasi.

3.2.7.5. Siganlarda Tedavi Sonrasi Yapilan Degerlendirmeler
3.2.7.5.1. MR Goruntiuleme ile Tumor Blyukluguniin Tespiti

Bolum 3.2.7.3 ’de belirtildigi Uzere, siganlara tumor hucresi ekiminden 10 gun
sonra MR goruntileme yapilarak olusan tumorin baslangig buyuklugu tespit
edilmistir. Bu iglemi takiben, uygun buyuklikte timor tasiyan hayvanlar gruplara

ayrilarak tedaviler uygulanmistir (kontrol grubuna uygulanmayarak). Sig¢anlara
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uygulanan tedaviden 5 gun sonra tekrar MR goérunttleme yapilarak tedavi sonrasi
tumor alanindaki degisim tespit edilip, baglangigtaki buyuklugu ile karsilastirma

yapiimigtir.
3.2.7.5.2. Histolojik Degerlendirme

Sicanlarda MR ile tespit edilen tumoér olusumunun teyidi icin histolojik
degerlendirme yapilmistir. Bunun igin, sicanlara uygulanan son MR goéruntileme
sonras! ayni gun hayvanlar sakrifiye edilmis ve beyinleri ¢ikarilarak % 10’luk
formalin icinde fikse edilmistir. Daha sonra beyinler 2 mm’ lik parcalara ayrilarak
parafine gomulmustir. Bu iglemi takiben, parafine gomulmuis pargalar 6 pm’lik
kesitlere ayrilimis ve her bir kesit Hematoksilin Eosin ile boyanarak isik
mikroskobunda Prof.Dr. Figen Sdylemezoglu (Hacettepe Universitesi Patoloji

Anabilim Dali) tarafindan incelenerek timor varligi degerlendirilmistir.
3.2.7.5.3. istatiksel Degerlendirme

Tez galismasinda elde edilen bulgularin istatistiki degerlendiriimesinde ANOVA, t-
testi, Mann Whitney U testi ve tek yonlu varyans analizi gibi uygun parametrik ve

non-parametrik testler kullanilacaktir.
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4. BULGULAR
4.1. UV Spektrumu

Bolim 3.2.1.1° de verilen sartlar kullanilarak Farnesil tiyosalisilik asit (FTS)’ in
asetonitril icinde hazirlanan UV spektrumu alinmis ve FTS’in gosterdigi Amaks

degeri 322 nm olarak tespit edilmistir. Elde edilen grafik Sekil 4.1’de verilmektedir.

0 el T T

0,200

Abs.

0. 100

0000 -

-0,011 . =
00,00 RO OO SO, 00 SO (O

nm

Sekil 4.1. FTS’ in asetonitril icindeki UV spektrumu (25 ug/ml).
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4.2. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektrumu

Etkin maddenin FT-IR spektrumunun ¢ekilmesine iligkin c¢alismalar, Bolum

3.2.1.2’de aciklandigi sekilde gercgeklestirilmistir.

Perkin — Elmer Spectrum BX FT-IR spektrofotometresinde ve 600-4000 cm™ dalga
sayllarl arasinda kaydedilen FTS’ in FT-IR spektrumu Sekil 4.2'de verilmigtir. FT-

IR spektrumunda gozlenen FTS’ e ait karakteristik pikler agsagida siralanmistir:

2500-3000 cm™'de torba seklinde karakteristik O-H gerilim bantlari
3000 cm™’de aromatik yapiya ait C-H gerilim bantlari

2912 cm™de kuvvetli alifatik C-H gerilim bantlari

1676 cm™de C=0 gerilim bantlar

1561 cm™’de C=C gerilim bantlari

1256 cm™'de C-O gerilim bantlari

702 cm™de C-S gerilim bantlari
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4.3. Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Analizi

FTS’ in difransiyel taramali kalorimetri analizi (DSC), Bolum 3.2.1.3’ de belirtildigi
sekilde gergeklestiriimistir. FTS’in DSC termogrami Sekil 4.3’de verilmigtir.

DaC
mWW/mg

8.0

6.0
40
20
0.0

B340

o 20000
Temp [C]

Sekil 4.3. FTS’ in DSC termogrami.
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4.4. FTS’ in Yuksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini ve
Validasyonu

Bolum 3.2.2° de verilen sartlar kullanilarak yapilan miktar tayininde 6ncelikle FTS
standart ¢ozeltisi (0.097- 25 pg/mL, asetonitril igerisinde) sisteme verilerek mobil
fazin bilesimi ayarlanmis ve bu sayede FTS’ ye ait cevap pikinin 11 dakikalik
analiz suresi icerisine ¢ekilmesi saglanmistir. Sekil 4.4’ de FTS’ e ait cevap pikinin

bulundugu 6rnek HPLC kromatogrami verilmigtir.

BADT A Sig=3a0 4 R eboff (ABE ASVIQ 102012 20 12-18-10 15-03-16W85-2501.0

“s

s
o~
00 -

Sekil 4.4. 25 ug/mL konsantrasyonda FTS standart c¢ozeltisinin drnek HPLC

kromatogrami.

Asagida sirasi ile Bolum 3.2.2.2° de verilen yontemlere gore incelenen validasyon

parametreleri ile ilgili bulgular verilmistir.
4.4.1. Ozgiinliik

Miktar tayininde kullanilan HPLC yonteminin FTS’ i 6zgun bir sekilde tayin edip

etmediginin  arastinimasi  icin  incelenen  6zglnlik  parametresinde,
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formulasyonlarda kullanilan yardimci maddeler ve salim ortami HPLC sistemine
enjekte edilmis ve herhangi birine ait cevap pikinin FTS’ ye ait cevap piki ile
cakismadigi ve bir girisim yapmadigi gorilmastir (Sekil 4.5.). Bu sayede
kullanilacak analitik yontemin, analizi yapilacak etkin maddeyi 6zgun bir sekilde

ve yeterli hassaslikla tayin edebildigi gosterilmistir.

MAU

2%-

[ & f\/u
¥ v
‘ M
5 ¢ [
) i
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0_
-""5""|""|""[""l""|""{""|""|"",
0 1 2 3 4 5 (i} 7 8 9 min

Sekil 4.5. Analitik ydntem validasyonunda 6zgunlik bulgulari

a) DSPE-PEG b) Lestin
c) DOTAP d) PLGA 50.50
e) PLGA 85:15 f) Etkin madde
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4.4.2. Dogrusallik

Bolim 3.2.2.2.1° de verilen yonteme gore hazirlanan standart ¢ozeltilerin sisteme
enjekte edilmesi ile elde edilen cevap piklerinin alanlar kullanilarak hazirlanan

kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.6’ da verilmistir.

1600
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Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.6. FTS igin kullanilan HPLC yonteminden elde edilen kalibrasyon dogrusu

ve denklemi (n=6)

Sekil 4.6’dan da gorilebilecegi lizere kalibrasyon denkleminin r? (regresyon
katsayisi) degeri 1’ e ¢ok yakin bir degerdir. Bu durum FTS konsantrasyonu ile pik
alani arasindaki iligkinin incelenen konsantrasyon araliginda dogrusal oldugunu

gOstermektedir.
4.4.3. Kesinlik

Tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirligin incelendigi kesinlik parametresine ait
sonuglar Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2’ de verilmistir.



4.4.3.1. Tekrar Edilebilirlik

Analitik yontemin tekrar edilebilirligini gostermek icin yapilan calismadan elde

edilen sonuglar Cizelge 4.1" de verilmigtir. % Varyasyon katsayisi 1.55 olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.1. FTS miktar tayin yonteminin validasyon calismasinda elde edilen

tekrar edilebilirlik sonuglari (n=6)

Konsantrasyon | Olgiilen konsantrasyon .

(ng/ml) (ng/mL) X*SS %VK

3,12 3,10

3,12 3,07

3,12 3,05
3,06 £ 0,010 1,55

3,12 2,99

3,12 3,04

3,12 3,11

4.4.3.2. Tekrar Elde Edilebilirlik

Yontemin tekrar elde edilebilirligini gostermek igin ¢alisilan 0,097, 0,781 ve 25

pg/ml’ lik konsantrasyonlara ait sonuglar Cizelge 4.2’ de verilmigtir.

Cizelge 4.2. FTS miktar tayin yonteminin validasyon calismasinda elde edilen

tekrar elde edilebilirlik sonuglari (n=6, X+SS)

Konsantrasyon .
X+SS %VK
(ug/mL)
0.097 0,097 + 0,001 1,77
0.781 0,749 + 0,014 1,90
25 25,001 + 0,033 0,13
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Cizelge 4.1 ve 4.2’den de gorulebilecegi Uzere, ¢alisilan butun konsantrasyonlarda

%VK degeri %2’ lik kabul sinirinin altinda bulunmustur.

4.4.4. Dogruluk

Bolim 3.2.2.2.2. de acgiklanan yonteme goére yapilan deneylerden elde edilen
sonuglar ve ayni bolimde verilen denklemden elde edilen de@erleri Cizelge 4.3’ de

verilmigtir.

Cizelge 4.3. FTS icin kullanilan HPLC ydnteminde elde edilen dogruluk

parametresi sonuglari (n=6, X+SS)

Konsantrasyon (ug/mL) XSS % Ortalama Bagil Hata
0,097 0,097 + 0,001 - 0,082
0,781 0,749 £ 0,014 - 3,88
25 25,001 £ 0,033 0,006
4.4.5. Stabilite

FTS'in deney slresince stabil kaldiginin gosterilmesi icin deneyler, Bolum
3.2.2.2.6.’da belirtildigi sekilde yapilmigtir. Baglangigta 400 ng/ml kosantrasyonda
olan FTS c¢ozeltisinde 24. saatin sonunda %3'luk bir degisiklik meydana
gelmemistir ve bu sonu¢ etkin maddenin deney suresince stabil oldugunu

gOstermigtir.

4.4.6. Saptama ve Miktar Tayini Siniri
FTS’in HPLC ile miktar tayininde saptama siniri 0.050 pug/ml, miktar tayini siniri
0.097 ug/ml olarak tespit edilmistir.
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4.5. FTS’ in Gozunurlik Caligmasi

Etkin maddenin ¢ozunurlik sorununun ozellikle in vitro salim ve hucre kultlra
calismalarinda zorluklar yasanmasina neden olacagi dusunuldagunden, in vitro
sallm ortami ve hicre kulturd ortami olarak kullanilabilecek ortamlardaki

¢ozunurlGgunun tespit edilmesine karar verilmistir.

Buna gore ¢ozunurlik calismalari igin Gg farkili ortam olarak: PBS (pH 7.4), %0.1
(a’h) Tween 20 iceren PBS (TPBS); %10 (h/h) fetal sigir serumuna (FSS) ek
olarak %0.1 DMSO (h/h) igeren PBS ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bolum 3.2.3" de
belirtilen yonteme gore gerceklestiriien bu c¢alismadan elde edilen sonuglar

Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Elde edilen sonuglara goére, salim ortaminda sink kosullarin rahatlkla
saglanabilmesi ve FTS’ in ylUksek oranda ortamda ¢dzlinebilmesi icin TPBS
¢Ozeltisinin salim ortami olarak kullaniimasina, %0.1 DMSO ve %10 FSS igeren
hicre kaltdr ortaminin hucre kultira deneylerinde kullaniimasina karar verilmistir
(Sekil 4.7).
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“DADT A, Sig=320,4 Ref=off (C/\CHEM32\1\DATAV16102012 2012-10-16 18-310610060801.0)
*DAD1 A, Sig=320,4 Ref=off (C:\CHEM3211\DATA8102012 2012-10-18 18-31081005-0501.0)
“DAD1 A, Sig=320,4 Ref=off (C:\CHEM32\1\DATA\16102012 2012-10-16 18-31-0610080901.0)
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Sekil 4.7. FTS'in farkh salim ortamlarindaki ¢6zunurlik deneylerine ait

HPLC

kromatogramlari, %10 (h/h) fetal sigir serumu ve a) %0.1 DMSO (h/h) iceren PBS, b) PBS

(pH 7.4), c) %0.1 (a/h) Tween 20 iceren PBS.

Cizelge 4.4. FTS’ nin ¢6zunUrlik calismasinda kullanilan farkl ortamlardaki

coziinlrliik degerleri (n=6, X+SS)

Salim ortami Cozinen ilag miktari | Coziunen ilag miktar
(ng/ml) (%)
PBS (pH 7.4) 21,2120 212+1,8
TPBS 184,0 + 3,1 18,4 +21
%10 fetal sigir serumu (FSS) 401,2+4,6 40,1+ 31
ve %0.1 DMSO iceren PBS
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4.5.1. FTS’ in Gozunurluk Galismasinda Kullanilan Ortamlardaki Kimyasal
Stabilitesi

Bolim 3.2.3’ te verilen yonteme gore gergeklestirilen stabilite deneyleri sonucunda

elde edilen sonuglar Cizelge 4.5’ de sunulmustur.

Cizelge 4.5. FTS’ in ¢ozunurluk calismasinda kullanilan TPBS igindeki zamana

badli olarak bozunmadan kalan miktarlarina ait stabilite sonuglari (n=6)

Zaman (saat) FTS’ in TPBS igindeki
bozunmadan kalan miktar (png/ml)
0 3,6 £ 0,05
18 3,39+£0,04
24 3,35+ 0,07
48 3,32+0,03
72 3,29 £ 0,01

4.6. Hazirlanan Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Karakterizasyonlari

4.6.1. Partikiil Buyliklligli ve Zeta Potansiyel Degerleri

Hazirlanan hibrit nanopartikill formulasyonlarina ait partikil bayukligu ve zeta
potansiyel bulgulari Cizelge 4.6’ da verilmigtir. Buna ilaveten formulasyonlarin

partiktl bayuklugu dagilim grafikleri Sekil 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.6. Hazirlanan hibrit nanopartikil formulasyonlarinin partiktl boyutu ve

zeta potansiyel degerleri (n=6, X + SS).

Formiilasyon

Partikal BuyukIligi (nm)

Zeta Potensiyeli (mV)

50:50 PLGA/DSPE-PEG
(Bos)

94 +23

-28,4+2,0

85:15 PLGA/DSPE-PEG
(Bos)

102+ 2,0

-30,1+1,4

50:50 PLGA/ DSPE-PEG
(%5 FTS yukla)

121 £ 3,2

-30,2+2,0

85:15 PLGA/PEG-PE
(%5 FTS yukla)

147 £ 0,7

-32,4+2,3

DOTAP iceren
50:50 PLGA/ DSPE-PEG

(Bos)

120+ 3,4

-11.1+£1,1

DOTAP iceren
85:15 PLGA/ DSPE-PEG

(Bos)

145+ 2,5

-13+1,2

DOTAP iceren
50:50 PLGA/ DSPE-PEG
(%5 FTS yukla)

127 £ 2,0

-11,2+1,2

DOTAP igceren
85:15 PLGA/ DSPE-PEG
(%5 FTS yUkla)

155+ 2,7

-13+1,5
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% Hacim

0.1 1 10 1(')0 1600 10000
A Partikiil boyutu (nm)

% Hacim

% Hacim

1-0 1 00 : 1 000 10000
Cc Partikiil boyutu (nm)

1000 10000

10 100
D Partikiil boyutu (nm)

Sekil 4.8. FTS yuklu Hibrit Nanopartikiller (HNP)in partikal blyUuklGgld dagihm
grafiklri. a) PLGA 50:50 HNP, b)PLGA 50:50 DOTAP igeren HNP, c) PLGA 85:15

HNP, d) PLGA 85:15 DOTAP igeren HNP.
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4.6.2. Nanopartikullere Yiiklenen FTS miktari

DOTAP icermeyen ve iceren hibrit nanopartikil formulasyonlarina yiklenen etkin

madde miktari ve yuzdeleri Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’ de verilmigtir.

Bolum 3.2.2'de anlatildigi Uzere, formulasyon gelistirme sirasinda formulasyonlara
polimer agirlinin %5, %10 ve %20’ si oraninda FTS vyuklemesi yapilmasi
planlanmistir. On denemelerde %5'in lizerinde yapilan ilag yikleme galismalari ile
elde edilen sonuglarin %5 yUkleme vyapilanlara goére bir fark meydana

getirmemesinden dolayi hedef yukleme yuzdesi %5 olarak tespit edilmigtir.

Cizelge 4.7. Hibrit nanopartikil formulasyonlarina yiklenen FTS miktari (n=6,
X+SS).

Formulasyonlar Yuklenen FTS Yukleme Yukleme
miktari (ng) yuzdesi (%) etkinligi (%)
(*S.S) (£S.S) (*S.S)
PLGA 50:50 /PEG-PE 7+1.9 1.52 £ 0.01 2112

(%5 FTS yikli)

PLGA 85:15 /PEG-PE 9+2 1.76 + 0.01 28+1.2
(%5 FTS yukla)

*Formulasyonlarda FTS yukleme ylzdesi %5 olarak hedeflenmistir.
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Cizelge 4.8. DOTAP igeren hibrit nanopartikil formalasyonlarina yuklenen FTS
miktarlari (n=6, X+SS).

Formiilasyonlar Yiiklenen FTS | Yikleme ylizdesi | Yiikleme etkinligi

miktari(ug) (%) (%) (£S.S)
(£S.S)

PLGA 50:50 12+1.1 2.6 £0.01 24 +1.3

DSPE-PEG /DOTAP

(50:50 uM)

PLGA 85:15 9.35+2.0 2.1+ 0.01 19+1.6

DSPE-PEG/DOTAP

(50:50 pM)

PLGA 50:50 25+1.6 5.1+0.03 60+1.2

DSPE-PEG/DOTAP

(75:25 pM)

PLGA 85:15 1465+ 14 2.8+0.02 29+1.1

DSPE-PEG/DOTAP

(75:25 pM)

*Formulasyonlarda FTS yukleme yuzdesi %5 olarak hedeflenmistir.

4.6.3. Formiilasyonlarin Yiizey Ozelliklerinin incelenmesi

Hazirlanan formulasyonlarin ylzey o6zellikleri SEM ve AFM ile incelenmigtir.

Formulasyonlarin SEM ve AFM fotograflari Sekil 4.9-4.12° de verilmigtir.
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B

A ! vV W — 10 ym —— D mag HV | HFW 10 ym ——

0.0 mm| 10 000 x| 10.0 kV|29.8 ym| NanoSEM _ METU-METE 5.7 mm |10 000 x| 5.00 kV |29.8 ym NanoSEM _METU-METE

- | S NP P " — -
WD mag HV HFW 3pm WD ‘ mag HV W | 3um
5.5mm |40 000 x| 15.0kV |7.46 ym NanoSEM METU-METE 5.7 mm |40 000 x| 5.00 | NanoSEM  METU-METE

Sekil 4.9. FTS yukla hibrit nanopartiktllerin SEM goérintiler. A) PLGA 85:15 HNP
(10000x), B) PLGA 50:50 HNP (10000x), C) PLGA 85:15 HNP (40000x), D) PLGA
50:50 HNP (40000x).
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WD mag HV v HFW — V111 WD mag HV HFW 10 ym ——

NanoSEM  METU-METE

5.7mm |10 000 x| 5.00 kV |29.8 ym NanoSEM  METU-METE 5.2mm 10000 x| 5.00 kV |29.8 ym I

WD UED] HV | HFW 3pm WD ED] HV | HFW
5.7 mm 40000 x| 5.00 kV |7.46 ym NanoSEM

SV —

METU-METE 5.5 mm |40 000 x| 10.0 kV | 7.46 ym NanoSEM ~ METU-METE

Sekil 4.10. FTS yuklli, DOTAP iceren HNP’ lerin SEM gorintileri. A) PLGA 50:50

HNP (10000x), B) PLGA 85:15 HNP (10000x), C) PLGA 50:50 HNP (40000x), D)
PLGA 85:15 HNP (40000x).
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Sekil 4.11. FTS yukli HNP’ lerin AFM goruntuleri.
A) PLGA 50:50 HNP formulasyonlari.
B) PLGA 50:50 DOTAP iceren HNP.
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Sekil 4.12. FTS yuklu HNP’ lerin AFM goruntuleri.
A) PLGA 85:15 HNP formulasyonlari.
B) PLGA 85:15 DOTAP iceren HNP formulasyonlari.
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4.7. in Vitro Sahm Galismalar

Uygun salim ortaminin sec¢ilmesinden sonra yapilan in vitro salim ¢alismalarinda,

nanopartikil formulasyonlardan salinan FTS miktarlarina ait grafik Sekil 4.13’ de

verilmigtir.
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Sekil 4.13. FTS iceren formulasyonlarin zamana bagli in vitro salim profilleri (n=6).

4.8. FTS’ in in Vitro Biyoaktivitesinin Hiicre Kiiltiiriinde Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda hazirlanan formulasyonlarin  in  vitro  biyoaktivesinin
degerlendiriimesi i¢cin RG2 hiicre hatti Gzerinde sitotoksisite ¢alismalari yapilmigtir.
Bolum 3.2.6.1'de verildigi sekilde gergeklestirilen deneylere ait sonuglar Sekil 4.14°
de verilmigtir. RG2 hucrelerine uygulamayi takiben FTS’ in hlcreler Gzerindeki
sitotoksik etkilerinin degerlendiriimesi ve etkin maddenin LDsy degerini belirlemek
amaciyla, belirtilen zaman araliklarinda kontrol grubuna gore hucre canliliklari
grafiklenmigtir. Deneylerde 4 farkli FTS konsantrasyonunda c¢alisiimis ve 2 farkl
zaman araligi sonunda htcre canlilik degerleri elde edilmistir. Buna gore 3. glinin
sonunda uygulanan en yuksek FTS konsantrasyonu olan 200 pM’ hk ¢ozelti,
hacrelerin yaklagik %30’ unu dldurmasgtar.
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Ayni konsantrasyondaki c¢ozelti 5. gunin sonunda ise RG2 hicrelerinde %90
oraninda canllik kaybina yol agmistir. Uygulanan en dusuk konsantrasyon degeri
olan 25 yM’ lik FTS c¢ozeltisi 3 gunun sonunda hicreler Gzerinde %98’ lik bir
canlihk degerine yol acarken, 5. glnun sonunda bu canliik degeri %80’ e

dusmustdr.
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Sekil 4.14. RG2 hucrelerine farkli konsantrasyonlarda FTS uygulamasini takiben

3. ve 5. gunun sonunda elde edilen hucre canlligi degerleri (n=6 +SS).

Elde edilen bu sonuclar degerlendirildiginde,FTS’ in LDsy degeri 100 yM olarak
belirlenmistir. Bu konsantrasyonun formulasyonlarin sitotoksisitesinin belirlendigi
hicre kaltird c¢aligsmalarinda ve in vivo c¢aligsmalarda kullaniimasina karar

verilmigtir.

Ayrica sonuglardan 5. gunde FTS'in daha ylksek etkinlik gosterdiginin tespit
edilmesi nedeniyle formulasyonlarin sitotoksisitesinin belirlendigi htcre kalttri
calismalarinda ve in vivo galismalarda bu slrenin g6z 6zinde bulundurulmasina

karar verilmigtir.
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Calismamizda hicre kultari deneylerine taginacak formulasyonlar olarak, in vitro
karakterizasyon bulgulari gdéz 6nune alinarak, PLGA 50:50 kopolimer oranina

sahip (DOTAP iceren ve icermeyen) formulasyonlar segilmistir.

Bolim 3.2.6.1.2. de anlatildigi sekilde gerceklestirilen, 100 uM konsantrasyonda
FTS iceren nanopartikil formulasyonlarinin in vitro biyoaktivitelerinin
degerlendiriimesi calismalarindan elde edilen % hicre canliigi degerleri Sekil

4.14.de verilmigtir.

Sekil 4.15’ den goéruldugu gibi, etkin madde iceren DOTAP igeren formulasyonlar
en yuksek antikanser aktivite gostermistir. Etkin madde icermeyen
nanopartikullerin kontrol grubu ile karsilastirildiginda dusuk bir sitotoksiteye sahip

olduklari tespit edilmigtir.

120 +

100 -

% Hiicre Canhihigi
N H [e)} (o]
o o o o o
o _

Formiulasyonlar

Sekil 4.15. 100 yM konsantrasyonda FTS igeren nanopartikil formulasyonlarinin
RG2 hicreleri ile muamele edilmesinden 5 gin sonra elde edilen % hicre

canliligi degerleri (n=3 £SS)
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4.9.Hiicresel Alimin Degerlendirmesi

Hazirlanan nanopartikul furmulasyonlarinin hicresel alimlari, Bolim 3.2.4.2. de
aciklandigi sekilde degerlendirilmistir. Nanopartiktl formualasyonlarinin hicresel
alimlarini gosteren floresan mikroskopta elde edilen goéruntileri Sekil 4.16° de

gOsterilmektedir.

Sekil 4.16. DOTAP icermeyen formulasyonlarinin RG2 hucreleri tarafindan
alimlarinin Floresan mikroskop ile degerlendirmesi.
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Sekil 4.17. DOTAP iceren HNP formulasyonlarinin RG2 hucreleri tarafindan
alimlarinin Floresan mikroskop ile degerlendirmesi. a) 40x, b) 100x.
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4.10. in Vivo Deneyler
4.10.1. Siganlarda Beyin Tumorii Olusturulmasi ve Magnetik Rezonans (MR)

Gorintiileme

Siganlara RG2 gliom hicresi enjeksiyonu Bolim 3.2.7.2.de agiklandigi sekilde
gergeklestiriimistir. Hicre enjeksiyondan 10 gun sonra tumor olusumunun tespiti
ve alan olarak buyUkliginun hesaplanmasi igin MR goéruntileme kullaniimigtir
(Sekil 4.18).

Rat 1-8 UMRAM /DBIBFO/Ank Rat 3-8
20-12:23:38-DST- 12,10.20-12:23:38-DST-1.3.12.2..
Folaortom g2 2 MR *1612611950, M, 22Y
t
STUDY 1
s 12119/2012 +LPH
3 y

UMRAM /DB6F0/Ank:
Triol

10:17:46 AM 5
3IMA11/15

C:Vi-8
"tse2d1_18/150

Sekil 4.18. RG2 hiicresi ekiminden 10 giin sonra siganlarin 6rnek MR goruntuleri.

A) timor olusmus sigana ait goéruntu. B) timdér olusmamis sigcana ait gorunta.

4.10.2. Siganlara Tedavi Gruplarinin Uygulanmasi ve Tedavi Sonrasi Yapilan

Degerlendirilmeler

Bolim 3.2.7.3 'de belirtildigi Uzere, siganlara tumoér hicresi ekiminden 10 gun
sonra MR gorintileme yapilarak olusan timoérin baslangig alani tespit edilmistir.
Bu iglemi takiben,uygun alan buyuklugunde tumor tasiyan hayvanlar gruplara
ayrilarak tedaviler uygulanmigtir (kontrol grubuna uygulanmayarak).
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Siganlara uygulanan tedaviden 5 gin sonra tekrar MR goéruntileme yapilarak
tedavi sonrasi tumor alanindaki degisim tespit edilip, alanin basglangigtaki

blayUklugu ile karsilastirma yapilmistir (Cizelge 4.9, Cizelge 4.10).

In vivo deneylerin planlama asamasinda baglangi¢ta herbir grupta 6 hayvan
varken, deney sirasinda meydana gelen hayvan kayiplari nedeniyle her bir grupta
3 hayvan kalmistir.

100 uM konsantrasyonda FTS i¢eren nanopartikul formalasyonlarinin veya FTS
¢ozeltilerinin veya dolu nanopartikullerle ayni miktarda nanopartikul igceren bos
nanopartikil formilasyonu gruplarinin uygulanmasindan sonra her bir tedavi

grubuna ait 6rnek MR goruntileri Sekil 4.20-4.25’ de sunulmustur.

60 1
Intraventz Intratlimoral

50

40 1

Tumor bayuaklaga (mm22)
= =]

1

1=

=

« Baglangig timor bayukligu (mm?)

* Tedavi sonras timor bayukluga (mm?)

Sekil 4.19. Tumor olusturulmus sicanlarin tedavi 6ncesi ve sonrasinda oélgtilen

timér alanlari (mm?).



100

Cizelge 4.9. Tedavi gruplarinin intraven6z uygulamasindan sonra MR

gorintileme ile 6lgllen timor alani (n=3, X + SS).

Kontrol
(tedavi yok)

Uygulanan Baslangi¢ timor Tedavi sonrasi Tumor
formilasyon buyukligu tumor buayuklugu buyukligunde
(mm?) (mm?) degisim (%)
llag gozeltisi 234957 38.4+32 (+) 63,47 £ 11
Bos 21.18 £ 7.17 48.72 +7.3 (+) 130,02 +£1,0
Nanopartikiil
Suspansiyon
22.65+6.43 539+5.8 (-) 76,20 £1,2
FTS iceren
Nanopartikiil
Suspansiyon
23.99+53 49.56 + 6.33 (+)106 £ 1,4

Cizelge 4.10. Tedavi gruplarinin

intratéiméral uygulamasindan sonra MR

goriintiileme ile dlgiilen timér alani (n=3, X + SS).

Kontrol
(tedavi yok)

Uygulanan Baslangi¢ tiimor Tedavi sonrasi Tumor
formilasyon buyukligu tumor buyukligu buyukliginde
(mm?) (mm?) degisim (%)
llag gozeltisi 19.71+ 24 314 +£1.35 (+)59+£1,3
Bos 2445 +1.76 4272 +2.3 (+) 74,72 £1,2
Nanopartikul
Siuspansiyon
22.15+2.23 252 +1.33 (-) 88,62 +1,2
FTS igceren
Nanopartikdl
Siispansiyon
23.99+1.3 49.56 + 2.13 (+) 106,58 £ 1,4
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Sekil 4.20. intravendz ilag ¢ozeltisi uygulanan tedavi gurubundaki bir sicana ait
MR gérintusu. A) tedaviden 6nce, B) tedaviden sonra.
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Sekil 4.21. intravendéz bos nanopartikiil formiilasyonu uygulanan tedavi
gurubundaki bir sigana ait MR goruntusu. A) tedaviden 6nce, B) tedaviden sonra.
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Sekil 4.22. intravendz FTS igeren nanopartikiil formilasyonu uygulanan tedavi
gurubundaki bir sigana ait MR goruntisu. A) tedaviden 6nce, B) tedaviden sonra.
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Sekil 4.23. intratiméral ilag ¢ozeltisi uygulanan tedavi gurubundaki bir sigana ait
MR goéruntusu. A) tedaviden 6nce, B) tedaviden sonra.
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Sekil 4.24. intratimoral
gurubundaki bir sigana ait MR goruntusu. A) tedaviden 6nce, B) tedaviden sonra.

bos nanopartikul

um AM /D896F0/Ankara
TrioTim

t%nce 041 c
ax: 943 /1682

GRS N

UMRAM /DBQSFU/_lﬁ_kaa.ra

rioTim B

Distance: 0.66 cm

Min/Max: 1629 /3359

jstance:
I\flnll\nax:

formllasyonu uygulanan tedavi




UMRAM /DB9G6F0/Ankara
TrioTi

o

2 Distance: 0.25 ¢cm
:2\Mm!Max 1278 /1875

tance: 0
fvnﬂax 015

TP O

SP A67.3
SL 2.0
FoV 7878
3847384

UMRAM IDBQGFO/Ankara ~
:23:38-DST-1.3.12.2.... TrioTim B
M, 22Y

=

2
4y
Ra
12.
£

w
NG

Sekil 4.25. intratiméral FTS igeren nanopartikiil formiilasyonu uygulanan tedavi
gurubundaki bir sigcana ait MR goruntusu. A) tedaviden 6nce, B) tedaviden sonra.
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4.10.3. Histolojik Degerlendirme

Sicanlarda MR ile tespit edilen tumor olusumunun teyidi ic¢in histolojik
degerlendirme  Bolim 3.2.7.5.2. de agiklandigi gibi yapilmistir. Siganlara
uygulanan son MR goéruntileme sonrasi ayni gin hayvanlar sakrifiye edilmis,
cikarilan beyinlerden 6 pm’lik parafin kesitler hazirlanarak ve her bir kesit

Hematoksilin Eosin ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelenmigtir (sekil 4.26).

Sekil 4.26. Tumoér olusmamis (a) ve tumor olusmus (b) sican beynine ait
kesitlerinin Hematoksilin Eosin boyasi ile boyanmasi sonucu elde edilen g1k

mikroskobu goéruntintilerine ait bir drnek (10 x buyutme ile).
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Tum oOrnekler Uzerinde yapilan histolojik degerlendirmelerde, timoran varligi ve
alansal buyukligu teyid edilmigstir. Histolojik degerlendirme sirasinda elde edilen
IStk mikroskobu goéruntintilerine ait bir érnek Sekil 4.26'de verilmistir. Sekil
4.26’de goruldigu Uzere, timor olusmamis (a) sigan beyninin timu pembe renkle
karakterize iken, timdér olusmus (b) sican beyninde timdr boélgesi mor renk ile

karakterize olmustur.

TUmor olusmus dokuda meydana gelen degisiklikleri degerlendirmek igin,

orneklerin 151k mikroskobunda daha buyulk goéruntlleri elde edilmistir (Sekil 4.27).

Sekil 4.27. Timor olusmus siganda beyin kesitinin Hematoksilin Eosin boyasi ile
boyanmasi sonucu elde edilen 1sik mikroskobu goruntulerine ait bir rnek A) 40 x
B) 100x buyltme.
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Sekil 4.27'den de gorulecegi Uzere, tumor alaninin hiperkromatik oldugu (daha
koyu renkte, mor renkli), pleomorfik ve kromatinden zengin hucreler icerdigi
belirlenmistir. Bu alandaki artmis mitoz dikkati cekmektedir. TUmor icindeki

damarlarda endovaskdiler proliferasyon gortlmektedir.
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5. TARTISMA

Hedeflendiriimis kemoterapinin amaci, tumoér hicrelerinin normal hicrelerden
daha fazla zarar gérmesini saglayarak antikanser ilaglarin dagihmi, alimi ya da
etkilerinin degistiriimesidir. S6z konusu timoérin beyinde olmasi Kan Beyin Engeli
(KBE) nedeniyle hedeflendirmenin yaninda bu engelin asiimasini da
gerektirmektedir. Sitotoksik ilaglarin hedef bdlgelere yonlendirilerek normal
dokularda meydana gelebilecek zararin minimuma indirilmesi ve KBE’nin asilmasi
icin lipozomlar, nanopartikiller, dendrimeler ve miseller gibi nanoteknoloji temelli

ilag tasiyici sistemlerin basaril bir sekilde uygulanabilecegi bildirilmektedir [254].

Beyin tumodrlerinin tedavisinde hem sistemik hem de lokal uygulama igin
tasarlanabilen nanopartikuler ilag tasiyici sistemler dikkat gekmekte ve umit vaad

etmektedir [199]. Beyin timdrlerinin tedavisinde nanopartikiler sistemler:

- Sistemik uygulama igin: KBE’'nden gegemeyen etkin maddeleri enkapsule
ederek, tasidiklari yuzey oOzellikleri ve partiktl buyukltUkleri nedeniyle bu
engelden gegcislerini saglamak; lokal ilag konsantrasyonunda artis ve
kontrollt ilag salimi saglamak; sistemik yan etkilerde azalma avantajlarini

sunmak amaciyla,

- Lokal uygulama icin: tasidiklari yuzey oOzellikleri ve partikul bayuklukleri
nedeniyle igerdikleri ilaglarin biyolojik membranlardan gecisini artirarak
ve/veya enzim inaktivasyonuna karsi koruyarak ilacin hicre veya dokuya
seciciligini artirmak; intratimoéral veya tumoérin c¢ikarilmasini takiben
olusan kaviteye injeksiyonlari sonucunda lokal ilag konsantrasyonunda
artis ve kontrollu ilag salimi saglamak; sistemik yan etkilerde azalma

avantajlarini sunmak amaciyla hazirlanabilirler [255].

KBE’'nin nanopartikiler ila¢ tasiyict sistemler ile asiimasinda kullanilan
yaklagimlardan biri de nanopartikullerin lipit/lipit-PEG ile konjugasyonu,
hibridizasyonu veya kaplanmasidir. Fenart ve ark. [246] tarafindan yapilan bir
calismada, 60 nm buyuklugunde hazirlanan maltodekstrin  nanopartikllleri
anyonik, katyonik veya non-iyonik lipitlerle kaplanmis ve KBE’den gegisleri
degerlendirilmigtir. Calismada anyonik veya katyonik lipit kapli nanopartikillerin

kapli olmayanlara gére KBE'den gegisi 3 veya 4 kat artirdigi bildirilirken, non-
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iyonik lipit ile kapli formulasyonlarda gegiste kontrol grubuna gore herhangi bir

degisiklik tespit edilememistir.

Farnesil tiyosalisilik asit (FTS), malign timarlerin gogunda yuksek oranda bulunan
Ras proteinlerinin spesifik inhibitdri olan bir ilagtir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda FTS’ in in vitro hicre kultirlerinde gliomlara karsi etkili oldugu
bulunmustur [224]. Bununla birlikte FTS KBE' ni etkin konsantrasyonda
gecememektedir [225].

Goldberg ve ark. [226] tarafindan yapilan bir calismada, FTS beyin timora tasiyan
sicanlara “convection enhanced delivery” (CED) teknigi ile intratimoéral olarak
uygulanmig ve kontrol grubuna goére tiumaér hacmini azalttigi bildirilmigtir. Yapilan

literatUr taramalarinda FTA igeren nanopartikiler bir sisteme rastlanmamistir.

Tez c¢alismamizin konusu, beyin tumorlerinin etkin sekilde tedavisi igin
kullanilacak, KBE' ni etkin konsantrasyonda gegemeyen ve yeni nesil umit verici
antineoplastik ilaglardan olan FTS iceren, lipit/katyonik lipit-PEG ile
fonksiyonellestirilmis (hibrit) PLGA nanopartikil formilasyonlarinin hazirlanmasi
ve etkinliklerinin RG2 hucreleri ile gliom olusturulmus sicanlarda intratiméral veya
intravendz yoldan uygulanarak degerlendiriimesidir. Bu sekilde, nanopartikullerin
hibrit seklinde hazirlanmalarinin, hazirlanan hibritin  katyonik 6zelliginin ve

uygulama yolunun tUmor tedavisinin basarisina etkisi degerlendirilmis olacaktir.

Tezin tartisma bolumunde konunun daha iyi anlagilabilmesi i¢in bulgular kisminda
verilen siralama izlenerek, dncelikle etkin madde Uzerinde yapilan g¢alismalar ve
analitik yontem validasyonu ile ilgili bulgular incelenecektir. Daha sonra
nanopartikil  formllasyonuna etki eden parametreler ve nanopartikdl

hazirlanmasinda kullanilan iglemler degerlendirilecektir.

Tartismanin son kisminda elde edilen nanopartikillerin morfolojik o6zellikleri,
partikll buyuklagu, ilag ylikleme kapasitesi, in vitro salim Ozellikleri ve biyolojik
aktivitenin saptanmasi amaciyla gergeklestirilen hlcre kultlrd sonuglari ve in vivo

deney bulgulari irdelenecektir.
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5. 1. Etkin Madde Uzerinde Yapilan Galismalar
5.1.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Saptanmasi

FTS'in UV spektrumu incelendiginde asetonitril icinde maksimum absorbans 322
nm de elde edilmistir (Sekil 4.1). Literatiurde FTS’ in kalitatif veya kantitatif
analizinin UV spektrofotometre ile yapildigi bir yonteme rastlanamamistir. Ancak,
FTS'’in miktar tayininin HPLC ile gergeklestirildigi bir calismada [256] UV dedektor
dalga boyu 322 nm olarak verilmis olup ¢alismamizda tespit edilen dalga boyu ile

uyum icindedir.

FTS’in FT-IR spektrumu (Sekil 4.2.) incelendiginde, torba seklinde karakteristik O-
H gerilim bantlari (2500-3000 cm™), aromatik yapiya ait C-H gerilim bantlari (3000
cm™), kuvvetli alifatik C-H gerilim bantlari (2912 cm™), C=0 gerilim bantlari (1676
cm™), C=C gerilim bantlari (1561 cm™), C-O gerilim bantlari (1256 cm™) ve C-S
gerilim bantlari (702 cm™) tespit edilmis olup kimyasal formiilii ile uyumludur.
Literatirde FTS’ in FT-IR spektrumuna ait herhangi bir bulguya

rastlanamadigindan bulgularimizla karsilastirma yapilamamistir.

FTS'in DSC termogrami Sekil 4.3'de verilmistir. Literatirde FTS in DSC
termogramina ait herhangi bir bulguya rastlanamadigindan bulgularimizia
kargilastirma yapilamamistir. Ancak, literatirde FTS'in erime derecesi 63-66 °C

olarak belirtiimis olup DSC termogramimizla desteklenmektedir.

Yukarida belirtildigi sekilde etkin maddeye ait fizikokimyasal 6zellikler saptandiktan
sonra miktar tayini c¢alismalari gerceklestiriimis ve analitik yontem validasyonu

yapilmigtir.

5.1.2. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu calismalari HPLC kullanilarak gergeklestiriimistir.
FTS’e ait HPLC kromatogrami S$ekil 4.4’de verilmistir. Kromatogramda da
gorulecegdi Uzere FTS’ e ait keskin bir pik elde edilmis olup alikonma zamani 11
dakikadir.
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Dogrusallik calismalarinda 0.097 - 25 ug/ml arasi konsantrasyonlar segilmis olup,
bu konsantrasyonlar c¢alisma araligini kapsamaktadir. Deney bulgulari
incelendiginde belirtilen konsantrasyon araliginda, konsantrasyon ile elde edilen
pik alanlari arasinda dogrusal iligki saptanmig olup, regresyon analizi bulgulari
Sekil 4.6'da verilmistir. Calismada kalibrasyon dogru denkleminin R? degerinin 1’e
¢ok yakin olmasi FTS konsantrasyonu ile pik alani arasindaki iligkinin incelenen

konsantrasyon araliginda dogrusal oldugunu gostermektedir.

Yontemin kesinligi icin yapilan caligsmalarda tekrar edilebilirlik ve tekrar elde
edilebilirlik sonuglari degerlendirildiginde (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2), VK degerleri
%2’ nin altinda bulunmustur. Validasyon g¢alismalarinda VK’'nin % 2’den klguk

olmasi istendiginden [257, 258] elde edilen bu degerler uygun bulunmustur.

Yoéntemin duyarlihdi ¢alismalarinda saptama sinirt 0.050 ug/ml ve miktar tayini

sinirt 0.097 pg/ml olarak bulunmustur.

Yontemin dogrulugu bulgular Cizelge 4.3’de verilmigtir. Cizelgeden de gorulecegi
uzere, kullanilan analitik yontem dogruluk parametresini saglamaktadir. Butun
ortalama bagil hata degerleri sinir olarak kabul edilen % 15’ in altindadir [257,
258].

Yoéntemin 6zgUnlagu icin yapilan galismalarda nanopartikil formualasyonlarinda
kullanilan yardimci maddelerin FTS ile ayni sartlarda pik verip vermedikleri
incelenmistir. Bunun sonucunda FTS’e ait allikonma slresinde herhangi bir pik
gorulmemistir (Sekil 4.5). Bu sonug kullanilan analitik yontemin 6zgun oldugunu

gOstermektedir.

FTS’'in  miktar tayini deneyleri sirasindaki stabilitesinin  degerlendirildigi
calismalarda, FTS ¢ozeltisinde 24. saatin sonunda énemli bir degisiklik meydana
gelmemistir ve bu sonu¢ etkin maddenin deney suresince stabil oldugunu

gOstermektedir.

Yoéntemin dogrusallik, dogruluk, kesinlik, duyarhlik, 6zgunlik ve stabilite bulgulari
tumuyle degerlendirildiginde, bu yontemin analitik amagla validasyonunun

yapildigi ve gecerli bir yontem oldugu gorulmektedir.
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5.1.3. FTS’in Cozunurlik Caligsmasi

Tez calismamizda etkin madde olan FTS, suda ¢6zinmez, etanol, DMSO,
dimetilformamid gibi organik ¢oézlculerde ¢oziunlir (20 mg/mL) [225]. FTS’in
¢ozunurlik sorununun oOzellikle in vitro salim ve hucre kultiri calismalarinda
zorluklar yagsanmasina neden olacagi dugunuldugunden, in vitro salim ortami ve
hiacre kulturd ortami olarak kullanilabilecek ortamlardaki ¢oézunurlugundn tespit

edilmesine karar verilmistir.

Buna gore ¢ozunurlik calismalari igin tg¢ farkili ortam olarak: PBS (pH 7.4), %0.1
(a/h) Tween 20 igeren PBS (TPBS); %10 (h/h) fetal sigir serumuna (FSS) ek
olarak %0.1 DMSO (h/h) igceren PBS c¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bélum 3.2.3’ de
belirtilen yonteme gore gergeklestirilen bu calismadan elde edilen sonuglar

Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Elde edilen sonuglara goére, salim ortaminda sink kosullarin rahatlkla
saglanabilmesi ve FTS’ in ylUksek oranda ortamda ¢ozunebilmesi icin TPBS
¢Ozeltisinin salim ortami olarak kullaniimasina, %0.1 DMSO ve %10 FSS igeren
hidcre kultir ortaminin hucre kiltura deneylerinde kullaniimasina karar verilmigtir
(Sekil 4.7).

Cozundrluk calismalarina ilave olarak FTS’in bu ortamlar igindeki stabilitesi de
degerlendirilmigtir (Cizelge 4.5). Cizelgeden de gorulecedi Uzere, FTS'in TPBS
icinde pargalanmadan kalan miktari 18.saat sonunda % 95 olup, bu miktar %10
(h/h) FSS ve %0.1 DMSO (h/h) iceren PBS c¢ozeltisinde % 60’ a dusmustir.
Deneysel calismalar gergeklestirilirken bu bulgular dikkate alinmistir. Ornegin in
vitro salim c¢alismalarinda ortamin hepsi alinarak ilacin salim ortaminda
parcalanmasi engellenmig, hucre kulturd calismalarinda etkin maddenin surekli

taze gozeltileri hazirlanarak hemen kullaniimigtir.

5.2. Nanopartikiil Formulasyonlarinin Hazirlanmasi

Tez calismamizda lipid-polimer hibrit nanopartikulleri hazirlanmistir. Lipid-polimer
hibrit nanopartikulleri ilag tasiyici sistem olarak pek ¢ok hastaligin tedavisinde Umit

vaad eden sonuglar vermektedir. Bu sistemler hidrofobik polimerik ¢ekirdek ve
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lipid tabakasi ile ayrilan bir hidrofilik polimerik kabuktan meydana gelmektedir.
Lipid-polimer hibrit nanopartikulleri lipozomlar ve nanopartikullerin avantajlarini
(lipozomlarin biyolojik membranlar ile etkilesme, nanopartikillerin stabilite
avantajlari) bir araya getiren ilag tasiyici sistemlerdir. Ayrica suda az ¢6zinen
ilaglarin yuksek derecede enkapsulasyonu, uzun sureli ila¢g salimi, mukemmel
serum stabiliteleri ve degisik hucrelere hedeflendiriimeleri gibi avantajlari da
bulunmaktadir [259].

Hibrit nanopartikillerin hazirlanmasinda c¢ekirdek (nispeten hidrofobik polimer)
olarak, FDA onayli, toksik olmayan, biyogecimli ve biyoparcalanir 6zellikte olan
sentetik bir polimer olmasi nedeniyle PLGA segilmigtir. Buna ilaveten, PLGA’nin iki
farkh kopolimer orani (50:50 ve 85:15) denenmis ve uygun karakterizasyona sahip
olan ve en uzun salim slresi elde edilen formulasyonun ileri ¢galismalara alinmasi
planlanmigtir. Hibrit nanopartikillerde lipid ve hidrofilik kabuk 6zelliklerini saglamak
uzere (PEG-DSPE(poli(etilenglikol)-2000-1,2-distearil-3-sn-fosfatidiletanolamin)
(DSPE-PEG) kullaniimigtir. Bazi formulasyonlara pozitif ylk kazandirmak
amaciyla pozitif ydkld bir lipid olan 1,2-dioleoyil-3-trimetilamonyum-propan
(DOTAP) ilavesi yapilmistir. Literatirde KBE’nin asilmasinda nanopartikullerin
lipit/Lipit-PEG ile konjugasyonu veya kaplanmasi, pozitif yuk kazandiriimasi
calismalari bulunmaktadir. Fenart ve ark. [246] tarafindan yapilan bir ¢calismada,
60 nm bulyukliginde hazirlanan maltodekstrin nanopartikilleri anyonik, katyonik
veya non-iyonik lipitlerle kaplanmis ve KBE'den gegcisleri degerlendirilmigstir.
Calismada anyonik veya katyonik lipit kapli nanopartikullerin kapl olmayanlara
gore KBE'den gecisi 3 veya 4 kat artirdigi bildirilirken, non-iyonik lipit ile kaph
formulasyonlarda geciste kontrol grubuna gore herhangi bir degisiklik tespit
edilememigtir. Huang ve ark [196] demiroksit nanopartikullerini hazirlamis ve
katyonik lipit (DOTAP (1,2 dioleoil-3-(trimetilamonyum) propan) ve PEG ile
modifiye edilmig katyonik lipit (PEG-DSPE(poli(etilenglikol)-2000-1,2-distearil-3-sn-
fosfatidiletanolamin) karigsimi (3:1 molar oran) ile kaplayarak formulasyonlarin
insan servikal kanser (HelLa), insan prostatik adenokarsinom (PC-3), fare
ndroblastom (Neuro-2a) ve fare kolorektal adenokarsinoma hicrelerine alimlarini
incelemiglerdir. Calismada kontrol grubuna gore kaplanmis nanopartikillerin hicre

icine alimlarinin daha yuksek oldugu tespit edilmigtir.
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Calismamizda FTS yukli PLGA-DSPE-PEG hibrit nanopartikulleri emulsiyon
sonikasyon yontemi ile hazirlanmistir [260]. Bu yontemin suda ¢ozinmeyen
ilaclarin hibrit nanopartikul seklinde hazirlanmasi igin en uygun yontem oldugu
bildirilmistir [260].

5.3. Hazirlanan Mikrokirelerin Karakterizasyonu
5.3.1. Partikiil Buyiikliigu ve Zeta Potansiyel

Yapilan literatur aragtirmalarinda, beyin tUmorlerinin nanopartikuler sistemler ile
tedavisi icin hazirlanan sistemlerde partikal buyukliganan 200 nm’nin alti olarak
belirlendigi tespit edilmistir [121, 261]. Bu nedenle tez ¢alismamizda yapilan 6n
formilasyon calismalarinda formilasyon parametreleri (Uzerinde yapilan

degisiklikler ile bu partiktl bayuklugu araliginin yakalanmasina galisiimigtir.

Calismada hazirlanan tum nanopartikil formulasyonlarinin partikal bayuakluklukleri
94+2.3-155£2.7 nm arasinda bulunmustur (Cizelge 4.6). Bu durum yukarida
aciklandigi tzere, hazirlanan formulasyonlarin partikil bayUkligi agisindan beyin
tumorlerinin nanopartikuler sistemlerle tedavisine yonelik olan ¢aligsmalarla uyum
icinde oldugunu godstermektedir. Cizelge 4.6’'dan da goérulecegi Uzere, PLGA
50:50 ve PLGA 85:15-DSPE-PEG formulasyonlarinda etkin madde icermeyen
formulasyonlarin partiktl bayUklGgu sirasi ile 94+2.3 nm ve 102+2.0 nm iken dolu
nanopartikullerin partiktl buyuklukleri sirasi ile 121£3.2 nm ve 147+0.7 nm olarak
bulunmustur. Benzer sekilde DOTAP igceren PLGA 50:50 ve PLGA 85:15-DSPE-
PEG formulasyonlarinda etkin madde icermeyen formulasyonlarin partikdl
bayUklugu sirasi ile 120£3.4 nm ve 145+2.5 nm iken dolu nanopartikullerin partikul
bayuklUkleri sirasi ile 127+2.0 nm ve 155+2.7 nm olarak bulunmustur. Her iki grup
icin de bos ve etkin madde igceren formulasyonlarin partikil bayUklUkleri arasindaki
fark istatistiki olarak anlamh bulunmustur (p<0.5). Wang ve ark. [262] tarafindan
yapilan bir g¢alismada vinkristin sulfat ve kurkumin yUkli mPEG-PLGA
nanopartikulleri hazirlanmig ve bos nanopartikillere gore etkin madde yuklu
formulasyonlarin partikdl blyUkligunin daha buytk oldugu bildirilmigtir.
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Sekil 4.8’den de goruleceg@i Uzere nanopartikullerin partikil buyuklGga dagilimi
monomodal bir dagilim gostermekte olup homojene yakindir.

Zeta potansiyel, kolloidal stabilitenin degerlendirilmesi ve in vivo uygulamalarda
partiktlin sahip oldugu ytzey ylUkinin énemi nedeni ile incelenmesi gereken bir
parametredir. Bunun disinda ¢alismamizda zeta potansiyelin kan beyin engelinin
asllmasi agisindan da 6nemi bulunmaktadir. Nanopartikullerin KBE'nden gegisini
artirmak icin literatirde yeralan yaklagimlardan biri de nanopartikullere katyonik
yuk kazandirmaktir ~ Agarwal ve ark [199] tarafindan yapilan bir ¢alismada,
antikanser bir ilag olan doksisiklin yUkll kati lipit nanopartikulleri hazirlanmis ve
katyonik sigir serum albumini ile konjuge edilerek i.v. uygulamayi takiben KBE’
den gecisi degerlendiriimigtir. Calismada koagllasyona tabi tutulmus
formulasyonlarin, tabi tutulmamis formulasyonlar ve serbest doksisikline goére
daha sitotoksik oldugu ve KBE'den c¢ok daha yuksek oranda gectigi tespit

edilmigtir.

Calismada hazirlanan DOTAP icermeyen, bos ve ilagc yUkli nanopartikdil
formualasyonlarinin zeta potansiyel degerleri (-28.412.0 mV) — (-32.412.3 mV)
arasinda bulunmustur (Cizelge 4.6). Etkin madde yuklenmesinin zeta potansiyel
Uzerinde herhangi bir etkisi olmamistir (p > 0.05). Benzer sekilde, DOTAP igeren,
bos ve ilag yukli nanopartikil formuilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri (-
11.1£1.1 mV) — (-13.0£1.2 mV) arasinda bulunmus olup, ila¢ yuklemesinin zeta
potansiyel Uzerinde herhangi bir etkisi olmamistir (p>0.05). DOTAP icermeyen ve
iceren formulasyonlar karsilastiriidiginda DOTAP’In katyonik 6zelli§i nedeniyle
zeta potansiyel degerlerinde istatistiki olarak anlamli bir sekilde pozitif ydne dogru
kayma olmustur (p<0.5). Ancak zeta potansiyel dederleri hala negatiftir. Daha
fazla DOTAP ilavesi formulasyonun nanopartikul 6zelliklerinde olumsuz sonuglara
neden oldugundan yapilmamis olup, zeta potansiyel de@erindeki bu kuguk
Olcldeki degisikligin calismanin ilerleyen asamalarinda herhangi bir farka neden
olup olmayacaginin arastirilmasi i¢in bu formilasyonlar da ileri asamalara

alinmistir.
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5.3.2. Nanopartikullere Yuklenen FTS Miktari

Literatirde FTS iceren herhangi bir  nanopartikil  formulasyonuna
rastlanamamistir. Bu nedenle nanopartiklllere hangi oranda FTS ylklenecegdine
dair bir bilgi elde edilememistir. Bunun uUzerine, yapilan 6n denemelerde polimer
agirhginin % 5, 10 ve %20 si oraninda FTS yiklemesi yapilmistir. On
denemelerde %5’in Uzerinde yapilan ila¢ yukleme calismalari ile elde edilen
sonuglarin %5 yukleme yapilanlara gore bir fark meydana getirmemesinden dolayi

hedef yukleme yuzdesi %5 olarak tespit edilmistir.

Hazirlanan formulasyonlara ait ilag yuUkleme etkinligi bulgular Cizelge 4.7 ve
Cizelge 4.8’ de gorulmektedir. DOTAP icermeyen formulasyonlarda, PLGA 50:50
ve PLGA 85:15 kopolimer oranlari kullanilanlarda ilag yukleme etkinligi sirasiyla %
2112 ve % 2811.2 olarak belirlenmistir. Daha yuksek oranda laktik asit igeren
kopolimer ile hazirlanan formulasyonlarda ilag yukleme etkinligi istatistiki olarak
anlamli bir sekilde artmistir (p<0.05). DOTAP iceren formulasyonlarda, DSPE-
PEG/DOTAP oraninin 50:50 oldugu formulasyonlarda yukleme etkinligi degerleri
PLGA kopolimeri oranindan etkilenmeyerek (p>0.05) % 19+1.6 ve % 24+1.3
arasinda bir degisiklik gostermistir (Cizelge 4.8). Bundan farkli olarak, DSPE-
PEG/DOTAP oraninin 75:25 oldugu formulasyonlarda yukleme etkinligi degerleri
PLGA kopolimeri oranindan etkilenmistir (PLGA 50:50 ve PLGA 85:15 icin
sirastyla % 60 1.3 ve % 29+ 1.1) (p<0.05). ilag yikleme bulgularinda bitin
degerler dikkate alindiginda en yuksek ilag yukleme etkinliginin PLGA 50:50
kopolimer oranin kullanildigi ve DSPE-PEG/DOTAP oraninin 75:25 oldugu
formulasyon ile elde edildigi tespit edilmistir. Literatirde lipid bazl katyonik
nanopartikullere ilag yuklemesi ile ilgili yapilan bir galismada, yuksek ilag yukleme
degerlerinin elde edilmesinde -formulasyondaki maddelerin yUk etkilesimi
acisindan- optimum formulasyon oranlarinin yakalanmasi gerektigi bildirilmistir
[263]. Bizim ¢alismamizda en yuksek ila¢ yukleme degeri PLGA 50:50 kopolimer
oranin kullanildigi ve DSPE-PEG/DOTAP oraninin 75:25 oldugu formulasyon ile
elde edilmigtir. DOTAP iceren formilasyonlar arasinda bu formulasyon ileri

asamalara alinmistir.
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5.3.3. Yiizey Ozellikleri

Hazirlanan nanopartikil formulasyonlarinin ylzey oOzellikleri Taramali Elektron
Mikroskopisi (SEM) ve Atomik Glg¢ Mikroskobu (AFM) kullanilarak tespit edilmistir.

Hazirlanan FTS yUkli formulasyonlarin SEM fotograflari Sekil 4.9 ve Sekil 4.10'da
gOsterilmigtir. Hazirlanan formulasyonlarin lipit igermesi nedeniyle SEM ¢ekimi
Oncesi taramada tamamen kiresel gorunen nanopartikullerde, 6zellikle yuksek
buyutmelerde ¢ekim sirasindaki elektron bombardimani nedeniyle bir miktar erime
benzeri deformasyon gozlenmistir. AFM cekimleri ile bu durum bir nebze
asilmigtir.  Sekil 4.9 ve Sekil 4.10'dan da gorulecedi Uzere nanopartikil
formualasyonlari kuresele yakin, yluzeyde herhangi bir ila¢ kristali icermeyen ve
homojen dagilim gosteren bir 6zellik sergilemistir. AFM fotograflari da (Sekil 4.11,
Sekil 4.12) bu bulgulari destekler yondedir.

5.3.4. in Vitro Salim Bulgularinin irdelenmesi

Uygun salim ortaminin sec¢ilmesinden sonra yapilan in vitro salim ¢alismalarinda,
zamanin fonksiyonu olarak nanopartikillerden ytzde kimdalatif salinan FTS ‘e ait

grafik Sekil 4.13’ de verilmistir.

Sekil 4.13’den de gorulecegi Uzere, DOTAP icermeyen formulasyonlar arasinda
PLGA 85:15 kopolimeri kullanilarak hazirlanan formulasyonlarin 50:50 kopolimeri
kullanilarak hazirlanan nanopartikullerden daha hizli bir salim gosterdigi tespit
edilmistir. Bulgularimizin aksine, literatirde bu konuda yapilan arastirmalarda
PLGA 85:15 kopolimeri ile hazirlanan formulasyonlardan elde edilen ila¢g salim
profillerinin PLGA 50:50 ile hazirlananlara gére daha yavas oldugu bildirilmistir
[264, 265]. Literatirde bu durum, kopolimerdeki laktik asit orani yukseldik¢e
polimerin hidrofobikliginin ve ilag polimer arasindaki hidrofobik etkilesim
olasihginin artmasi ve salimin polimer erozyonu ile gergeklestigi durumlarda
degradasyonun yavaslamasi ile aciklanmistir. Calismamizda hazirlanan
formulasyonlarda PLGA kopolimeri yaninda nanopartiktl yidzeyini hidrofilik hale
getiren PEG zincirleri de bulunmaktadir. Bu nedenle bulgularimiz, PEG
zincirlerinin nanopartikul yizeyinde hidrofilik bir alan olusturarak su molekullerinin
hizla nanopartikile difize olmasina ve bu durumun kopolimerler arasindaki

hidrofobiklik farkini ortadan kaldirarak ilacin diflizyonla salinmasina neden
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olabilecegini dusundurmektedir. Buna ilaveten, PLGA 85:15 kopolimeri ile
hazirlanan formualasyonlarin daha yuksek ilag icermesi ve konsantrasyon gradyani
nedeniyle ilacin bu formulasyonlardan daha hizli difize olabilecedi ve bunun da

salimi hizlandirabileceg@i dustunulmektedir.

DOTAP icermeyen formulasyonlar ile elde edilen bulgulara paralel sekilde,
DOTAP iceren formulasyonlar icin de PLGA 85:15 kopolimeri kullanilarak
hazirlanan  formulasyonlarin ~ 50:50  kopolimeri  kullanilarak  hazirlanan
nanopartikillerden daha hizh bir salim gdsterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.13). Bu
durum icin de yukarida DOTAP icermeyen formulasyonlar acisindan verilen

aciklama yapilabilir.

DOTAP iceren ve icermeyen formulasyonlar karsilastirildiginda, DOTAP igceren
formulasyonlarin FTS’i daha yavas bir sekilde saldigi, salimin 150 saat kadar
surdugu (DOTAP igermeyen formulasyonlarda salim 72. saatte tamamlanmistir)
tespit edilmistir (Sekil 4.13). Literatirde bu konuda yapilan benzer bir ¢alismaya

rastlanmadigi i¢in herhangi bir yorum yapilamamaktadir.

5.4. Hucre Kiilturua Galigmalari

Tez calismamizda hazirlanan formualasyonlarin  in  vitro  biyoaktivitesinin
deg@erlendiriimesi amaciyla hucre kulturt caligmalari yapilmistir. Hucre kaltart
calismalarinda beyin tumoru hucre dizisi olarak, insan gliom hucrelerine en benzer

hdcre gruplarindan biri oldugu bildirilen RG2 hicre dizisi kullaniimigtir [218].

Calismamizda hacre kultird deneylerine tasinacak formulasyonlar olarak, in vitro
karakterizasyon bulgulari géz 6nlne alinarak, PLGA 50:50 kopolimer oranina
sahip (DOTAP iceren ve igermeyen) formulasyonlar segilmistir.

Literatirde FTS’'in RG22 hcreleri  Uzerindeki  sitotoksik  6zelliklerinin
degerlendirildigi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle hlcre Kkalturi
calismalarinda ilk olarak, degisik konsantrasyonda FTS igeren ¢ozeltilerin RG2
hacreleri Uzerindeki sitotoksik etkilerinin tespiti ve LDsp degerinin hesaplanmasi
calismalari yapiimigtir. Bu galismalardan elde edilen bulgular kontrol grubuna goére

hicre canlihdi olarak grafiklenmis ve Sekil 4.14° de verilmistir. Deneylerde 4 farkh
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FTS konsantrasyonunda c¢alisiimis ve 2 farkli zaman araligi sonunda hicre canhlik
degerleri elde edilmigtir. Buna gore 3. ginun sonunda uygulanan en yuksek FTS
konsantrasyonu olan 200 uM’ lik ¢6zelti, hicrelerin yaklagik %30’ unu éldurmustur.
Ayni konsantrasyondaki ¢ozelti 5. gunun sonunda ise RG2 hicrelerinde %90
oraninda canllik kaybina yol agmistir. Uygulanan en dusuk konsantrasyon degeri
olan 25 uyM’ ik FTS ¢ozeltisi 3 gunin sonunda hucreler Uzerinde %98’ lik bir
canliik degerine yol acarken, 5. gunun sonunda bu canlihk degeri %80’ e
dusmastur. Elde edilen bu sonuglar degerlendirildiginde, FTS’ in LDso degeri 100
MM olarak belirlenmigtir. Bu konsantrasyonun formulasyonlarin sitotoksisitesinin
belirlendigi hicre kaltiri c¢aligmalarinda ve in vivo galismalarda kullaniimasina
karar verilmigtir. Ayrica sonuglardan 5. glinde FTS'in daha yuksek etkinlik
goOsterdiginin  tespit edilmesi nedeniyle formilasyonlarin  sitotoksisitesinin
belirlendigi hicre kultira ¢alismalarinda ve in vivo ¢alismalarda bu surenin géz

onunde bulundurulmasina karar verilmistir.

Bolim 3.2.6.1.2. de anlatildigi sekilde gerceklestirilen, 100 uM konsantrasyonda
FTS igeren nanopartikil formdlasyonlarinin  in  vitro  biyoaktivitelerinin
degerlendiriimesi c¢alismalarindan elde edilen % hucre canhligi degerleri Sekil
4.15./de verilmistir. Sekil 4.15’ den goruldugu gibi, etkin madde iceren DOTAP
iceren formulasyonlar en yuksek antikanser aktivite gdstermistir. Etkin madde
icermeyen nanopartikillerin  kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda dusuk bir

sitotoksiteye sahip olduklari tespit edilmigtir.

Hazirlanan nanopartikil furmadlasyonlarinin hicresel alimlari, Bolum 3.2.4.2. de
aciklandigi sekilde degerlendirilmistir. Nanopartiklil formulasyonlarinin hiicresel
alimlarinin kalitatif olarak degerlendirildigi floresan mikroskop gérintilerinden de
gorulecegi Uzere, RG2 hicreleri DOTAP igeren formulasyonlari, icermeyenlere
gore daha fazla miktarda almistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17) Bunun nedeni olarak
DOTAP’ In tasidigi pozitif yuk sayesinde, formulasyonun hucre igerisine etkin bir

sekilde tagsinabilmesini saglamasi dusunulebilir [239, 240].
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5.5. in Vivo Galismalar

Tez galismamizda etkin maddenin fizikokimyasal ozelliklerinin tespiti, in vitro
formulasyon gelistirme, karakterizasyon ve hucre kultlird g¢alismalarinin ardindan
in vivo calismalara gecilmistir. in vivo calismalarda uygulanacak formilasyonun
secilmesi amaciyla formulasyonlardan elde edilen karakterizasyon ve hicre
kultart bulgular degerlendirilimistir. Degerlendirme sonucunda en yuksek oranda
ilagc yuklemesine sahip olan, etkin maddeyi en uzun surede salan ve hucre kulturu
calismalarinda RG2 hicrelerine kargi en sitotoksik 6zellik gosteren PLGA 50:50-
DSPE-PEG/DOTAP (75:25) nanopartikul formulasyonu in vivo deneyler igin

secilmistir.

Tedavi dozu tim gruplarda ayni tutulmustur. Tedavi dozunun belirlenmesinde
hicre kiltirt calismalarinda elde edilen LD50 degeri temel alinmistir. Bunun igin,
hicre kaltird LD50 deneylerinden elde edilen deger olan 100 uM FTS'i icerecek
sekilde formulasyonlar ve etkin madde ¢ozeltisi hazirlanmis ve tedavide
uygulanmigtir. Uygulanan hacim intratumoral ve intravendz uygulamalar igin ayni
(20 pL) tutulmus olup bu miktar 6zellikle intratiméral uygulamalar igin sigcanlarin

tolere edebilecegi maksimum miktar olarak 6n denemelerde tespit edilmistir.

in vivo calismalarda, segilen formilasyonun etkinliginin RG2 hicreleri ile gliom
olusturuimus  siganlarda intratiméral veya i.v. yoldan uygulanarak
degerlendiriimesi planlanmaktadir. Bu sekilde, formilasyonun kontrol grubuna
gore etkinliginin degerlendiriimesinin yaninda uygulama yolunun da tumor
tedavisinin  basarisina etkisi degerlendiriimis olacaktir. Literatirde beyin
tumorlerinin tedavisinde intravendz yol veya intratimoral yollardan nanopartikuler
sistemlerin uygulandigi calismalar ayri ayri bulunmaktadir. Ancak her iki yolu

kargilastiran bir caligmaya rastlanmamistir.

Chang ve ark [266] tarafindan yapilan bir ¢alismada PLGA nanopartikilleri
hazirlanmis ve albumin veya transferin proteinleri ile kaplanarak saglikli veya F98
glioma hucreleri ile beyin timori olusturulmus fare ve siganlardaki i.v. uygulama
sonrasi dagihmi degerlendiriimigtir. Calismada protein kaplamanin hem saglikh
hem tumor tasiyan hayvanlarin plazmasinda nanopartikillerin  uzun suire

kalmasina neden oldugu ve transferin ile kapl formulasyonlarin timor tasiyan
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hayvanlarda glioma hucrelerinde yuksek oranda eksprese edilen transferin
reseptorid nedeniyle daha ylksek miktarda tumor dokusunda bulundugu
bildirilmistir. Guo ve ark [267] tarafindan yapilan bir calismada paklitaksel yuklu
PEG-PLGA nanopartiklllerinin ylzeyine bir DNA aptameri olan ve glioma
hicrelerinde yluksek oranda eksprese edilen AS1411 (Ap) konjuge edilmis ve C6
glioma hucreleri ile beyin timoru olusturulmus siganlarda i.v. uygulamadan sonraki
dagihmi ve etkinligi incelenmistir. Calismada, kontrol gruplarina gére, Ap konjuge
edilmis PEG-PLGA nanopartikillerinin kan dolagsiminda daha uzun sire kaldigi ve
tumor bolgesinde ylksek miktarda bulunarak timoér hacminde etkin bir azalma ve
sicanlarin hayatta kalis surelerinde Onemli derecede artmaya neden oldugu

bildirilmigtir.

Literatirde nanopartikuler sistemlerin beyin tumorlerinin tedavisinde intratimoral
olarak uygulandidi calismalar da bulunmaktadir [268] Allard ve ark [268]
antikanser bir ilag olan ferrosipenol yuUkli lipit nanopartikil formulasyonlarini
hazirlayarak 9L gliom hucresi ile tumor olusturulmus siganlara intratimoral olarak
uygulamis ve etkinligini degerlendirmislerdir. Calismada kontrol gruplarina gore
nanopartikul formulasyonlari ile tumor hacminde daha fazla kiglulme saglandigi
bildirilmistir. Roger ve ark [269] tarafindan yapilan bir galismada ise kumarin-6
yukli poli(laktik asit)(PLA) nanopartikulleri ve lipit nanopartiklller hazirlanarak
mezenkimal kdk hlcrelere yuklenmis ve intratimoral olarak U87MG hiicreleri ile
beyin tumord olusturulmus farelere uygulanmistir. Calismada nanopartikl yukla
hdcrelerin tumor icinde etkin bir sekilde dagildigi ve gliomlarin tedavisinde

kullaniimak tzere Umit verici oldugu bildirilmigtir.

Tez calismamizdaki in vivo deneylerde, Bolum 3.2.7.3 ’de belirtildigi Uzere,
sicanlara tumor hucresi ekiminden 10 gin sonra MR gorunttileme yapilarak olusan
tumaoran baglangi¢ alani tespit edilmistir(Sekil 4.18). Bu islemi takiben, uygun alan
bayUkliginde tumor tasiyan hayvanlar gruplara ayrilarak tedaviler uygulanmigtir
(kontrol grubuna uygulanmayarak). Siganlara uygulanan tedaviden 5 giin sonra
tekrar MR gorintileme vyapilarak (Sekil 4.20- 4.25) tedavi sonrasi timor
alanindaki degisim tespit edilip, alanin baslangigtaki buyukligu ile karsilastirma
yapilmistir (Cizelge 4.9, Cizelge 4.10). In vivo deneylerin planlama asamasinda

baslangigcta herbir grupta 6 hayvan varken, deney sirasinda meydana gelen
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hayvan kayiplari nedeniyle her bir grupta 3 hayvan kalmistir. Sekil 4.19, Cizelge

4.9 ve Cizelge 4.10°da elde edilen bulgular verilmistir.

Cizelge 4.9'dan da gorulecegi Uzere, intraventz tedavi sonrasi, tUm gruplarda
tedavi Oncesi ve sonrasi tUmor alanlarindaki fark istatistiki olarak anlamli
bulunmus (p<0.05) olup, kontrol grubunda timor buyukligu baslangic degerine
gore % 106 artarken, ilag ¢Ozeltisi ve bos nanopartikil uygulanan gruplarda bu
artis % 63.47 ve % 130.02 oraninda bulunmustur. FTS igeren nanopartikil
formulasyonlarinin uygulanmasindan sonra ise tumoérde % 76.20 oraninda bir
klgulme meydana gelmistir. Bu durum uygulanan gruplar arasinda tomoru bayuk
oranda kugulten grubun FTS iceren nanopartikil formualasyonlari oldugunu

gOstermektedir.

Cizelge 4.10’dan da gorilecegi Uzere, intratimoral tedavi sonrasi, tim gruplarda
tedavi oOncesi ve sonrasi tumor alanlarindaki fark istatistiki olarak anlamli
bulunmus (p<0.05) olup, kontrol grubunda timodr bayuklugu baslangic degerine
gore % 106 artarken, ilag ¢dzeltisi ve bos nanopartikil uygulanan gruplarda bu
aris % 59 ve % 74.72 oraninda bulunmustur. FTS igeren nanopartikil
formulasyonlarinin uygulanmasindan sonra ise timoérde % 88.62 oraninda bir
kligulme meydana gelmigtir. Bu durum uygulanan gruplar arasinda tomoru bayuk
oranda kugulten grubun FTS iceren nanopartikil formulasyonlari oldugunu

gOstermektedir.

Intraven6z ve intratimoral uygulama vyolu, FTS yUkli nanopartikiler
formulasyonlar agisindan karsilastirildiginda, intratimoral (% 88.62 kigulme) yol
ile formllasyon uygulamasinin intravenéz (% 76.20 kigulme) uygulama yoluna
gore daha yuksek oranda timori kagulttigu tespit edilmis ve aralarindaki fark
istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu sonug¢ su sekilde agiklanabilir:
Beyin timorlerinin birgogu “solid/kati” timorler oldugu igin kemoterapdtik ilaglar
KBE’ den gecgerek tumor bodlgesine ulagsa bile, timor igindeki dagilhimlari,
avaskuler yapi nedeniyle istenen etkinlikte olamamaktadir. Pekgok “solid” timorde
hicre populasyonu damarlardan 100 ym veya daha fazla miktarda uzakhkta
olabilir, bu durum uzakta bulunan hucrelere besin, oksijen, ila¢ gibi molekullerin
ulasmasini sinirlamaktadir. Buna ilaveten, yuksek hicre dansitesi, artmis dokular

aras! basing, hipoksi ve asidik pH, tumor bolgesine ulasan ilaglarin tUmor igine
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penetrasyonunu, dagilimini ve hucre igine birikmesini yetersiz kilmaktadir [204].
Kemoterapotik ilaglarin intratimoral olarak timor merkezine uygulanmasi ile
intraven0z uygulamaya gore tumor igindeki ilag konsantrasyonu artirilabilir ve

dagihmi iyilestirilebilir [204] .

Sicanlarda MR ile tespit edilen tumoér olusumunun teyidi icin histolojik
degerlendirme  Bolim 3.2.7.5.2” de agciklandigi gibi yapilmigtir. Siganlara
uygulanan son MR goéruntileme sonrasi ayni gin hayvanlar sakrifiye edilmis,
cikarilan beyinlerden 6 pm’lik parafin kesitler hazirlanarak ve her bir kesit

Hematoksilin Eosin ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelenmistir

Tum ornekler Uzerinde yapilan histolojik degderlendirmelerde, tGmoran varligi ve
alansal buyUkligu teyid edilmistir. Histolojik degerlendirme sirasinda elde edilen
IStk mikroskobu goéruntintilerine ait bir érnek Sekil 4.26'de verilmistir. Sekil
4.26’de goruldigu Uzere, timor olusmamis (a) sigan beyninin tima pembe renkle
karakterize iken, timor olusmus (b) sigan beyninde tiumor bdlgesi mor renk ile

karakterize olmustur.

Tumor olugsmus dokuda meydana gelen degisiklikleri degerlendirmek igin,
orneklerin 151k mikroskobunda daha buyuk goruntuleri elde edilmistir (Sekil 4.27).

Sekil 4.27°den de gorulecegi Uzere, tUmor alaninin hiperkromatik oldugu (daha
koyu renkte, mor renkli), pleomorfik ve kromatinden zengin hucreler icerdigi
belirlenmistir. Bu alandaki artmis mitoz dikkati ¢ekmektedir. TUmor igindeki

damarlarda endovaskuler proliferasyon gorulmektedir.
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6. SONUC
Bu calismada,

° FTS’in etkin bir sekilde PLGA-DSPE-PEG ve PLGA-DSPE-PEG-
DOTAP hibrit nanopartikillerine yuklenebildigi ve DOTAP ilavesinin

formulasyonlarin in vitro 6zelliklerini net bir sekilde degistirdigi,

J FTS’in RG2 hucreleri Uzerinde etkin bir sekilde sitotoksisite gosterdigi
ve bu hucreler igin LD50 degerinin 100 uM oldugu,

. FTS iceren nanopartikil formulasyonlarinin da RG2 hicreleri Gizerinde
etkin bir sekilde sitotoksisite gosterdigi ve DOTAP ilavesinin

sitotoksisite ve hlicresel alim Uzerinde etkili oldugu,

o in vivo calismalarda siganlara intravendz ve intratiméral yol ile
formulasyon uygulamasindan sonra, her iki yol i¢in de tez kapsaminda
hazirlanan FTS iceren PLGA-DSPE-PEG-DOTAP hibrit

nanopartikullerinin etkin oldugu,

o in vivo calismalarda intratiméral yoldan formiilasyon uygulanmasinin

intravenOz yola gore daha yuksek oranda tumoru kugulttuga,

tespit edilmigtir.
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