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OZET

KARMUSTIN YUKLU KATI LIPIiD
NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI,
KARAKTERIZASYONU VE BEYIN KANSERI HUCRE
HATTINDA iIN VITRO ETKINLIGININ
ARASTIRILMASI

AKSU, Didem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Senay SANLIER
Agustos 2019, 60 sayfa

Diinya ¢apinda meydana gelen Oliimlerin ikincil sebebi olan kanser,
hiicrelerin boliinme yeteneklerinin farklilagsmas1 ve ¢evre dokulara yayilma gibi
Ozellikler ile karakterize edilen bir hastaliktir. Glioblastoma, merkezi sinir sistemi
onkolojik hastaliklar1 arasinda bulunmakta ve primer beyin tiimdrlerinin % 30’
unu olusturmaktadir. Yaygin olarak yetiskenlerde goriilen, invaziv ve agresif
ozellikte bir beyin tiimdriidiir. Cerrahi miidahale, radyasyon ve kemoterapi tedavi
secenekleri arasindadir, ayrica son yillarda immunoterapi ile tedavi potansiyeli
aragtirtlmaktadir. Kullanilan tedavi yontemlerinin yan etkileri ve tedavi sonrasi
sag kalim oranlarmin diisiik olmasi sebebiyle ilag tasiyici sistemler gibi yeni

tedavi segeneklerinin kullanimina ihtiya¢ duyulmustur.

Bu c¢aligmada glioblastoma tedavisinde kullanilan anti-kanser ajani olan
karmustini iceren kati lipid nanopartikiillerin sentezi ve karakterizasyonu
yapilmis, olusturulan sistemin in vitro etkinligi arastirilmistir. Nanopartikiillerin
kan-beyin bariyerinden gecisi i¢in beyin endotel hiicrelerinde bulunan MCT-1
reseptoriiyle etkilesmeyi saglayacak stearilamin/B-Hidroksi biitirat konjugati
sentezlenmistir. Ayrica nanOyapinin sentezi sirasinda kan-beyin bariyerini asmada
yardimer oldugu bilinen Tween 80 ile kati lipid nanopartikiillerin yiizeyleri

kaplanmistir. Karmustin igeren kati lipid nanopartikiiller i¢in optimum ila¢ miktari



0,1 mg/ml olarak belirlenmistir. Nanoyapilarin boyutu zeta boyut 6l¢tim cihazi ve
SEM analizi ile belirlenmis ve zeta potansiyel analizi yapilmistir.
Karakterizasyonu yapilan kati lipid nanopartikiillerin U87-MG-luc hiicreleri
iizerindeki sitotoksisite denemeleri sonucunda 48. ve 72. saat ICso degeri sirasiyla

353,4 and 442,3 ug/ml olarak tespit edilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda karmustin igeren kati lipid nanopartikiillerin
beyin kanseri hiicre hatt1 lizerinde etkili sitotoksik potansiyele sahip oldugu

diistiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Glioblastoma, kat1 lipid nanopartikiil, karmustin, kan-

beyin bariyeri, B-hidroksi biitirat, Tween 80.
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ABSTRACT
CARMUSTINE LOADED SOLID LIPID NANOPARTICLES
PREPARATION, CHARACTERIZATION AND
INVESTIGATION OF IN VITRO ACTIVITY IN BRAIN
CANCER CELL LINE

AKSU, Didem

MSc in Biochemistry.
Supervisor: Prof. Dr. Senay SANLIER
August 2019, 60 pages

Cancer, a secondary cause of worldwide death, is a disease characterized by
differentiation of division capabilities of cells and spreading to surrounding
tissues. Glioblastoma is one of the central nervous system oncological diseases
and constitutes 30 % of primary brain tumors. It is an invasive and aggressive
brain tumor that is commonly seen in adults. Surgical intervention, radiation, and
chemotherapy are among the treatment options, and in recent years the potential
for treatment with immunotherapy has been investigated. As a result of the side
effects of the treatment methods that are used and the low survival rates after the

therapy, new treatment options such as drug delivery systems were needed.

In this study, the synthesis and characterization of solid lipid nanoparticles
containing carmustine which is the anti-cancer agent used in the treatment of
glioblastoma were investigated. In order to the passage of nanoparticles through
the blood-brain barrier, stearylamine / B-Hydroxybutyrate conjugate has been
synthesized to allow interaction of the MCT-1 receptor in brain endothelial cells.
Furthermore, during the synthesis of the nanostructure, the surfaces of solid lipid
nanoparticles were coated with Tween 80, which is known to help pass through
the blood-brain barrier. The optimum amount of drug for solid lipid nanoparticles
containing carmustine was 0.1 mg/ml. The size of the nanostructures was

measured by zeta size measurement device and SEM analysis, also zeta potential



Xii

analysis was performed. The characterized solid lipid nanoparticles on the U87-
MG-luc cells, as a result of the cytotoxicity of the 48th and 72th hour ICs, value
were respectively determined 353,4 and 442,3 pug/ml.

As a result of conducted studies, solid lipid nanoparticles containing
carmustine are thought to have effective cytotoxic potential on the brain cancer

cell line.

Keywords: Glioblastoma, solid lipid nanoparticle, carmustine, blood-brain
barrier, B-hydroxy butyrate, Tween 80.
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ONSOZ

Cagimizin en 6nemli saglik probleminden biri olan kanser
tedavi segenegi ve tedaviye yanit sinirliligi bulundugu igin birgok
kisinin hayatin1 kaybetmesine neden olmaktadir. Kanser tiirleri
arasinda en Olimciill olan glioblastomada, bir¢cok tedavi
seceneginin kombine olarak kullanilmasina ragmen etkili bir
sonu¢ elde edilememektedir. Bu gibi sorunlardan dolay1
nanoteknolojik yontemler hedefe yonelik tedavi secenegi
sundugu icin tedavide umut vaad etmektedir. Bu amacla ilag
tastyict sistemlerden biri olan kati lipid nanopartikiillere
kemoterapoétik ajan olan karmustin yiiklenmistir. Bu nanoyapinin
beyin kaseri epitel hiicrelerindeki tagiyicilardan biri olan MCT
1’1 hedefleyebilmesi ve KBB’den geg¢isi kolaylastirmak icin
konjugat sentezlenmistir. Bu konjugat B-Hidroksibiitirat gibi bir
ketonkoru icermekte ve geciste hedeflemeyi saglamaktadir.
Stearilamin ise nanoyapmin stabilitesini arttirmak i¢in tercih
edilmistir. Bu calismalar siliresince nanoyapilarinin sentezi ve
hedefli tedavinin hiicre hatlar1 {iizerindeki potansiyel etkisi

hakkinda ¢esitli tecriibeler elde ettim.
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1. GIRIS

Glioblastoma (GBM), sinirli tedavi se¢eneklerine sahip ve 6liimciil kanserler
arasinda yer alan yaygin olarak goriilen kanser tiirlerinden biridir. GBM
tedavisinde kullanilan tedavi yaklasimlarinin (kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
miidahale) dezavantajlar1 etkin stratejilerin gelistirilmesini gerekli kilmustir.
Tedavide kullanilan ilaglarin kan beyin bariyerinden gegisinde karsilasilan
zorluklar, ilacin hedeflenen bélgede yeterli konsantrasyona ulasamamasi ve tedavi
sonrast olusan yan etkiler arastirmacilarin ilag tastyici sistemlerin kullanimini

arttirmaya yonelik ¢aligsmalarda bulunmasina neden olmustur.

Calismada GBM tedavisinde siklikla kullanilan oral alkilleyici bir
kematerapotik ajan olan karmustin tercih edilmistir. Karmustin, DNA’ya
baglanarak transkripsiyon ve replikasyonu durdurarak etki gostermekte ve
tedavide kullanimi sonucunda sag kalim oranini ortalama 2.5 ay arttirmaktadir.
Geleneksel yaklasimlarin tedavide yetersiz kalmasindan dolay:r etkili bir tedavi
yaklasimi i¢in karmustin ilacini igeren kat1 lipid nanopartikiillerin sentezlenmesi
ve beyin kanseri hiicre hattindaki etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir.
Sentezlenen kat1 lipid nanopartikiillerin kan-beyin bariyerini gecebilmesi icin ilag
organik fazin igerisine P-hidroksi biitirat ve stearil amin ile konjuge edilerek
eklenecek ayrica sentez asamasinda kati lipid nanopartikiillerin yiizeyi Tween 80

ile kaplanacaktir.

Literatiirde karmustin iceren kati1 lipid nanopartikiillere ait c¢alismalar
bulunmaktadir. Ancak bu c¢alismalarda kullanilan sentez yontemleri farkli ve
kullanimlar1 sinirhidir. Bu ¢aligma i¢in secilen ilag tasiyict sistemin hazirlanma ve
kimyasal =~ malzemelerin  temininin  kolayligt  klinik  uygulamalarda

kullanilabilirligini arttirmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Glioblastoma

Glioma, glial hiicre kaynakli olan ve merkezi sinir sistemi tiimdorleri de dahil
olmak {izere ¢ogu beyin tiimorlerini kapsayan genel bir terimdir (Schwartzbaum et
al., 2006; Anjum et al., 2017). Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) yaptigi
siniflandirmada glioma cesitli faktrler baz alinarak (mitoz orani, nekroz varlig
ve vaskiiler proliferasyon vb.) dort sinifa ayrilmakta ve dereceler malignite artisi
hakkinda bilgi vermektedir. Yapilan siniflandirmada, astrositik tiimdrler
(astrositom-derece | ve II; anaplastik astrositom-derece Ill; glioblastoma-derece
IV), ependimomlar, oligodendrogliomalar ve karma gliomalar1 i¢ermektedir
(Brown et al., 2010; Weller et al., 2015; Anjum et al., 2017). Bu siniflandirma
icerisinde yer alan glioblastoma multiform (GBM), merkezi sinir sistemi beyin
tiimorleri igerisinde malignitesi yiiksek ve yaklasik 8 ila 15 aylik ortalama sag
kalim oranina sahip olan yaygin bir hastaliktir (Vredenburgh et al., 2007; Anjum
etal., 2017; Fernandes et al., 2019).

GBM tanis1 konulan hastalarda yasa bagli olarak hastaligin insidansinin
arttig1 gozlenmistir. GBM, yas aralig1 0-19 olan kisilerde tiim beyin tlimoérlerinin
% 3 “Unii olusturmakta ve yas ortalamasi yaklasik 64 olan yetiskenlerde daha sik
rastlanmaktadir. Ayrica hastalik erkeklerde kadinlara oranla daha ¢ok

gortilmektedir (Thakkar et al., 2014; Weller et al., 2015; Fernandes et al., 2019).

GBM etiyolojisi arastirilirken pek c¢ok etken incelenmistir. GBM
olusumunda terapotik dozda iyonlastirict radyasyonun etkisi kesinlesen nedenler
arasindadir. Salvati (2003) ve arkadaslariin yaptig1 ¢alismada, 1960’11 yillardan
itibaren radyoterapinin GBM ile baglantisin1 igeren yaklagik 116 vakadan 10
tanesi incelenmis ve terapi sonrast GBM olusma riski % 2,5 olarak hesaplanmistir

(Hanif et al., 2017). Cocuklarda primer beyin tiimorleri ve yetiskinlerde iyi huylu



tiimorlerin  tedavisinde kullanilan yiiksek dozda radyasyonun da riski
arttirabildigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (Weller et al., 2015). Nagazaki
ve Hirogima'da atom bombasina maruz kalan kisilerde iyonize edici radyasyon ve
beyin tiimori artisin1 gosteren birgok ¢alisma bulunmaktadir. Buna 6rnek olarak,
Yonehara ve arkadaslarinin 1958 ve 1995 yillar1 arasindaki vakalar1 kapsayan
kohort ¢alismasinda, en sik meningiomlara rastlanirken, 44 vakada glioma ve
ndroepiteliyaller ve 13 vakada spesifik GBM tespit edilmistir (Prasad and Haas-
Koogan, 2009; Hanif et al.,, 2017). Ayrica, cep telefonu kullanimi ve
elektromanyetik alana maruz kalma, sigara tiiketimi ve agir kafa travmalar1 gibi
cevresel risk faktorleri ile artan GBM insidanslar1 arasinda anlamli bir iligki

bulunmamistir (Weller et al., 2015; Hanif et al., 2017).

Glioblastomalarin siniflandirmasinin yapilmasi, yiiksek genetik ve patolojik
heterojeniteye sahip olmalarindan dolay1 olduk¢a zordur. Kanser Genom Atlas
(TCGA) projesi ve genomik analizlerle genetik olarak karmasik bir yapiya sahip
olan glioblastomada patogenezi tetikleyen ii¢ temel sinyal yolu (p53, reseptor
tirozin kinaz / Ras / fosfoinositid 3-kinaz ve retinoblastoma) tanimlanmustir.
GBM’ ler klinik diizeyde primer ve sekonder olarak ayrilmalarma ragmen,
hiicrelerde kontrolsiiz proliferasyon, yiiksek hiicre sag kalimi ve tiimor hiicresinin
hiicre dongiisii ve apoptoz yolaklarindan kacist gibi ortak o6zellikleri

tasimaktadirlar.

Klinik diizeyde benzerlik tasiyan bu iki glioblastoma tiirlinli, molekiiler
diizeydeki farkliliklar birbirinden ayirmaktadir. Primer GBM’de, epidermal
biiytime faktorii reseptoériic (EGFR) gen mutasyonu, fosfat ve tensin homologu
(PTEN) mutasyonlar1 ve 10q kromozom kayb1 ayirt edici genetik degisikliklerdir.
Sekonder GBM’ de ise p53 mutasyonlari, kromozom 19q kaybi ve izositrat
dehidrojenaz 1 (IDH) mutasyonlar1 ayirt edicidir (Wang et al., 2015; Davis, 2016;
Hanif et al., 2017). Bunun yanisira IDH mutasyonu ile agiklanamayan GBM
tirleride bulunmaktadir. Bunlardan birt GBM hastalarinda tedavinin

belirlenmesinde 6nemli marker olan O°®-metilguanin  DNA metiltransferaz



(MGMT) promoterinin metilasyonudur. MGMT promoter-metillenmis GBM
hastalarinda temozolamid ajani ile tedavide basarili sonuglar elde edilmistir
(Brighi et al., 2018). WHO’ nun 2007 ve 2016’daki verilerine gore merkezi sinir

sistemi tlimdrlerinin siniflandirilmas: Sekil 2.1.” de gosterilmektedir.

______________________________________________________________________________________________

Glioblastoma

Oligodendroglioma Oligoastrositom  Yaygin astrositom

WHO 2016

Oligodendroglioma Astrositom Astrositom Glicblastoma Glioblastoma

1p/19d delesyonufIDH mutesyonu  IDH-wild tip IDH mutssyonu IDH- wild tip IDH musts=yonu

Sekil 2.1. WHO’ya ait 2007 ve 2016 yilindaki merkezi sinir sistemi tiimorleri
smiflandirilmasi (Diamandis and Aldape’den 2018)

GBM’ nin hizli ve agresif biliylime Ozelliklerine sahip olmasi, miidahale
edilebilemez bir prognoza neden olarak hastaligin erken evrede tanimlanmasini
engellemektedir. GBM hastalarinda siklikla goriilen semptomlar bas agrisi, hafiza
kaybi, biligsel bozukluklar ve hareket ve/veya viicudun bir boliimiinde his

kaybidir (American Brain Tumor Association, 2017; Brighi et al., 2018).



2.2. Glioblastomaya Yonelik Tedavi Yaklasimlari

Glioblastomaya yonelik tedavi yaklagimlar1 cerrahi miidahale, radyoterapi,
kemoterapi gibi geleneksel yaklagimlarin yani sira son zamanlarda popiiler olan
immunoterapi ve hedefe yonelik tedavi secenegi sunan ilag tasiyici sistemler
olarak simiflandirilmaktadir (Sekil 2.2). GBM ‘de geleneksel tedavi
uygulamalarinin net bir gsekilde basar1 gosterememesinin  bir¢ok sebebi
bulunmaktadir. Timor hiicrelerinin beyin dokusunda agresif olmasi ve infiltratif
0zellik gostermesi, cerrahi miidahale sonrasi hastalig1 tekrar ortaya ¢ikarmaktadir.
Ayni zamanda tedavi segeneklerini kisitlayan bir diger kavram da tlimor
hiicrelerinin inter ya da intra heterojenitesidir. inter-timér heterojenite, farkls
organlardaki tiimorlerin farkli 6zellikte olmasmma ragmen aymi organdaki
timorlerinde birbirinden farkli karakterde olmasi sonucu tiimorler arasi
heterojenite olarak tanimlanir. Intra-timér heterojenite ise ayni taniya sahip tiimor
bolgesi icerisindeki hiicrelerinde farkli 6zellik gostermesidir. GBM tedavisinde
uygulanan yontemlerin gelistirilmesine ragmen ortalama sag kalim orani 15 aydan

daha azdir (Yang et al., 2016; Anjum et al., 2017; Pinel et al., 2019).

Kemoterapi

IT;‘:;O' _ Radyoterapi
Glioblastomaya
Yonelik Tedavi
Yaklasimlari
Cerrahi ila¢ Tasiyict

Miidahale Sistemler



Sekil 2.2. Glioblastoma tedavisinde kullanilan tedavi yaklagimlari (Pourgholi’den 2016)

2.2.1. Cerrahi Miidahale

Cerrahi miidahale, GBM’ de tamamen iyilesme saglamayan bir tedavi
secenegi olmasima ve miidahale sonrasi hastalarin % 80’ inde hastaligin tekrar
niikks etmesine ragmen tiimor tipine ve lokalizayonuna bagli olarak tercih
edilebilmektedir. Erken tami konulan hastalarda cerrahi uygulama etkili bir
prognoz gosterse dahi bazal ganglionlar, korteks ve beyin sapinda bulunan
tiimorler cerrahi miidahale i¢in uygun degildir ve hastalarda iyilesme orani ¢ok
diistikttir (Scott et al., 2011; Mrugala, 2013; Hanif et al., 2017). Klinisyenler,
ikinci bir cerrahi miidahalenin GBM tedavisinde etkisi veriler ile kanitlanmasa da
eger cerrahi olarak uygunsa tedavi secenegi olarak sunmaktadir. Ayrica cerrahi
uygulamalar, Gida ve ilag Dairesi (Food and Drug Administration-FDA)
tarafindan onaylanmis tedavilerden biri olan kemoterapi waferlarinin
uygulanabilmesi i¢in bir ara¢ olarak ve radyasyon nekrozu siliphesi bulunan

kisilerde teshis i¢in kullanilabilmektedir (Mrugala, 2013).

2.2.2. Radyoterapi

Radyoterapi (RT), cerrahi miidahale sonrasi kalan tiimor hiicrelerini yok
etmek icin kullanilabilmektedir. Bu tedavi secenegi ileri derecedeki gliomalarda
hastanin yasam kalitesini arttirsa da, tedavi sonrasi tiimoriin niiksetme egilimi
bulunmaktadir. RT, dis 151n radyoterapisi, radyocerrahi, stereotaktik brakiterapi ve
bor nétron yakalama tedavisi olmak iizere gesitli siniflara ayrilmaktadir. RT,
GBM tedavisinde DNA heliks yapisindaki elektronlara ve serbest radikallere
hasar vererek diisiik seviyede bir etkinlik gostermektedir. RT nin tedavide yetersiz

oldugu durumlarda hastalara kemoterapi ile kombine tedavi segenegi



sunulmaktadir. Ancak GBM tedavisinde RT kullaniminda baz1 faktorler tedaviyi
zorlastirmaktadir. Bunlar radyasyon sonrasi olusan nekroz riski, kalicit noral hasar
ve radyoterapiye karsi bazi tiimorlerde goriilen diren¢ mekanizmasi olarak
siniflandirilabilmektedir (Iacob and Dinca., 2009; Anjum et al., 2017; Hanif et al.,
2017).

2.2.3. Kemoterapi

Kemoterapi terimi, {inlii Alman kimyager Paul Ehrlich tarafindan 1990
yilinda ortaya atilmistir. Paul Ehrlich, bu terimi kimyasallarin hastalik tedavisi
icin kullanimi olarak tanimlamistir (Devita and Chu., 2008). Giiniimiizde de
kemoterapi diger geleneksel tedavi yaklagimlari ile birlikte kombine tedavi
secenegi olarak ya da tek basina kullanilmaktadir. Bu tedavi yaklasimi kanser
hiicrelerinin sitotoksik ilaglar ile Oldiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlar, GBM tedavisinde de pozitif
sonuglar gostermesine ragmen yan etkiler olugmaktadir. GBM tedavisinde
kullanilan yaygin kemoterapotik ajanlar sunlardir; temozolomid (TMZ),
karmustin (BCNU), vincristine, cisplatin ve lomustin (CCNU). GBM hastalar1
yukarida belirtilen birinci basamak tedavi ajanlarina yanit vermez ise oksaliplatin,
karboplatin, etoposit ve irinotekan gibi ikinci basamak tedavi ajanlari
kullanilmaktadir. Tedavide bu ajanlarin kullanimi sirasinda olusan erken ilag
direng gelisimi ve bircok yan etki tedaviyi sinirlandirmaktadir (Hanif et al., 2017;
Kim et al., 2019).



2.2.4. immunoterapi

19. Yiizyilda William Coley tarafindan kanser teshisi konulan hastalara,
iki bakteri tiirliniin toksinlerinin karigimi verilmistir. Karisim enjeksiyonu sonrasi
Streptococcus enfeksiyonu bulunan bir hastada sarkom regresyonu olugmasiyla
immunoterapinin tedavi potansiyeli gorilmiistiir (Wilcox et al., 2018). Bagisiklik
sistemi, GBM’de bulunan tiimor heterojenitesi sebebiyle tiimor progresyonu ve
regresyonu lizerine 6nemli bir faktordiir. Amerika’da GBM tedavisine yonelik
bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri, kanser asilari, uyarict hiicre transfer
stratejileri ve bispesifik T hiicreli monoklonal antikorlar olmak iizere ¢esitli tedavi
secenekleri onaylanmistir. Ancak, GBM mikro-¢evresinde lenfosit infiltrasyonu
yoklugundan dolay1, immunoterapi ile tedavide olumsuz sonuglar gézlenmektedir

(Geraldo et al., 2019).

2.3. Kan Beyin Bariyeri

Kan beyin bariyeri (KBB), baslica serebral endotel hiicreler (Cerebral
endothelial cells- CEC) ve perivaskiiler hiicrelerden (astrositler ve perisitler)
olusan farkli savunma mekanizmalari ile ¢esitli molekiillerin gegisini diizenleyen
norolojik bir bariyer gorevi gérmektedir (Sekil 2.3.1) (Karim et al., 2016; Miranda
et al., 2017). CEC’in morfolojilerinin ¢esitliligi sayesinde KBB‘den ge¢is kontrol
edilmekte ve yapisinda bulunan reseptorler ile se¢cimli bir tasinimi
saglamaktadirlar. KBB ‘nin bariyer gorevi sayesinde toksik bilesiklerin sistemik
dolasimdan beyine gecisi engellenmektedir. Bunun i¢in ¢esitli savunma
sistemleri; paraseliiler ve transseliiler bariyer, immiinolojik bariyer, enzimatik

bariyer ve akint1 tagima sistemleri bulunmaktadir (Karim et al., 2016).



Limen
membrani
| Endotel Hicreler /

Beyin
kapileri

Siki
baglantilar

Sekil 2.3.1. Kan beyin bariyeri gosterimi (Alexandru Mihai Grumezescu ‘dan 2016)

Paraselliiler transport bariyeri, bitisik CEC arasinda bulunan siki
baglantilar (Tight junctions-TJ) ve adherent baglantilar ile karakterize olmaktadir.
TJ, okludin ve klaudin gibi transmembran proteinlerinden, adhere baglantilar ise
kadherin ve integrin proteinlerinden olugmaktadir (Matter and Malda., 2003;
Hawkins and Davis.,, 2005; Karim et al., 2016). TJ, kiigiik iyonlar,
makromolekiiller ve hidrofilik bilesiklerin paraseliiler tasinmasinda rol
oynamaktadir. Adherent baglantilar ise endoteliyal hiicrelerin biitlinligiini
korumakta ve kadherin ile baglanarak siki baglantilar olusturmaktadirlar.
Paraselliiler bariyerin kaderi, adhere baglantilar ve TJ’lerin her ikisinin de
fonksiyon gostermesine baghdir. Bu iki baglanti makromolekiiler ve kiiciik
molekiillii ilaglarin % 98’ inin transportunu engellemektedir (Wolburg and

Lippoldt, 2002; O'Kane and Hawkins., 2003; Yu et al., 2005; Karim et al., 2016).

Transselliiler transport bariyeri, CEC’nin pinositik vezikiil olusturmasi ile
gecisi kontrol etmektedir. Endositoz ve transitoz bu hiicrelerde daha az
gerceklesmekte bu da bir¢ok molekiiliin sitoplazmaya gecisini engellemektedir.
Ayrica enzimatik olarak pek c¢ok ilacin degradasyonu CEC‘de bulunan ¢esitli intra

ve ekstraselliiler enzimler ile saglanmaktadir (EI-Bacha and Minn., 1999; Karim



10

et al., 2016). Immunolojik savunma ise KBB ‘de bulunan mikroglialar, mast
hiicreleri ve perivaskiiler makrofajlar tarafindan gerceklestirilmektedir (Doneman

and Rescigno., 2009; Aguzzi et al., 2013; Karim et al., 2016).

KBB’de ilag gegirgenliginin temel engellerinden biri, ilaglarin aktif olarak
hiicre zar1 iginden disar1 aktarilmasina sebep olan diga aktarim tasiyicilaridir. Bu
tastyicilar belirli konsantrasyondaki ilacin, hedefli oldugu bolgede farmakolojik
etki gostermesini de sinirlayabilmektedir. CEC, pek c¢ok anti tiimor ilacinin
substratt olan membran bagli disa aktarim protein ailesi icerisindeki ATP
baglayict kaset (ATP binding cassette —ABC) tasiyicilarini eksprese etmektedir
(Borges-Walmsley et al., 2003; Sharom, 2011; Karim et al., 2016).

KBB’nin ndrolojik bir bariyer gorevi gormesinin yani sira gerekli
molekiilleri beyin dokularina iletmekte bir diger gorevidir. Ayrica, KBB’den
lipofilik molekiiller ve gaz molekiillerinin gegisi enerji bagimsiz tagima
mekanizmalariyla saglanirken, polar molekiillerin gecisi sinirlidir (Reiber, 2001;
Karim et al., 2016). CEC f{izerinde bulunan reseptorler (transferin reseptort,
insiilin reseptori, disiik yogunluklu lipoprotein reseptorii, endotel biiylime faktorii
reseptorii  vb.) makromolekiillerin se¢imli bir sekilde beyne aktarimim
saglamaktadir. Tedavide kullanilan ilaglarin yaklagik % 98’1, yalnizca 8’den az
hidrojen bagi bulunan lipofilik karakterde ve 400 Da’dan daha diisiik molekiil
agirliginda olmadiklar icin KBB’den gegememektedirler (Pardridge, 2012; Karim
etal., 2016).

Kilcal damarlar ve serebral timor dokular: arasinda kalan KBB, kan beyin
timor bariyeri (KBTB) olarak adlandirilmakta ve morfolojisi ve gegirgenligine
gore Sekil 2.3.2°de gosterilen degisen ili¢ asamadan olusmaktadir (Groothuis,
2000). Birinci evre, malign beyin tiimorlerinin ilk evresidir ve anjiyogenez
goriilmemekle birlikte KBTB nin yapisinda degisiklik gézlenmemektedir. Ikinci
evrede tiimor biiyiimesine paralel olarak damarlanma baslamaktadir. Ugiincii

evrede, vaskiilarizasyonun daha da artmasiyla KBTB‘nin biitiinliigli bozulmakta
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ve endoteliyalar hiicreler arasi bosluklar daha da artmaktadir (Schlageter et al.,
1999; Squire et al., 2001; Karim et al., 2016).

GBM, yaygin olarak tiglincii evre KBTB’ ye sahiptir ve KBTB’nin daha az
zarar gordiigl saglikli dokulara yayilma egilimi fazladir. Tedavi sirasinda KBTB,
GBM tiimorlerine etkili ilag konsantrasyonlarinin verilmesinde biiyiik bir engel

teskil etmektedir (Juillerat-Jeanneret, 2008; van Tellingen et al., 2015).

a) b) ¢)

Yeni damarlanma iceren KBTB Yiiksek gecisli damarlanma iceren KBTB

Anjiyogeneze ugramamis timar Anjiyogeneze ugramis timér

Sekil 2.3.2 KBTB olusumunun asamalari: a) birinci evre, b) ikinci evre, ve c) lglincii evre
(Karim’den 2016)
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2.4. Glioblastomada Kan Beyin Bariyerinden Gecis Stratejileri

2.4.1. Epiteliyal Hiicrelerde Bulunan Siki Baglantilarin A¢ilmasi

Son yillarda GBM‘de KBB’den tedavi edici ajanlarin gegis stratejisi olarak
endoteliyal hiicrelerinde bulunan TJ’lerin geri doniisiimli ve gegici olarak
acilmasini saglayan yontemler gelistirilmektedir. Bu yontemler ile KBB fiziksel
ve kimyasal baskilara maruz birakilarak istenen ilacin gegirgenligi arttirilmaktir
(Karim et al., 2016; Miranda et al., 2017). Bunlardan biri hiperosmotik bir ajan
olan mannitol ile yapilan uygulamalarda TJ’leri birkac¢ saate kacar agarak ilag
gecirgenligine etki etmektedir. Biyolojik bir ajan olan bradikinin ise CEC’lerin
yiizeyinde bulunan B2 reseptorlerine etki etmekte ve kalsiyum iyonu
konstrasyonunda artis saglayarak KBB’den gecisi kolaylastirmaktadir (Regoli and
Barabe., 1980; Prados et al., 2003).

Farkli ylizey aktif maddelerin (Polisorbat 80 ve sodyum dodesil siilfat vb.)
kullanim1 TJ’lerin agilmasin1 saglayarak KBB ajanlarmin gegisinde etkinlik
gostermektedir. Ancak bu uygulamalarda toksik bilesikler KBB’nin bariyer
gorevini gormesine engel olabilmektedir. Ayrica, elektromanyetik dalgalar ve
ultrason gibi fiziksel kuvvetler araciligi ile ilag gegirgenligi arttirma g¢alismalari
yapilmaktadir (Sheikov et al., 2004; Stam, 2010). Tiim uygulanan bu yontemler
GBM tedavisinde ilag gegirgenligini arttirmakta basarili olsa da yOntemlerin
karmagikligi, CEC‘nin zarar gormesi ve KBB’nin néorolojik bariyer islevinin
kisitlanmas1 ve diisiik verimlilikleri gibi negatif sonuglar kullanimlarini

sinirlandirmaktadir (Karim et al., 2016).
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2.4.2. Aktif Tasiyicilarin Inhibisyonu

Tedavide kullanilan birgok ilag, KBB’de bulunan aktif tasiyicilarin
(Effluks tasiyicilari; ABC transportirlar, P-glikoprotein (P-gp), ¢oklu ilag direng
proteini (MRP4) ve gogiis kanseri hiicre direng proteini (BCRP)) substralaridir ve
inhibisyon saglayarak ila¢ gecirgenligini arttirmaktadir. Buna yonelik sikloporin
A, verapamil, elacridar ve tariquidar vb. ilaglarin gogunun P-gp aktivitesini inhibe
ettigi ve KBB ‘den ilag¢ gecisini arttirdigi belirtilmistir. Polietilen glikol (PEG)
gibi sentetik polimerler, Tween ve Span gibi noniyonik yiizey aktif maddeler P-gp
substrat1 olarak gorev yapmakta ve effluks tasiyicilarini inhibe etmektedir. Beyin
kanseri tedavisinde effluks tasiyicilarinin inhibisyonu ile genel olarak pozitif
sonuclar alinsa da, klinik ¢aligmalarda anlamli istatiski degerler elde edilmemistir.
Bu strateji ile etkili bir GBM tedavisi gergeklestirmek i¢in gerekli inhibisyon
diizeyini belirlemek, uygulamanin giivenli olarak gerceklestirilmesini saglamak ve
ilag-inhibitor miktarinin optimumunu belirlemek gerekmektedir (van Tellingen et
al., 2015; Karim et al., 2016; Miranda et al., 2017).

2.4.3. Lokal Tedaviler ile fla¢ Gecisini Arttirma

Lokal olarak gerceklestirilen strateji igerisinde yer alan konveksiyonla
giiclendirilme yoluyla, kateter tiimorlii bolgeye yerlestirilmekte ve ilag stirekli
basing altinda o bolgeye uygulanmaktadir. Bu teknik digerleri ile
karsilagtirildiginda tiimorlii bolgede daha yiliksek konsantrasyonlarda ilacin
birikimini gerceklestirmektedir. Ancak tedavi sirasinda kataterin yerlestirilmesine,
boyut ve sekline, inflizyon hizina ve enjekte edilen ilacin hacmi ve igerigine
dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu stratejinin avantajlarimin yani sira ilacin
saglikli dokulara gecisi nedeniyle olusacak riskler tedaviyi sinirlandirmaktadir

(Krauze et al., 2005; Allard et al., 2009; Karim et al., 2016).
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Bir diger teknik olan kraniyotomi bazli ila¢ tasiniminda ise tedavi edici
bilesik hedeflenen bolgeye implatasyon ve enjeksiyon yoluyla dogrudan
verilmektedir. Bu yontem hedefli bir strateji segenefi olmasina ragmen,
gecirgenlik ilacin difiizyon kapasitesi ile sinirhidir (Pardridge, 2002; Karim et al.,
2016).

2.4.4. Reseptor Aracih Transitoz

Reseptor aracili transitoz, beyin tiimorlerine yonelik hedefli tedavi
yaklasgimlar1 arasinda yiiksek spesifite ve substrat secici olmalari ile karakterize
bir yontemdir. Ancak, bu stratejide homeostazis iizerinde etkili olan dogal
ligandlar, 1ila¢ ligandlarnn ile yarisarak ilacin hedefleme verimliligini
diisiirebilmektedir. CEC*nin yiizeyinde beyin kanseri tedavisinde hedef olarak
kullanilabilecek bir¢ok reseptdr bulunmaktadir. Bunlara Ornek olarak; glikoz
tasiyicilart (GLUT), diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorleri (Low density
lipoprotein receptor - LDLR), transferrin reseptorleri (TfR), insiilin reseptorleri
(IR) ve substrat secici olan nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR) verilebilir.
Beyin dokusunda ila¢ hedefleme i¢in kullanilan ve en ¢ok tercih edilen reseptor
endotel hiicrelerin yiizeyinde asir1 ekprese edilen Tfr’dir (Ponka and Lok., 1999;
Wei et al., 2014; Miranda et al., 2017,).

Zhang ve arkadaslart (2012) transferrin modifiye paklitaksel yiiklii
misellerin (TPM), KBB’den gegisini in vitro ve in vivo ¢alismalar ile incelemis
ve GBM tedavisinde etkili sonuglar verdigi bulunmustur. Ancak transferrin (Tf)
ile modifiye edilmis sistemler, Tf'nin dogal ligandlar ile rekabet edebilmesinden
dolay1 kullanim1 sinirlandirmaktadir (Zhang et al., 2012; Qian et al., 2002; Wei et
al., 2014). Bir diger hedef LDLR, gesitli ligandlar ile konjuge edilmis
nanotastyicilarin KBB’den gecisine aracilik etmektedir. Buna yonelik yapilan bir

caligmada terapotik bir gen ve paklitakselin beyne etkin bir sekilde birlikte
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verilmesi i¢cin LDLR ligandi olan anjiyopep-2 ile modifiye edilmis katyonik
lipozomlar olusturulmustur. Bu nanosistem ile yapilan preklinik calismalarda
ortalama sag kalim siiresi diger gruplara gore daha uzun oldugu i¢in umut verici
bir yaklasim olarak goriilmektedir (Demeule et al., 2008; Sun et al., 2012; Wei et
al., 2014).

2.5. Monokarboksilat Tasiyicillar1 ve Kan Beyin Bariyerinden

Gegis

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarla, monokarboksilatlar grubunda olan
laktat, pirivat ve keton cisimlerinin beyin enerji metabolizmasindaki yeri tam
olarak anlasilmaya baslanmistir (Pellerin, 2003). Anne siitiinde oksidasyon iiriinii
olan asetoasetat ve - hidroksibiitirat (HBA) gibi keton govdeleri siitten
kesilmeden once yeni doganda beyin i¢in 6nemli enerji substratlaridir (Hawkins et
al., 1971; Cremer, 1982). Kanla tasinan ve hidrofilik olan monokarboksilatlar kan
beyin bariyerinden kolayca gecemedikleri icin gegisi saglayabilmek icin spesifik
tasima sistemlerinin varligina ihtiya¢ duyulmaktadir (Pellerin and Magistretti,
2003; Pierre and Pellerin., 2005).

KBB’den keton cisimlerinin gegisi genellikle proton baglantili
monokarboksilat  tasiyicilart  (Monocarboxylate  transporter—MCT)  ile
gerceklesmektedir. Keton cisimcigi olan HBA’nin KBB ‘den gecisi de MCT 1 ile
saglanmaktadir. MCT 1 perisitler, gliyal hiicreler, endotel hiicreler ve doku-beyin
omurilik sivisi arayiizii basta olmak tizere bir¢ok dokuda eksprese edilmektedir.
HBA’nin KBB’den gecisi genellikle pasif ve/veya tasiyici aracili difiizyon ile
gerceklesmektedir (Pardridge, 1983; Tildon and Roeder., 1988; Pellerin et al.,
1998; Venishetty et al., 2013).
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2.6. Nanoteknolojik Yaklasimlar ile Kan-Beyin Bariyerinden Gegis

Stratejileri

Son yillarda nanoteknolojide meydana gelen gelismeler ile KBB’den gecis
stratejilerinde, ilag tagima etkinligi yiiksek olan nanotasiyicilar biiylik bir
aragtirma odagi haline gelmistir. Bu nanoyapilarin 6zelliklerinin amaca gore
tasarlanabilir olmasi, ilag yar1 Omriinii arttirmasi ve aktif ajaninin stabilitesini
korumasi gibi 6zellikleri popiilerligini daha da arttirmistir. Ilaglarin nanosistemler
aracilifi ile KBB’den gecisinin saglanmasi i¢in nanoyapilarin bazi 6zellikleri

tagimasi gerekmektedir. Bunlar;
*Biyouyumlu, biyobozunur olmasi ve toksik etkisinin olmamast

*Retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan atiliminin engellenmesi ve uzun

plazma yar1 dmriine sahip olmasi

*Boyutlarinin 200 nm’den kii¢iik olmast

*Etkin ajan1 bozulmaya kars1 korumasi

*Kontrol edilebilir ila¢ salimi1 profiline sahip olmasi
*Hedefli tagima stratejileri ile yonlendirilebilir olmasi

«Immiin sistem yanitinin olusumuna sebep olmamasi gerekir (Kao et al., 2006;

Bhaskar et al., 2010; Karim et al.,2016).

Glioblastomada kullanilan baslica nanoyapilar, lipozomlar, polimerik
nanopartikiiller, lipid bazli nanotasiyicilar, dendrimerler, karbon nanotiipler ve
nanojellerdir (Saedi et al., 2019). Nanoyapilarin bagisiklik sisteminde bulunan
RES ile atilmi gerceklesebilmektedir. RES ile nanopargaciklarin atilimi
partikiillerin boyutuna baghdir, ve 100 nm’den kiigiik yapilar RES tarafindan

yavas bir sekilde ve az miktarda atilima ugramaktadirlar. Bunun sebebi kiigiik
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boyuttaki nanoyapilarin KBTB’den gegebilmeleri ve arttirilmig alikonma etkisi
(Enhanced permeability and retention — EPR) ile glioblastoma tiimorlerinde
birikebilmeleridir (Senior et al., 1985; Yuan et al., 1994; Oja et al., 1996; Karim et
al., 2016).

Nanoyapilarin  yiizey yiikii, biyodagilimlarini ve farmakokinetik
Ozelliklerini etkilemektedir. Yiiklii nanoyapilarin, hiicrelerle etkilesimleri fazla,
RES ile alimlar1 daha yiiksek ve plazmadan atilim1 hizlidir. N6tr nanoyapilarin ise
RES tarafindan alikonma olasiligi diisiik oldugu i¢in agregasyon olasiliklar
fazladir ve hiicreler ile etkilesimleri az oldugu icin ilacin hiicre disina serbest
birakilmasi olasidir (Gabizon et al., 1990; Sharma et al., 1993; Karim et al.,2016).
Nanoyapilarin plazma yar1 omriinii arttirmak icin ¢esitli yiizey hidratasyon ve
sterik modifikasyon teknikleri kullanilmaktadir. Nanoparcaciklara hidrofilik grup
iceren materyaller (monosialogangliosid (GM1), hidrojenlenmis fosfatidilinositol
(HPI), Tween 80 veya PEG) ile modifikasyonlar yapilmasi hidratasyon tabakasi
olusturarak, plazmada bulunan yapilara sterik engel olusturup RES ile alimi
azaltmaktadir. Bu yontemler sayesinde nanoyapilarin plazma yart omrii 10 kat
arttirtlmis olmaktadir (Allen et al., 1991; Klibanov et al., 1991; Torchilin, 1994;
Karim et al., 2016).

GBM tedavisinde kullanilan nanoyapilarin yiizey yiikleri, boyutlar1 ve
hedefleme stratejileri tedavinin  bagarisi i¢in  Onemli parametrelerdir.
Nanoyapilarin hedeflendirilmesinde kullanilan stratejiler pasif ve aktif olmak

tizere iki ana baglik altinda verilmektedir.

GBM’de yiizey endotel hiicreleri arasinda bosluklar olmast ve TJ’lerin
bozulmasi, nano boyuttaki yapilarin KBB’den pasif hedefleme ile gegisini
kolaylastirmaktadir (Abbott et al., 2006). Bu durumda EPR etkisi ile
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nanoyapilarin KBTB’den gecisi kolaylasmakta ve timor bolgesinde ilacin
birikimini arttirmaktadir. Yapilan preklinik g¢aligmalar bu stratejinin basarili
oldugunu gosterse de klinik denemelerde etkili sonuglar elde edilmemistir. Bunun
sebepleri arasinda KBB‘nin heterojen olarak bozulmasi, tiimoriin tipi, boyutu ve
makrofajlarin sayisi ve dagilimi gibi EPR’1 etkileyen faktorler verilebilmektedir

(Lu etal., 2007; Herve et al., 2008; Karim et al., 2016).

Aktif hedefleme stratejisi endojen tasima yoluyla ilacin KBB’den
gecisinin arttirilip terapotik etkisinin gosterilmesini saglamaktadir. Bu strateji
tastyict aracili transitoz, reseptor aracili transitoz ve adsorptif aracili transitoz
olmak iizere iice ayrilmaktadir. Tasiyic1 aracili transitoz, substrat segici bir
yontemdir. Adsorptif aracili transitoz, peptidler ve katyonik proteinler ile konjuge
edilmis nanosistemlerin elektrostatik etkilesimler ile ila¢ gecirgenligini saglar.
Reseptor aracili transitoz ise, reseptorlere spesifik olarak baglanan nanoyapilarin
ilag gecirgenligini saglar ve yiiksek oranda ilag tasimay1 saglar (Bangham et al.,
1965; Goren et al., 2000; Wanget at al., 2010; Karim et al., 2016).

2.7. Kat1 Lipid Nanopartikiiller

Lipid bazli nanoyapilar fizikokimyasal 0Ozellikleri ve sentezlerinde
kullanilan yontemlere gore c¢esitli siniflara ayrilmaktadir. Temel lipid bazlh
tastyicilar; niozomlar, lipozomlar, transferazomlar, nanoyapidaki lipid tasiyicilar
ve kati lipid nanopartikiiller (Solid lipid nanoparticles-SLN) olmak {izere
smiflandirilmaktadir (Rajera et al., 2011; Ag Seleci et al., 2016; Tapeinos et al.,
2017).

SLN’ler bu grubun en yeni {iiyelerinden biri olmakla birlikte hizl

gelismelerinin sebeplerinden biri lipofilik ve hidrofilik ilaglarin ayn1 anda tedavi
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icin kullanilabilmesi ve etkili sonuclarin elde edilebilmesidir. Ayni zamanda
tasidiklar1 etken maddenin toksisitesini azaltmalar1 ve RES kleransindan
kaginabilmeleri bir diger avantajlarindandir. SLN’lerin suda ¢oziiniirliigiiniin az
olmasindan dolay1 etken maddeler kontrollii bir salim grafigi vermektedir. Ayrica
uzun siireli stabiliteye sahip olmalar1 kullanimlarin1  arttirmaktadir. Bu
nanoyapilarin biyouyumlu, biyobozunur olmasi ve sentezlerinin kolay olmasindan
dolayr endiistriyel Olgekte iiretime elverislidirler. Tablo 2.5.’te gosterildigi gibi
avantajlarinin yan1 sira SLN’ ler diisiik kapsiillenme verimleri ve jellesme
gostermeleri gibi dezavantajlara da sahiptirler (Naseri et al., 2015; Ezzati Nazhad
Dolatabadi and Omidi., 2016; Tapeinos et al., 2017).

Avantajlar Dezavantajlar
Boyutlarinin kontrol edilebilir olmasi Diistik etken madde yiikleme kapasitesi
Stabilitesinin uzun olmast Depolanma sirasinda olusan ilag kaybi
Biyouyumlu olmasi Jellesme egilimi gostermeleri

Yiizey modifikasyonunun kolay olmasi

Kontrollii ve siirekli salim profili

Hidrofilik&hidrofobik ilaglarin

taginilarbilirligi

Diistik toksisitesi

Diisiik immiinojenitesi

Biyobozunur olmast

Endiistriyel dlgekte iiretime elverisli olmasi

Tablo 2.5. ilag tasiyici sistem olarak kullamlan kati lipid nanopartikiillerin avantajlar1 ve

dezavantajlar1 (Tapeinos’tan 2017)
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SLN sentezinde ana madde olarak lipidler kullanilmaktadir. Genel olarak,
serbest yag asitleri, gliserol esterleri, yag alkolleri, wakslar, fosfolipidler,
glikolipidler ve sifingolipidler tercih edilmektedir. Ayrica SLN sentezi sirasinda
ortama siirfaktanlar gibi stabilize edici ajanlar da eklenebilmektedir. Bunlarin
gorevi lipid fazi ile sulu faz arasindaki araylizey enerjisini azaltmak ve baglanma
araylizeyinde birikerek saklama sirasinda nanoyapilarin etrafinda stabiliteyi
etkileyen bir tabaka olusturmaktir (Sekil 2.5.1). SLN sentezinde cogunlukla
kullanilan lipidler ve stabilize edici ajanlar sirasiyla Sekil 2.5.2 ve 2.5.3 ‘de

verilmektedir (Kumar and Randhawa., 2013; Leonardi et al., 2014; Gordillo-
Galeano and Mora-Huertas, 2018).
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Sekil 2.5.1 Kat1 lipid nanopartikiil yapisi (Lin ‘den 2017)
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Gliseril distearat Monokaprat Setil alkol
% 3,6 % 2,98 % 1,08
TrAminstn Behenik asit
%4,2
R Bl / % 0,95 Stearik asit
Orta zincirli trigliserid
‘ % 27,56
%4,67 \ ‘ ‘ | /

Tristearin l'

% 6,23 g

Gliseril monostearat __—— \

A %o’
Setil palmitat / \ Gliseril behenat

% 7,99 Oleik asit Tripalmitin % 14,22

%7,31

% 9,34 % 9,82

Sekil 2.5.2. SLN hazirlanmasinda ¢ogunlukla kullanilan lipidler ve kullanim
yiizdeleri (Gordillo-Galeano and Mora-Huertas’dan 2018)

Gelucire® 44/14 Setilpridinyum klorid

% 3,27 Tween 60 % 1,85

Tween 20 N\ % 2,28 Setet

% 4,98

Poloksamer
Polivinil alkol

% 30,01
% 5,12

Kremofor EL

% 8,11
Tiloksapol
%91 / \
Soya lesitini Tween 80
% 9,82 % 24,89

Sekil 2.5.3. SLN sentezinde ¢ogunlukla kullanilan stabilize edici ajanlar ve
kullamim yiizdeleri (Gordillo-Galeano and Mora-Huertas’dan 2018)
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SLN sentezi i¢in kullanilan yontemler {i¢c ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar
sentez i¢in yiiksek enerji gerektiren yontemler, diisiik enerji gerektiren yontemler
ve organik ¢dzgenlerin kullanildigi yontemler olmak iizere siniflandirilmaktadir.
Yiiksek enerjiye bagli yontemler; yiliksek basingli homojenizasyon, sicak
homojenizayon, soguk homojenizasyon ve yiiksek kesimli homojenizasyon ve
ultrasonikasyon tekniginden olusmaktadir. Diislik enerji gerektiren yoOntemler;
mikroemiilsiyon, c¢ift emiilsiyon teknigi, faz inversiyon sicakligi ve membran
kontaktorii teknigi olmak iizere kategorilendirilmektedir. Organik ¢6zgenler
kullanilarak SLN sentezi yapimi, emiilsifiye edici solvent evaporasyonu,
emiilsifiye edici solvent diflizyonu ve solvent enjeksiyonu olmak iizere iige

ayrilmaktadir (Gordillo-Galeano and Mora-Huertas, 2018).

2.7.1. Yiiksek Kesimli Homojenizasyon ve Ultrasonikasyon

Yiiksek kesimli homojenizayon ve ultrasonikasyon teknigi, kati1 formdaki
lipidin erime noktasinin 5-10 °C fazla isitilmasini igermektedir. Eriyen lipid,
emiilsiyon olusturmak i¢in yiiksek karistirma hizinda sicakligi ayni olan sulu
fazdaki ylizey aktif cisim ¢ozeltisi igerisinde dagitilmaktadir. Ardindan uygulanan
sonikasyon islemi boyut kiicliltmeyi saglamaktadir. Elde edilen lipit
nanopelletlerinin ortalama ¢ap1 80- 800 nm araliginda olmaktadir (Sekil 2.6)
(Shah et al., 2015; Ganesan and Narayanasamy., 2017; Gordillo-Galeano and
Mora-Huertas, 2018; Patel et al., 2018,).
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Emiilsiyon

Kati Lipid
Nanopartikiiller

[& ) Pre-emiilsiyon
f

—’
Sulu faz
Lipid Fazi 1.adim:Lipid ve 2.adim: Yiiksek 3.adim: 5
P _ 4.adim: Sogutma
; sulu fazin kangtirma ilelipidin sulu  yltrasonikasyon 3
(Lipid+llag) isitilmast faz icerisinde dagitilmasi acimy

Sekil 2.6. Yiiksek kesimli homojenizayon ve ultrasonikasyon teknigi sematik gosterimi

(Gordillo-Galeano and Mora-Huertas’dan 2018)

Sentez sirasinda nanopargaciklarin boyutunu etkileyen faktorler karistirma
hizi, sogutma adimi1 ve emiilsifikasyon siiresidir. Bu yontemin dezavantajlar
arasinda yiiksek enerji kullanimi, pargacik boyutlarinin dagiliminin heterojenitesi,
biyomolekiillere verilebilecek olasi hasarlar ve sonikasyon adiminda olusan
sicaklik artis1 ve metal kirliligi ornek verilebilmektedir. Bu sentez teknigi
sirasinda kullanilabilecek araglarin temininin kolayligi yontemi g¢ekici kilmaktadir

(Manjunath et al., 2005; Gasco, 2012; Patel et al., 2018).

2.8. Karmustin

Yaklasitk 40 yil once Ulusal Kanser Enstitiisii, in vivo kanser
caligmalarinda potansiyel etkiye sahip nitroziire bilesiklerini kullanmaya baglamis
ve ilk basarili denemeler 1-metil-3-nitro-1-nitrozguanidin ile gerceklestirilmistir.
Bu bilesiklerin daha aktif formlarmin bulunmasi i¢in yapilan denemeler
sonucunda 1963’te 1,3-bis(2-kloroetil)-1-nitroziire ya da karmustin (Carmustine-
BCNU)‘nin yalnizca intraperitoneal L1210 murin l16semisinde degil intraserebral

olarakta kullanilabilecegi bulunmustur. 1977 yilinda BCNU, FDA tarafindan
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beyin tiimorleri, Hodgkin hastaligi ve malign hemotolojik hastaliklarin tedavisi
icin onaylanmistir. Malign gliomaya yonelik klinik denemelerde, BCNU yalnizca
radyoterapi tedavisi uygulanan hastalara kiyasla 2 aylik ortalama sag kalim orani
ile etkili bir tedavi saglamistir (Johnston et al., 1963; Schabel et al., 1963;
Schepartz, 1976; Stewart, 2002; Bota et al., 2007).

1975 ‘te BCNU’ nun katater ile tiimor bdlgesine direk uygulandigi
caligmalarda kemoterapdtik ajanin kisithh yar1 omriinden dolayr basari elde
edilememistir. 1980 yilinda Brem ve grubu glioma tedavisinde BCNU’nun
taginmasi i¢in biyobozunur waferlar kullanmig ve in vivo c¢alismalarda direk
uygulamaya gore etkili sonuglar elde edilmistir (Yang et al., 1989; Bota et al.,
2007).

BCNU’nun lipid igerisinde ¢dziinebilir olmas1 ve diisiik molekiiler agirlig
gibi  karakteristik  kimyasal Ozellikleri ajanin  KBB’ den  gegisini
kolaylastirmaktadir. BCNU‘nun  kimyasal formiili  Sekil 2.8.1 ‘de
gosterilmektedir (Weiss and Issell., 1982).

0

i
C1—-CH,—~CH ,~N—C~NH—CH,~CH,~Cl
|
NO

Sekil 2.8.1 Karmustin (BCNU) kimyasal formiilii (Weiss and Issell’den 1982)

Alkilleyici bir ajan olan BCNU, fizyolojik kosullarda etkilesim yetenegine
sahip karbon-klor bagmnin yani sira reaksiyon olusturacak baska bdlgelerde
icermektedir (Loo et al., 1966). BCNU’ nun DNA, RNA ve protein sentezi
iizerindeki inhibitor etkisinin yani sira sitotoksik 6zellikleri de bulunmaktadir.

BCNU, temel olarak kloroetil gruplari iizerinden niikleoproteinler tizerindeki
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reaktif gruplar1 alkile etmekte ve DNA sentezi ve onarimini engellemektedir.
Diger alkilleyici ajanlarin aksine monofonksiyonel olan BCNU, farkl
mekanizmalarla DNA ¢apraz baglanmasimi gerceklestirmektedir. Iki asamada
ger¢eklesen DNA capraz baglanmasi, ilk adimda bir iplik lizerindeki niikleofilik
alanin kloroetilasyonu ve diger iplikteki klorlir iyonu ile yer degistirmesi
sonucunda DNA ¢ift sarmalinin ¢oziilmesini engelleyen bir etil kopriisti olusmasi
ile gergeklesmektedir (Weiss and Issell., 1982). Diger bir mekanizma da ise,
niikleoproteinin lisin grubu tizerinden gergeklesen karbamolasyon ile RNA ve
protein sentezinde azalma meydana gelmektedir (Sekil 2.8.2.). Ancak bu
mekanizma tiirlinin anti timor etkisi problematiktir (Kann, 1978; Bota et al.,
2007; Weiss and Issell., 1982).

Karmustin [BCNU)
Q
CIH;CH,C—N—-C—NH-CH,CH,Cl
N=0

l

CIHECHEC_NzNGH + Dz{-.;:N_CHECHECI

cicH,cH® + N, + OHO
DA guaninin

alkilasyonu Proteinin Lizin

O—CHECHE(:l Aminoasidinin & NHz-

kasmi
N)IN‘} I
H,N /I\CN) N

DNA-O-CH, o
PROTEIN = NH-C—NH-CH,CH,CI

O-DNA

DMA Alkilasyonu Protein Karbamaolasyonu
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Sekil 2.8.2 Karmustin etki mekanizmasi (Dandan and Brunton ‘dan 2014)

3. GEREC VE YONTEM

B-hidroksi biitirat, setil palmitat, , N-hidroksisiiksinimid (NHS), karmustin
(>%98), Sigma Aldrich’ den; 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC)
Fluka Analytical’ dan temin edildi. Calkalamali su banyosu Memmert, hassas
terazi Denver Instrument(SI1-234A), ulsantrifiij Hettich-zentrifugen mikro 120,
ultratoraks-homojenizator ISO lab markadir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
kullanilan karbondioksit (CO2) inkiibatorii Binder CB150 ve biyolojik giivenlik
kabini Esco CYT 4A1l markadir. Ayrica hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda U87-MG-

luc hiicre hatlar1 kullanilmustir.

3.1. Stearilamin (SA) ve B-Hidroksibiitirat (HBA) Konjugasyonu

Konjugasyon sentezi asamasi i¢in dncelikle 150 mg B-Hidroksibiitirat 5 mL
DMF’de ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti lizerine, sonik banyo yardimiyla 2ser mL
DMF’de ¢6ziinen EDC (38mg) ve NHS (40mg) eklendi. Toplam hacmi 10 mL’ ye
tamamlamak i¢in 1ml daha DMF eklendi ve oda sicaklifinda 2 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi 100 mg stearilamin ve 500 pL piridin eklenerek
gece boyu reaksiyona birakildi. Reaksiyon sonunda 50 mL saf su ile ¢oktiirme
yapildi. Coktiiriilen 6rnek diyaliz membranlarina alinarak 3 giin boyunca saf suya
kars1 diyalizlendi. Diyalizin ardindan por 3 nuche hunisi yardimiyla 6rnek
filtrelendi. Filtrenin iizerinde kalan konjugat 30°C etiivde 3-5 giin kurutuldu.

Karakterizasyon i¢in FTIR analizi yapildi.
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3.2. Kat1 Lipid Nanopartikiil Sentezi

100 mg setil palmitat tartildi ve 65 °C deki su banyosunda eritildi. Ardindan
250 pL kloroform igerisinde ¢6ziinen 5 mg konjugat eritilen setil palmitat tizerine
eklendi. 40mg Tween 80- 1860 uL su karisimi sicakligi 65 °C ye ulasan Su
banyosunda bekletildi ve ¢ozelti lizerine eklendi. Hazirlanan ¢ozelti 30000 rpm
hizinda ultraturrax ile 2 dakika karistirildi ve sonra 65 °C’ deki sonik banyoda 1
dakika bekletilerek kat1 lipid olusmasi saglandi. Ornekler +4 °C’deki
buzdolabinda 30 dakika bekletildi ve sentezlenen kati lipid nanopartikiilleri
karigimdan ayirmak i¢in 13000 rpm’ de 45 dakika santrifiij islemi uygulandi.
Sentezlenen kati lipid nanopartikiillerin FTIR, SEM ve zeta potansiyel ve boyut

analizi yapildi.

3.2.1. Kat1 Lipid Nanopartikiillerde ila¢ Miktar1 Optimizasyonu

Su banyosunda (65 °C) gergeklestirilen kati lipid nanopartikiillerin sentezi
asamasinda, Tween 80-su karigimi eklenmeden 6nce optimizasyon islemi igin
belirli konsantrasyondaki karmustin ilaci ortama eklendi. Ilag miktari
optimizasyonu i¢in kullanilan karmustin konsantrasyon degerleri %0,1; 0,2; 0,3;
0,5 olacak sekilde hesaplamalar yapildi. Setil palmitat ve ila¢ karigimlart eritildi
ve lizerine 5 mg, 250 pL kloroformda ¢oziinen konjugat ilave edildi. Son olarak
Tween 80- su karisimi da (40 mg- 1860 pL) ¢ozeltiye eklenerek Kati lipid
nanopartikiil olusumu i¢in 30000 rpm hizinda ultraturrax (2 dakika) ve 65 °C’
deki sonik banyoda (1 dakika) islem uygulandi. Sentez sonucunda
nanopartikiilleri ayirmak i¢in 13000 rpm’ de 45 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij
sonrast ayrilan iist fazda HPLC analizi yapilarak ila¢ miktarlar1 belirlendi.
Nanopartikiillere yiliklenen ila¢ miktar1 ve adsorpsiyon verimi 1 ve 2 no’lu
denklemler kullanilarak hesaplandi. Optimum karmustin miktar1 belirlendikten

sonra FTIR, zeta potansiyel ve boyut, SEM analizleri yapildi.
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Adsorplanan ilag miktart (ug) = Baslangig ila¢ Miktari(ug) —
Adsorblanmayan llag Miktart (ug) i

Adsorplanan ilag Miktari (ug)

% Adsorpsiyon Verimi = x 100 [y

Baslangig ilag Miktart (ug)

3.3. In vitro Tla¢ sahm

In vitro ilag salimi igin 3.2.” de belirtilen yontem ile karmustin igeren kat1 lipid
nanopartikiiller sentezlendi. Karmustin 0,1 mg/ml igeren nanopartikiiller PBS’ te
dagitildi ve selilloz diyaliz membranna (MWCO 18 000 Da) alindi. Aym
zamanda 0,1 mg/ml pH 7,4 PBS’te hazirlanan serbest ilag da diyaliz membranina
alindi. Her bir 6rmek 10 ml PBS tamponunda 37°C’deki c¢alkalamali su
banyosunda salimi izlemek flizere birakildi. Belirlenen siirelerde reaksiyon
kabindaki tiim hacim almarak yerine 10 ml taze tampon eklendi. Alinan
orneklerin karmustin icerigini belirlemek tizere HPLC analizi yapild1 ve salinan

ila¢g miktarlar1 3 nolu formiille belirlendi.

Salinan ila¢ Miktari

Salinan llag Yiizdesi % = x100 [

Baslangig llag Miktart

3.4. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirli ¢alismalar1 lusiferaz aktiviteli insan GB kanser hiicre hatt1 U87-
MG-luc iizerinde yapildi. Hiicreler % 5 CO; ‘li inkiibatérde 37 °C de kiiltiire
edildi. U87-MG-luc hiicre hatt1 i¢in % 10’luk FBS iceren EMEM besiyeri,
kullanild.

Hiicreler pasajlanip yeterli sayiya ulastiktan sonra 96 kuyucuklu plakalara

kuyucuk basma 5000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve bir giin plakaya
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yapismasi i¢in beklendi. Hiicreler plakaya yapistiktan sonra serbest karmustin igin
100 pg/ml ve karmustin igeren nanopartikiiller igin 1900 pg/ml konsantrasyonda
olacak sekilde hazirland1 ve Y% diliisyon orani ile yapilan seyreltmeyle uygulandi.
Ormek uygulamalarindan 48 ve 72 saat sonra MTT testi icin kuyucuklardan iist
faz uzaklastirilarak her kuyucuga 100 pl sar1 renkli MTT ¢ozeltisi eklendi. MTT
uygulanan hiicreler 37 °C’de inkiibatérde 4 saat inkiibe edildi ve inkiibasyon
sonrast MTT ¢ozeltisi uzaklastirildi. Olusan formazon tuzu Kristalleri 100 pl
DMSO eklenerek ¢oziildii. MTT testi canli hiicrelerdeki mitokondriyal enzim
aktivitesi sonucu MTT bilesigindeki tetrazolyum tuzunun formazon tuzuna
dontistiriilmesi temeline dayanmaktadir. Kuyucuklardaki mor renkli ¢ozeltinin
siddeti hiicre canliligina bagl olarak degisiklik gosterecektir. Olusan mor rengin

siddeti 540 nm de goriiniir bolgede spektrofotometre yardimiyla ol¢iildii.

Higbir etken maddenin uygulanmadigi kontrol grubu baz alinarak
hiicrelerin her bir konsantrasyondaki etken madde i¢in yiizde canlilik degerleri

hesaplandi. Hiicre hatti i¢in 1Csg degerleri GraphPad yazilimi ile belirlendi.

4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Stearilamin (SA) ve p-Hidroksibiitirat (HBA) Konjugasyonu

Nanoyapinin KBB’den gec¢isini kolaylastirmak amaciyla sentezlenen
konjugat, EDC-NHS kimyasi yardimiyla sentezlendi. Suda ¢6ziinen gapraz
baglayict bir ajan olan EDC, karboksil ve amin gruplar1 arasinda amid bagi
olusturmaktadir. EDC, sulu ortamda sudaki oksijen atomlar1 tarafindan
inaktive edilebilmektedir. Bu sebeple EDC ile konjugasyon sonrasi olusan ara
iirliniin stabilitesini arttirmak icin NHS ile miidahale edilmekte ve kararli bir
tiriin elde edilmektedir (Kelestemur et al., 2017). Bu c¢alismada KBB’den
MCT 1 tasiyicilant ile gecisi saglamakta kullanilan HBA’nin stabilitesini
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arttirmak i¢in konjugat sentezi gercgeklestirildi. SA’nin amin grubu ve
HBA’nin karboksil grubu arasinda EDC-NHS kimyasindan yararlanarak
kovalent bag olusturuldu. HBA hidrofilik yapida ve SA lipofilik yapidadir.
Olusan konjugat ise kloroform ya da DMSO’da ¢o6ziilebilen ampifilik
karakterdedir (Venishetty et al.,, 2013). Konjugatin karakterizayonu ig¢in
kullanilan FTIR analizi sonuglar1 Sekil 4.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1 EDC-NHS kimyasi ile sentezlenen konjugatin FTIR spekturumu

Sekil 4.1° deki FTIR analiz sonuglarma bakildiginda amid baginin
karakteristik 1638 cm™’de (C=0O gerilmesi) piki, 1631 cm™de goriilmiistiir.
Ayni zamanda 1553 cm™ deki NH biikiilmesi ve 1377 cm ™ deki OH’nin
diizlemsel biikiilmesi konjugat olusumunu dogrulayan piklerdir. Grafige gore
bu degerler sirastyla 1554 cm™ ve 1379 cm™ de bulunmaktadir (Venishetty et
al., 2013). Elde edilen pikler SA ve HBA ile olusturulan konjugatin basarili

bir sekilde sentezlendigini gostermektedir.
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4.2. Kat1 Lipid Nanopartikiil Karakterizasyonu

SLN sentezi i¢in ¢ok c¢esitli yontemler bulunmasina ragmen, gerekli
malzemelerin temininin kolay olmasi ve organik solvent ve yiiksek miktarda
surfaktan  kullanimma gerek duyulmamasindan dolayr yiiksek kesimli
homojenizasyon ve utrasonikasyon teknigi tercih edilmistir (Patel et al., 2018;
Shah et al., 2015). Bu teknikte hazirlanan lipid faz ve organik fazin yiiksek
karistirma hiziyla pre emiilsiyon olusumu saglamakta ve ardindan uygulanan
ultrasonikasyon islemi ile hem SLN sentezi saglanmakta hem de partikiillerin
boyut dagilimini etkilemektedir (Gordillo-Galeano and Mora-Huertas, 2018). Jose
(2014) ve arkadaslar1 solvent buharlastirma teknigi ile bu yontemi birlikte
kullanarak potansiyel anti kanser etkiye sahip bir ajant igeren kati lipid
nanopartikiillerin sentezini gergeklestirmistir. Bu ¢alismada SLN kullaniminin
beyin dokusunda potansiyel terapotik etkiyi arttirdigi yoniinde bir sonuca
varlmistir. Calismada da bu yontem kullanilarak sentezlenen ilag igermeyen
SLN’ lerin karakterizasyonu i¢in FTIR, SEM ve zeta potansiyel analizleri

yapilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Ilag igermeyen SLN karakterizasyon analizi sonuglar1 a)SLN zeta potansiyel grafigi, b)

SLN’ye ait SEM goriintiisii, ¢) SLN’ye ait FTIR spektrumu

Calismadaki Tween 80 kapli ilag icermeyen SLN zeta potansiyel analizi

sonucunda -7,55 mV degeri bulunmustur (Sekil 4.2 a). Lim ve Kim’in (2002)

yaptigi Tween 80 kapli SLN sentezinin gerceklestirildigi caligmada artan

yiizdelerde Tween 80 kullanimina bagli olarak zeta potansiyel degerinin -22 mV’

tan -1 mV arttig1 belirlenmistir. Bu da Tween 80 kullaniminin zeta potansiyel

degerini azalttig1 ve siirl flokiilasyona sebep oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.2 b’deki SEM goriintiistinde ilag igermeyen SLN’ ye ait

nanoyapilarin kiiresel bir geometri de ve boyutlarinin 182 nm ile 169 nm arasinda

oldugu bulunmustur. Bu sekilde sentezlenen bir diger calismada da SLN
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boyutlarinin 172+3 nm ve 231+11 nm araliginda oldugu goriilmektedir (Gardouh
et al., 2013). Bu da sentez yonteminin Ozelliklerinden biri olan genis boyut

araligin1 dogrulamaktadir.

Sekil 4.2 ¢’deki ilag icermeyen SLN FTIR analiz grafigine bakildiginda
2916 cm™ ve 2848 cm™ ‘deki pikler sirasiyla CHs ve CH, gruplarim temsil
etmektedir. Yapilan bir bagka ¢alismadaki SLN FTIR analizinde CHj; ve CH;
gruplarim1 gosteren pikler 2971 cm™ ve 2851 cm™ de gosterilmistir (Tian et al.,
2017). Ayrica Tian (2017) ve arkadaslarinin yaptigi bu ¢alismada 1733 cm™de
saptanan lipide ait ester grubu piki, calismamizda 1732 cm™de goriilmektedir.
FTIR analiz grafiginde 3278 cm™‘de gorillen pik sudaki OH grubunu
gostermektedir. Bu veri Talele (2018) ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada
3300 cm™ de bulunmakta ve SLN‘lerin polar bas gruplari ile etkilesime giren su

molekiillerini temsil etmektedir (Talele et al., 2018).

4.2.1. Kat1 Lipid Nanopartikiillerde Ila¢ Miktar1 Optimizasyonu

Yiiksek kesimli homojenizasyon ve ultrasonikasyon teknigi ile sentezlenen
farkli konsantrasyonlarda ila¢ iceren BCNU-SLN’lerde optimum ila¢ miktarini
belirlemek i¢in HPLC analizi yapildi. SLN’lere yiiklenen ila¢ miktar1 ve
enkapsiilasyon verimi hesaplandi (Tablo 4.2.1).

Karmustin konsantrasyon Adsorplanan fla¢ | Enkapsiilasyon verimi
miktarlari
(%) (ng ila¢ /mg SLN) (%)
0.1 24 78
0.2 60,4 98
0.3 91,9 99,76
0.5 152 99,02

Tablo 4.2.1. Farkli konsantrasyonlarda ilag yiiklenerek sentezlenen BCNU-SLN’lere ait
adsorplanan ilag miktarlar1 (ug ilag/ mg SLN) ve enkapsiilasyon verimleri (%)
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Ayrica farkli konsantrasyon yiizdelerinde sentezlenen BCNU-SLN’lere
yapilan SEM, zeta potansiyel ve zeta boyut analizleri de optimum ilag
konsantrasyonunu belirlemede yardimei olmustur. Sekil 4.2.1 ve Sekil 4.2.2” de
farkli konsantrasyonlarda ilag iceren BCNU-SLN’lerin zeta potansiyel ve
hidrodinamik ¢ap verileri verilmektedir. Buna gore ila¢g konsantrasyon yiizdesi %
0,2 olan SLN’nin zeta potansiyel sonucu beklendigi gibi negatif deger ve boyutu
%0,1 konsantrasyon degerine sahip olan nanoyapiya yakindir. Ilag konsantrasyon
degeri % 0,3 ve % 0,5 olan SLN’lerin zeta potansiyel sonuclar1 pozitif ve
hidrodinamik c¢ap degerleri KBB’den gecemeyecek kadar yiiksek degerdedir. Ilag
konsantrasyonu % 0,1 olan SLN’nin boyutunun bos SLN’lere benzer olmasi ve
zeta potansiyel degerinin bos nanoyapidaki gibi negatif olmasi tercih edilmesinde

onemli rol oynamaktadir.
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Sekil 4.2.1 Farkli konsantrasyondaki BCNU-SLN’lere ait zeta boyut analizi sonuglari a) %0,1 ilag
iceren SLN b) %0,2 ilag igeren SLN c¢) %0,3 ilag igeren SLN d) %0,5 ilag igeren SLN
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Sekil 4.2.2 Farkli konsantrasyondaki BCNU-SLN’lere ait zeta potansiyel analizi sonuglar1 a) %0,1
ilag igeren SLN b) %0,2 ila¢ igeren SLN c) %0,3 ilag iceren SLN d) %0,5 ilag iceren SLN

Optimizasyon c¢aligsmasi i¢in sentezlenen farkli konsantrasyonlarda ilag
iceren BCNU-SLN’lere ait SEM goriintiileri Sekil 4.2.3” te verilmektedir. Elde
edilen SEM goriintiilerinde %0,2 ila¢ igeren SLN’ler, %0,3 ve %0,5 ila¢ iceren
nanoyapilar ile karsilastirildiginda daha kiiresel yapida olduklart ve ilag
konsantrasyonu arttikca yapmnin kiiresellikten uzaklastigt ve bozuldugu
gorilmektedir. Ayrica, %0,2 ilag iceren SLN’lerin kuru form boyutlarina
bakildiginda KBB’den gecebilecek boyutta degildir. Tim analiz verilerine
bakildiginda optimum ila¢ konsantrasyonu %0,1 olarak belirlenmistir. %0,1 ilag
iceren SLN’nin enkapsiilasyon verimi digerlerine gore daha diisiik olmasina

ragmen hidrodinamik ¢apinin en kiigiik olmasi, belirli kiiresellikte yapilarin elde
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edilmesi ve diisiik konsantrasyonda ila¢ ile tedavide etkinlik amacglandigi igin

optimum deger kabul edilmistir.

o~

N
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Sekil 4.2.3 Farkli konsantrasyondaki BCNU-SLN’lere ait SEM analiz goriintiileri a) %0,1 ilag
iceren SLN b) %0,2 ila¢ igeren SLN c) %0,3 ilag iceren SLN d) %0,5 ilag iceren SLN

Optimum ila¢ konsantrasyonu %0,1 olan BCNU yiiklii SLN (BCNU-SLN)’ye ait
karakterizasyon analizleri Sekil 4.2.4 ‘de verilmistir.

Sekil 4.2.4 a’da gosterilen pargacigin stabilitesi hakkinda bilgi veren zeta
potansiyel grafigine gore BCNU-SLN’lerin zeta potansiyeli -26.8 mV olarak
bulundu. Parcaciklarin yiizeylerinin kaplanmasinda kullanilan Tween 80 negatif
yiizey yiikii saglayarak aglomerasyondan kacinmayi sagladi. BCNU-SLN’lerin
sentezlendigi Kuo ve Liang (2011) ve Kuo ve Cheng (2015) ‘e ait ¢alismalarda da
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yiizey aktif maddelerin oranm1 degistirilerek pargaciklarin agrege olmadigi en diisiik

zeta potansiyel degeri aragtirilmigtir.

BCNU-SLN’lerin SEM goriintiilerine bakildiginda (Sekil 4.2.4 b)
boyutlarinin 120.4 nm ile 151.8 nm arasinda ve kiiresel bir geometride oldugu
goriilmektedir. Kuo ve Liang (2011)’in yaptig1 bir ¢alismada BCNU-SLN’lerin
SEM analizi sonucunda yuvarlak sekilli ve diizenli boyut araliginda yapilar elde
edilmistir. Ayrica, tamoksifen ve laktoferrin modifiye BCNU-SLN sentezi yapilan
bir diger calismada SLN’ lerde SEM analizi sonucunda 100 ile 175 nm araliginda
kiiresel sekilde yapilar elde edilmistir (Kuo and Cheng., 2015). Sekil 4.2.4 ¢’de
verilen BCNU-SLN FTIR spektrumunda SLN olusumunu gosteren piklerden olan
CH, VE CHjs ‘e ait pikler sirasiyla 2846 cm™ ve 2914 cm™ ‘de goriildii. Ayrica
BCNU’ ya ait N=O gerilmesini belirten 1458 cm™ ‘de goriilmesi beklenen pik
bizim calismamizda 1456 cm™ ‘de goriildii (Sekil 4.2.4 ¢). Bu sonu¢ BCNU’nun
SLN igerisine basarilt bir sekilde adsorpsiyonun gerceklestigini gostermektedir.
Partikiil boyutunun belirlenmesi i¢in yapilan zeta boyut analizi sonucunda elde
edilen verilere gore ortalama boyut 306.7 nm olarak bulundu (Sekil 4.2.1 d).
Omeklere uygulanan SEM ve zeta boyut analizi arasinda belirlenen boyut

farkinin kurutma adimindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.2.4 BCNU-SLN karakterizasyon analizi sonuglar1 a)BCNU-SLN zeta potansiyel grafigi, b)
BCNU-SLN’ye ait SEM goriintiisii, ¢) BCNU-SLN’ye ait FTIR spektrumu, d) BCNU-SLN’ye ait
boyut dagilim grafigi

4.3 In Vitro Ila¢c Salim

In vitro ilag salimi1 sonucuna bakildiginda sentezlenen BCNU-SLN’lerin pH
7,4 te ilag saliminin belirli zaman dilimlerinde hizli ancak genellikle yavas
oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ bize BCNU-SLN’lerin ilact saglikli dokularda
salma egiliminin az oldugu ve kontrollii olarak salimin gerceklestigi

sOylenebilmektedir.

Sekil 4.3’te goriildiigli gibi SLN’ lerden salinan ila¢ miktar1 pH 7,4’ te ilk 3
saatte % 1.01 kadar iken 5.saate kadar % kiimiilatif ila¢ saliminda bir disiis

gerceklesmektedir. Genel olarak grafige bakildiginda 23 saatlik ila¢ saliminda ¢ok
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diisiik salim degerleri elde edilmistir. Bu durumun nedeni olarak sentezlenen
nanoyapinin yiizeyinde bulunan surfaktanin ilacin kontrollii diflizyonuna ve
ortama gecisine engel olusturmasi disiiniilmektedir. Kuo ve Cheng’in (2015)
farkl ylizey modifikasyonlar1 ile BCNU-SLN sentezi yaptig1 bir ¢alismada ilacin
salim karakteristigine bakildiginda salimin yavas oldugu ve modifikasyonda
kullanilan surfaktanlarin salimi1 yavaslattigt goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu
caligmada ila¢ salim denemesinin 24 saatten 48 saate uzatilmasi karmustinin
nanoyapinin merkezindeki eliminasyonun yavas gerceklesmesinden kaynakli

oldugu sdylenmistir.
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Sekil 4.3. BCNU-SLN’ye ait in vitro ilag salim grafigi

4.4 Hiicre Kiiltiiru

In vitro sitotoksisite denemeleri U87-MG-luc hiicre hatt1 iizerinde yapilan ve

48 ve 72 saatlik siirelerde elde edilen ICso degerleri Tablo 4.4° te verilmektedir.



40

IC., Degerleri (ug /ml)

Uygulanan Maddeler 48. saat 72.saat
Serbest BCNU 17,57 13,14
BCNU-SLN 353,4 4423

Tablo 4.4 U87-MG-luc hiicre hattinda 48. ve 72. Saat i¢in serbest BCNU ve BCNU-SLN

sitotoksisite testi sonucu elde edilen IC50 degerleri

Tablo 4.4. ‘te gosterildigi gibi 48. ve 72. saat sonunda yapilan sitotoksisite
testi sonucuna gore serbest BCNU’nun 1Csy degeri sirasiyla U87-MG-luc hiicre
hatt1 i¢in 17,57 ve 13,14 ug/ml bulunmustur. Bununla birlikte karmustin yiikli
kati lipid nanopartikiillerin 48. ve 72. saat igin 1Cso degerleri U87-MG-luc hiicre
hatt1 igin 353,4 ve 442,3 pug/ml bulunmustur. Sekil 4.4.1 ve Sekil 4.4.2°’de U87-
MG-luc hiicre hattinda serbest ve ilag tasiyict sistemde yiiklii karmustinin MTT
sitotoksisite testine gore sirasiyla 48. saat ve 72. saat sonunda bulunan %canlilik
degerleri verilmektedir. Serbest BCNU icin % Canlilik degerlerinin 72.saatte
48.saate oranla etken ajana maruz kalma siiresinin artmasiyla azaldigi
goriilmektedir. BCNU-SLN i¢in %Canlilik degerleri kiyaslandiginda 48.saat ve
72.saat arasinda belirgin farklanma gézlenmemistir. Elde edilen bulgulara gore
hazirlanan ilag yiiklii kati lipid nanopartikiillerde U87-MG-luc hiicre hattinda

ilacin kontrollii bir sekilde salim1 gergeklestirilmistir.

Kuo ve Wang’m (2014) yaptigt c¢aligmada BCNU yikli kat1 lipid
nanopartikiillerin sitotoksisite denemelerinde kullanilan iki hiicre hattindan biri
olan U87-MG hiicre hattinin karmustin uygulamalarinda daha duyarli oldugu
goriilmiistiir. Yang (2011) ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢alismada ise U87 hiicre
hatt1 iizerinde toksisitenin, karmustin ajaninin DNA ¢ift sarmalindaki guanin

alkilasyonu ile O° poziyonundan baglanarak gergeklestigi belirtilmektedir.
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Sekil 4.4.1. MTT sitotoksisite testine gore 48. saat % canlilik grafikleri a) BCNU yiiklii ilag
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5. GENEL DEGERLENDIRME

Glioblastomaya yonelik tedavi yaklasimlar1 arasinda geleneksel yaklasimlarin
aksine hedefli ve etkili tedavi potansiyeline sahip ilag tasiyici sistemlerin
kullanimi tercih edilmistir. Ilag tasyic1 sistem olarak biyouyumlu, biyobozunur ve
sentezlenmesi kolay olan kat1 lipid nanopartikiiller kullanilmistir. Lipofilik
karakterde olan ve glioblastoma tedavisinde kullanilan karmustin etken ajaninin
yan etkilerinin azaltilmasi, kan beyin bariyerinden ge¢isini kolaylastirmak ve
hedefli olarak kanser dokusuna tasmmmasin1i saglamak amaciyla cesitli
modifikasyonlarda yapilarak ila¢ tasiyict sisteme yiiklenmesi calisilmistir.
Sentezlenen sistemin glioblastoma iizerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla
insan glioblastoma hiicre hatt1 {izerinde in vitro sitotoksisite denemeleri

yapilmistir.

Sentez yontemi olarak sentezin kolay olmasi, kisa siirede gerceklesmesi ve
kullanilan malzemelerin ulasilabilir olmasindan dolayr yiiksek kesimli
homojenizasyon ve ultrasonikasyon teknigi secilmistir. Ayn1 zamanda kan beyin
bariyerinden gecis i¢in reseptor aracilt gecis yontemi kullanilmistir. Bu amagla
kan beyin bariyeri endotel hiicrelerinde eksprese olan MCTI1 reseptorii
hedeflenmistir. Bu reseptore hedefli gecisi saglamak amaciyla B-Hidroksibiitirat,
stearil amin ile EDC VE NHS kimyas1 yardimiyla konjuge edilmis ve basaril bir
sekilde sentezi gergeklestirilmistir. Elde edilen konjugat nanoyapiya katilmistir ve
yine kan beyin bariyerinden gegiste yardimci olan Tween 80 ile nanoyapinin

yiizeyi kaplanmis ve uygun boyut araliginda nanopartikiiller elde edilmistir.

Sentezi ve karakterizasyon islemleri gergeklestirilen ilag tasiyici sistemin in
vitro ila¢ salim ¢aligmasina bakildiginda ilacin fizyolojik pH’da saliminin yavas

ve kontrollii oldugu sodylenebilmektedir. Bu durumda sistem ilacin kan
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dolasiminda saliminin az olmasini saglarken saglikli dokudaki toksisitesini
azaltilabilecektir.

Sentezlenen kat1 lipid nanopartikiillerin 120-151, 8 nm araliginda boyuta sahip
olmasit kan beyin bariyerinden gegis icin 6nemli bir parametredir. Ayrica
nanoyapinin zeta potansiyel degerinin diisiik olmasi da stabilitesinin artmasini

saglamigtir.

Beyin kanseri hiicre hattinda sitotoksik etkisi incelenen ila¢ yiiklii kati lipid
nanopartikiillerin zamana bagh kontrollii bir ilag salimimi sagladigi

sOylenebilmektedir.

Sonu¢ olarak hazirlanan karmustin yiiklii kati1 lipid nanopartikiillerin kan
beyin bariyerinden gecisi kolaylastirma, hedefli tedavi segenegi sunma, beyin
kanseri hiicre hattinda kontrollii salim ve saglikli dokularda toksik etkinin

azaltilmasina yonelik potansiyele sahip olabilecegi sdylenebilir.
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