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Epilepsi diinya niifusunun %1’ ini etkileyen ve spontan tekrarlayan nobetler ile
karakterize kronik bir ndrolojik hastaliktir. Yaygin nedenleri arasinda kritik ndronal
genlerdeki patojenik genetik varyantlar, travmatik beyin hasarlari, enfeksiyon ve genetik

destekli olan veya olmayan gelisimsel malformasyonlar bulunmaktadir.

Epilepsi tedavisinde cesitli ilaglar kullanilmakla birlikte bu ilaglar epilepsiyi tedavi
etmemekte sadece nobet olusumunu Onlemektedir. Bu nedenle epilepsi tedavisin de
kullanilan bu tiir ilaclar antikonviilsanlar olarak bilinmektedir. En yaygin kullanilan

antikonviilsanlardan biri olan fenitoindir.

Fenitoin yiiksek oranda protein baglanma kapasitesine sahiptir ve fenitoin ndbet onleyici
etki gosterdigi dozlarda protein baglanma 6zelligi, fenitoinnin yan etkisini arttirmaktir.
Bu durum nobet onleme etkisi yiiksek olmasina ragmen fenitoinin epilepsi hastalarinda

kullanim1 gliniimiizde oldukc¢a azalmaistir.

Gilintimiizde konvensiyonel tanimli terapétiklerin biyoyararlanimlarini artirmak / yan
etkilerini azalmak igin nanopartikiiller tasiyici sistemleri ile kombinasyonu calisilan
konulardandir. Nanopartikiillerin sagladigi temel avantajlar; (1) suda c¢oziiniirliigii

arttirarak iyilestirilmis biyoayarlanim, (2) viicuttaki direng siiresini arttirma (klirens i¢in



yar1 dmrii arttirma/ ayn1 kokenli reseptorleri i¢in 6zgiilligi arttirma) ve (3) ilact belirli
bir bolgeye (etki yeri) hedeflemedir. Boylece gerekli ila¢ miktarinda ve doz toksisitesinde
es zamanli azalmaya neden olarak toksik terOpatik ilaglarin giivenli bir sekilde
verilmesini ve hedef olmayan hiicre ve dokularin ciddi yan etkilerden korunmasini

saglamasidir.

Serbest fenitoinin canli igerisinde proteine tutunarak islevsizlesmesi, suda ¢ézliinmiiyor
olmasi ve yiiksek dozlarda hastaya verilmesi durumunda 6nemli yan etkilere sebep olmasi
g6z Onilinde bulundurularak son donemlerde bu gibi durumlarin 6nlenmesi i¢in ilag
tagiyict olarak ve kontrollii salim gergeklestirmek iizere sik kullanilmaya baglanan
nanopartikiiler sistemler ile fenitoinin yeniden epilepsi tedavisinde kullanilmaya
baslanabilecegi dngoriilmiistiir. Bu amagla sunmus oldugumuz proje 6nerisinde stearik
asit nanopartikiiller igerisine enkapsiile edilen fenitoinin in vitro karakterizasyonu
gerceklestirilecek ve glial ve ndronal hiicrelerdeki etkileri incelenecektir. Bu amacla
T98G gliablastoma hiicre hattinda in vitro epilepsi modeli olusturulacak ve bu modellerin
ilac yiiklii nanopartikiil ile etkilesimi sonucu hiicrelerde meydana gelen degisimler (TOS

ve 8-OHdG) incelenecektir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, Fenitoin, Kati Lipid Nanopartikiiller, TOS, 8-OHdG,
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Epilepsy is a chronic neurological disease that affects 1% of the world's population and
is characterized by spontaneous recurrent seizures. Common causes include pathogenic
genetic variants in critical neuronal genes, traumatic brain injuries, infection, and

developmental malformations with or without genetic support.

Although various drugs are used in the treatment of epilepsy, these drugs do not treat
epilepsy, they only prevent seizures. For this reason, such drugs used in the treatment of
epilepsy are known as anticonvulsants. One of the most widely used anticonvulsants is

phenytoin.

Phenytoin has a high protein binding capacity, and at doses where phenytoin has anti-
seizure effects, its protein binding property increases the side effect of phenytoin.
Although this situation has a high anti-seizure effect, the use of phenytoin in epilepsy

patients has decreased considerably today.

Today, the combination of conventionally defined therapeutics with nanoparticles carrier

systems in order to increase their bioavailability / decrease their side effects is one of the
iii



subjects studied. The main advantages of nanoparticles are; (1) improved bioavailability
by increasing water solubility, (2) increased resistance time in the body (increasing half-
life for clearance/increased specificity for cognate receptors), and (3) targeting the drug
to a specific site (site of action). Thus, by causing a simultaneous decrease in the required
amount of drug and dose toxicity, it ensures the safe delivery of toxic therapeutic drugs
and the protection of non-target cells and tissues from serious side effects.

Considering that free phenytoin clings to protein in vivo, becomes dysfunctional, does
not dissolve in water, and causes significant side effects in case of high doses, phenytoin
is used in the treatment of epilepsy again with nanoparticular systems, which have
recently been used as a drug carrier and for controlled release in order to prevent such
situations. anticipated to be used. For this purpose, the in vitro characterization of
phenytoin encapsulated in stearic acid nanoparticles will be performed and its effects on
glial and neuronal cells will be examined in our project proposal. For this purpose, an in
vitro epilepsy model will be created in the T98G gliablastoma cell line and the changes
that occur in cells as a result of the interaction of these models with drug-loaded
nanoparticles will be examined (TOS and 8-OHdG).

Keywords: Epilepsy, Phenytoin, Solid Lipid Nanoparticles, TOS, 8-OHdG
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1. GIRIS

Epilepsi diinyada yaklasik 50 milyon insani etkileyen, spontan tekrarlayan nobetlerle
karakterize; biligsel, psikolojik ve sosyolojik sonuglart olan kronik bir nérolojik
hastaliktir [1,2] Yaygin nedenleri arasinda kritik néronal genlerdeki patojenik genetik
varyantlar, travmatik beyin hasarlari, enfeksiyon ve genetik destekli olan veya olmayan
gelisimsel malformasyonlar bulunmaktadir [3]. Beyin dinlenme durumundan ndbet
durumuna gecerken anormal senkronize bir beyin aktivitesi gerceklesir [4]. Meydana
gelen bu anormal senkronize beyin aktivitesi hastalarda epileptik nébet sirasinda biling
kaybu, titreme, katilasma, karindan gégiise dogru yiikselen bir his, yanmis lastik kokusu

veya déja vu gibi genel veya 6znel bazi davranis degisikliklerine neden olabilir [5].

Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE) 2017 yilinda ndbetleri baslama
durumlarina gore fokal, jeneralize ve baslangici bilinmeyen nobetler olmak {izere {i¢
smifa, epilepsiyi ise fokal, jeneralize, jeneralize ve fokal kombinasyonu ve basladig1 yer

bilinmeyen epilepsiler olmak tizere dort sinifa ayirdi [6,7].

Epilepsi olusumunda bir¢ok farkli neden ve yolak etkilidir. Olusumunda birden fazla
genin rol oynamasindan Otiirii epilepsi literatiirde poligenik bir bozukluk olarak
tanimlanmaktadir. Epilepside nobet olusumu genetik bozukluklardan kaynakli
olabilecegi gibi bilinen bir lezyon veya akut bir hastaliktan kaynakli hiicrelerde meydana

gelen molekiiler veya fizyolojik degisikliklerden de kaynaklanabilmektedir [8].

Epilepsi hastalarinin tedavisinde cerrahi operasyon [9,10], derin beyin uyarimi [11] ve
ilagla tedavi [12, 13, 14] gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Ilag tedavisi yaygin
olarak kullanilan yéntemlerden biridir. Ilaglar epilepsiyi tedavi etmekten ziyade ndbete
sebep olan mekanizmalara etki ederek ndbet olusumunu engellemektedir. Bu nedenle bu
tarz ilaclara antikonviilsan ilaglar denilmektedir. Bu ilaglar etki mekanizmalarina gore

cesitli gruplara ayrilir ve bu etki mekanizmalar1 dogrultusunda kullanilirlar.

Son yillarda hayvan modellerinde nanopartikiillerin ilag tastyici sistem olarak ¢aligilmasi
giderek artmistir. Bunun nedenleri arasinda nanopartikiiler sistemlerle ila¢ tasinmasinin
hastaliklar i¢in daha etkili sonuglar vermesi, toksisiteyi azaltmalari, sudaki ¢oziiniirligi
arttirip biyoayarlanimi iyilestirmesi, ilacin direkt hedef bolgeye etkisinin saglanabilmesi

ve diislik doz ilacta yliksek verim elde edilmesi gosterilebilir [15, 16, 17].



Fenitoin 1930’ Iu yillarda kullanilmaya baslanmis ve voltaj kapili sodyum kanallarini
inhibe ettigi bilinen bir antikonviilsan ajandir [18, 19]. Uzun yillardan beri antikonviilsan
olarak epilepsi tedavilerinde kullanilmakta olan etkili bir ilagtir. Fakat son yillarda
etkinligi yiiksek olmasina karsin agir yan etkileri dolayisiyla kullanimi azalmistir. Bu
nedenle bu ¢aligmada fenitoini kati lipid nanopartikiil icerisine hapsederek yan etkilerinin

azaltilmasi planlamistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epilepsi

Epilepsi, spontan tekrarlayan ndbetlerle karakterize diinya niifusunun %1’ ini (yaklagik
50 milyon kisi) etkileyen ndrolojik bir hastaliktir [20]. 2010 yilinda yapilan Kiiresel
Hastalik Yiikii arastirmalarinda epilepsi, hayat kalitesini 6nemli dl¢lide diigiiren en agir

ikinci hastalik olarak yer almigtir [21].

Hastaliga genellikle otizm spekturum bozuklugu, depresyon ve anksiyete gibi psikiyatrik,

entelektiiel yetersizlik ve 6grenme giicliigii gibi bilissel ve motor bozukluklar gibi

komorbiditeler eslik eder [22, 23, 24, 25].

Nobet, epileptik ndbet ve epilepsi kavramlar1 Uluslararast Epilepsi ile Savas Dernegi
(ILAE) ve Uluslararasi Epilepsi Biirosu (IBE) tarafindan tanimlanmistir. Bu tanimlara

gore;

e Nobet: Beyindeki ndronlarin asir1 hipersenkron desarjinin sebep oldugu nérolojik
fonksiyonlarin proksimal bir degisimidir [26, 3].

o [Epileptik Nobet: Beyindeki anormal asir1 veya senkronize beyin aktivitesine
bagli olarak meydan gelen gecici Sinyal ve/ veya semptomlardir [26].

e Epilepsi: Epilepsi giiglii genetik yatkinliklar ile meydana gelen epileptik
ndbetlerin nérobiyolojik, biligsel, fizyolojik ve sosyal sonuglari ile karakterize
edilen bir beyin hastaligidir. Epilepsi tanimi1 en az bir epileptik ndbetin meydana
gelmis olmasini gerektirir [26]. Ates, hipoglisemi gibi gecici bir durum tarafindan
tetiklenen ndbetler kronik degillerdir ve kisa siireli sekonder bir durum olduklari

icin epilepsi tanimina girmezler [3].
2.2. Epilepsi Siniflandirmasi

Modern olarak ilk nobet siniflandirmasi 1964 yilinda yapilmis olup yaygin olarak 1970
yilinda kullanilmaya baglanmistir [27]. Uluslararasi Epilepsi ile Savas Dernegi (ILAE)
tarafindan ilk nobet ve epilepsi siniflandirmasi 1981 yilinda yapilmistir [28]. ILAE
tarafindan yapilan bu simiflandirma 1985 [29] ve 1989 yilinda [30] yine ILAE tarafinan
revize edilmistir. 1989 yilinda yapilan siniflandirma 2010 yilinda yapilan revizyona kadar
gecerliligini korumustur. Daha sonra 2014 reiyonu yayinlanmis ve son olarak 2017

yilinda ILAE tarafindan su an hala kullanilmakta olan siniflandirma yaymlanmustir [31].
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Sekil-1: Nobet/ Epilepsi Siniflanirmasinin Tarihsel Stireci

2017 yilinda yapilan son revizyonda epilepsi bir bozukluktan ziyade tedavi
edilebilir bir hastalik olarak ele alinmis ve klinik 6zelliklerine gore nobet, epilepsi

ve epilepsi sendromu olmak iizere 3 asamada siniflandirilmistir.

Nobetler siniflandirilirken nébetin baslama bolgesi, ndbet siiresince meydana
gelen bilingsizligin derecesi ve beden hareketlerinin seviyesi olmak {izere 3 kriter
g6z oniinde bulundurulmustur. Buna gore temel siniflandirmada nobetler fokal
baslangicli (beynin bir hemisferinde baglayan ve yakin ndronlara yayilan
nobetler), jeneralize baslangigh (beynin he iki bolgesine de ¢ok hizli yayilan
nobetler) [32] ve baslangict bilinmeyen olarak 3 sinifa ayrilmig, genisletilmis
siiflandirmada ise her bir nobet tiirli kendi i¢lerinde tekrar siniflara ayrilmistir

[33].

Bu smiflandirmada epilepsi ise fokal, jeneralize, fokal ve jeneralize
kombinasyonu ve bilinmeyen olmak iizere 4 ana sinifa ayrilmistir. 2017 yilina
yapilan son revizyonla fokal ve jeneralize kombine epilepsi tirii bu

siniflandirmaya eklenmistir.

Nobet sikayetiyle hastaneye basvuran hastalara dogru teshis konulabilmesi adina
epilepsy siniflandirmasi nemli bir yer tutmaktadir. Bu baglamda hastalara
elektroensefalografi (EEG), videoelektroensefalografi (VEEG), bilgisayarl
tomografi (CT) ve manyetik rezonans goriintileme (MRI) gibi goriintiileme
uygulamalari kullanilarak elde edilen bulgular siniflandirma parametrelerine gore

degerlendirilip en dogru teshisin konmasi saglanmaktadir [5, 33].
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Sekil-2: 2017 ILAE Nobet Siniflandirmasi — Temel Siniflandirma
2.3. Epidemiyoloji

Diinya genelinde bir kisinin hayati boyunca bir nobet gegirme olasilig1 %10 olup tek bir
nobet geciren bireylerin ¢ogunda epilepsi gelismemektedir. 2020 verilerine gore
epilepsi insidans1 yilda 100.000 kiside %50,4 ila %80,7” dir. Diisiik gelirli tilkelerde bu
insidans O6nemli Olgiide artis gosterebilmektedir. Bunun sebepleri arasinda yetersiz
bakim, enfeksiyon hastaliklarinin daha yaygin goriilmesi, anti epileptik ilaglara erisimin
kisitli olmasi, kafa travmasi gegirme oranlarindaki artis, gesitli parazitlere maruz kalma
ve genetik farkliliklar gosterilebilir. Fakat literatiirde buradaki en 6nemli etkenin anti

epileptik ilaglara ulasimdaki yetersizlik oldugu belirtilmistir [34, 35, 36].

Epilepsi goriilme siklig1 tiim yas gruplarinda ayni degildir ve ayrica cinsiyetle arasinda
kaydadeger bir farklilik yoktur. 5-9 yas grubu ¢ocuklar ve 80 yas ve iizeri yashlar
epilepsinin en sik goriildiigi yas gruplaridir [34].

Beyin tiimorlerinin tedavi edilmesi, fel¢ tedavisi, intrakraniyal enfeksiyonlardan ve
ciddi kafa travmalarinda kurtulma gibi hastaliklara/durumlara kars1 gelistirilen
tedavilerin artmasiyla yasam siiresinin uzatilmasi nedeniyle epilepsi prevalansinin artis

gosterebilecegi ongorilmektedir [34].
2.4. Epilepsi Etiyolojisi ve Patofizyolojisi

Epileptik nobetler altta yattig1 varsayilan nedenlere gore idiyopatik ve genetik

olmak iizere iki ana simifa ayrilmaktadir. Genetik kaynakli epilepsi genetik



yatkinliktan dolayr meydana gelirken idyopatik (edinilmis) epilepsiler bilinen ya
da akut bir lezyonun epileptik bir ndbete yol agacak bir dizi molekiiler, hiicresel

ve fizyolojik mekanizmayi ateslemesiyle meydana gelmektedir [37].

Edinilmis epilepsilerin meydana gelmesinde travmatik beyin hasar1 [38], beyin
timorleri [39] , norodejeneratif hastaliklar, intraserebral kanama ve status

epileptikus gorece olarak yiiksek risk olusturan durumlardir [40, 41].

Epileptik  noébetlerin = molekiiler ~mekanizmalart  heniiz tam  olarak
aydinlatilamamustir. Su ana kadar aydinlatilabilmis olan mekanizmalar gz 6niine
alindiginda ndbetler temelde eksitatdr bir norotransmitter olan glutamat ve
inhibitdr bir nérotransmitter olan y-aminobiitirik asit (GABA) arasinda meydana

gelen dengesizliklerin sonucunda olusmaktadir [42]. Bu dengesizlige;

e Iyon kanallarinda iyon ge¢isini arttiracak ve azaltacak yonde meydana
gelen fonksiyon bozukluklari [42],

e Noron kaybi ve sinaptik yeniden organizasyon gibi anormal nérogenez ve
kan beyin bariyeri disfonksiyonu gibi durumlara yol agan travmatik beyin
hasari1 gibi postnatal beyin hasarlari,

e Yapisal beyin patolojisi,

e Noroinflamasyon, stres ve hormonlardan kaynakli hiicre sinyal
yolaklarinda meydana gelen bozulmalar,

e Son yillarda yapilan ¢aligmalarla gut mikrobiyotasi [43]
gibi durumlar neden olmaktadir [44].

2.5. Epilepsi Tedavisi

Epilepsi tedavi edilmedigi takdirde hastalarin yasam kalitesini 6nemli Olciide
diisiiren bir hastaliktir. Hastalar nobet gegirme korkusu nedeniyle giinliik
yasantilarina devam edemez, sosyal yasamdan kopuk duruma gelebilmektedirler.

Bu da beraberinde depresyon ve anksiyete gibi yeni sorunlara yol agabilmektedir.

Epilepsi hastalar1 yagamlar1 boyunca bir veya birkag¢ defa ndbet gegirebildigi gibi
yasami boyunca hi¢ nobet gecirmeyen hastalarda olabilmektedir. Nobet
gecirmeyen hastalarin olmasi tan1 konmayan kisilerin varligin1 da beraberinde
getirmektedir. Bu durum epilepsi hastasi sayisinin kayith sayidan daha fazla

oldugunu diistindiirmektedir [45].



Diinya Saglik Orgiitii (WHO) dogru teshis ve tedavi uygulandig siirece hastalarin
%70° inin hayatlar1 boyunca hi¢ ndbet gegirmeden yasayabilecegini
ongormektedir. Bu ongorii goz oniine alindiginda teshis ve tedavinin epilepsi

hastalarinin yagam kalitesini arttirmada ne kadar etkili olabilecegi goriilmektedir.

Epilepsi teshisinin konmasinin ardindan hekim tarafindan hastaya uygun tedavi
yontemi segilmektedir. Cerrahi miidahale [46], anti epileptik ilaglar (AED) [47],
gen terapisi [48], immiinoterapi [49], norostimiilasyon (RNS Sistemi) [50], ¢esitli
diyetler (ketojenik diyet [51], Adkins Diyeti ve disiik glisemik indeksli diyet
[52]), vagus sinir uyarimi (VNS) [53] ve derin beyin uyarimi [54] epilepsi
tedavisinde en sik kullanilan yontemlerdir. Bunlarin disinda literatiirde bilingli
farkindalik uygulamalarinin da ozellikle ilaca karsi direng gdsteren epilepsi
hastalar1 {izerinde olumlu etkileri oldugunu gosteren klinik calismalara

rastlanmustir [55, 56].

2.5.1. Epilepside la¢ Tedavisi

Epilepsi nobetlerinin 6nlenmesinde en ¢ok ilag tedavisi tercih edilmektedir. Anti
epileptik ilaclar (AED) epilepsiyi tedavi etmekten ziyade epileptik ndbetlerin
onlenmesinden sorumludur. Bu nedenle bu ilaglar antikonviilsanlar olarak
bilinirler. AEDler tarihsel gelisimine gore 3 nesil olarak gruplandirilmaktadir.
Birinci nesil ilaglar 1857 ve 1958 yillar1 arasinda, ikini nesil ilaglar 1960 ve 1975
yillart arasinda ve ti¢giincii nesil ilaglar da 1980lerden giiniimiize kadar piyasaya

stirilmiis olan ilaglardir [57].

Bir ilacin antiepileptik aktivite gosterebilmesi i¢in iyon kanallari, nSrotransmiter
tastyicilar1 ve norotransmitter metabolik enzimler gibi hedeflerden bir ve/veya
birkacina etki etmesi gerekmektedir. Bu baglamda AED’ler etki mekanizmalarina
gore voltaj kapili iyon kanallarinin blokaj1 (Sodyum, kalsiyum kanallar1), GABA
aracilt mekanizmalar1 destekleyerek sinaptik inhibisyonun arttirilmasi ve
glutamat aracili olaylarin azaltilarak sinaptik uyarilarin inhibisyonu olmak tizere

3 ana hedefi vardir [58, 59].



1. NESIL AED’LER [60]

2.NESIL AED’LER [61, 62]

3. NESIL AED’LER [63, 64]

Carbamazapine — Voltaj kapili

Na* iyon kanallarini bloke eder.

Ethosuximide — Voltaj kapili T
tipi Ca?* iyon kanallarim bloke

eder.

Phenobarbital — Postsinaptik

GABAA clorid akiminin artmasi
yoluyla GABA’ nin inhibe edici

etkisini arttirir.

Phenytoin - Voltaj kapili Na*

iyon kanallari bloke eder.

Primidone — Phenobarbital ile

tiirdestir. Ayni etki
mekanizmasina sahip.
Valproate - Beyindeki

GABAerjik etkiyi arttirir.

Felbamate - GABAA
reseptorlerinin aktivitesini
arttirir.

Gabapentin — Voltaj kapili Ca**
kanallariin o-6-1 ve 02-6-2 alt
birimlerine etki ederek kanali

bloke eder.

Lamotrigine — Voltaj kapili Na*

iyon kanallarini bloke eder.

Levetiracetam — Antepileptik

mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. SV2A sinaptik
vezikiil proteinine baglanarak
presinaptik Ca**  kanallarim

inhibe eder.

Oxcarbazepine — Voltaj kapili

Na* iyon kanallarini bloke eder.

Pregabalin — Voltaj kapili Ca**
kanallariin o2-9 alt birimine etki

ederek kanal1 bloke eder.

Topiramate — Voltaj kapili Na*
iyon kanallarim1 bloke eder,
GABA

AMPA

etkinligini  arttirir,
reseptorlerinin
olarak ¢aligir ve

inhibe

antagonisti
karbonik asit enzimini

eder.

Zonisamide — Voltaj kapili Na*
iyon kanallarin1 bloke eder ve
voltaj kapih T tipi Ca?* iyon

kanallarmin etkinligini azaltir.

Brivaracetam — SV2A ligandidir

ve voltaja baghh Na* iyon
kanallarini bloke eder.
Carabersat — Iyon kanallari,

GABA ve glutamat {iizerinde
bir

belirlenmemis

herhangi etkisi olmayip

heniiz olan
kendine 6zgili baglanma bdolgesi

ile etkilesime girer.

DP-Valproic Acid — Valproik
fosfatidilkolin  estrik

A2

asitin
konjugatidir.  Fosfolipaz

enzimini inhibe eder.

Eslicarbazepine acetate — Voltaj
kapili Na* iyon kanallarini bloke

eden (S)ligarbazepini olusturur.

Fluorofelbamate — Felbamate
GABA

NMDA ve kainat

tiirevidir. aktivitesini
arttirmaz.
reseptorlerine  verilen  yaniti
azaltir ve voltaj kapili sodium
iyon kanallarini bloke eder.

Fosphenytoin — Bir fenitoin
Etki

fenitoininkine benzer.

Onculidiir. mekanizmasi

Ganaxolone — GABAA reseptor

izoformlarim1  active  ederek
GABA etkinligini arttirir.
Lacosamide - NMDA
reseptorlerini  allosteric olarak
bloke eder.

Losigamone - GABA

yoklugunda CI- alimin arttirarak

GABA’ nin etkinligini

giiclendirir, NMDA’ nin neden

oldugu depolarizasyonu




baskilar, glutamate ve aspartate

salimini azaltir.

Pregabaline — Voltaj kapili Ca?*

iyon kanallarini bloke eder.

Retigabine — KCNQ (Kav7) tipi
potasyum kanallarindaki M tipi
potasyum akigim arttirir, Na* ve
Ca*" kanallarina zay1f bir blokaj
uygular ve GABA sentezini

uyarir.

Ruifinamide — Voltaja bagli Na*
kanallarinin ~ inaktivasyonunu

uzatir.

Seletracetam — SV2A proteinine
kars1 yiiksek afiniteye sahip bir
levetiracetam analogudur.
Yiiksek voltajla aktive olan

kalsiyum akimlarin azaltir.

Talampanel — AMPA resptor
kanal kompleksindeki allosterik
bir bolgeye baglanarak AMPA
reseptorlerini stereospesifik
olarak ve rekabetci olmayan bir

sekilde bloke eder.

Tablo-1: AED’lerin Siniflandirilmasi

2.6. Fenitoin

Fenitoin (PHT) aromatik halkaya sahip bir bilesiktir ve ilk defa 1908 yilinda sentezlenmis

ve 1930 larin sonlarina dogru klinik uygulamalarina baglanmistir. Fokal ve jeneralize

tonik-klonik nobetlerin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. 2020 yili WHO verilerine

gore 50 milyon epilepsi hastasinin %18’ i fenitoin tedavisi gormektedir. En ¢cok kullanilan

fenitoin markasi Dilantin’ dir.

Fenitoin 6zellikle aliimin olmak iizere %90 oraninda proteine bagl halde bulunmaktadir.

Farmakolojik olarak aktif hali ise serbest formudur. Bu nedenle proteine baglanma

durumunu degistirecek ilaclar ve etken maddelerle kullanilmasi durumunda plazma

fenitoin seviyesi etkilenerek farmakolojik olarak toksik etki yaratabilir [65]. Genellikle



plazmadaki kabul edilebilir bagli veya serbest fenitoin miktarmin toplamu literattirde 10

ila 20 mg/L arasindadir [66]. Yarilanma 6mrii ise ortamala 22 saattir [67].

Fenitoinin ana mekanizmasi spesifik olmayan voltaj kapili sodyum kanallarin1 bloke
etmektir [68]. Neredeyse tiim voltaj kapili sodyum kanallar1 alt tiplerini hedef almaktadir.
Yiiksek frekansli aksiyon potansiyellerinin ndronal yayilmasi ile sonuglanan dongiileri

hedef alarak inhibe eder ve nobet olusumunu onler [69, 70].

2.7. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller 10 ila 1000 nm araliginda boyutlara sahip kati patikiiller ya da partikiil
dispersiyonlar1 olarak tanimlanan ve son yillarda kullanim alani ¢ok genislemis olan
yapilardir. Baslica kullanim alanlar1 goriintilleme, tedavi, ilag ve DNA/RNA gibi
molekiiler yapilar1 tasimada tasiyict sistem olarak siralanabilir. Geleneksel kiiciik
molekiillii gorlintiileme ajanlar1 ve ilaglarin aksine nanopartikiiler sistemler birden fazla
tiire kolayca entegre olabilmeleri ve hem teshis hem de tedavi gibi ¢ok fonksiyonlu etkiler

gosterebilmeleri agisindan daha avantajlidirlar [73, 74].

Cok ¢esitli nanopartikiiler sistemler bulunmaktadir. Bu sistemleri altin nanopartikiiller
[73], giimiis nanopartikiiller [74], polimerik nanopartikiiller [75], liposomlar [76], protein
nanopartikiiller [77], dendrimerler [78], kat1 lipid nanopartikiiller [79], kuantum dotlar
[80] ve demir oksit nanopartikiiller [81] olmak {izere dokuz ana baslik altinda
toplayabiliriz. Bu tez ¢alismasinda ilag tasiyict sistem olarak stearik asit yapili katyonik

kat1 lipid nanopartikiiller kullanilmistir.

2.7.1. Kat1 Lipid Nanopartikiiller

Kat1 lipid nanopartikiiller (SLNP) 1991 yilinda biyouyumluluk sagladigi, yiikleme
kapasiteleri ve ilacin bozunurlugunu onleme amaglariyla ortaya ¢ikmustir. SLNP’ler
biyouyumlu ve biyobozunur bilesenlerden olustuklari i¢in hem lipofilik hem de hidrofilik
biyoaktifleri icerebilmektedir. Bu sayede de kontrollii salima ve hedefe yonelik taginmaya
imkan vermektedirler. Tek katmanl bir fosfolipid ¢ekirdege sahiplerdir ve yiiklenen ilag
genelde ya cekirdek igerisine dagilmis ya da c¢ekirdek icerisinde ¢Oziinmiis olarak

bulunur.

SLNP’ ler diger geleneksel kolloidal tasiyici sistemlere gore daha diisiik toksisiteye ve
genis yiizey alanlarina sahip olmalari, lipid yapida olan hiicre zar1 igerisine kolay

alinmasi, uzun siireli ilag salimmma imkan tanimasi, ilaglarin c¢oziintrligi ile
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biyoayarlaniminin iyilestirilmesi gibi avantajlar saglamaktadir. Ayrica nano boyut
skalalarindan dolayr retikiilo endotelyal sistem (RES) hiicreleri tarafindan
alinamadiklarindan dolay1 dalak ve karaciger filtrasyonunun bypass edilmesini saglarlar
ve lipozomlara gore daha stabil yapilardir. Tiim bu avantajlarinin yaninda 6ngoriilemeyen
bir jellesme egilimleri olmasi, nispeten yiiksek su oranli dispersiyonlar olmasi (%70-
%99,9) ve beklenmedik polimerik gecis dinamikleri olusturabilmeleri gibi bir takim
dezavantajlar1 da bulunmaktadir [79, 82, 83].

SLN’ ler birgok farkli yontem ile hazirlanabilmektedir. Tablo 2’ de bu yontemler

verilmistir. Bu tez ¢alismasinda solvent enjeksiyon yontemi kullanilmigtir.

1. Yiiksek Basingli Homojenizasyon
a. Sicak Homojenizasyon

b. Soguk Homojenizasyon

N

. Ultrasonikasyon

a. Prob Ultrasonikasyonu

b. Banyo Ultrasonikasyonu
3. Solvent Evaporasyon Y 6ntemi
4. Solvent Emiilsifikasyon — Diflizyon Y 6ntemi
5. Stiperkritik Akis Yontemi
6. Mikroemiilsiyon Temelli Yontem
7. Cift Emiilsiyon Y 6ntemi
8. Presipitasyon Teknigi
9. Film — Ultrasound Dispersiyonu
10. Solvent Enjeksiyon Y dntemi

11. Membran Kontraktor Kullanimi

Tablo-2: SLNP’ lerin Uretim Yo6ntemleri

2.8. Nanopartikiillerin ila¢ Tasimada Kullaninm

Geleneksel ilaglara gore nanopartikiiler ila¢ tasiyict sistemlerin; ilaglarin suda
¢ozlinlirliiglini arttirarak iyilestirilmis biyoayarlanim saglamalari, klirens i¢in yar1 6mrii

arttirarak ve/veya ayni kokenli reseptorler icin 6zgiilliigli arttirarak ilacin viicuttaki direng
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stirelerini arttirmak ve ilacin etki edecegi bolgeye hedeflenmesini saglayamak olamak
lizere bazi temel avantajlart mevcuttur. Bu avantajlar sayesinde ilaglarin sistemik
toksisitesi azalmakta ve kan beyin bariyeri, hiicre zar1 gibi ¢esitli bariyerleri asmada bir

¢Oziim araci olarak kullanimlar1 artmaktadir [84].

Asagida nanopartikiillerin kullanimlariyla ilgili boyut ve sekillerinin etkilerini inceleyen

iki literatiir caligmasi ayrintili olarak ele alinarak bir literatiir 6zeti haline getirilmistir.

Betzer ve ark. yaptig1r calismada nanopartikiil boyutunun nanopartikiiliin kan beyin
bariyerinden (KBB) gegisi iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada 20, 50, 70 ve
100 nm boyutlarinda insiilin ile kaplanmig altin nanopartikiiller (INS-GNP)
sentezlenmistir. Daha sonra sentezlenen INS-GNP’ ler Balb/C farelerine kuyruk veninden
enjekte edilmistir. Daha sonra KBB’ yi gegen ve farkli organlara giden INS-GNP miktari
Olciilmiis ve in vivo mikro CT ile gdzlemlenmistir. Sonug olarak, zaman icerisindeki en
yaygin biyolojik dagilimi 20 nm boyutundaki partikiillerin sagladigi goriilmiis ve ilag
tagima sistemi olarak 20 nm boyutundaki partikiillerin uygun olacag: ileri siiriilmiistiir

[85].

Moore ve ark. yaptig1 ¢alisma in vitro da hiicrelere nanopartikiiliin verilme seklinin
nanopartikiillerin hiicresel etkilesimlerini etkiledigini gostermistir. Bu ¢alismada
polivinilprolidon (PVP) ile kaplanmis 116 nm altin nanopartikiiller (AuNP)
hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikiiller konsantre olarak, 6n karistirma yapilmis
olarak ve tamamen DMEM besi yeri ile karigtirtlmig olarak hiicrelerle etkilestirilmis.
30dk, 1 sa ve 24 sa sonra nanopartikiillerin hiicrelere penetrans1 gézlenmis ve konsantre
sekilde verilen nanopartikiillerin daha yiiksek oranda penetra olduklarina dair veriler elde
edilmistir. Fakat in vivo da daha karmasik biyolojik etkilesimler oldugu i¢in ayni etkinin

gosterilip gosterilmeyecegi bilinmemektedir [86].
2.9. Nanopartikiillerin Epilepsi Tedavisinde Kullanimi

Epilepsi tedavisinde AED’ ler igin tasiyici sistem olarak elektroresponsive hidrojel
nanopartikiiller [87], poli (e-kaprolaktan) [88], protein nanokafes [89], demiroksit
nanopartikiil [90] ve kati lipit nanopartikiiller [91] gibi gesitli yapilar kullanilmina dair

literature ¢alismalarina rastlanmistir.

Asagida nanopartikiillerin epilepsi tedavisinde kullanimlartyla ilgili iki literatiir ¢alismasi

ayrintili olarak ele alinarak bir literatiir 6zeti haline getirilmistir.
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Oliveria ve ark. da ptiskiirtmeli kurutma yontemini kullanarak poli(e-kaprolaktan) tastyici
sistemler liretmis ve PHT tagimada kullanmiglardir. Bu ¢alismada kitosan kaplamanin
yeniden dagilabilirlik, gastrointestinal stabilite ve nanopartikiillerden ilag salimi
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Aseton igerisinde ¢6ziilen poli(e-kaprolaktan), tiziim
cekirdegi yagi, sorbitan monostearat ve PHT ile lipid bir ¢ekirdege sahip nanokapsiiller
tiretilmistir. Bu sistemlerin bir kismi1 pozitif bir yiizey olusturabilmek i¢in kitosan ile
kaplanmigs ve bu iki nanopartikiill sistemi karsilastirilmistir. Kitosan kapl
nanopartikiillerin suda daha iyi dagilim gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica in vivo ilag salim
profilleri incelendiginde ¢iplak PHT’ ye kiyasla enkapsiile edilmis PHT’ nin daha uzun
stireli bi salima sahip oldugu goriilmiistiir (8 saate 48 saat). Ayrica enkapsiile PHT
verilmis yetiskin C57BL/6 farelerinde pilokarpin kaynakli ndbetlerde iyilestirici etki
gostermistir. Bu durum ¢ocuk ve yetiskin hastalarda antikonviilsan tedavisi i¢in umut

verici olarak degerlendirilmistir [92].

Abdelbary ve Fahmy diazepamin (DZ) kati lipit nanopartikiillere (SLNP) dahil
edilmesinin uygulanabilirligini arastirmislardir. SLNP olarak Compritol® ATO 888 veya
Imwitor® 900K, aktif madde olarak ise Polox-amer 188 veya Tween 80 kullanilmistir.
SLNP’ ler kiitlece %5 ila¢ olacak sekilde ilag yiliklenmis ve DZ yiikli SLNP
dispersiyonlar1 hazirlanmigtir. Elde edilen ilag yiikli nanopartikiiller karakterize
edilmistir. Gegirimli elektron mikroskopu ile morfolojisi, mastersizer kullanilarak
parcacik boyutu, X-igimi kristalografisi (XRD) ile pargaciklarin kirnim modelleri,
diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ile partikiillerin kristalinitesi belirlenmistir.
SLNP’ lerin enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir. Bunun i¢in baglangic ilag
miktarindan enkapsiilasyon sonrasi serbest olan ila¢ miktarinin farki baslangictaki toplam

ila¢ miktarina oranlanmustir. Ayrica in-vitro ilag salim profilleri belirlenmistir.

Caligmada ayrica diazepam yiikli kati lipid nanopartikiil (DZ-SLNP) bazl
siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bunu i¢in in-vitro salim profillerine goére optimum
diizeyde olan DZ-SLNP formiilasyonlar1 iki farkli fitil bazina (Witepsol W35 ve Witepsol
S58) dahil edilmek {izere secilmis ve DZ yiiklii SLNp fitilleri hazirlanmistir. DZ’ nin
direkt olarak yiiklendigi fitil bazlar da yani sekilde hazirlanmis ve bu iki grubun in-vitro

salim profilleri belirlenerek karsilagtirilmistir.

Tim bu analizler sonucunda elde edilen verilere gére DZ’nin basarili bir sekilde SLNP
icerisine dahil edilebildigi goriilmiistiir. In-vitro salim testlerinin beklendigi gibi ilag

salim siiresinin uzadigini dogrular yonde oldugu yorumlanmaistir. Siirfektan olarak Tween
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80’ nin kullanildigt ve daha diisiikk konsantrasyonda lipit matriks igeren SLNP
formiilasyonlarinin enkapstilasyon etkinlikleri ve in-vitro ilag salim profilleri daha iyi
sonuglar verdigi gOriilmiistir. Bu c¢alisma ile DZ-SLNP’ lerin rektal yoldan
uygulanabilecegi bir ara¢ saglamistir. Bu uygulama seklinin birgok epileptik vakada en
uygun yol oldugu diisiiniilmekte ve DZ-SLNP bazl: fitillerin sagladigt uzatilmig ilag
salim profili umut verici olarak goériilmektedir. Bu bulgularin klinik 6neminin anlagilmasi

adina in-vivo ¢alismalar yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir [93].

2.10. Kainik Asit

C10H15NO4 kimyasal formiiliine sahip kainik asit (KA) 1950 li yillarin basinda tropikal
ve subtropikal sulardaki kirmizi alglerden (Digenea simplex) izole edilmistir. ilk olarak
bir parazitik solucan olan Ascaris lumbricoides’ den kaynaklanan askariazi hastaliginin
tedavisinde kullanilmistir [94, 95]. Daha sonra yapilan bir ¢alisma sonucunda
sicanlardaki kortikal néronlarda uzun siireli depolarizasyonlar1 indiikledigi bulunmus ve

bir nérotoksin olarak kullanilmaya baslanmistir [96].

KA noroeksitotoksik ve epileptojenik etkilerini kainat reseptorlerine baglanip bir dizi
hiicresel reaksiyonu baslatarak olusturur. Iyonotropik glutamat reseptdrleri igin spesifik

bir agonist olarak yaygin olarak kullanilirlar.

2.11. In vitro Epilepsi Modeli

Literatiir incelendiginde in vitro epilepsi modelinin hiicre [97] veya organ kesitleri [98]

olmak iizere iki ana sistem iizerinden gerceklestirildigi goriilmiistiir.

Organ Kesitleri ile olugturulan modellerin bir kisminda pilokarpin [99], 4-aminopridin
[100] gibi nobet olusturan kimyasallarla hayvanlarin in vivo olarak indiikklenmesi ile
gerceklestirilir. Indiiksiyon sonras1 sakrifiye edilen hayvanlarin tiim beyinleri ¢ikarilir.
Cikarilan beyinlerin C1 ve C3 bolgelerinden alian kesitlerin kiiltiire edilip kesitler
tizerinde bir dizi ¢aligma yapilarak epileptik aktiviteler incelenir. Diger bir kisminda ise
model direkt saglikli hayvanlardan alinan beyin kesitlerinin in vitro doku kiiltiiriinde
GABAA reseptor antagonistleri, glutamerjik agonistler ve K* kanal blokerlar1 kullanilarak

ndbet aktivitesinin indiiklenmesi ile olusturulabilir [101].

Hiicre kiiltiirleri ile olusturulan modellerde ise hiicre hatlari, primer hiicre kiiltiirleri ve
noronal kok hiicreler kullanilabilmektedir. Bu ¢aligmalarda epileptogenezi uyarmak i¢in

pentylenetetrazole (PTZ) ve KA gibi ndrotoksinlerin kullanildigi ¢alismalar literatiirde

14



mevcuttur [97, 102]. Bunun disinda indiiklenmis pluripotent néronal kok hiicrelerde ve
organoidlerde CRISPR/Cas9 gen diizenleme yontemi kullanilarak SCNA1 gibi epilepsi
ile baglantili gen/ genlerin bu hiicrelere/organoidlere aktarilmasiyla in vitro epilepsi

modelleri olusturulabilmektedir [103].

2.13. T98G Gliablastoma Hiicre Hatt1

T98G hiicre hatt1 (ATCC® CRL-1690™) gliablastoma multiform hiicre hattidir. Verdugo
ve ark. yaptig1 calismada epilepsi nobetlerinin noral ve glial aktiviteleri zebra baligi
modelinde incelenmis ve nobetlerin preiktal donemde glialarda basladigr ve glialar
arasinda hizli bir senkronizasyon ile yayildigi bulunmustur. Glial aglarin aktivasyonunun,
glutamat ve bosluk baglantilarinin eylemi yoluyla noral aktivitede gii¢lii bir artisa yol
actig1 gosterilmistir. Preiktal durumdan genellestirilmis bir ndbete gegisin gliya-néron
etkilesimlerinde gii¢lii bir degisiklik ve hiicre disi glutamatta biiyiik bir artisla birlikte
noral aktivitede ve baglantida ani bir artisa yol agtig1 goriilmiistiir. Bu calismaya gore
nobetlerin noronal hiicrelere ge¢cmeden Onceki glial yolakta soniimlendirilmesinin
klinikteki nobet etkilerini Onleyebilecegi sonucuna varilmistir. Bu nedenle ndbetleri
onlemede kullanilan antikonviilsanlarin glia hiicrelerindeki etkisinin incelenmesi adina in
vitro modelin olusturulmas: ve hiicre kiiltiirii deneylerinin yapilmasi igin bu tez

calismasinda T98G hiicre hattinin kullanilmasina karar verilmistir [2].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Stearik Asit Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Stearik asit (SA), kloroform, polivinil alkol (PVA), Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD)
firmasindan temin edilmistir. SA kullanilana kadar 4°C’ de, diger kimyasallar ise 25°C’

de karanlik depoda muhafaza edildi.

3.1.2. Stearik Asit Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Bu calismada ilag tasiyici sistem olarak stearik asit kati lipid nanopartikiiller kullanildi.
Nanopartikiiller ¢oziicii diflizyon yontemi ile ve su igerisinde stearik asit temelli lipid

fazin tekli emiisyonu seklinde hazirlandi.

50 mL %0.4 PVA igeren siirfektant faz hazirlandi. Siirfektant faz i¢in ¢oziicii olarak
distile su (dH20) kullanildi. PVA’ nin tamamen homojen olarak dagilmasi i¢in ¢6zelti en
az 6 saat manyetik karistiric1 iizerinde karistirildi. Hazirlanan siirfektant faz 1 gece
(vaklasik 18 saat) +4°C’ de bekletildi. Siirfektant fazin sicakligi nanopartikiil boyutunu
etkilemektedir.

Nanopartikiil sentezinin gerceklestirilecegi giin %0.4 SA igeren lipit faz hazirlanir. Lipit
faz igin ¢oziicli olarak kloroform kullanildi. Lipit faz stearik asitin tamamen homojen
olarak dagilmasimi saglamak amaciyla yaklasik 1 dk vortekslendi. Her iki fazin da
hazirlanmasiyla nanopartikiil sentezine ge¢ildi ve bu asamada Oncelikle siirfektant faz T
25 dijital Ultra Turrax® (IKA) altina alinmis ve karistirma hiz1 kademeli olarak artirilarak
20000 rpm hizda sabitlenecek sekilde karistirilmaya/homojenize edilmeye baslandi. Hiz
20000 rpm’ e gelince siirfektant faz igerisine lipid faz kontrollii sekilde enjekte edildi.
Tim bu islemler buz iizerinde gergeklestirildi. Enjeksiyon tamamlaninca nanopartikiil

cozeltisi 1 dk daha 20000 rpm hizda karistirilmis ve nanopartikiil sentezi tamamlandi.

Nanopartikiil ¢ozeltisi RET basic (IKA) manyetik karistirici {izerine alinarak 1000 rpm
hizda kloroformun ortamdan uzaklagmasi i¢in 4 saat karistirildi. Daha sonra ¢ozelti 50
mL falkona alarak 5000 rpm hizda 15 dk 320R sogutmali masa iistii santrifiij (Hettic
Universal) kullanilarak santrifiij edildi. Boylece biiyiik boyutlu partikiillerin ¢okmesi
saglandi. Santrifiij sonrasi siipernetant pipet yardimiyla dikkatlice yeni bir falkona

aktarildi ve pellet atild1. Stipernetant bu defa 11000 rpm hizda 1 saat santrifiij edildi ve
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bdylece kiiciik boyutlu partikiillerin ¢okmesi saglandi. Santrifiij sonunda siipernetant
ortamdan uzaklastirilarak pellet tizerine 3 mL dH20 eklenmis ve pellet homojenize edildi.
Homojenize olan stearik asit kati lipid nanopartikiil (SA-SLNP) ¢ozeltisi 0.45 pm seliiloz
nitril memrana sahip Minisart® Syringe Filter (Sartorius) steril enjektdr filtresinden
gecirilerek 15 mL’ lik yeni falkonlara aktarildi. Boylece SA-SLNP’ lerin sentez asamasi

tamamlanda.

Sekil-3: SA-SLNP biitiin ve kesit goriintiisii

3.1.2.1. Stearik Asit Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen SA-SLNP’ lerin karakterizasyonu igin zeta sizer ile boyut ve yiik analizleri
gerceklestirilmistir. Morfolojik karakterizasyonu ise taramali elektron mikroskobu

(SEM) ile HUNITEK ten hizmet alimi1 yolu ile ger¢eklestirilmistir.
3.1.2.1.1. Stearik Asit Nanopartikiillerin Boyut ve Yiik Ol¢iimleri

Sentezlenen SA-SLNP sulu ¢6zeltisinden 100 pL alinarak 1 mL su igerisinde homojen
olarak dagitilmis ve zetasizer cihazi kullanilarak boyut ve zeta potansiyel Ol¢timleri
gergeklestirildi. Yontemin optimasyonu igin toplamda 3 adet farkli formiilasyon
denenmis ve boyut/yiik karakterizasyonu yapildi. Bu formiilasyonlara ait veriler Tablo-
3’ te verildi. Optimize edilen yontem igin 6 tekrar gerceklestirildi. Optimize formiile ait

SA-SLNP boyut/ yiik analizi verileri Tablo-3° te verilmistir.

SA-SLNP’ lerin verim hesabini gerceklestirmek tizere bu 6 6rnegin her birinden 0,5 pL.
alinarak 80°C’ de 24 saat bekletilmis ve 24 saat liyofilize edilmistir. Asagidaki formiil
kullanilarak SA-SLNP’ ler i¢in verim hesab1 gerceklestirilmistir. Bu hesaplamaya gore
SA-SLNP sentezindeki verim %25+5.48 olarak bulunmustur.
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3.2. Fenitoin Enkapsiilasyonu ve Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi
3.2.1. Kimyasal Malzemeler

Stearik asit (SA), kloroform, polivinil alkol (PVA), aseton, fenitoin (PHT) ve Phosphate
Buffer Saline (PBS) Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan temin edildi. SA
kullanilana kadar 4°C’da muhafaza edilmistir. Diger kimyasallar ise 25°C’ de karanlik

depoda muhafaza edildi.

3.2.2. Fenitoin Enkapsiilasyonu

Bu c¢alismada antikonviilsan olarak fenitoin kullanildi. Stearik asit nanopartikiiller
hazirlanirken lipid faza ilag/ aseton c¢ozeltisinin belirlenen dozlarda karistirilarak

stirfektan faz igerisine enjeksiyonu ile enkapsiilasyon gergeklestirilmistir.

50 mL %0.4 PV A igeren siirfektant faz hazirlandi. Siirfektant faz i¢in ¢6ziicti olarak dH20
kullanildi. PVA’ nin tamamen homojen olarak dagilmasi igin ¢ozeltiler en az 6 saat
manyetik karistirici tizerinde karistirildi. Hazirlanan siirfektant faz 1 gece (yaklasik 18
saat) +4°C” de bekletildi. Tablo.4’ te verilen SA/PHT oranlari dogrultusunda SA-
kloroform ve PHT-aseton ¢o6zeltileri hazirlandi. Cozeltiler tamamen homojenize olana
kadar aliiminyum folyo ile sarilmis tiiplerde manyetik karistirict lizerinde karistirildi.
Tamamen homojenize olan ¢ozeltiler tek tiip igerisinde birlestirildi ve yaklasik 1 dk

vortekslenerek tamamen homojenize olmasi saglandi.

Tiim fazlarin hazirlanmasiyla enkapsiilasyon asamasina gecildi. Bu asamada oncelikle
siirfektant faz ultratorrax altina alinmis ve karistirma hizi kademeli olarak artirilarak
20000 rpm hizda sabitlenecek sekilde karistirilmaya/homojenize edilmeye baslandi. Hiz
20000 rpm’ e gelince siirfektant faz igerisine SA/PHT igeren faz kontrolli sekilde enjekte
edildi. Tim bu islemler buz fizerinde gergeklestirildi. Enjeksiyon tamamlaninca
nanopartikiil ¢ozeltisi 1 dk daha 20000 rpm hizda karistirildi ve PHT igeren nanopartikiil

sentezi tamamlanda.

PHT yiikli kat1 lipid nanopartikiil (PHT-SA-SLNP) ¢ozeltisi manyetik karigtirici tizerine
almarak 1000 rpm hizda kloroform ve asetonun ortamdan uzaklagsmasi i¢in 4 saat
karigtirildi. 4 saatin tamamlanmasinin ardindan ¢6zelti 50 mL falkona alinarak 5000 rpm
hizda 15 dk santrifiij edildi. Boylece biiyiikk boyutlu partikiillerin ¢okmesi saglandi.
Santrifiij sonrasi siipernetant pipet yardimiyla dikkatlice yeni bir falkona aktarildi.

Stipernetant bu defa 11000 rpm hizda 1 saat santrifiij edilmis ve bdylece kiiciik boyutlu
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partikiillerin ¢cokmesi saglandi. Santrifiij sonunda silipernetant ortamdan uzaklastirilarak
pellet tizerine 3 mL dH20 eklendi ve pellet homojenize edildi. Homojenize olan PHT-
SA-SLNP c¢ozeltisi 0.45 pm seliilloz nitril memrana sahip steril enjektdr filtresinden
gecirilerek 15 mL’ lik yeni falkonlara aktarildi. Boylece PHT-SA-SLNP’ lerin sentez

asamasi tamamlanda.

Sekil-4: PHT-SA- SLNP biitiin ve kesit goriintiisii

3.2.3. Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Enkapsiilasyon etkinligi ve ila¢ yiikleme oranimin belirlenmesi i¢in standart PHT yiiklii
nanopartikiil sentezi 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi ve 4 saat manyetik
karistiricida dondiiriildii. Daha sonra ilag yiiklii nanopartikiil soliisyonlart 50 mL’ lik
falkonlara aktarilarak 11000 rpm’ de santrifiij edildi ve siipernetant uzaklastirildi. Pellet
tizerine 3 mL dH20 eklenerek tamamen homojenize olana kadar pipetaj yapildi. Her bir

falkondan 3 tekrarli olacak sekilde 1° er mL 6rnek alinarak ependorflara kondu.

Yapilan oOl¢iimler sonucu elde edilen veriler ile asagidaki esitlikler kullanilarak
enkapsiilasyon etkinligi (%EE) ve ila¢ yiikleme orani (%DL) belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar SONUCLAR VE TARTISMA boéliimiinde degerlendirildi.

Toplam ila¢ miktar1 — Serbest ilag miktari

%EE = 100
& Toplam ila¢ miktari X

%DL = Toplam ila¢ miktar1 — Serbest ila¢ miktari 100
O = T Toplam ilag yikli nanopatikil kitlesi
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3.2.3. la¢ Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen PHT-SA-SLNP sulu ¢ozeltisinden 100 pL alinarak 1 mL su igerisinde
homojen olarak dagitilmis ve zetasizer cihazi kullanilarak boyut ve zeta potansiyel
Olgtimleri gergeklestirildi. Yontemin optimasyonu i¢in toplamda 4 adet farkl
formiilasyon (SA/PHT =10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4) denenmis ve boyut/yiik karakterizasyonu
yapildi. Optimize edilen yontem igin 3 tekrar gergeklestirildi. Optimize formiile ait 3
tekrarli PHT-SA-SLNP boyut/ yiik analizi verileri Tablo 4. te verildi.

3.2.4. In vitro fla¢ Salim Analizi

Bu ¢alismada baslik 3.2. de agiklanan sekilde hazirlanmis olan fenitoin yiiklii kati lipid
nanopartikiillerin in vitro ilag salim profilleri belirlenecek ve elde edilen sonuglar
dogrultusunda veriler grafiklere doniistiiriilerek ila¢ salim modeli olusturulacaktir. Bu

amagla gergeklestirilen deneyler asagida agiklanda.

12000-14000 Da kesimli diyaliz membran1 bir paket olarak kullanildi. Membranlar
yaklagik 40 cm uzunlugunda kesilerek 100°C ultra saf su igerisine atild1 ve membranlarin
acilmasi i¢in 5 dk beklendi. 5 dk sonra diyaliz membraninin bir ucu sikica baglandi ve
acik ucundan 2mL ilag yiiklii nanopartikiil soliisyonu yiiklendi. Daha sonra acik ucu da
sikica baglanarak igerisinde 20 mL steril PBS bulunan 50 mL’ lik falkonlara tamamen
sivi igerisinde kalacak sekilde yerlestirildi. 37°C sabit sicaklikta inkiibe edildi. Bu deney
her bir ilag yiiklii nanopartikiil diliisyonu i¢in (9:1, 8:2, 7:3, 6:4) 3 tekrarli olarak yapildi.

Her bir falkondan 30 dk, 1., 2., 24., 48. ve 72. saatlerde PBS igerisinden ornek alindi ve

kosullar1 esit tutmak adina sistemden alinan kadar taze ortam sisteme geri eklendi.

PHT saliim miktarlarit HPLC cihaz1 (Agilent®) kullanilarak 6lgiilmiistiir. PHT miktar
tayini pik yiiksekliklerine gore, kalibrasyon grafigi olusturularak belirlenmistir.
Kromatografik analizler, C18 kolonu (250mm X 4.6 mm x 5 pm) kullanilarak, Su /
asetonitril mobil fazlar1 ile 1 mL/dak. akig hiz1 ile, izokratik akis (50:50) kullanilarak
gerceklestirilmistir. DAD dedektor kullanilarak, 210 nm dalga boyunda o6lc¢timler
yapilmistir.
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3.3. MTT Yontemi Kullanilarak Sitotoksisitenin Belirlenmesi
3.3.1. Kimyasal Malzemeler

DMEM High Glucose Sartorius (Kibbutz Beit-Haemek, Israel) firmasindan, MTT tuzu,
Penicilin-Streptomycin, izopropanol, HCl ve KA Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD)
firmasindan, FBS Biological Industries (Kibbutz Beit-Haemek, Israel) temin edilmistir.
Hiicre kiiltiirtinde kullanilan malzemeler kullanilana kadar 4°C’da muhafaza edildi. Diger

kimyasallar ise 25°C” de karanlik depoda muhafaza edilmistir.

3.3.2. SA-SLNP Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan SA-SLNP’ lerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerini incelemek iizere 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) yontemi kullanildi.
Bu deneyler icin insan gliablastoma hiicreleri olan T98G hiicre hatt1 kullanildi. Ayrica

besi yeri olarak %10 FBS, %1 penisilin iceren DMEM-High Glucose kullanildi.

2000 hiicre/ kuyucuk konsantrasyonda T98G hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara ekildi ve
37°C %5 karbondioksitli inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi. 24 saatin sonunda hiicrelerin
tizerindeki besi yeri uzaklastirilmis ve hiicrelerin iizerine 8 tekrarli olacak sekilde 100 er
pL 250 ng, 200 ng 150 ng 100 ng 50 ng 25 ng 10 ng ve 1 ng SA-SLNP olacak sekilde
besiyeri ile diliie edilmis SA-SLNP ¢ozeltisi pipetlendi. Plak tekrardan 37°C %5
karbondioksitli inkiibatérde 24 saat inkiibe edilerek 24 saatin sonunda MTT testi

kullanilarak sitotoksisite testi ger¢eklestirildi.

Kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilirak 1:10 oraninda MTT ¢ozeltisi (5mg/ml) iceren
100ul taze besi yeri pipetlendi ve plak 37°C %5 karbondioksitli inkiibatorde 4 saat inkiibe
edildi. 4 saatin sonunda MTT igeren besi yeri kuyucuklardan uzaklastirildi ve her bir
kuyucuga 100ul 0,08M HCI igeren izopropanol pipetlendi. Pipetaj islemi sonunda

¢Oziinen formazan kristallerinin absorbanslar1 570 nm’de okutuldu.
Elde edilen veriler sonuclar kisminda degerlendirildi.

3.3.3. PHT-SA-SLNP Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan PHT-SA-SLNP’ lerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerini incelemek
tizere MTT yontemi kullanildi. Bu deneyler i¢in insan gliablastoma hiicreleri olan T98G

hiicre hatt1 kullanildi. Ayrica besi yeri olarak %10 FBS, %1 penisilin igeren DMEM High
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Glucose kullanildi. Enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi sonrasi deneylere 6:4 PHT-

SA-SLNP’ ler ile karar verildi (Bkz Sonuglar ve Tartisma Boliimii).

2000 hiicre/ kuyucuk konsantrasyonda T98G hiicreleri 96 kuyucuklu 3 adet plaklaga
ekildi ve 37°C %5 karbondioksitli inkiibatorde 1. plak 24, 2. plak 48 ve 3. plak 72 saat
inkiibe edildi. Belirlenen her bir saatin sonunda hiicrelerin {izerindeki besi yeri
uzaklagtirilmig ve hiicrelerin tizerine 8 tekrarli olacak sekilde 200’ er pL 500 pg, 250 pg,
125 pg, 62,5 pg ve 31,25 pg fenitoin yiiklii SA-SLNP olacak sekilde besiyeri ile diliie
edilmis PHT-SA-SLNP siispansiyonu pipetlendi. Plaklar 37°C %5 karbondioksitli
inkiibatorde inkiibe edilerek her bir plagin kendi muamele siiresinin sonunda MTT testi

kullanilarak sitotoksisite testi gerg¢eklestirildi.

Kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak 1:10 oraninda MTT ¢ozeltisi (Smg/ml) igeren
200 pl taze besi yeri pipetlendi ve plaklar 37°C %5 karbondioksitli inkiibatérde 4 saat
inkiibe edildi. 4 saatin sonunda MTT igeren besi yeri kuyucuklardan uzaklastirildi ve her
bir kuyucuga 200ul 0,08M HCI igeren izopropanol pipetlendi. Pipetaj islemi sonunda

¢Oziinen formazan kristallerinin absorbanslar1 570nm’de okutuldu.
Elde edilen veriler sonuclar kisminda degerlendirilmistir.

3.3.4. Kanik Asit Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Epileptik nobet olusumunu tetiklemek {iizere kainik asit kullanildi. Calismanin bu
asamasinda nobet tetiklemede kullanilacak optimum kainik asit konsantrasyonunu ve
hiicrelerle optimum muamele siiresini belirlemek amaciyla kainik asit (KA) igin MTT

yontemi kullanilarak sitotoksisite testleri gergeklestirildi.

2000 hiicre/ kuyucuk konsantrasyonda T98G hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara ekildi ve
37°C %S5 karbondioksitli inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Besi yeri olarak %10 FBS,
%1 penisilin igeren DMEM High Glucose kullanildi. Bunun igin toplamda 4 adet 96
kuyucuklu plak kullanildi ve her bir plagin 58 kuyucuguna hiicre ekildi.

10 mg KA 1 mL steril ultra saf su i¢erisinde ¢oziilerek 47mM’ lik KA ¢6zeltisi hazirlandi.
Hazirlanan KA ¢ozeltisi 400 uM, 200 uM, 100 uM ve 50 puM olacak sekilde besiyeri ile
diliie edilerek 4 farkli konsantrasyonda 8 tekrarli olacak sekilde hiicrelere uygulandi.
Negatif control olarak hiicrelere sadece besiyeri, pozitif control olarak ise 1/20 oraninda
diliie edilmis DMSO 8 tekrarli olarak uygulandi.
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1. plak 30 dk, 2. plak 60 dk, 3. plak 120 dk, 4. plak ise 240 dk KA ile muamele edildi.
Her bir plak icin belirlenen siireler sona erdiginde ilgili plaktaki kuyucuklardan KA
soliisyonu uzaklastirildi. KA soliisyonu uzaklagtirilan plaklara 1:10 oraninda MTT
¢ozeltisi (5mg/ml) igeren 100ul taze besi yeri pipetlendi ve plaklar 37°C %5
karbondioksitli inkiibatérde 4 saat inkiibe edildi. Her bir plak i¢in belirlenen 4 saatin
sonunda MTT igeren besi yeri kuyucuklardan uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 100pul
0,08M HCI igeren izopropanol pipetlendi. Pipetaj islemi sonunda ¢oziinen formazan

kristallerinin absorbanslart 570 nm’de okutuldu.
Elde edilen veriler sonuglar kisminda degerlendirilmistir

3.4. In vitro Epilepsi Modeli Olusturulmasi ve Nobet Aktivitesinin Onlenmesi
3.4.1. Kimyasal Malzemeler

DMEM High Glucose Sartorius (Kibbutz Beit-Haemek, Israel) firmasindan, FBS
Biological Industries (Kibbutz Beit-Haemek, Israel) firmasindan, Penicilin-
Streptomycin, Penicilin-Streptomycin, KA Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan,
8-OHdG ELISA Kit Elabscience (Huston, Teksas, ABD) ve Rel Assay Diagnostics TOS

Kiti (Gaziantep, Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir.

3.4.2. Hiicrelerin PHT-SA-SLNP ile Muamele Edilmesi/Etkilestirilmesi ve KA ile
Etkilestirilmesi

KA glutamatin yapisal olarak L-analogudur ve glutamat ile antagonist olarak islev
goriir. KA glutamat reseptorlerini aktive eder ve glutamat reseptorlerinin asiri
aktivasyonu noronal depolarizasyona sebep olur. Bu da Ca?* iyonlarinin akigina
neden olur. KA’ nin epileptik nobet olusumuna sebep olmasini saglayan bu
mekanizmalar géz oniinde bulundurularak in vitro hiicre kiiltiiriinde epilepsi nobet

modeli olusturmak i¢in KA noérotoksininin kullanilmasina karar verildi.

Bu amagla glial hiicrelerde (T98G) in vitro nébet modeli olusturulacaktir. Bunun i¢in
T98G hiicre hatt1 %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM High Glucose
besiyerinde kiiltiire edildi. Yeterli sayiya ulasan hiicreler 24 kuyucuklu 3 adet plaga
her kuyucukta 8x10° adet hiicre olacak sekilde 1’ er mL ekilmistir. Her bir plakta 20
kuyucuk kullanildi. Deney gruplart dort teknik ti¢ de biyolojik tekrar olacak sekilde
bes grup olarak planladi. Bu gruplar agagida verildi.
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1. Grup — Higbir islem yapilmayan grup

2. Grup — Sadece KA uygulanan grup

3. Grup — Ciplak PHT ve KA uygulanan grup

4. Grup — SA-SLNP ve KA uygulanan grup

5. Grup — PHT-SA-SLNP ve KA uygulanan grup

Hiicrelerin ekiminden 24 saat sonra hiicreler tamamen tutundu. Her bir plakta her bir grup
4 tekrarli olacak sekilde calisildi. Her bir plakta birinci ve ikinci siitunda bulunan
hiicrelerin iizerine 1 er mL hazir besiyeri eklendi. Ugiincii siitundaki hiicrelerin iizerine
500 pg/mL fenitoin i¢eren besiyeri, dordiincii stitundaki hiicrelerin tizerine 100 ng/pL
SA-SLNP ( SA-SLNP sitotoksisitesi sonucunda belirlenen doz) i¢eren besiyeri ve hiicre
ekili olan son siituna ise 500 pg/mL PHT-SA-SLNP iceren besiyeri (PHT-SA-SLNP
Sitotoksisitesi sonuunda belirlenen doz) pipetlendi. Tiim bu uygulamalar sonrasi plaklar
24 saat (Sitotoksisite c¢aligmalari sonucunda belirlenen siire) boyunca 37°C %S5
karbondioksitli inkiibatorde inkiibe edildi. 24 saatin sonunda plaklar inkiibatérden alindi
ve iglerinde bulunan besiyerleri uzaklastirildi. Birinci siitunda bulunan kuyucuklara
negatif kontrol olarak degerlendirilmek tizere tekrardan 1 mL taze hazir besiyeri eklendi.
Diger hiicre ekili olan tiim kuyucuklara 1 mL 400 uM kosantrasyonda KA igeren besiyeri
(KA sitotoksisitesi sonuunda belirlenen doz) pipetlendi ve plaklar 37°C %5
karbondioksitli inkiibatérde 30 dk (KA sitotoksisitesi sonuunda belirlenen siire) inkiibe
edildi. 30 dk sonunda hiicreler tizerindeki ortam uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 500
uL ultra saf su eklenerek -20°C’ de 1 giin bekletildi. Daha sonra hiicreler -20°C’ den
alinarak oda sicakliginda 30 dk bekletildi ve mikroskop altinda hiirelerin patlayip
patlamadig1 kontrol edildi. Hiicrelerin patlamasi i¢in hiicreler -20°> de 30 dk
bekletildikten sonra 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Bu islem hiicrelerin tamami
patlayana dek tekrarlandi. Tiim hiicrelerin patladigi gbzlenince mutajenite, TOS ve

molekiiler deneylerde kullanilmak iizere 6rnekler hazirlandi.

3.4.3. Hiicre Mutajenitesinin Belirlenmesi

Mutajenite testi 8-OHdG(8-Hydroxydeoxyguanosine) ELISA Kit (Elabscience
Biotechnology Inc., US) kullanilarak, kit igerisinden ¢ikan kullanim kilavuzundaki

yonergeler takip edilerek gerceklestirilmistir.
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Patlatilan hiicreler ependorflara aktarildi. 1000 g’ de 2-8°C’ de 20 dk santrifiij edilerek
slipernetantlar toplandi ve mutajenite, total oksidant seviyesi (TOS) ve molekiiler

deneylerde kullanildi.

Deneylere baslamadan 20 dk once tiim reaktifler oda sicakliginda bekletildi. Kit
icerisinden ¢ikan yikama soliisyonu igerisindeki kristaller tamamen yokolana kadar 40°C
su banyosunda bekletildi ve ¢alkalandi. Kristaller tamamen ¢oziildiikten sonra konsantre
haldeki yikama soliisyonu 1/25 oraninda olacak sekilde distile su ile seyreltilerek

kullanima hazir hale getirildi.

Hazirlanan her bir 6rnek 10000 g’ de 1 dk santrifiij edildi ve 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13,
1.56 ve 0 ng/mL diliisyonlara sahip olacak sekilde kit icerisinden ¢ikan Reference

Standard & Sample Diluent kullanilarak 6rnekler diliie edildi.

Kit igerisinden ¢ikan 100x konsantrasyondaki Concentrated Biotinylated Detection Ab
reaktifi 1x olacak sekilde yine kit igerisinden ¢ikan Biotinylated Detection Ab Diluent ile
dilie edildi. Bu islem oOrneklerin kit igerisinden ¢ikan plagin kuyucuklarina

pipetlenmesinden 15 dk 6nce gerceklestirildi.

Kit igerisinden ¢ikan plagin her bir kuyucugu blank (4 adet), standart ve ekilecek
orneklerin isimleri ile etiketlendi. Daha sonra her bir kuyucuga bu etiketleme
dogrultusunda 50 pL blank, standart ve ornekler pipetlendi. Hemen ardindan her bir
kuyucuga 50 puL diliie edilmis olan Biotinylated Detection Ab eklendi. Plak kit
icerisinden ¢ikan sealer ile kapatilarak 45 dk 37°C’ de inkiibe edildi. 45 dk bitmeden 15
dk once kit icerisinden ¢ikan 100x Concentrated HRP Conjugate reaktifi yine kit
icerisinden ¢ikan HRP Conjugate Diluent ile 1x olacak sekilde diliie edildi.

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra sealer agilarak kuyucuklardaki reaktifler uzaklastirilir
ve her bir kuyucuga 350 pL yikama soliisyonu eklenerek 1-2 dk beklendi ve yikama

soliisyonu uzaklastirildi. Bu yikama islemi 3 defa tekrarlandi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra her bir kuyucuga 100 pL diliie edilmis HRP
Conjugate reaktifi eklendi ve plak sealer ile kapatilarak 37°C’ de 30 dk inkiibe edildi. 30
dk sonunda HRP Conjugate reaktifi kuyucuklardan uzaklastirilarak bir 6nceki adimda
oldugu gibi yikama islemi yapildi ve bu islem 5 defa tekrarlandi.

Yikama islemi sonrasinda her bir kuyucuga 90 pL kit igerisinden ¢ikan Substrate Reagent
eklendi ve plak yeni bir sealer ile kapatilarak 37°C’ de 15 dk inkiibe edildi. Mikroplaka

okuyucusuna bu agsamada 15 dk OD 6l¢iimii 6ncesi 6n 1sitma yapildi.
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Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga 50 pL Stop Solution eklendi ve her bir kuyucuktaki
optik densite (OD) 450 nm’ de mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢iildii. Elde edilen

veriler sonuglar kisminda tartisildi.

3.4.4. Hiicre TOS Seviyesinin Belirlenmesi

Hiicrelerin genel oksidasyon durumunun degerlendirilmesi i¢in TOS testi yapilacaktir.
Bu test igin ticari TOS kiti (Rel Assay, Antep, Turkey) kullanildi. Deneye baslamadan
once 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucugu konacak Ornege gore etiketlendi.
Toplamda 68 kuyucuk kullanildi. Her bir kuyucuga 23 uL 6rnek (60 adet), standart (4
tekrarl1) ve distile su (4 tekrarli) pipetlendi. Daha sonra {izerlerine 150 plL Reagent 1
eklendi ve shaker kullanilarak plak 30 sn ¢alkalandi ve 490 nm dala boyunda A1 6l¢timii
yapildi. Olgiim sonras1 kuyucuklara 8 uL Reagent 2 pipetlendi ve 5 dk 37°C etiivde
inkiibe edildi ve ayn1 dalga boyunda A2 okumasi yapildi. Daha sonra asagidaki esitlik

kullanilarak elde edilen sonuglar veriler sonuglar kisminda tartisildi.
A2 - A1 = AAbs (Standart veya Ornek)

AAbs Ornek
AAbs Standart x

Sonuglar =
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tezde yapilan calismalar 1) SA-SLNP’ lerin sentezi ve kimyasal
karakterizasyonu, i) PHT-SA-SLNP’ lerin sentezi ve kimyasal karakterizasyonu, iii)
Sentezlenen nanopartikiillerin (SA-SLNP, PHT-SA-SLNP) ve in vitro epilepsi modeli
olusturmak {izere kullanilan kainik asitin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi, iv)
Sentezlenen PHT-SA-SLNP’ lerin in vitro ila¢ salim kinetiklerinin belirlenmesi, v) in
vitro epilepsi modelinin olusturulmasi ve SA-SLNP, PHT-SA-SLNP ve vi) SA-SLNP,
PHT-SA-SLNP ve ¢iplak ilacin KA ile T98G hiicre hatti {izerinde olusturulan epilepsi
modeli tlizerindeki mutajenite ve TOS seviyelerinin belirlenmesi ve degerlendirilmesi
olmak tizere alt1 ana baslik altinda toplanabilir. Bu c¢alismalardan elde edilen veriler

sonuclar kisminda bu ana bagliklara ait sonuglar incelendi.

4.1. SA-SLNP”’ lerin Karakterizasyonu
4.1.1. SA-SLNP’ lerin Boyut ve Yiik Analizi

Yapilan g¢aligmalar sonucu sentezlenen stearik asit nanopartikiillerin boyut ve zeta
potansiyel degerleri Olgiilmiis olup elde edilen veriler Tablo 4’ te goriilmektedir.
Graverini ve arkadaglainin yaptig1 calismada formiilasyonu gizli tutulan kati lipid
nanopartikiillerin KBB’ yi gegisleri in vitro ve in vivo olarak incelenmistir. Bunun igin
boyutlar1 266 nm ve 408 nm, PDI’ lar1 ise 0.184 ve 0.492 arasinda degisen 6 farkli
fomiilasyonda SLN sentezlenmis ve KBB gecirgenlikleri incelenmistir. Elde edilen
sonuclara gére <300 nm boyuta sahip nanopartikiillerin parentemal uygulama i¢in uygun
oldugu ve SLN’ lerin KBB tarafindan yabanci bir ajan olarak algilanmayip beyin
dokulara ulasabildigi gosterilmistir [104]. Bu calismada elde edilen bulgular goz
oniinde bulundurularak her bir formiilasyon incelendiginde siirfektan faz olarak sodyum
dodesil siilfat (SDS) kullanilan F1 formiilasyonunun polydispersal index (PDI) degeri ve
partikiil boyutu yiiksek bulunmus ve bu nedenle tercih edilmemistir. Parikiil boyutu ve
PDI degeri gbz oniinde bulundurularak en kiiciik partikiil boyutuna ve en diisiikk PDI” ya

sahip olan F4 optimizasyon c¢alismalarina baglamak icin se¢ilmistir.
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Sekil-5: SA-SLNP’ ye ait yogunluga gére boyut dagilimi grafigi

Yogunluga Goére Boyut Dagilimi

A

Intensity (Percent)
[ = [N)
o (€] o

(&)1

O -
1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
—0:1 (1) =——09:1(2) 9:1 (3)

Sekil-6: SA PHT orani 9:1 olan PHT-SA-SLNP’ ye ait yogunluga gére boyut
dagilimi grafigi
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Yogunluga Gore Boyut Dagilimi
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Sekil-7: SA PHT orani 8:2 olan PHT-SA-SLNP’ ye ait yogunluga gore boyut
dagilimi grafigi
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Sekil-8: SA PHT orani 7:3 olan PHT-SA-SLNP’ ye ait yogunluga gére boyut
dagilimi grafigi
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Yogunluga Gore Boyut Dagilimi
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Sekil-9: SA PHT oran1 6:4 olan PHT-SA-SLNP’ ye ait yogunluga gore boyut

dagilimi grafigi

Ayni formiilasyona sahip (F4) 3 farkli nanopartikiil sentezilendi ve karakterizasyonu

yapilarak yontemin optimizasyonu dogrulandi. Bu 3 nanopartikiiliin boyut 6l¢iim

sonuglarina ait grafikler Sekil -5, 6, 7, 8, ve 9’da goriilmektedir.

Formiilasyon igerik Miktar Partik(i:'InI‘B)o yutu PDI Zeta '():‘tc;‘ sivel
F1 SSDAS Z:g:i 480,76 105,65 0,755+0,18 -17,6+0,03
F2 PSVAA <y:/(.f4 517,4+81,77 0,641+0.1 -27,6310,95
F3 PSVAA ;824 440,9+8,5 0,281+0,032 -12,610,17
F4 PSVAA Z:g:i 276,6+1,57 0,09+0,022 -12,7+0,46

Tablo 3: Stearik asit kati lipid nanopartikiiller ig¢in denenen formiilasyonlar ve

karakterizasyon sonuglari

Optimize edilen yonteme gore 6 nanopartikiil sentezlendi ve SA-SLNP’ lerin verim

hesabini gergeklestirmek tizere bu 6 6rnegin her birinden 0,5 puL alinarak 80°C’ de 24

saat bekletildi. Daha sonra oOrnekler 24 saat liyofilize edildi. Asagidaki formiil

kullanilarak SA-SLNP’ ler i¢in verim hesab1 ger¢eklestirildi. Bu hesaplamaya goére SA-
SLNP sentezindeki verim %25+5.48 olarak bulundu.
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YoVerim — Kullanilan lipid miktari (g) .
oYEriM = Flde edilen nanopartikiil miktari (g) X

4.1.2. SA-SLNP’ lerin SEM Goriintillemeleri

Uretilen SA-SLNP’ lerin SEM goriintiileri HUNITEK’ ten hizmet alimi yoluyla
gerceklestirilmis ve elde edilen goriintiiler Sekil-10” da verildi. Elde edilen goriintiilere

gore SA-SLNP’ lerin kiiresel bir morfolojik yapiya sahip olduklar gozlendi.

Sekil-10: SA-SLNP SEM Goriintiileri

4.2. PHT SA-SLNP’ lerin Karakterizasyonu
4.2.1. PHT-SA-SLNP’ lerin Boyut ve Yiik Analizi

Yapilan ¢aligmalar sonucu sentezlenen fenitoin yiiklii stearik asit nanopartikiillerin boyut

ve zeta potansiyel degerleri 6l¢iilmiis olup elde edilen veriler Tablo 4’ te verildi.
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- Zeta
Formiilasyon icerik Partikul Boyutu PDI Potansiyel
(nm)
(mV)
PVA
10:0 SA 278,5+0,95 0,115+0,018 -12,7+0,46
PHT
PVA
9:1 SA 283,860,306 0,090+0.008 -13,8+2,12
PHT
PVA
8:2 SA 305,6+ 3,46 0,151+0,025 -12,4311,16
PHT
PVA
7:3 SA 321,97+12,003 0,207+0,112 | -13,9+0,0,26
PHT
PVA
6:4 SA 279,8313,23 0,030+0,008 -13,77+0,06
PHT

Tablo 4: Fenitoin yiiklii stearik asit kati lipid nanopartikiil formiilasyonlar1 ve

karakterizasyon sonuglari

Yine Graverini ve arkadaslainin yaptig1 ¢aligma goz niinde bulunduruldugunda PDI ve
boyut bakimindan en uygun olan PHT-SA-SLNP’ ler 9:1 ve 6:4 olarak

degerlendirilmistir.

4.2.2. PHT-SA-SLNP’ lerin flac¢ Yiikleme Oram (%DL) ve Enkapsiilasyon
Etkinliginin (%EE) Belirlenmesi

Her bir ila¢ konsantrasyonu i¢in (9:1, 8:2, 7:3 ve 6:4) 3 tekrarli olacak sekilde PHT-SA-
SLNP iiretimi gerceklestirildi. Sentezlenen PHT-SA-SLNP’ ler 11000 rpm’ de santrifiij
edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi ve altta kalan pellet tizerine 3 mL distile su
eklenerek homojenize edildi ve her bir 6rnekten 1° er mL olacak seklilde 3 6rnek alindi.
Alinan 6rnekler igerisindeki ilag miktarlar1 Sehir Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’ nda
Siemens ADVIA® Chemistry XPT cihazi kullanilarak hizmet alimi yoluyla
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Tablo 5’ te verilmistir.
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. YUKLENMEYEN ILAC MiKTARI
ORNEK ADI %EE %DL
(n9)
9:1 40.2 - -
8:2 43.43 %46 %0.8
7:3 38.4 %68 %1.6
6:4 32,5 %80 %2.6

Tablo 5: PHT-SA-SLNP’ lere ait enkapsiilasyon etkinligi ve ilag yiikleme oranlari

Bu veriler goz oniine alindiginda boyut ve PDI degerleri de uygun bulunan ve en yiiksek

%EE ve %DL’ ye sahip olan 6:4 ila¢ oranina sahip nanopartikiiler sistemle hiicre

deneylerine devam edilmesine karar verilmistir.

4.2.3. PHT-SA-SLNP’ lerin in vitro ila¢ Salim Analizleri

Her bir konsantrasyon i¢in 30 dk, 1 saat, 2 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat araliklarla 1mL
ornek alindi. Toplamda ise 3 biyolojik replika (72 adet 6rnek) calisildi. Alinan her bir
ornek icerisindeki ilag miktar1 HPLC cihazi1 (Agilent®) cihazi kullanilarak tespit edildi.

Elde edilen sonuglara gore 72 saatin sonunda 9:1 PHT-SA-SLNP ilacin %38.2+2.3” {ind,
8:2 PHT-SA-SLNP ilacin %45.24+6.7’ sini, 7:3 PHT-SA-SLNP ilacin %45+9.7’ sini ve
6:4 PHT-SA-SLNP ilacin %5949.5” ini salmistir. Elde edilen sonuglara ait grafikler

Sekil-11, Sekil-12, Sekil-13, Seki-14, ve Sekil-15" te verilmistir.
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Sekil-11: PHT-Aseton Kalibrasyon Egrisi Grafigi
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Sekil-12: SA PHT oran1 9:1 olan PHT-SA-SLNP’ ye ait % Kiimiilatif Salim — Zaman
Grafigi
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Sekil-13: SA PHT orani 8:2 olan PHT-SA-SLNP’ ye ait % Kiimiilatif Salim — Zaman
Grafigi
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Sekil-14: SA PHT orani1 7:3 olan PHT-SA-SLNP’ ye ait % Kiimiilatif Salim — Zaman
Grafigi
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Sekil-15: SA PHT oran1 6:4 olan PHT-SA-SLNP’ ye ait % Kiimiilatif Salim — Zaman
Grafigi

Yousfan ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada degisen oranlarda kitosan ve lesitin igeren
nanopartikiiller sentezlenmistir. Bu nanopartikiiller igerisine 0.3 mg, 0.6 mg ve 1.2 mg
PHT enkpsiile edilmistir. Daha sonra yapilan in vitro ila¢ salim analizine gore elde edilen
sonuclarda 24 saat sonunda en yiiksek kiimiilatif PHT salim orant %44 olarak

bulunmustur [105].

Motawea ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada Precirol ATOS ve Compritol 888 ATO
ile sentezlenen nano lipid tagiyici sistemler igerisine yara iyilesmesinde kullanilmak iizere
dermatolojik uygulama yapmak i¢in fenitoin enkapsiile etmislerdir. Bu sistemlerle
yaptiklar in vitro ila¢ salim deneyleri sonucunda 48 saat tamamlandiginda salinan PHT

orani %73.47+2.45 olarak bulunmustur [106].

SPSS programi kullanilarak yapilan ANOVA analizleri sonucu elde edilen verilere gore
ilag saliminda SA PHT orani 6:4 olan PHT-SA-SLNP’ de 72. saatte 24. ve 48. Saatlere

gore anlamli bir ilag salim oran1 goriildii (p<0.05)
4.3. MTT Yontemi Kullanilarak Sitotoksisitelerin Belirlenmesi
4.3.1. SA-SLNP’ lerin Sitotoksisitesi

Uretilen SA-SLNP’ lerin T98G gliablastoma hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkilerini
incelemek lizere MTT yontemi kullanildi. Buna gore 250 ng, 200 ng 150 ng 100 ng 50
ng 25 ng 10 ng ve 1 ng SA-SLNP’ lerin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri Sekil-16’

da verildi.
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Sekil-16: SA-SLNP’ lerin T98G gliablastoma hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde pL’ deki nanopartikiil miktar1 arttik¢a hiicre
canlilig1 azalmaktadir. TS EN ISO10993-5 Viicut Dis1 Sitotoksisite Testleri Standard’ 1
kapsaminda 100 ng/pL tizeri SA-SLNP igeren drneklerin kabul edilebilir seviye olan %70
hiicre canlilig1 altinda kaldig1 goriilmektedir. Bu nedenle tolere edilebilir maksimum doz
olan 100 ng/uL konsantrasyonuna sahip SA-SLNP’ lerin in vitro model deneylerinde NK

olarak kullanilmasina karar verilmistir (p<0.05).

4.3.2. PHT-SA-SLNP Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Uretilen PHT-SA-SLNP’ lerin T98G gliablastoma hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik
etkilerini incelemek iizere MTT yontemi kullanildi. Teo ve arkadaslarimin yaptig
calismada serbest fenitoinin 0.2 mg/mL konsantrasyonda hiicre canliliginin . TS EN
1ISO10993-5 Viicut Dis1 Sitotoksisite Testleri Standard’ ina gore tolere edilebilir olmadig:
(yaklasik %355) sonucu elde edilmistir [107]. Bu baglamda nanopartikiiler kati lipid
tastyici ile enkapsiile edilmis PHT nin serbest PHT” ye gore daha diisiik bir toksisiste
gostermesi  beklenmektedir. Bu nedenle sitotoksisite c¢alismasmma 0.5 mg/mL
konsantrasyonda PHT-SA-SLNP (6:4) baslanmasina karar verilmistir. Diger 4 dilisyon
05 mg/mL konsantrasyon "2 oraninda diliie edilerek elde edilmistir. Belirlenen
diliisyonlarda 1. ve 3. giinlerdeki PHT-SA-SLNP’ lere ait % hiicre canlilig1 grafigi Sekil-

17’ de verilmistir.

Teo ve ark. yaptig1 caligmada serbest fenitoinin sitotoksisitesi incelenmis oldugu i¢in bu

calismada ayrica incelenmemistir.
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Sekil-17: PHT-SA-SLNP’ lerin T98G gliablastoma hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi

Elde edilen sonuglara gore en yliksek konsantrasyonda olan 0.5 mg/mL ile en diisiik
konsantrasyon olan 0.031 mg/mL arasinda anlamli bir fark olmadigi goriildii (p>0.05).
Ayrica 0.5 mg/mL konsantrasyonda 1 giin ve 3 giinliik MTT sonug¢lar arasinda da anlamli
bir farklilik goriilmedi (p>0.05). Bu nedenle en yliksek doz olan 0.5 mg/mL PHT igeren
SA-SLNP’ lerin 1 giin bekletilen hiicrelerin in vitro modelde ndbet onleyici olarak

kullanilmasina karar verilmistir.

4.3.3. KA Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan KA ¢ozeltisi 400 uM, 200 uM, 100 uM ve 50 uM olacak sekilde 4 farkl
konsantrasyonda ve 30 dk, 60 dk, 120 dk ve 240 dk KA ile muamele edilen T98G hiicre

hattina MTT testi yapildi. MTT sonucunda elde edilen hiicre canliligina ait veriler Sekil-

18’ de verilmistir.
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Sekil-18: KA dozlarinin muamele siirelerine gore % hiicre canliligina etkisi

Du ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada BV-2 hiicre hatlart 100 pM

konsantrasyonda KA ile 2 saat muamele edilerek in vitro model olusturulmustur [102].

400 pM konsantrasyonda 30 saat siire ile muamele edilmis hiicrelerin hiicre canliligi
anlamli oranda diger gruplardan yiiksekti (p<0.05). Tim bu veriler ve yapilan
sitotoksisite deneylerinin sonuglarina gére 400 uM KA konsantrasyonunun 30 dk T98G
hiicreleri ile muamale edilerek epilepsi modelinin olusturulmasina karar verilmistir. Du
ve arkadaglarinin yaptig1 calismaya gore konsantrasyon 4 kat arttirilmig siire ise %’ iine
indirilmistir.

4.4. In vitro Epilepsi Modelinin Olusturulmasi

4.4.1. Hiicre Mutajenitesinin Belirlenmesi

8-OHdG(8-Hydroxydeoxyguanosine) ELISA Kit (Elabscience Biotechnology Inc., US)
kullanilarak gergeklestirilen mutajenite testi sonucunda negatif kontrol ve deney gruplari
arasinda anlamli bir farklilik olmadigi goriilmistir (p>0.05). Bu sonuglara gore
kullanilan kimyasallarin hiicrelerde herhangi bir DNA hasarina yol agmadigi goriildii.

Her bir grubun mutajenitelerinin karsilastirildigr grafik Sekil-19’ da verilmistir.
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Sekil-19: NK, SA-SLNP, PHT-SA-SLNP, PHT ve KA’ ya ait mutajenite seviyeleri

4.4.2. Hiicre TOS Seviyesinin Belirlenmesi

Hiicrelere uygulanan reaktiflerin (SA-SLNP, PHT-SA-SLNP, PHT, KA) hiicrelerdeki
oksidant seviyelerinde nasil bir degisim meydana getirdigini incelemek amaciyla TOS
testi yapildi. Bu testte kit icerisinde bulunan oksidantlar Fe?* iyonlarim1 Fe3* iyonlarina
oksitler. Olusan Fe3* iyonlar: da asidik ortamda xylenol orange ile reaksiyona girerek
renkli bir kompleks olusturur. Standart olarak H20> kullanilidi ve elde edilen sonuglar
mg’ daki hiicre proteini basina mikromol H2O> esdegeri ile ifade edildi [108].

Sonuglar degerlendirildiginde hiicrelere uygulanan reaktiflerin oksidant olusumunu
istatistiksel olarak anlamli diizeyde uyarmadig1 ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Elde edilen sonuglara ait grafik Sekil-20’

de verilmistir.
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Sekil-20: NK, SA-SLNP, PHT-SA-SLNP, PHT ve KA’ ya ait TOS seviyelerinin

karsilastirilmasi

4.5. istatistiksel Analiz

Bu tez calismasinda gercgeklestirilen deneyler sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel
analizleri SPSS Windows 20.0 paket programi (SPSS Inc.) ve gruplar arasindaki ortalama
degerler tek yonlii varyans analizi (ANOV A) kullanilarak gerceklestirildi. p<0.05 veriler
arasindaki farkliligin anlamli oldugunu, p>0.05 ise veriler arasindaki farkliligin anlamli

olmadigini belirtmek i¢in kullanildu.
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