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OZET

Aslan, 1. (2019). Beyine Hedeflendirilmis Rosuvastatin Igeren Lipozomal Tastyict
Sistemlerin Farelerde Olusturulan Beyin Hasarmin Tedavisine Etkisinin Incelenmesi.
Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Teknoloji AD, Doktora Tezi,

Istanbul.

Anahtar Kelimeler: Rosuvastatin, Lipozom, Ila¢ Hedeflendirme, Travmatik Beyin Hasar1,

Beyin Odemi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 52955

Lipozomlar, hiicre yapisina benzerliginden ve aktif maddeleri membranlardan
kolayca gec¢irebilmesinden dolayi, biyolojik membranlar i¢in en iyi tasiyici sistemlerden
biridir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, kolesterol diisiiriicii olarak kullanilan
Rosuvastatin (RSV)’nin beyin felci sonrast noroprotektif etkiye de sahip oldugu
belirlenmistir. RSV nin hidrofilik yapisindan dolay1 kan beyin bariyeri ge¢irgenliginin az
olmas1 nedeniyle, uygun partikiil boyutu ve dagilimma sahip ylizeyi modifiye edilmis
lipozomal tasiyici sistemlerin, RSV nin hedef dokuya ulagimini ve etkinligini arttiracagi

Ongorilmiistiir.

Travmatik beyin hasar1 6zellikle gen¢ yas niifusunda en fazla 6liim ve sakatlik
nedeni olmasima ragmen patofizyolojisi ve tedavisi konusunda yapilan ¢alismalar heniiz
yeterli diizeyde degildir. Bu kapsamda klinikte ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisi

amactyla heniiz koruyucu bir ilag¢ gelistirilememistir.

Tez kapsaminda farelerde beyin travmasi sonrasi olusan hasar ve ndroenflamasyon
iizerine RSV’nin etkisi arastirilmistir. Caligma kapsaminda gelistirilen RSV yiikli
lipozomlarm yiizeyi hidrofilik PEG ve hasarli bolgede eksprese edilen VCAM-1"e spesifik
bir ligand ile modifiye edilerek beyine hedeflendirilmeye uygun hale getirilmistir. Damar
i¢i yolla uygulanan lipozomlarin etkinligi, beyin travmasi olusturulmus farelerde klasik
tedavi uygulamalar1 ile karsilastrmali olarak incelenmistir. On calismalar sonucunda
optimize edilen L2 formiilasyonunun partikiil boyutu 95,5 nm + 0,44, polidispersite indeksi
0,160 = 0,001, zeta potansiyeli 33,2 mV + 0,12, enkapsiilasyon kapasitesi % 23,2 + 0,12

olarak tespit edilmistir. L2 formiilasyonu ile hazirlanan floresans madde (kalsein) ytiklii
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lipozom formiilasyonu, hedeflendirme peptidi icermeyen lipozom formiilasyonuna beyin
hasarli bolgede daha yliksek birikim gostermistir. Hedeflendirilmis RSV yiiklii lipozom
formiilasyonu uygulanmig farelerde 24 saat sonunda, beyin hasar alanlarinda ve 6dem

diizeylerinde 6nemli azalma goriilmiistiir.
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ABSTRACT

Aslan,. I (2019). Investigation of the Effects of Systems in the Treatment of Brain Damage
in Brain Targeted Liposomal Carrier Mice with Rosuvastatin. Istanbul University, Institute

of Health Sciences, Department of Pharmaceutical Technology. PhD Thesis. Istanbul.

Keywords: Rosuvastatin, Liposome, Drug Targeting, Traumatic Brain Injury, Brain

Eudema.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
Number. 52955

Liposomes are one of the best delivery systems for biological membranes because
they are similar to the cell structure and they can easily pass the active pharmaceutical
ingredients through the membranes. In recent studies, it has been determined that
Rosuvastatin (RSV) which is used as cholesterol lowering, has also been shown to have a
neuroprotective effect after cerebral palsy. It has neuroprotective effect after cerebral palsy.
Due to the hydrophilic structure of RSV, and due to the low permeability of the blood brain
barrier, it has been envisaged that the surface modified liposomal delivery systems with
appropriate particle size and distribution will increase the accessibility and efficiency

effectiveness of RSV to the target tissue.

Although traumatic brain injury is the most common cause of death and disability
especially in the young age population, studies on pathophysiology and treatment are not
yet sufficient. In this context, a protective drug has not yet been developed in the clinic for

the treatment of neurodegenerative diseases in the clinic.

In the scope of the thesis, the effect of RSV on damage and neuroinflammation
caused by after brain trauma in mice was investigated. The surface of the RSV-loaded
liposomes developed within the scope of the study was modified with a hydrophilic PEG
and a specific ligand specific to the VCAM-1 expressed in the damaged area, making it
suitable for targeting to the brain. The efficacy of intravenous liposomes was investigated
in comparison with conventional treatment applications in brain-traumatized mice. As a
result of the preliminary studies, the particle size of the optimized L2 formulation was 95.5
nm + 0.44, the polydispersity index was 0.160 + 0.001, the zeta potential was 33.2 mV =+

0.12 and the encapsulation capacity was 23.2 £ 0.12%. The fluorescence substance
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(calcein) loaded liposome formulation prepared with the L2 formulation showed higher
accumulation in the brain-damaged region of the liposome formulation without targeting
peptide. Targeted RSV loaded liposomal formulation showed a significant reduction in

brain damage sites and edema levels after 24 hours.
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1.GIRIS VE AMAC

Hem hidrofilik hem de lipofilik 6zellik gosteren fosfolipid yapidaki lipozomlar,
yiizey Ozellikleri ve boyutlar1 ayarlandiktan sonra, lokal veya sistemik yolla uygulanarak
hedeflenen bdlgeye ila¢ tasinmasinda basarili sonuglar vermektedir. Hiicre yapisina
benzerliginden ve aktif maddeleri membranlardan kolayca gegirebilmesinden dolay1
biyolojik membranlar i¢in en iyi tasiyici sistemlerden biridir. Bu 6zellikleri sayesinde
kozmetikten, biyoteknolojiye kadar pek ¢ok alanda tercih edilirler. Hidrofilik maddeler
(6rnegin polietilen glikol) ile ylizeyleri modifiye edilen hedeflendirilmis lipozomlar,
sistemik dolasimda uzun siire yikima ugramadan kalabilir (stealth) ve bu sayede hedef
bolgede pasif yolla birikimleri saglanabilir. Ayrica, lipozomlarin ylizeylerine
hedeflendirme ligand1 baglanarak, hedef doku ve hiicrelerde bulunan reseptorlere veya
hedef bolgede eksprese edilen adezyon bilesiklerine aktif olarak hedeflendirilmeleri
saglanabilmektedir. Kanser tedavisi icin tiimorlii dokulara lipozom formiilasyonlar:
kullanilarak yapilmis ¢ok sayida hedeflendirme calismasi bulunmaktadir. Kan beyin
bariyerinin asilmasinda partikiil boyutu da kritik 6neme sahiptir. Genellikle 100 nm’nin
iizerindeki partikiiler tasiyici sistemlerin kan beyin bariyerinden gecemedigi literatiirde

kayithdir.

Travmatik beyin hasari, 6zellikle geng yaslarda en fazla O6liim ve sakatlik
nedenlerinden biri olmasma ragmen, patofizyolojisi ve tedavisi konusunda yapilan
calismalar heniiz yeterli diizeyde degildir. Klinikte norodejeneratif hastaliklarin tedavisi
amaciyla koruyucu bir ila¢ bugiine kadar gelistirilememistir. Noroprotektif etkili oldugu
diisiiniilen ve klinik ¢aligmalar1 yliriitiilen ilaglarin hemen hemen tamami, insanlarda
karsilasilan yan etkiler nedeni ile, basarisizlikla sonug¢lanmistir. Beyin travmasimin
tedavisinde kullanilacak ilaglarmm insanlarda iyi tolere edilebilmesi biiyilk 6nem
tasimaktadir. Son yillarda yapilan calismalarda, kolesterol diisiiriicii olarak kullanilan
Rosuvastatin (RSV)’nin beyin felci sonrasi noroprotektif etkiye de sahip oldugu
gosterilmistir. Ancak RSV’nin hidrofilik 6zelliklerinden dolayr kan beyin bariyeri
gecirgenligi az oldugundan, uygun partikiil boyutuna sahip ylizeyi modifiye edilmis
lipozomal tasiyici sistemlerin, RSV nin hedef dokuya ulasimini ve etkinligini arttiracagi

Oongorilmiistiir.



Beyinin hasarli dokusundaki mikrosirkiilasyondan ve I6kositlerin bu bdlgede
akiimiilasyonundan sorumlu bilesikler, hiicre adezyon molekiilleridir. Beyinde travmatik
hasar olusan bolgede hipoksi sonrasi, (i) apoptoz ve nekroz ile hiicre 6liimii; (ii) uyarict
ndrotransmitterlerin saliminda artis, (iii) hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis, (iv) lokosit
infiltrasyonunu igeren yangi olaylar: ile karsilasilmaktadir. Lokosit infiltrasyonunda en
onemli faktorlerden biri ise vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) dir. VCAM-
I’in spesifik ligandi, B1 integrin ailesinden very late antijen-4 (VLA-4) tiir. VCAM-1,
16kosit plazma membrani iizerinde eksprese olarak integrin VLA-4’e baglanir. VCAM-1
molekiilleri hasar1 takiben saatler icinde eksprese olur ve 24 saatte optimum seviyelere
ulagir. Ayrica VCAM-1 ekspresyonu, enflamasyonlu alanlarindaki endotel hiicrelerde
olduke¢a belirgindir ve bu nedenle aterosklerotik modellerde ve ¢esitli kanser modellerinde

de potansiyel bir ilag hedeflendiricisi olarak kullanilmistir.

Bu tez calismasinda, farelerde beyin travmasi sonrast olusan hasar ve
noroenflamasyon tizerine RSV yiiklii lipozomal formiilasyonlarin etkisinin arastirilmasi
amaclanmistir. RSV yiiklii lipozomlarm yiizeyi hidrofilik PEG ve hasarli bolgede eksprese
edilen VCAM-1"e spesifik bir ligand ile modifiye edilerek beyine hedeflendirilmeye uygun
hale getirilmistir. Damar i¢i yolla uygulanan lipozomlarin etkinligi, beyin travmasi

olusturulmus farelerde klasik tedavi uygulamalari ile karsilastirmali olarak incelenmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1.Lipozomlar

2.1.1.Tanimi, Olusum Mekanizmasi ve Siniflandirmasi

Kolloidal tasiyict sistemlerden biri olan lipozomlar, Alec. D. Bangham tarafindan
1960’larda biyolojik membran modelleme calismalar1 yapilirken kesfedilmistir. Daha
sonralar1 bulunan yapmin ilag tasiyici sistem olarak kullanilabilecegi ortaya konulmustur

(1,2).

Glinlimiizde yogun bir sekilde iizerinde arastirma yapilan konulardan olan
lipozomlar, polar lipid tabakalar1 ve bu tabakalar arasinda bulunan sulu bir bolgeden
olusan, ¢ogunlukla kiiresel sekle sahip vezikiillerdir. Lipozomlarm partikiil boyutlari

nanometre ile mikrometre araliginda degisiklik gosterir (3,4).

Lipozomlar dogal membranlarin sentetik kopyalar1 olarak diisiiniilebilir.
Yapilarinda fosfolipidler, kolesterol ve yiik verici birtakim maddeler bulunduran
lipozomlar, hiicre membran yapisina oldukca fazla benzerlik gosterir ve bu sayede

biyolojik sistemlerle olduk¢a gecimlidir (4,5).

Ila¢ molekiilleri sahip olduklar1 fizikokimyasal dzelliklerine gdre, lipozomun farkli
bolgelerinde tasmabilir. Biyolojik sistemlerdeki hiicrelere benzer sekilde lipozomlar; i¢
bolgelerinde hidrofilik ilag¢ etken maddelerini, membran kisimlarinda ise yag ¢ozlniirligi

yiiksek etken maddeleri ve amfifilik molekiilleri tutma yeteneklerine sahiptir (6,7).

Lipofilik igerige sahip

maddeler (ilaglar, besin
maddeleri, vitaminler)
Amfifilik maddeler

Lipofilik icerige sahip

maddeler (ilaglar, besin

o =
maddeleri, vitaminler) Sulu tabaka Lipit talgakam

Sekil 2.1. Lipozom yapisi1 ve tabakalarinin konumuna gore ilag lokalizasyonu (3)



Gerek terapotik alanda gerekse tani ve teshis alaninda kullanilan lipozomal tagiyici
sistemler sahip olduklar1 pek ¢cok avantajli durumdan dolay1 tercih edilirler. Bu avantajlar1

asagidaki gibidir (5-10).

Lipozomal tastyict sistemler, biyoparcalanabilir olmalarinin yanisira, biyoge¢imli
ve biyouyumlu 6zelliktedir. Yiiksek derecede biyouyum gostermeleri, biyolojik
membranlarin da yapisinda olan i¢eriklerinden kaynaklanmaktadir.

- Yiksek derecede biyogecimlilige sahip olduklarindan dolayr diisiik sistemik
toksisite ve sitotoksisiteye sahiptirler.

- Sahip olduklar1 hidrofilik ve lipofilik bolgeler sayesinde hem hidrofilik hem de
lipofilik 6zellikteki ila¢ etken maddelerinin taginmasina olanak saglarlar.

- Lipozomal ilag¢ tasiyici sistemler ile uzun ve kontrollii ilag salimi olusturmak
miimkiindiir. Ayrica kontrollii ilag salimi1 sayesinde plazma ila¢ konsantrasyonu
istenilen siire istenilen seviyede tutulabilir.

- Terapdtik olarak diisiiniildiiglinde ise uzatilmis salim yapan lipozomal sistemler,
dozlama araligmi ve ila¢ yar1 Omriinii uzatmalarmin yani sira toksik etkileri
azaltirlar.

- Cesitli biiyiikliiklerde ve yilizey 6zelliklerinde iiretimleri miimkiindiir. Bu sayede
ilag etken maddelerinin etki gosterecekleri bdlgeye aktif ve/veya pasif yolla
hedeflendirilmesine imkan saglarlar.

- Lipozomal ilag tasiyici sistemler; oral, topikal, nazal, pulmoner, intramiiskiiler,

intravendz, subkiitan ve okiiler yol gibi pek c¢ok alternatif verilis yolu ile

uygulanabilirler.

- Etken maddeyi enzimatik etkilerden korurlar ve ilag stabilitesini arttirirlar.

2.1.2. Lipozom Hazirlama Yontemleri

Lipozomlar, biiyiikliikklerine, hazirlama yontemlerine, yiizey 6zelliklerine ve kan
dolasiminda kalis 6zelliklerine gore siniflandirilabilirler (4,8). Literatiirde bu tip 6zelliklere
gore yapilan smiflandirmalar siklikla yer almaktadir. Tablo 2.1 ve Tablo 2.2°de,
lipozomlarm ilag tasima Ozelliklerine, biiyiiklik ve tabaka sayilarma gore olan

smiflandirilma 6rnekleri verilmistir.



Tablo 2.1. Tabaka sayis1 ve boyutlarina gore lipozomlarin siiflandirilmasi (5,8)

MLV (Multilamelar vesicles) Cok tabakali vezikiiller (> 0,5 um )
OLV (Oligolamelar vesicles) Oligolamelar vezikiiller ( 0,1 —1 um)
UV (Unilamelar vesicles) Tek tabakali vezikiiller ( tiim boyut araliklar1 )

SUV (Small unilamelar vesicles) Tek tabakal kii¢iik vezikiiller ( 20 — 100 nm )

MUV (Medium sized unilamelar | Tek tabakali orta biiytlikliikte vezikiiller
vesicles)
LUV (Large unilamelar vesicles) Tek tabakali biiyiik vezikiiller (> 100 nm )

GUYV (Giant unilamelar vesicles) Tek tabakali ¢cok biiytik vezikiiller (> 1 um)

MVV (Multi vesicular vesicles) Cok vezikiilden olusan vezikiiller (> 1 um)

Lipozomlar Tablo 2.1°de bahsedildigi {iizere boyutsal ve tabakasal olarak
smiflandirilabilirler. MLV tipinde olan lipozomlar es merkezli lamellerden (ince
tabakalardan) olusurlar. Es merkezli bu tip ince tabakalar, genellikle oligolamelar

lipozomlar olarak adlandirilirlar ve 2 ila 5 ¢ift tabakaya sahiptirler.

@ ‘ (GUV)
(SUV) )
: \ (OLV)
©

T
20 nm 1um 200 pm
Cap vzunlugu

(MLV)

(MLV)

Sekil 2.2. Tabaka sayis1 ve boyut biiyiikliiklerine gore lipozomlar (6)

Su tutma kapasitesinin fazla olmasi nedeniyle suda ¢oziinen ilaglar yiiksek oranda
enkapsiile edebilen LUV ve MUYV tipindeki lipozomlar 100 ila 1000 nm arasinda degisen
boyut araligna sahiptir. Tek lipit tabakasma sahip bu grubun en kii¢iik partikiil boyutuna



sahip tiyesi ise SUV tipindeki lipozomlardir ve 20 — 100 nm arasindaki boyut araliginda

bulunurlar.

Tablo 2.2. Igerik ve ilag tasima 6zelliklerine gore lipozomlarm siniflandirilmasi (4,8)

Lipozomun tiirii

Icerik

Karakteristik ozellikleri

Geleneksel lipozomlar

Notral ya da negatif yiike
sahip fosfolipidler ve
kolesterol

Retikiiloendotel sistem’e (RES)
hedeflendirmesi yapilabilir.

Doz bagimli farmakokinetik.

Fosfatidil etanolamin (PE),
dioleil fosfatidil etanolamin

Zayif bazlarin ve
makromolekiillerin hiicre igerisine

pH duyarh lipozomlar | (DOPE) ile birlikte kolesterol | tasinmasinda kullanilir.
hemisiiksinat (CHEMS),
oleik asit
Katyonik lipitler (DDAB, | Negatif yiiklii makromolekiillerin
DOSPA, DOTAP, DOPE) taginmasi i¢in uygun sistemlerdir.
Katyonik lipozomlar Yiiksek dozlarda toksisite

gosterirler ve yapisal olarak stabil
olmayan sistemlerdir.

Uzun siire dolasimda
kalan lipozomlar

Yiksek camsl gegcis
sicakligina  sahip  nétral
lipidler

Kolesterol ve %5-10 PEG-
DSPE

Hidrofilik yiizey kaplama: diisiik
opsonizasyon ve bu nedenle RES
tarafindan eliminasyonu zordur.

Uzun siire dolasimda kalma ve
dozdan bagimsiz farmakokinetik.

Immunolipozomlar

Geleneksel ya da dolagimda
uzun siire kalma yetenegine
sahip lipozomlarin yiizeyine
antikor veya ligand
baglanmasi ile olusurlar.

Hedef dokuya yonelik baglanma
ve hedef bolgede salim.

Lipozomlarin hazirlanmasi i¢in kullanilan yontemler; mekanik yontemler, solvan

dispersiyon yontemi, deterjan uzaklastrma yoOntemi gibi geleneksel yOntemleri
icermektedir. Geleneksel yontemlerin yani sira, son on yilda gelistirilen yeni yontemlerle
farkli karakteristik 6zelliklere sahip lipozomlar iiretilebilmektedir (2,4-5,8-11) Tablo 2.3’te

ozet seklinde tiim yontemler sunulmustur.



2.1.2.1. Bangham Yontemi

Bu yontem, igerisinde organik bir faz bulunan cam balonda lipitlerin ¢dziindiiriiliip
daha sonra film tabakasi1 oluturmak i¢in organik fazin uzaklastirilmasi esasina dayanir (4,8-
11). Olusan bu film tabakasi su veya su bazli bir tampon yardimu ile hidrate edilerek cam
tabaka ylizeyinden toplanir. Lipozomal sistemlerin hazirlanmasi i¢in ilk gelistirilen bu
yontem kullanilarak mikron boyutunda MLV ’ler elde edilir. Sonikasyon ve ekstriisyon gibi
yontemlerle MLV’lerin boyutlar1 kiigiiltiilerek LUV ve SUV tipindeki lipozomlar

hazirlanir.

2.1.2.2. Deterjan Uzaklastirma Yontemi

Lipozomal sistem olusturmak i¢in dncelikle deterjan — lipit miselleri olusturulur ve
daha sonra deterjan uzaklastirilarak lipozomlar elde edilir. Yiiksek oranda homojen
lipozomlarm olustugu ve vezikiillerin ¢ok farkl ¢esitlerde elde edilebildigi (MLV, OLV,
LUV, SUV) bu yontemin, hidrofobik ila¢ yilikleme kapasitesinin az olmasi, son iiriin
konsantrasyonunun  diisik olmasi ve formiilasyondan deterjanin tamamen

uzaklastirilamamasi gibi bir takim olumsuz yonleri de mevcuttur (4-6,8,11).

2.1.2.3. Enjeksiyon yontemleri

Etanol ve eter enjeksiyonu yontemleri, temel olarak lipitlerin organik faz igerisinde
¢Oziindiiriilmesi ve daha sonra lipit ¢ozeltisinin sulu ortama enjekte edilerek lipozom

olusturulmasi islemlerini kapsamaktadir (4-8,11).

Etanol enjeksiyonu yontemi basit bir yontem olmasina karsin bazi lipitlerin
etanolde az ¢dzlinmesi ya da uygun olmayan karistrma gibi kisitlamalar1 mevcuttur. Eter
enjeksiyonu yontemi ise, etanol enjeksiyonu yonteminden sulu faz ile karismadigi icin
farklilik gosterir. Bu nedenle basit bir 1s1 uygulamasi ile eter lipozomal iriinden

uzaklastirilir.

Calismacilar eter enjeksiyonu yOntemini hidrofilik ve hidrofobik ilaglarin
enkapsiilasyonu i¢in kullanmislar ve hidrofobik ilaglar icin %100’e varan oranlarda

enkapiilasyon etkinligi saglamislardir. Eter enjeksiyonu yontemi ile, etanol enjeksiyonu



yontemine gore daha konsantre lipozom formiilasyonu hazirlanabilmekte ve elde edilen

lipozomlar da yiiksek ilag tasima kapasitesine sahip olmaktadirlar (4).

2.1.2.4.Yiiksek Basinch Homojenizasyon Yontemleri

Yiiksek basingli homojenizatdrler, lipozomal ve lipid dispers sistem hazirlanmasina
yogun olarak kullanilmaktadir (4,12). Temel olarak ¢ farkli yolla lipozomal
formiilasyonlarn iiretimi yapilabilmektedir. Bunlar; (i) 6nceden yapilmis lipozomal bir
sistemin homojenizasyonu (6r: MLV), (ii) Solid lipit ve tampon ¢dzeltinin karisim olarak
uygulanmast ve sonucunda SUV eldesi, (iii) organik lipid ¢ozeltilerinin sulu faza

enjeksiyonu ile yapilmaktadir (12).

Lipozom boyutlar1 ve 6zellikleri basin¢ ve tekrarlayan homojenizasyon dizilerine
bagli olarak degisim gdosterir. Ayrica, baslangic materyalinin  homojenitesi,
homojenizasyon sekli ve valf tipi, sicaklik, lipit bilesimi ve igerigi ile ortamin iyonik giicli

vezikiil boyutunu etkileyen parametreler arasindadir (12).

2.1.2.5. Yeni yontemler

Mikro akiskan teknoloji (Microfluidics technology) kullanilarak, ¢aplar1 500 pm ye
kadar olan mikro kanallarda sulu fazin laminar akis halinde oldugu anda, iizerine dik bir
sekilde gonderilen fosfolipit i¢erikli organik fazin karigmasi ya da seyreltilmesi ile mono
dispers halde ¢aplar1 10nm ile 10 pm nin katlar1 na sahip lipozomlar elde edilebilmistir
(13). Gelistirden bu yeni yonteme mikro hidrodinamik odaklanma (MHF — micro
hydrodynamic focusing) adi verilmektedir. Sulu faz ve organik fazin akis hizi oranlari,
mikro kanallarin boyutlari, organik faz icerisindeki lipit konsantrasyonu gibi kritik noktalar
lipozom boyutunu ve ila¢ tasima kapasitesini etkileyen parametreler olarak karsimiza

cikmaktadir (14,15).

Literatiirde lipozomal iiriin hazirlamada kullanilan membran kontaktdr isimli yeni
bir yontem de yer almaktadwr. Bu yontemde; yliksek basmg¢li fosfolipit iceren etanol
cozeltisi, istenen gdzenek acikligina sahip bir membrandan, igerisinde sulu faz bulunan
kolona teget olacak bir sekilde gecer. Sulu faz membrana dikey bir sekilde akis gosterirken

bdlgesel olarak organik fazda seyrelme gortiliir ve ani bir sekilde lipozomlar kendiliginden



olusmaya baglar. Daha sonra lipozom dispersiyonundan organik faz uzaklastirilir (16,17).
Membran kontaktér yontemi ile yaklasik 100 nm boyutunda yiliksek ilag tasima
kapasitesine sahip lipozomlar elde edilebilmektedir. Sulu faz akis hizi ve organik faz
pompa basinci ayarlanarak modifikasyonlara imkan verdigi i¢cin endiistriyel anlamda da

kabul edilebilir bir yontemdir (17).

Stiperkritik ¢ozilici ters faz uzaklastirma (SRPE) yontemi ile, fosfolipitlerin
stiperkritik Ozelliklerdeki karbondioksitte (CO2) ¢oziindiiriilmesi sonucunda lipozomal
sistemler elde edilmektedir (18,19). Siiperktirik degerlerde CO», sicaklik ve basinca bagl
olarak uygun bir ¢oziicii 6zelligi gosterir. Bu yontemle hazirlanan lipozomlar, geleneksel
yontemlere gore 5 kat daha fazla etken madde tasima 6zelligi gosterir (18-20). Ayrica bu
teknolojinin ¢evre dostu olmasi, ucuz ve ilag organik c¢oziicii etkilesimini ortadan

kaldirmasi en biiylik avantajlaridir.

Yine, siiperkritik CO>’nin anti ¢oziicii olarak kullanildig1 stiperkritik anti¢dziicii
(SAS) yontemi de lipozomal formiilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilmistir. Bu
yontemde, fosfolipit igeren organik ¢oOzeltiye anti ¢oziicli olarak superkritik CO»
eklenmekte ve fosfolipitler ¢oktiiriilmektedir. Cokelti halindeki lipit tabakasi sulu bir
tampon yardimi ile hidrate edildiginde, yiiksek ilag tasima kapasitesine ve yliksek
stabiliteye sahip lipozomlar elde edilebilmektedir (21,22).



Tablo 2.3. Lipozom hazirlama yontemleri, yontemlerin {istiinliikleri ve sakincalar1 (4,11)

Yontem

Ustiinliikleri

Sakincalari

Bangham Y 6ntemi

Tek basamakli iglem

Organik ¢oziici kullanimi, partikiil
boyutu kontrolii saglanamamasi, zaman
sorunu, sterilizasyon problemleri

Deterjan Uzaklastirma
Yontemi

Basit tasarim, homojen {iriin,
partikiil blyilikligi kontrolii

Organik ¢oziici kullamimi, deterjan
kalintis1 riski, zaman sorunu, diisiik
enkapsiilasyon etkililigi.

Ters Faz Uzaklastirma
Yontemi

Basit tasarim,
enkapsiilasyon etkinligi

uygun

Organik ¢ozici  kullanimu,
sorunu, sterilizasyon problemleri

zaman

Enjeksiyon Yontemleri

Tek basamakli iglem

Organik ¢oziicii kalintis riski, gézenek
tikanma riski, sterilizasyon problemleri

Yiiksek Basingh Biiyilik hacimde iiretim imkan, . - -
. . . .0 | Organik  ¢dziicii  kalntis1  riski,

Homojenizasyon basit tasarim, 100 nm partikiil sterilizasvon problemleri

Yontemi (HPH) boyutu yonp

Mikroakiskan Partikiil boyu kontrolii imkani, | Biiyiik 0lgekte iiretim de zorluk,

Teknolojisi 29 nm ye kadar partikiil boyutu | organik ¢dziicii kalintist riski

Membran Kontaktor
Y Ontemi

Partikiil boyu kontrolii imkani,

enddistriyel anlamda
kullanilabilirlik, 100 nm
partikiil boyu, yiiksek

enkapsiilasyon etkinligi

Organik ¢oziicti kullanimi

Stiperkritik CO,
kullanilan Yontemler
(SRPE ve SAS)

Partikiil boyu kontrolii imkani,
yerinde sterilizasyon imkani,
disik miktarda (sifir yada
sifira yakin) organik ¢oziicii
gereksinimi

Karmasik sistem, maliyet sorunlari.

2.1.3. Lipozom Karakterizasyonu

Lipozomlar i¢in boyut ve zeta potansiyel Olclimleri, polidispersite indeksi,
termodinamik 6zelliklerin saptanmasi gibi fiziksel karakterizasyon yontemlerinin yani sira,
kolesterol oto-oksidasyonu, antioksidan degredasyonu, aktif bilesen degredasyonu gibi
kimyasal stabilite Ol¢limleri, farmakope bazli mikrobiyal analizler ve temel
karakterizasyon yontemleri (pH, osmolarite, organik ¢dziicii kalint1 analizleri ve agir metal

tayini) uygulanir (23,24).

Boyut ve polidispersite analizleri i¢in, dinamik 151k sac¢ilimi (Dynamic Light
Scattering — DLS), Coulter counter, mikroskobik analizler (Transmisyon Elektron
Mikroskobu — TEM, cryo-TEM ve Atomik Kuvvet Mikroskobu — AFM) uygulanmaktadir
(4,8,24).

Lipozomlarin fiziksel karakterizasyonunda ve 6zellikle stabilite dl¢limlerinde en
fazla dikkate alinan parametre elektriksel yiik dagilimindan ortaya ¢ikan zeta potansiyeldir.

Olgiim hiicresi igerisinde bulunan lipozomlar {izerine uygulanan elektriksel alana ilave
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olarak bir 151k demeti gdnderilir ve lipozomlarin elektriksel kuvvet sonucu olusan hareketi

sonucundaki sagilan 151k demetindeki dalgalanmalar yardimi ile 6l¢iim gerceklesir (24).

Tablo 2.4. Lipozomlarda kullanilan karakterizasyon ve kalite kontrol yontemleri (23)

Temel karakterizasyon parametreleri | Yontem
pH pH metre
Osmolarite Osmometre

Organik ¢oziicii kalintisi

NMR, Gaz Kromatografisi (GC)

Fosfolipit igerigi

TLC, HPLC

Fiziksel karakterizasyon parametreleri

Zeta potansiyel

Elektroforetik hareket

Boyut

(Mikron ve mikron alt1 6l¢timler)

DLS (Dynamic Light Scattering)
SLS (Static Light Scattering)
LD (Laser Diffraction)

CC (Coulter Counter)

Kimyasal parametreler

Fosfolipit hidrolizi TLC, HPLC
Kolesterol oto-oksidasyonu TLC, HPLC
Antioksidan degredasyonu TLC, HPLC

Mikrobiyolojik parametreler

Sterilite

Farmakope yontemleri

Endotoksin dl¢limleri (pirojenite)

Farmakope yontemleri

2.1.4. Lipozomal ila¢ Tasima Stratejileri

Lipozomlar medikal alanda tedavi ve teshis amaci ile kullanilmaktadir (9,25).

Hastalik agisindan degerlendirildiginde, ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisi basta olmak {izere

otoimmiin rahatsizliklarin ve enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (25). Tedavide

basta parenteral uygulama yolu olmak iizere, oral, dermal ve pulmoner yolla uygulamalarin

tercih edildigi goriilmektedir.

Lipozomlarin hiicresel etkilesim mekanizmalar1 ise; adsorpsiyon (hiicre yiizeyine

lipozomun tutulmasi), endositoz (fagositoz yoluyla lipozomun hiicre igerisine alinmast),

fiizyon (hiicre ile lipozomun dis kisminin birlesmesi), lipitlerin yer degistirmesi (hiicre ve
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lipozom yiizeyindeki lipitlerin yer degistirerek etkilesim gostermesi) olarak siralanabilir

(4-7, 26)
Lipozomal ilaglarin hedeflendirilmesinde iki tip strateji izlenmektedir.

- Pasif hedeflendirme (uzun siire kan dolasimda kalan lipozomlar)

- Aktif hedeflendirme (lipozom yiizeyine hedeflendirme ligand1 baglanmasi ile)

2.1.4.1. Lipozomlarin Pasif Hedeflendirilmesi (Uzun siire kan dolasiminda kalan

lipozomlar, stealth lipozomlar)

Pasif hedeflendirme, viicudun fizyolojik ve anatomik 6zelliklerinin izin verdigi
dogal yolaklar veya hastalik fizyolojisinin olusturdugu durumlar sonucunda ilag tasiyici

sistemin etki gosterecegi bolgeye ulasmasi ile gerceklestirilir (4).

Bu hedeflendirme tipi i¢in izlenilen stratejilerden birisi lipozomun boyutu ile ilgili
olmustur. Viicuttaki fizyolojik temizleme mekanizmalarindan biri olan RES ve bu sistemin
alt elemanlari, kiigiik tek tabakali lipozomlar1 biiylik ¢ok tabakali olanlara gére daha uzun
sirede viicuttan uzaklagtirmaktadirlar. Yani, SUV tipi lipozomal sistemlerin kan

dolasiminda kalis siireleri MLV tipinde olanlara gore daha fazladir (27).

Optimal tiimor hedeflendirmesi i¢in 100 nm boyutun kritik oldugu belirtilmistir.
Ayrica, uzun siire kan dolasiminda kalis ve uzatilmis salim eldesi icin yliksek faz gecis
sicakligina sahip fosfolipit kullanimi, pasif hedeflendirmede biiyiik 6nem tasimaktadir

(4,25,27).

Lipozomlarin RES ile etkilesiminden kaginmak ve bu sayede dolasimda daha uzun
stire kalabilmelerini saglamak i¢in lipozom yiizeyinin hidrofilik polimerler ile modifiye
edilmesi, pasif hedefleme stratejilerinden en dikkat ¢ekici olamidir. Lipozomal ylizey
modifikasyonu i¢in ¢ok sayida hidrofilik polimer denenmis ve polietilen glikol (PEG) ile
olan tiirevlendirmenin olumlu sonuglar verdigi gézlemlenmistir (25,27,28). PEG kaph
lipozomlarm, polimerden kaynaklanan sterik engelleme sonucunda, plazma proteinleri ve
RES elemanlar1 ile olan etkilesimlerinin (opsonizasyonun) azaldigi ortaya konulmustur
(27,29). Yiizeyi PEG ile modifiye edilmis lipozomlar ‘Stealth®’ lipozomlar olarak da
adlandirilirlar (25, 27-29).
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"PEG 2incin
/

Plazma opsoninleri :

Sekil 2.3. (a) PEG kapli olmayan ve (b) PEG kaplanmis (stealth) lipozom (25)

Stealth lipozomlar RES elemanlarinca eliminasyona ugramadigi i¢in dolasimda
uzun siire kalirlar. Bu tip lipozomal sistemlerin en giizel drneklerinden biri olarak Doxil®
gosterilebilir. Kemoterapotik ilag doksorubusin’in verilmesinde kullanilan bu lipozomal

teknoloji, ilacin plazmada kalis zamanini artirmis ve yan etkilerini azaltmistir (25).

Partikiil boyutu, faz gecis sicaklig1 ve yiizey modifikasyonu gibi 6zellikler, pasif
olarak ila¢ hedeflendirilmesinde Onemli parametrelerdir. Hastaliga bagh birtakim
fizyolojik parametreler ise, pasif hedeflendirme i¢in hazirlanan lipozomlar1 daha avantajl
kilmaktadir. Gerek enflamasyona ugramis dokularda gerekse tiimor dokularinda endotel
hiicreleraras1 bosluklar normal saglikli dokuya gore daha fazladwr. Ayrica tiimor
dokularindaki orantisiz biliylime sonucunda ortaya ¢ikan fazladan damarlanma durumu ise
tiimorlii bolgenin daha fazla dolasima maruz kalmasina neden olmaktadir. Enflamasyon
bolgelerinde ve tiimor dokularinda lenfatik akimin yetersiz kalmasi sonucu bolgedeki ilag
klerensi de oldukca diisiiktiir. Fizyolojik olarak bu durum literatiirde arttirilmis geg¢irgenlik
ve tutulma etkisi (EPR — Enhanced permeation and retention effect) olarak ge¢gmektedir
(30-32). Hastalik fizyolojisinden koken alan bu durum; boyut, faz gecis sicakligi ve yiizey
modifikasyonu gibi yontemlerden bir veya bir kac1 ile pasif olarak hedeflendirilmis tasiyici

sistemleri geleneksel olanlara gore tedavide daha etkin kilmaktadir (30-32).
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Hedeflenmig nanopartikial #
Hedeflenmemis ilag -
Normal damar yapist
Anjivojenik damar vapisi

Sekil 2.4. Arttirilmig gegirgenlik ve tutulma etkisi (32)

Tedavide, pasif olarak hedeflendirilmis sistemler her ne kadar etkin sonuglar vermis
olsalarda, daha etkin ve giivenilir sonuglar elde edebilmek i¢in aktif ilag hedeflendirme
stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Aktif ve pasif hedeflendirme yapan tasiyici sistemler
birlikte kullanilarak terapdtik etkinligin arttirilmasi ve giivenlik profillerinin (6zellikle

kemoterapide) iyilestirilmesi amag¢lanmaktadir.

2.1.4.2.Lipozomlarin Aktif Hedeflendirilmesi

Lipozomlarn aktif hedeflendirilmesi, ilag tastyici lipozom sisteminin i¢erdigi etkin
maddeyi hedef bolgeye (organ, doku, hiicre veya hiicre organeline) kadar spesifik bir

sekilde teslim etmesi olarak 6zetlenebilir (4, 31, 32).

Lipozomal aktif hedeflendirme i¢in lipit yapisinda birtakim degisiklikler yapilmasi
gereklidir. Bunun i¢in 1s1ya veya pH’ya bagli olarak ilag saliminda degiskenlik gosteren
sistemler tasarlanmistir (4). Bu tip lipozomal sistemler, fizyolojik uyaran aracili aktif

hedeflendirme yapan sistemler olarak isimlendirilmektedir.
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Ayrica ylizey modifikasyonlarmna bagl olarak, farkli uyarici destekli sistemlerde
gelistirilmistir. Bu uyaricilar arasinda manyetik dalgalar, ultrasonik dalgalar ve farkli dalga
boylarindaki 1giklar sayilabilir (4,10,32). Bu tip tasarimlar ise dis uyarana bagimli aktif

hedeflendirme olarak adlandirilmaktadur.

Ligandlar (reseptor spesifik materyaller) ile yapilan ylizey modifikasyonlari, adrese
teslim hedeflendirme yapilabilmesi kullanilan en 6nemli aktif hedeflendirme tasarimlaridir
(31,33). Ligand 6rnekleri olarak; reseptore 6zgii peptit/proteinler, monoklonal antikorlar
(mAb), folik asit, transferrin gibi molekiiller sayilabilir (32,34). Lipozomal sistemlerde
aktif hedeflendirme yapilirken reseptore o©zgli ligandlar hedeflendirici olarak
secilmektedir. Normal fizolojik sartlarda viicutta dengeli bir sekilde dagilim gdsteren folat
reseptorleri, transferrin reseptorleri, asialoglikoprotein reseptorleri, lektin reseptorleri,
disiik yogunluklu lipoprotein reseptorleri (LDLR), somatostatin reseptorleri, vaskiiler
endotelyal bliytime faktorii (VEGF) gibi yapilar, bazi hastalik durumlarinda belirgin olarak
artmaktadir (32-34). Bu reseptorlere 6zgii antikorlar segilerek hedeflendirme ¢aligmalari

yapilmaktadir.

Aktif hedeflendirme ¢alismalarinda, lipozom ve ligand entegrasyonu esnasinda
yapilan islemlerde dikkat edilmesi gereken en onemli nokta ligand molekiiliiniin lipide
baglandiktan sonra reseptore olan 6zgiinliigliniin ve afinitesinin deg§ismemis olmasidir.
Buna ek olarak, secilen antikorun immiin sistemi uyarici o6zellikte olup olmadigi
(immiinojenisite) ve reseptOr ile olan etkilesiminin tipi ve siiresi de lipozomal aktif

hedeflendirmede 6nem arz etmektedir (32,34).

2.2. Beyin

Beyin, viicudun ¢ok yonlii ve en karmasik organidir. Insanlarda beyin yaklasik
1400 g civarinda olup ortalama viicudun agirliginin % 2’sini teskil eder. (Bebeklerde
%10’unu teskil eder). Kan-beyin bariyeri (KBB) ve beyin omurilik s1vis1 (BOS) gibi ¢ok

etkili bariyerler tarafindan korunmaktadir (35).

KBB, beyini tehlikeli kimyasallardan veya toksik maddelerden korurken, beyindeki
hiicre fonksiyonlar1 i¢in ihtiya¢ duyulan yasamsal maddelerin gecisine miisaade eden
spesifik kompleks sistemdir (36). Ilaglarm gelistirilmesinde en &nemli sinirlayict

faktorlerden birisi de KBB dir (37). Coziiniirliikkleri ve molekiil agirliklarina bakildiginda
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cogu ilagc KBB’yi gegcememektedir (38). Hafizaya kaydetme, konusma, biling, motor
kontrol ve aktiviteleri ile duyu algisi-yorumlama gibi tiim gorevlerin yoneticisidir (39).

Asagida insan beyninin ana boliimleri gosterilmistir.

On (frontal) lob Yan (parietal) lob

Arka bas
(oksipital) lob
Biiyiik
beyin
(serebrum)

| Beyincik
(serebellum) lobu

Sakak (temporal) lobu

Omurilik

Sekil 2.5. Insan beyninin ana bdliimleri (40)

Beyin loblar1 her bir beyin hemisferi frontal, parietal, temporal ve oksipital olmak
iizere dort boliime ayrilir. Beynin 6n (frontal) lobunda talamus, hipotalamus, hipokampus,
bazal ganglia, amigdala, serebral korteks bulunmaktadir. Beynin en yeni ve en genis
kismudir. ki yari kiireden olusmustur. Talamus; beynin giris kapisidir. Beynin tam
ortasinda yer alir ve her iki tarafta da birer tane bulunur. Hangi bilginin beynin ne tarafina
gidecegini belirler. Korteksin asir1 bilgiye maruz kalip bogulmasini engelleyerek filtre

gorevi gortir.

Hipotalamus; bir¢ok hayati fonksiyonu idare eden, beynin orkestra sefi gibidir. Talamusun
yaninda yer alir. Noronlar ve hipotalamik hormonlar ile uyarilarak hipofiz bezinden (Sella
Tursika-tiirk egeri) salgilanan TSH, FSH/LH, ACTH, prolaktin hormonlar: ile viicuda

dengesininde 6nemli rol oynar.

Hipofiz bezi, Hipotalamustan aldig1 direktiflerle hormonlar1 salgilar. Hormonlar da bazi

dokulara veya organlara dagilimini ve islevsel hale gelmesini saglar.
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Limbik sistem; amigdaladan, hipokampusdan ve singulat korteks den olusur. Amigdala;
stirekli ¢evreyi gozetler. Etrafta tehlikeli veya faydali olabilecek olan seyleri belirler.
Duygularin ortaya ¢iktig1 yerdir. Bu duygular1 kullanip kisiyi tehlikelerden uzak tutmaya
ve faydali olabilecek seylere yaklastirmayi saglar. Negatif uyaranlara daha duyarlidir. Stres
ve heyecan tepkisinin verilebilmesini saglar. Hipokampus; hafizanin olusumunda rol
oynar. Bu bolgeye zarar gelmesi 6grenme ve hatirlamada problemlere neden olabilir.
Singulat korteks; duyusal ve duygusal islemlerde, acinin deneyimlenmesinde oldukca

Onemlidir.

Bazal ganglionlar; motor hareketlerin kontrolii, duygular ve biligsel fonksiyonlardan
sorumludur. Istegimiz ile baslatilan bir¢ok hareketin daha sonra otomatik olarak devam
etmesinde dnemli bir rolii oldugu kabul edilir. Ornegin; ayakta futbol topunun sektirilmeye

baslanmasi ve devam etmesi bunlardan biridir (41).

On (frontal) lob, yonetme ve karar verme gibi gelecekteki planlamada &nemli bir rol oynar,
viicut bolgelerinin hareketinin istemli kontrolii ve konusmayi saglamadan, davranis

planlamasinda kontrol edilmesinde ve ortaya konmasinda sorumludur (42).

Frontal lob hasar1 olan insanlar genellikle bilgi toplamak, onceki deneyimleri hatirlamak
ve bu girdiye dayanarak karar vermekle ugrasirlar (43). Frontal lobun diger bircok

fonksiyonundan bazilar1 giinliik fonksiyonlarin gerceklesmesinde oynar:

Konusma ve sozciik iiretimi: Broca bolgesi, frontal lobdaki bir bdlge olup, diisiinceleri
kelimelere doniistiirmeye yardimei olur. Bu alandaki zarar, konusma, dil anlama veya

anlamli konugma yeteneginide zayiflamalara neden olur (44,45).

Bazi motor beceriler: Frontal lob, yiiriime ve kogsma dahil olmak {izere goniillii hareketleri

koordine etmeye yardimci olan birincil motor korteksi barindirir.

Nesneleri Karsilagtirma: On lob, bir maddeyi digerinden ayirt etmenin yani sira, nesneleri

kategorilere ayirmaya ve siniflandirmaya yardimci olur.

Anilar1 olusturmak: Neredeyse her beyin bdlgesi hafizada bir rol oynar, bu yiizden frontal
lob benzersiz degildir. Bununla birlikte, arastirmalar uzun siireli anilarin olusturulmasinda

anahtar rol oynadigin1 gostermektedir.

Bagkalarinmn duygularini anlama ve tepki verme: On lob, empati i¢in hayati nem tasir.
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Kisiligi sekillendirme: Diirtii kontroliiniin, hafizanin ve diger gorevlerin karmagik
etkilesimi, bir kisinin anahtar 6zelliklerinin olusturulmasia yardime1 olur. Frontal lobun

hasar gormesi kisiligi kokten degistirebilir.

Odiil arama davranis1 ve motivasyonu: Beynin dopamine duyarli néronlarmnin cogu frontal
lobdadir. Dopamin, 6diil ve motivasyon duygularini desteklemeye yardimci olan beyindeki

bir kimyasaldir.

Secici dikkat dahil olmak tizere dikkatin yonetimi: Frontal lob dikkatlice diizgiin bir sekilde
yonetilemediginde, dikkat eksikligi bozuklugu gibi durumlar geligebilir (46,47).

Parietal (yan) lob bazi spesifik islevleri yerine getirir. Korteksin bir pargasi olarak, bir¢ok
sorumluluklart vardir ve duyusal bilgileri saniyeler i¢inde isleyebilir. Parietal lob;
farkindalik ve yon bulma gibi duyusal bilgileri birlestirir. Parietal lob, tat, sicaklik ve
dokunma gibi bilgilerin entegre edildigi veya islendigi yerdir. Insanlarda parietal lob hasar

goriirse, dokunma hissi kaybolabilir (48-51).

Temporal Lob; Ses ve kokunun algilanmasi, ayn1 zamanda da yiizler, mekanlar gibi
karmagik uyaranlarm islenmesi bu lob tarafindan saglanir (52). Fossa cranii media da
sulcus lateralisin altinda bulunur. Temporal lob korteksi basta duyma-isitme olmak {izere
baz1 duygu, hafiza ve konusma fonksiyonlar1 ile gorevlidir. Isitme merkez alanlar1 da bu

lobta bulunur (53-55).

Oksipital Lob; Gorsel bilginin islendigi beyin bdlgesidir, gorsel algi sistemimizin
merkezidir. Beynin onemli bir travma geg¢irmesi durumunda, gérme alani kusurlar1 ve
skotomlar gibi gorsel-algisal sistemimizde ince degisiklikler olusturabilir, ancak beynin
arkasindaki konumlarindan dolay1 6zellikle yaralanmalara karsi1 koruma altindadirlar ve
kiigiik captaki travmalardan c¢ok etkilenmez. Oksipital lobun peristriat bolgesi, gorsel
olarak uzaysal isleme, hareket ayrimimin yapilabildigi yerlerdir. Oksipital lobun hasar
gérmesi durumunda; ortamdaki nesneleri bulma zorlugu, renkleri belirleme zorlugu,
haliisinasyonlar iiretimi, gorsel yanilsamalar nesneleri yanlis gormek, kelime korligii,
kelimelerin tanimamasi, c¢izilmis nesneleri tanima zorlugu, bir nesnenin hareketini

tantyamama, okuma ve yazma ile ilgili zorluklar ortaya ¢ikabilir (56-58).
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2.2.1.Beyine Ila¢c Hedeflendirme Mekanizmalar

Norolojik ilaglar ila¢ endiistrisi i¢in biiyiik potansiyel tagimasina ragmen, KBB’nin
kisitlayict 6zellikleri bu tip ilaclarin geligimlerini kisitlamaktadir. Biiyiik molekiillii
ilaclarin tamami ve kiiglik molekiillii ilaglarin ¢ogu KBB’yi gegememektedir. Gegebilen
ilaclar ise, KBB icinde bulunan birden fazla endojen tasiyict sayesinde basari
saglayabilmektedir. Bu sebeple, ilerleyen yillarda beyne hedeflendirilmis ilag gelistirme
planlamalarinm, ilaglarin endojen KBB tasiyicilar1 vasitasiyla beyne taginmasini

saglayacak sekilde formiile edilmesi i¢in, yeniden yapilandirilmasi gerekecektir (38).

1900’1i yillardan beri varoldugu bilinen KBB, o zamanlarda, beyne ulagmaya
calisan zarar verici madde veya kimyasallara karsi tampon gorevi gordiigli diisliniilen
fizyolojik bir engel olarak kabul edilmekteydi. Giiniimiizde ise, bu bariyerin, plazma
bilesenlerinin, alyuvarlarin ve 16kositlerin beyne girisinde bariyer olusturan bir yap1 oldugu
kabul edilmektedir. Iskemik hasara, intraserebral hemoraljiye, travmaya, nérodejeneratif
stireclere, enflamasyona ya da vaskiiler problemlere bagli olarak bu yapilarin beyne
ulagmasi, sinaptik ve noral fonksiyonlar1 bozucu norotoksik iirlinlerin olusumuna sebep
olmaktadir. KBB, sikica konuslanmis olan beyin endotel hiicrelerinden olusmaktadir ve

kan ile beyin arasindaki serbest dolagimi ciddi sekilde sinirlandirmaktadir (59).

Sik1 baglant1 noktalar1 ile gegirgenligi kontrol altina alinan KBB’den hidrofilik bir
etken maddenin gecebilmesi i¢in, hiicrelerarasi endotelyal engeli asmas1 gerekir. KBB
boyunca hiicrelerarasi bu ¢ift yonlii engelli gecis farkl yollarla asilabilmektedir. Bunlar;
tastyici aracili tasima, iyon tagima, aktif disa atim mekanizmasi ile tasima, reseptor aracili

tasima ve kaveol (caveolae) aracili tasima gibi yollardir (59-61).

Kan-beyin bariyerini meydana getiren O6nemli elemanlar soyle siralanabilir; kapiller
damarlarin endotel hiicreleri, damar ¢eperinin dis ylizeyinde bulunan ve yapisal destek
saglayip pinositozda rol alan perisitler, biyokimyasal destek saglayan ve sitokin salgilayan

astrositler ve bazal membrandir (62).
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Sekil 2.6. KBB mikrovaskiiler yapisindaki dort temel hiicre (59)

Beyin kapilerini olusturan endotel hiicreler arasinda siki1 baglant1 noktalar1 bulunur.
Kesintisiz bir bazal membrana sahiptirler. Bu baglant1 noktalari, KBB endotel hiicreleri
arasinda yiiksek bir elektrik direnci olustururlar. Elektrik direnci diger dokularda 3.33
Q/cm? iken KBB’de 1500-2000 Q/cm? olur. Bunun sonucunda paraseliiler permeabilite
diiser. Endotel hiirelerindeki mitokondri sayica fazladir. Pinositik vezikiilleri oldukca az
ve fenestralar yoktur (62). KBB’yi gececek olan bir madde; kapiller endoteli, internal
stoplazmik alani, daha sonra abluminal membran, perisit veya bazal laminay1 asmak

zorundadir(63).
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Kan beyin bariyerinin asilmasinda partikiil boyutu limitinin 100 nm nin altinda
oldugu ve bu boyutlarin iizerindeki partikiiler tastyici sistemlerin kan beyin bariyerinden
gecemedigi rapor edilmistir (65). Bu sorunu agmanin yollarindan biri de yiizeylerine
hedeflendirme ligandi baglanarak, lipozomlarin hedef doku ve hiicrelerde bulunan reseptor

veya adezyon bilesiklerine hedeflendirilmesi saglanabilmektedir (66).

Beyinde hasarli dokudaki mikrosirkiilasyondan ve lokositlerin bu bdlgede
akiimiilasyonundan sorumlu bilesikler, hiicre adezyon molekiilleridir. Beyinde travmatik
hasar olusan bolgede hipoksi sonrasi, (i) apoptoz ve nekroz iizerinden hiicre oliimii; (if)
uyarict norotransmitterlerin saliminda artis, (ii7) hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis, (iv) ve
Iokosit infiltrasyonunuda iceren yangi olaylar1 ile karsilasilmaktadir. Lokosit
infiltrasyonunda en 6nemli faktorlerden biri ise endotel VCAM-1 molekiiliidiir. Spesifik
ligandi, B1 integrin ailesinden VLA-4 tiir. VCAM-1 16kosit plazma membran iizerinde
eksprese olarak integrin VLA-4’e baglanir. Hasar1 takiben saatler i¢inde eksprese olan
VCAM-1 molekiilleri, 24 saatte optimum seviyelere ulasir. Endotel hiicrelerde VCAM-1
ekspresyonu viicutta enflamasyon alanlarinda belirgindir. VCAM-1, aterosklerotik
modellerde ve gesitli kanser modellerinde de potansiyel bir ilag hedeflendiricisi olarak

kullanilmistir (66).

Reseptor aracili transport sistemleri etkin madde hedeflendirme igin bir strateji
olarak belirlenmistir ve bu taktik “Truva Atr” olarak anilmaktadir. Normalde KBB’yi
gecemeyen etken maddeler, KBB reseptorlerinden birine (transferrin, insulin gibi) karsi

olan monoklonal antikor ile isaretlenerek KBB’yi ge¢meleri saglanabilmektedir.

KBB tastyic1 vektorii-ilag konjugatlarin tasariminin en 6nemli yonii, KBB iletim
vektoriiniin ve onun kognat reseptdr aracili tagiyict (RAT) sisteminin se¢ilmesidir. RAT ile

KBB tagimacilig1 in vivo olarak umut vaat eden sistemlerdir (67).

RAT ile gectigi bilinen ve en cok calisilan reseptorlerden biri olan transferrin
reseptorii (TR), beyne demir verilmesine aracilik etmek icin beyin kilcallar1 tarafindan
yiksek oranda eksprese edilir. TR’nin dogal ligandi demir baglayic1 protein olan
transferrindir (68,69). TR, molekiiller aras1 disiilfit baglar1 ile birlesmis 90 kDa molekiil
agirhigmdaki iki alt birimi igeren bir transmembran glikoproteindir ve her bir alt birim bir

transferrin molekiiliine baglanma kabiliyetine sahiptir. Tasima mekanizmasma iligkin
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sorular bulunmasina ragmen, transferrin ligandi beyne hedeflendirme i¢in kullanilmistir

(70-73).

Beyine etkin maddeyi ulagtirma vektorleri; peptidler, modifiye edilmis proteinler
ve peptidomimetik monoklonal antikorlardir (MAK). Bu vektorler KBB’deki reseptorlere
baglanirlar. Insan insiilin reseptoriine ait murin 83-14 MAD, antikor dizisi tarafindan
immiinojenik sican dizilerinin ¢ogunun yerini aldig1 bir kimerik antikor olusturmak tizere
genomik olarak yapilandirilip, insanlarda kullanilabilen potansiyel bir ila¢ hedefleme

vektoriidiir (74).

In vivo olarak KBB’yi olusturan beyin kilcal endoteli yoluyla ilag
hedeflendirilmesi, KBB iizerinde peptit transitoz sistemlerini hedef alan peptidomimetik
monoklonal antikorlarla saglanabilmistir. OX26 monoklonal antikoru gibi sigan transferrin
reseptOriine yonelik miirin monoklonal antikorlari, sigandaki transferrin reseptorii tizerinde
KBB yoluyla hedeflenmistir. Bununla birlikte, mevcut ¢alismalar, OX26 monoklonal
antikorunun farelerde etkili bir beyin dagitim vektorii olmadigini géstermektedir. Yapilan
calismalarda fare transferrin reseptorii iizerine, 8D3 ve RI7-217 monoklonal antikorlar1
hedeflendirilmis, her iki antikorun da KBB'de benzer permeabiliteye sahip oldugu
belirlenmistir (75).

Amiloid-p peptid (AP), damarlar {izerinde etkilesime girerek ndronal bozukluk ve
demansin altinda yatan hiicresel stresin yayilmasina aracilik eder. Genetik olarak manipiile
edilmis farelerde yapilan sistemik A inflizyonu ¢alismalarinda proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonuna yol ac¢tig1 gosterilmistir. Transjenik fare modelinde, glikasyon {iriin-ligand
etkilesim inhibisyonun beyin parankimindeki AP birikimini bastirdigi gosterilmistir. Bu
bulgular, vaskiiler glikasyon firiinleri'nin Af’den kaynaklanan patojenik sonuclarini

azaltmada etkili oldugunu diisiindiirmektedir (76).

Apolipoproteinlerin, nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerin beyne tasinmasinda
muhtemel rolii ile ilgili yapilan bir arastirmada, hekzapeptid dalargin yiiklenen poli (biitil
siyanoakrilat) nanopartikiilleri, polisorbat 80 ile 6n kaplama yapilmadan veya yapildiktan
sonra apolipoproteinler All, B, CIL, E veya J ile kaplanmistir. Buna ek olarak, loperamid
yiiklii nanopartikiiller, apolipoprotein E ile tek basina kaplanarak veya polisorbat 80 ile
onkaplama yapilarak hazirlanmistir. Polisorbat 80 ile on kaplama sonrasinda farelere

intravendz enjeksiyondan sonra, agri kesici esik, kuyruk kaldirma testi ile 6lglilmiistiir.
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Sonuglar sadece polisorbat 80 ve/veya apolipoprotein B veya E ile kaplanmis dalargin veya
loperamid yiiklii nanopartikiillerin, agr1 kesici etki saglayabildigini gdstermistir. Bu etki,
polisorbat 80 ile 6n kaplama ve daha sonra apolipoprotein B veya E ile yapilan iist
kaplamadan sonra Onemli Olclide artis gostermistir. Apolipoprotein E eksikligi olan
farelerde agr1 kesici etkisi ise onemli 6l¢iide azalmistir. Bu sonuglar, apolipoprotein B ve
E'nin, KBB boyunca poli (biitil siyanoakrilat) nanoparcaciklara baglanan ilaglarin
tasinmasina aracilik ettigini gostermistir. Polisorbat 80 kaplanmis nanopartikiiller,
enjeksiyon sonrasi apolipoproteinleri kandan absorbe ederek, reseptor aracili endositoz
yoluyla beyin kilcal endotelyal hiicreleri tarafindan almabilen lipoprotein parcaciklarini
taklit ettigini gostermistir. Baglanmis ilaclar daha sonra endotelyal hiicreler i¢inde serbest
brirakildiktan sonra difiizyon ile veya alternatif olarak transsitoz ile beyne ulastirilabilmistir

(77).

Membran transferrin reseptor aracili endositoz veya transferrin bagh demirin ve
transferrin reseptortintin kompleksi haline getirilmesi, hiicresel demir aliminin ana yoludur.
Bu etkili hiicresel alim yolu, sadece antikanser ilaglar1 ve proteinleri degil, ayn1 zamanda
terapotik genleri de transferrin reseptor ekspresyonuna neden olan bir yoldur. Elde edilen
konjugatlar, ilaglarin sitotoksisitesini ve se¢iciligini onemli Ol¢lide degistirmektedir. Gen
terapisi i¢in kullanilan viral vektor se¢enegine potansiyel bir alternatif olarak lipozomlarla

DNA'nin transferrine baglanmasi gosterilmistir (71).

Ateroskleroz ile iligkili hastalikli hiicrelerde diizensiz mikroRNA (miRNA)
inhibisyonu, hayvan modellerinde terapdtik etkinlige yol agmistir ve insanlarda hastaliklari
tedavi etmek i¢cin Onerilmistir. Ancak, sistemik tasima yoluyla istenmeyen yan etkilere
neden olmasi ise sorun olmustur. Bu nedenle, bazi ¢aligmalarda polielektrolit kompleks
miselleri igeren miRNA inhibitoriine iki farkli peptit sekansi eklenmistir. Peptitlerden birisi
olan Arginin-Glutamik Asit-Lizin-Alanin, aterosklerozun bir fare modelinde lezyona 6zgii
hedeflemeyi gosteren bir misellar sisteminde kullanilmistir. Diger peptid ise Valin-
Histidin-Prolin-Lizin-Glutamin-Histidin-Arginin (VHPKQHR) olarak tespit edilmistir ve
vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ile vaskiiler endotelyal hiicrelere
hedeflendirilmistir. Calismada in vitro test ile aterosiklerotik lezyonlarla iligkilendirilen
hiicrelere, mikroRNA inhibitorlerinin lezyon ve hiicreye, 6zel tasima etkinligi ile peptit-
hedefli polielektrolit kompleks miseller olusturularak uygulama yapilmigtir. Caligma

sonucunda, misellerin (fibrin-hedefleme) ve VHPKQHR iceren misellerin (VCAM-1

24



hedeflemesi), sirasityla makrofajlar ve insan endotelyal hiicrelerine miRNA inhibitorleri

ulastirmak i¢in kullanilabilecegini gostermistir (78).

Yagda ¢oziinen, pH 7.4 civarinda iyonize olmayan ve 500 dalton altindaki ilag
hammaddeleri KBB engelinden gecis yapabilmektedir. Ancak suda ¢oziinen, hidrojen
bagina sahip kiigiik bilesenler ve hidrofilik ilag hammaddelerin KBB engelini agsmasi i¢in

farkli ulagtirma yontemleri bulunmustur (79, 80).

KBB’yi asarak ilag taginmasi i¢in fizyolojik metodlardan birisi olan tastyict aracili
tasinma sistemleri, kanda dolasan seker ve peptid yapilarmin beyine ulastirilmasi icin
uygun bir yontemdir. Tasimnacak maddenin yapisina ve cesidine gore tasima g¢esidi de
degismektedir; ornek olarak glukoz yapisindaki sekerler icin heksoz tasima yontemi,
fenilalanin gibi diger nétral amino asitler i¢in ndtr amino asit tagima yontemi, glutamat gibi
maddelerde asidik amino asit tasima yontemi, arginin i¢in bazik amino asit tagima yontemi,
b-alanin i¢in b-amino asit tasima yontemi, kolin ve tiamin i¢in kolin tagima yontemi, laktat
ve kisa zincirli yag asitleri i¢in monokarboksilik asit tagima ydontemi, purin bazlar1 igin
niikleozit tasima yontemi, mepiramin i¢in amin tagima yontemi, bazi hormonlar i¢in ve

vazopressin i¢in peptid tasima yontemleri kullanilmaktadir (81).

Baz1 etken maddeler, proteinik yapidaki vektorlere baglanarak KBB’den yiizeylere
tutundurulma araciligr ile veya reseptor aracilifiyla tasinmaktadir (82). Yiizeye
tutundurulma aracilig ile taginmada katyonik madde veya proteinler ile anyonik biyolojik
membran arasindaki elektrostatik etkilesme ile olmaktadir. Bu yontemin temel ilkesi,
primer amin gruplarinin olusturulmasi ve bunlarin endotel hiicrelerinin negatif yiikli
gruplarina baglanmasidir (83). Reseptor aracilikli taginma ile karsilastirildiginda daha az
afinite sagladig1 fakat daha yiiksek kapasiteli oldugu tespit edilmistir. Bu yontemin yiikli
proteinlerin tutundurulma yoluyla KBB’den etkin madde ge¢is etkinligi ve biiyiik

molekiillerin transferi i¢in ideal bir yaklagim oldugu diisiiniilmektedir (84).

Katyonik albuminin, ila¢ etken maddelerini KBB’den transferi i¢in ideal
tastyicilardan birisi oldugu rapor edilmistir (85,86). Albumin normal sartlarda asidik pH’ya
sahip olup KBB’den ge¢isi ¢ok azdir, fakat yiizey karboksil gruplarma kovalent amid
yapilariyla baglanarak katyonik hale getirildiginde pH 4-5 civarindan 8’e ¢ikar ve katyonik
hale gelen alblimin KBB’den kolaylikla gecer (87,88). Buna karsin bazi katyonik plazma
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proteinlerinin asir1 immiinojenik etkileri yiiziinden bobrek fonksiyonlari tizerine olumsuz

etkileri rapor edilmistir (89).

Immunoglobulin G gibi antikorlar, KBB’den gectikleri i¢in antikor katyonizasyonu
yontemi ile beyine ila¢ hedeflendirmede kullanilmislardir (90,91). Yapilan ¢aligmalarda
glikoproteinlerin diisiik toksikolojik &zellikleri sebebiyle beyindeki primer endotel
hiicrelere yiiksek baglanma kapasitesine sahip olduklar1 i¢in ila¢ taginmasinda uygun

maddeler oldugu gosterilmistir (92,93).

2.2.2.Lipozomlarin Beyine la¢c Hedeflendirilmesindeki Rolii

KBB’den etken maddelerin ge¢isini ve beyne ila¢ hedeflendirmeyi saglayan
yontemlerden biri de nanotasiyicilarin kullanilmasidir (94,95). Nanotasiyicilar, ilaglarin
permeabilitesini artirarak, beyin endotel hiicreleri arasinda siki baglantilarin agilmasina
yardimc1 olabilirler. Nanoformiilasyonlarin bazilarinin yapilar1 itibariyle, yiizey aktif
madde 6zelligi vardir. Endotel hiicre zarinin asilmasimda, membranlari akigkanlagmasima
ve dolayisiyla kan beyin bariyeri yoluyla ila¢g gegirgenliginin artisma yardimei olurlar.
Nanoformiilasyonlar ile ilaglarin beyne ulastiriimasi i¢in beyin kilcallarindaki endotelyal

hiicreler tarafindan endositoza ugratilarak yapildigi gosterilmistir (96-98).

Yapilan arastirmalar, ¢esitli diizeylerde aktif veya pasif olarak ve kan dolagiminda
uzun siire kalabilen PEGlenmis lipozomlarin, kontrolli ve wuzatilmis salmiml
lipozomlarm, niikleik asit polimerler, ligand-hedefli lipozomlarm beyne hedeflendirmede
uygun tastyicilar olduklarmi gostermektedirler. In vitro ¢alismalarda, beyine
hedeflendirilmis lipozomal sistemlerin kullanilmasiyla, hiicre dizilerinde 6nemli 6lciide

ila¢ konsantrasyonunun arttig1 gézlemlenmistir (99,100).

Lipozomlarin hedeflendirmede ¢ok yonlii ilag tasiyici sistemler oldugu, toksik
olmadig1 ve nonimmunojenik oldugu bilinmektedir. Lipozomlarin yiizeyini PEG ile
kaplamak, “gizlilik-goriinmezlik” 6zellikleri saglar ve viicuttaki dolasimini biiyiik dlctide
uzatir. Reseptor aracili tasimay: artirmada cesitli hedefleme ligandlari, hedeflenen ilact
ulastrmada lipozomlar1 islevsel hale getirir. Lipozomlar uzun siire kan dolasiminda
kalabildikleri i¢in, hedeflendirme ligandlariyla birlikte hedef dokudaki birikimi biiyiik
Ol¢tide artirabilirler (101).

26



Hedefleyici bir ligand olan tripeptid glutatyon ile birlestirilen PEG’lenmis lipozom
uygulamasinin, beyne ilag iletimini arttirmak i¢in giivenli ve ¢ok yonlii bir yontem oldugu
gosterilmistir (102). Yapilan ¢alismada beyindeki glial hiicrelere veya KBB hiicrelerine
hedeflenen mannoz ve sentetik glikozit iceren lipozomlarin basariyla hedeflendigi

gorilmistiir. (103).

Siilfatid lipozomlarin, osmotik tedavi ile veya otsutol olmadan kan-beyin bariyerini
gecip gecemeyecegini belirlemek ic¢in, siganlarda internal karotid arterden lipozomlar
uygulanmistir.  Siilfatid lipozomlarm ozmotik tedavi ile KBB’yi gegebildikleri
gbzlemlenmis olup bu sayede, ozmotik tedavi ile lipozomlarin akiimiilasyonunu 6nleyen
retikiiloendotelyal sistemin, cesitli beyin hastaliklarinin tedavisi i¢in yararli olabilecegi

ongoriilmiistiir (104).

Dosetaksel (DTX) in vitro olarak glioma hiicresine karsi cok etkili oldugu
bilinmektedir. DTX'in KBB yoluyla in vivo gegisi ilacin fizikokimyasal ve farmakolojik
ozellikleri nedeniyle son derece zordur. Yapilan bir ¢calismada, DTX yiiklii nanolipozomlar
gelistirerek beyindeki kat1 tiimor (gliyom) gibi hastaliklar1 tedavi edilmesi hedeflenmistir.
KBB’yi ge¢mek suretiyle DTX gonderimi i¢in caligmalar yapilmis sonug¢ olarak
nanolipozomlar, gliomayr DTX ile tedavi etmek i¢in tesvik edici bir tasiyict oldugu

belirtilmistir (105).

Lipozomlara hapsedilen adenosin trifosfat (ATP), beyin iskemik ataklarma maruz
kalan siganlara, karotid arterlerin kelepgelenmesi ve sistemik kan basincinin diisiiriilmesi
ile intraserebroventrikiiler ve intrakarotidal olarak uygulanmistir. Calismada lipozoma
tutundurulan ATP'nin beyin 6liimiinden once iskemik atak sayisini artirdigini géstermistir.
Sonuglar, beyindeki ATP i¢in yeni perspektifler acarak, bu uygulamanin beyin iskemi
durumlarinda insan resiisitasyonunda potansiyel olarak yararli oldugunu gostermektedir

(106).

Immiinolipozomlar iizerine yapilan bir ¢alismada, sigan gliyal hiicreleri {izerinde
bir antijene 5-113 antikoru (immiin olmayan) ile yonlendirilmistir. Fosfatidil etanolamin
lipozomlar ve bu konjuge antikorlar, diger lipitler ve sitomegaloviriis promotdriiniin
kontrolii altinda bir p-galaktosidaz plazmid ile yapilandirilmistir. Yetiskin siganlarm beyin
veya omuriligine ii¢ farkli antikordan biri ile olusturulmus immiinolipozomlar enjekte

edildiginde, noronal etiketlemede bir artis ve glial etiketlemede bir artis olmustur. Bu
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veriler, immiinolipozomlarin beyinde ve merkezi sinir sistemine gen verilmesi i¢in etkili

bir transfeksiyon sistemi saglayabilecegini diisiindiirmiistiir (107).

Lipozom uygulamalarinin temel basarilari sterik stabilizasyon, ilaglarin pH ve iyon
gradyanlar1 ile yliklenmesi ve anyonik niikleik asitlerle katyonik lipozom komplekslerine
dayanan lipopleksler ya da proteinlerin lipozom uygulamasi olarak sayilabilmektedir.
Bununla birlikte, ila¢ salim hiz1 {izerinde kontrol eksikligi; pH ve iyon gradyanlarmnin
uygulanmadig1 ilaglarin yeterli yiiklenememesi; biyolojik engelleri gegersiz kilacak
araglarin olmamasi; terapotik olarak etkin aktif hedefleme zorluklarini da beraberinde

getirmektedir (108).

Iskemik beyin hasar1 patogenezinde siiperoksit radikallerinin rolii incelenen bir
calismada lipozomlanmis Bakir ¢inko (CuZn)-siiperokside fokal serebral iskeminin bir
modeli olarak kan-beyin bariyerini ve hiicre zarlarin1 verimli bir sekilde gecirebilen
lipozomlanmis siiper oksid dismutaz iskemik hemisfer ve kontralateral kortekste 24 saat
sonra izlenmistir. Lipozom-CuZn-siiperoksit dismutaz tedavisi ile hasar boyutlarinin
azaldig1 gortilmiistiir. Bu veriler siiperoksit radikallerinin odak sonrasi hasar boyutunun
onemli belirleyicileri oldugunu ve fokal serebral iskemik hasarin tedavisi i¢in degerli

oldugunu gostermistir (109).

Paklitaksel i¢in bir folat reseptor hedefli lipozomal formiilasyon ¢alismasinda folat
reseptOriinii hedefleyen paklitakselin yeni bir lipozomal formiilasyonu sentezlenmis ve
karakterize edilmistir. Bu formiilasyon, geleneksel Cremophor EL-bazli formiilasyon ile
iligkili toksisitesinin iistesinden gelmek ve uzun siireli sistemik dolasim zamaninin
avantajlarin1 ve sikca epitelyal kanser hiicreleri iizerinde asir1 eksprese edilen folat
reseptorlerinin segici hedeflenmesini saglamak {izere tasarlanmistir. Formiilasyonda
dipalmitoil fosfatidilkolin / dimiristoil fosfatidilgliserol / monometoksi bilesimiyle basarili

hedeflendirme saglanmistir (110).

Kan-beyin bariyerinde ila¢ tasiyicilarinin modiilasyonu iizerine yapilan bir
caligmada aktif transport proteinleri hakkinda arastirmalar yapilmistir. Tastyict protein
fonksiyonunu modiile etmek i¢in yeni yaklasimlar, tasiyici bazli immiinolipozom ve
nanopartikiiler sistemler gibi hedefe yonelik ve hedefe 6zgii ilag verme sistemleri ile

problemlerin listesinden gelindigi gosterilmistir (111).
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Santral sinir sistemine lipozomal tastyicilarin ulastirilmasinda KBB ve kan-timor
bariyer modifikasyonunun etkisi {izerine ¢aligmalar yapilmistir. Bu c¢aligmalarda
intravendz uygulanan, indiyum isaretlenmis lipozomlarin santral sinir sistemine biyo-
dagilimi arastirilmistir. KBB ve kan-tiimor bariyeri, etoposidin intrakarotid uygulamasi
kullanilarak modifiye edilmis ve tiimor-implante edilmemis hemisferlerde meningeal
timor tutulumunun varligi, lipozomlarin alimint 10 kat artirdigr rapor edilmistir. Bu
bulgular, santral sinir sistemi tiimorlerinin tedavisi i¢in beyine ilag hedeflendirmede,
lipozomal terapotik protokollerin tasarlanmasinda klinik uygulanabilirlige sahip

olabilecegini gdstermektedir (112).

In vitro ve in vivo deri alt1 tiimorlii modellerde de lipozomlarin beyin timor
hiicrelerine monoklonal antikor 2C5 aracili baglanmasi {izerine yapilan bir ¢alismada,
insan beyin tiimor hiicrelerini spesifik olarak taniyabilmesi ve beyin tiimor hiicrelerine in
vitro ve in vivo olarak hedeflenen lipozom i¢in spesifik bir ligand olarak monoklonal
antikor 2C5'in arastirmalar1 yapilmistir. Monoklonal antikor 2C5'in beyin timor
hiicrelerine olan afinitesi akis sitometrisi ile test edilmistir. 2C5-immiinolipozomlarin
beyin tiimor hiicreleri ile in vitro etkilesimi, floresan mikroskobu ile incelenmistir. In vivo

birikim ¢alismalarinda kayda deger olumlu sonuglar goriilmiistiir (113).

Immiinolipozomlar1  kullanarak antineoplastik ajan daunomisinin  beyne
ulagtirilmasi ile ilgili bir ¢caligmada, immiinolipozomlar (antikor-yonelimli lipozomlar),
sican beynine verilmistir. Bu ¢alismada tiyole edilmis bir antikorun, PEG ile sterik olarak
stabilize edilmis maleimidlenmis 85-nm lipozomlara konjugasyonuna izin veren bir
birlestirme prosediirii uygulanmistir. Antikor, PEG-konjuge edilmis baglayici lipidin
terminal ucuna baglanmistir. Bu sayede transferin reseptoriine OX26 monoklonal antikor
tarafindan baglanmasi, optimal beyin iletimi ile sonug¢lanmis ve bu sonuca ek olarak yiiksek
antikor yogunluklar1 gdzlenmistir. Immiinolipozomlarin beyindeki seviyelerinin 24 saat
boyunca gozlemlenmesi, bu lipozomlarin beyin dokusunda biriktigini ortaya ¢ikarmustir.
Tek bir lipozom 10.000 ilag molekiilii tastyabildigi icin; monoklonal antikorun ilag tagima
kapasitesini, biiyiikliik olarak 4 logaritmik siraya kadar artwrmistir. Sonug olarak, sican
beynine daunomisinin spesifik OX26 aracili hedeflemesi, bir immiinolipozom bazli ilag

tastyict sisteminin kullanilmasiyla elde edilmistir (114-116).

Immiin sistemin fagositik hiicrelerinin, dzellikle de nétrofiller ve monositlerin,

beyne ilaglarin tasiyicilari olarak kullanilabilecegi ile ilgili bir ¢aliymada, fagositik
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hiicreleri hedeflemek icin; negatif yiiklii nano boyutlu lipozomlar, KBB’den gecemeyen
bir norolojik ilag olan serotonin enkapsiile edilerek formiile edilmistir. Lipozomal
alendronat ile uygulama sonrasi, monositlerin inhibisyonu ile sonu¢lanmasina ragmen,
nétrofillerin inhibisyonu ile sonuglanmadigindan ve beyin iletimi olmadigindan,
monositlerin beyine hedeflendirilmesinde lipozomlarin ana tastyicilari oldugu belirtilmistir

(117).

Beyine ila¢ hedeflendirme ve beyin gliomunda terapétik etkinligi gelistirmek igin
peptid (AY GRKKRRQRRR) ile modifiye edilmis lipozomlar, beyine ilag formiilasyonunu
ulagtrma etkinligi arastirilmistir. Bu ¢alismada beyin glioma tedavisinde peptid,
doksorubisin yiikli lipozomun hazirlanmas i¢in kolesterol ile konjuge edilmistir. Sonug
olarak, peptid ilaveli modifiye lipozomun KBB'yi ge¢mesi, lipozomun yiizeyi tizerindeki
peptid ile iligkili oldugu goézlemlenmistir. Peptid ile modifiye edilmis lipozom, beyin
gliomunda terapotik etkinligi artirabildigi sonucu ortaya ¢ikmistir (118).

Beyine ilag hedeflemesi i¢in lipozoma hapsedilmis polietilenimin /
oligodeoksiniikleotit polipleksleri ile yapilan ¢alismada, ilaglarin intravendz
uygulamalardaki  hedeflendirilmelerinin  retikiilo endotelyal sistem tarafindan
eliminasyonu nedeniyle sinirli oldugu goézlemlenmistir. Bu nedenle, sistemik dolagim
stiresini uzatmak ve retikiilo endotelyal sistemine ila¢ alimimin 6nlenmesi agisindan
calismada PEG’lenmis lipozom teknolojisi uygulanmistir. PEG-stabilize lipozom serum
icinde stabil kalmustir. Intravendz uygulama sonrasinda, PEG-stabilize lipozom'daki DNA,
hapsedilmemis poliplekslere kiyasla, sistemik dolasimdan onemli 6l¢iide daha diisiik bir
hizda elimine edildigi tespit edilmistir. Ayrica, PEG-stabilize lipozom'un transferrin
reseptoriine spesifik antikor ile hedeflenmesi, tutulan oligodeoksiniikleotit'in biyo-
dagilimini yeniden yonlendirmis ve hedeflenen organda, yani beyinde dnemli birikime

yardimcei oldugu tespit edilmistir (119).

Lipozomlar, spesifik ligandlar1 ylizeylerine baglayarak spesifik dokulara
hedeflendirilebilen tasiyicilardir. Uzun siire sistemik dolasgimda kalan lipozomlar,
yizeylerinin belirli kimyasal ve biyolojik olarak inert sentetik polimerler ile
olusturulmasiyla da hazirlanmistr. Mevcut lipozomal hazirlama sistemleri, uzun

Oomiirliiliik ve hedeflenebilirligi bir araya getirebilir.
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Lipozomlar1 proteinler (enzimler), peptitler ve DNA dahil olmak iizere cesitli
biyolojik olarak aktif maddeler ile yiiklemek icin ¢esitli stratejiler gelistirilmistir.
Lipozomlarin in vivo Ozellikleri, farmakokinetikleri, bircok modelde arastirilmistir.
Lipozomlara hapsedilen ilaclar, istenmeyen toksik veya immiinojenik etkleri tetiklemez ve
fagositik hiicreler tarafindan etkisiz hale getirilemez Ozelliklere sahip olmasi

beklenmektedir.

Lipozom hedeflemesi i¢in 6zet olarak halihazirda kullanilan ligandlar, antikorlar1
ve bunlarin fragmanlarini, folat, transferrin ve bazi peptidleri igerir. Lipozomlar, uyarana
duyarli hale getirilebilir, beyindeki veya wviicuttaki kanser gibi patolojik alanlarin
karakteristiklerini olusturarak ilaci pH duyarli olarak ve farkli sicakliklarda serbest

birakabilirler (120).

2.2.3.Travmatik Beyin Hasan

Son yillarda ciddi travmatik beyin hasar1 olan hastalarda mortalite ve iyilesmedeki
azalma, “beyinde sismeye bagli 6dem sebebiyle oksijenli kani sikma” yaklasimina
baglandig1 diisiiniilmiistiir. Intrakraniyal basmcimn izlenmesi ve serebral hipoperfiizyonun
tedavisi ile serebral perflizyonun nicel degerlendirmesinin ikincil hasar1 azaltacagi
ongoriilmektedir (121). Yapilan arastirmalarda travmatik beyin hasarma bagli olarak
diinyadaki 1.1 milyon acil servis vakasmmin 235.000 i1 hastaneye yatis ile ve 50.000 i de
Olimle sonug¢lanmaktadir (122). Travmatik beyin hasar1 ile iligkili noral hasar
mekanizmalari, birincil (etki sirasinda ortaya ¢ikanlar) ve ikincil (yaralanmadan birkag giin

sonra meydana gelenler) olarak siniflandirilmistir ve bunlar genel olarak beynin yanitinin

bir sonucudur (123,124).

Travmatik beyin hasari, beyin fonksiyonlarinda gecici veya kalici etki birakarak
beyin dokusuna zarar veren bir durumdur (125). Yapilan c¢alismalarda gozlem ve
bilgisayarli tomografi taramasi gibi artan risk gostergeleri olarak birkag kriter belirlenmis,
ancak bu kriterlerin bile yeterli olamayacag diisiincesiyle hastaligin teshisinde baz1 ilave
kriter Onerileri sunulmustur. Bu kriterler; acil durumlarda karisiklik veya farkindalik,
kafatas1 kirig1, norolojik belirtiler veya siddetli bas agrist veya kusma, zor degerlendirme
(6zellikle geng yas, zehirlenme), diger yiiksek riskli tibbi durumlar (6rnegin antikoagiilan

kullanimi) sayilmaktadir (126). Travmatik beyin hasar1 olan hastanin tedavisi, son yillarda
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intrakraniyal patofizyolojinin daha iyi anlasilmasiyla hizla ilerleyen bir alandir. Sivi
kisitlamasi ve hiperventilasyon gibi bircok konvansiyonel tedavi artik 6nerilmemektedir.
Hipotermi gibi diger Onerilen tedaviler tartigmalidir (127). Bu gibi zorluklar sebebiyle
travmatik beyin hasar1 tedavisi yapilana kadar, tedavi i¢in agir1 iicretler 6denmeye devam
edilecektir. ABD'de tibbi maliyetler ve iiretkenlik kaybi da dahil olmak iizere travmatik

beyin hasari'nin ekonomiye maliyeti, yillik 60 milyar dolar civarindadir (128).

Travmatik beyin hasari, 6zellikle gen¢ niifusta en fazla 6liim ve sakatlik nedeni
olmasina ragmen, patofizyolojisi ve tedavisi konusunda yapilan ¢aligmalar heniiz yeterli
diizeye ulasmamistir. Norodejeneratif hastaliklarin tedavisi amaciyla heniiz koruyucu bir
ilag da gelistirilememistir. Noroprotektif etkili oldugu distliniilen ve klinik caligmalar1
yapilan ilaglarn biiylik ¢ogunlugu, yan etkilerinin fazlalig1 nedeniyle basarisiz olmustur.
Beyin travmasmin tedavisinde kullanilacak ilaglarin insanlarda iyi tolere edilebilmesi

biiyiik 6nem tasimaktadir (129).

Travmatik beyin hasar1 i¢in olusturulan hayvan modelleri ve bu hayvanlarla yapilan
calismalar, geng eriskinlerde 6liim ve sakatligin ana nedeni olan bu problemin karmasik
patojenezini aydinlatmada kritik bir rol oynamistir. Yapilan ¢alismalarda, kafa travmasinda
noropatolojik siire¢lerin arastirilmasi i¢in farkli hayvan modellerinin nasil yararli oldugunu

tartigilmigtir (130).

Fokal korteks travmasindan sonra beyin hasarmim, glial hiicre dizisi kaynakli
norotrofik faktor (GDNF) geninin adenoviral olarak verilmesiyle azaltilabilecegi ile ilgili
arastirmalarda bu faktoriin sicanlarda kortikal soguk yaralanmaya karst korudugu
goriilmiistiir. Calismada, E1 bolgesinde silinmis bir adenoviral vektoriin GDNF genini
eksprese eden bir vektor aracili enjeksiyonlari, sican sensorimotor korteksine stereotaktik
olarak uygulanmig ve bir giin sonra serebral korteksin soguk lezyonlar1 indiiklenmistir.
Lezyonlar yaralanmadan bir giin sonra belirgin bir sekilde 6dem ile iliskilendirilmistir.
Sonugta, adenoviral GDNF uygulamasinin fokal korteks travmasinda koruyucu oldugunu

gostermistir (131).

Travmaya veya iskemiye bagli beyin hasarlarinda terapdtik proteinlerin, ilaglarin
dokulara ve KBB icerisine ulastirilmasi, biiyiikliikleri ve biyokimyasal ozellikleri
sebebiyle smnirhdir. Farelerde fokal serebral iskemi sonrasi 11-amino asitli insan immiin

yetmezlik viriisii proteini transdiiksiyon bolgesi, daha biiyiik peptitlerle birlestirildiginde
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bile hiicre zarlarin1 ve KBB’yi gecebildigi rapor edilmistir. Caligmalarda glial tiiretilmis
norotrofik faktdr flizyon proteininin fokal serebral iskemide koruyucu oldugu, iskemik

veya travmaya bagli hasar bdlgelerine ulagilabilecegi goriilmiistiir (132-135).

Travmatik beyin hasar1 sirasinda ortaya ¢ikan doku hasari, serbest radikal iiretimi
ve N-metil-d-aspartat tipi glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonu da dahil olmak {izere
cesitli patofizyolojik olaylarin bir sonucudur. Travmatik beyin hasarmin kompleks
patofizyolojisi diisiiniildiigiinde, hasar sirasinda ortaya c¢ikan farkli olaylar1 hedefleyen
noroprotektif bilesiklerin veya bunlarin kombinasyonunun hasarin tedavisinde olumlu bir
yaklagim olabilecegi dislniilmiistiir. Travmatik beyin hasar1 sonrasi farelerde farkl
patofizyolojik olaylar1 hedeflemede melatonin ve memantin {izerine yapilan ¢aligsmalarda,
hem N-metil-d-aspartat tipi glutamat reseptorlerinin antagonisti olan memantini, hem de
serbest radikal siipiliriici olan melatonini, travmatik beyin hasar1 tedavisi ig¢in
kullanilmiglardir. Burada, tek basina veya memantin ile birlikte uygulanan melatoninin,
sinyal yollarinin aktivasyonu, hasar gelisimi ve DNA fragmantasyonu {izerindeki etkileri
incelendiginde her iki bilesik de beyin hasarini orta derecede ve DNA fragmantasyonunun
yogunlugunu 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Kombinasyon halinde kullanildiginda beyin hasar1
ve DNA fragmantasyonunu 6nemli 6l¢iide azalttig1 ve bunun sebebinin de azalmig p38 ve

ERK-1/2 fosforilasyonu ile iliskilendirildigi rapor edilmistir (136-139).

Beyinde hasarli dokudaki mikrosirkiilasyondan ve lokositlerin bu bdolgede
akiimiilasyonundan sorumlu bilesikler, hiicre adezyon molekiilleridir. Beyinde travmatik
hasar olusan bolgede kisaca, hipoksi sonrasi (i) apoptoz ve nekroz iizerinden hiicre 6 limii;
(i1) uyaric1 norotransmitterlerin salmiminda artis, (iii) hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis,
(iv) ve lokosit infiltrasyonunuda iceren yangi olaylar1 ile karsilasilmaktadir. Lokosit
infiltrasyonunda en 6nemli faktdrlerden biri ise endotel VCAM-1 (Vaskiiler hiicre adezyon
molekiilleri) molekiiliidiir. Spesifik ligandi, Betal integrin ailesinden VLA-4 (Very late
antigen 4) tiir. VCAM-1 16kosit plazma membrani iizerinde eksprese olarak integrin VLA-
4’e baglanir. VCAM-1 molekiilleri hasar1 takiben saatler iginde eksprese olur, 24 saatte
optimum seviyelere ulasir. Endotel hiicrelerde VCAM-1 ekspresyonu vucutta enflamasyon
alanlarida belirgindir. VCAM-1, aterosklerotik modellerde ve ¢esitli kanser modellerinde

de potansiyel bir ila¢ hedeflendiricisi olarak tespit edilmistir (66).

KBB’nin bozulmasi, travmatik beyin hasarmin bir sonucu olabilir ve akut olaydan

birkag giin, hatta yillar boyu siirebilir. Ikincil KBB yikim1 hasardan saatler veya giinler
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sonra baglayabilir, 6dem, noroinflamasyon ve hiicre oliimi gibi siireclerle iligkilidir ve
potansiyel olarak tedavi edilebilir oldugu diisiiniiliir. Deneysel veriler, KBB yikimimin
Alzheimer hastaligi, bilissel ve psikolojik bozukluklar ile epilepsi gibi uzun siireli
travmatik beyin hasar1 komplikasyonlarinin klinik sonucuna katkida bulundugunu
gostermektedir. Bu durumunun hizli tespiti ve izlenmesi i¢in yeni, pratik ve verimli teshis
araglart icin acil bir ¢éziim ihtiyact bulunmaktadir. KBB’nin aracilik ettigi hasarin
modifiye edilmesine yonelik acil tedavi stratejileri s6z konusu olsa da, bu yikimdan
kaynaklanan ikincil hasarin 0nlenmesi veya tedavisi i¢cin kabul edilen hicbir tedavi

protokolii bulunmamaktadir (140-144).

T lenfositlerin infiltrasyonu, transplant rejeksiyonunda ve birka¢ otoimmiin
bozuklukta 6nemlidir, ancak travmatik beyin hasarinda T lenfositlerin rolii biiyiik 6l¢tide
bilinmemektedir. Travmatik beyin hasar1 sonras1 beyindeki bagisiklik hiicrelerinin trafigi
arastirildiginda endotel diizeyindeki reaktif oksijen tiirlerinin atiliminin, aktiflestirilmis T
lenfositlerinin infiltrasyonunu 6nemli Slciide azalttig tespit edilmistir. Immiin hiicre
infiltrasyonu, siganlarda T lenfositlerin, nétrofillerin ve makrofajlarin / mikroglialar
iizerine yapilan analizlerde T lenfosit ve notrofil infiltrasyonu 24 saatte ve makrofajlar /
mikrogliyeler hasardan 7 giin sonra en yiiksek seviyeye ¢cikmistir. Hasar1 takiben 24 saatte
endotelyal adezyon molekiilleri, ICAM-1 ve VCAMI 'in ekspresyonunu énemli Olgiide
azaltmistir. Endotel seviyesindeki serbest radikallerin inhibisyonunun hasar sonrasi T
lenfosit ve notrofil infiltrasyonunu etkiledigi sonucuna varidmistir. T lenfosit
infiltrasyonunun azalmasinin, hasar sonucunu iyilestirmede onemli bir 6zellik oldugu
belirtilmigtir. T lenfosit trafigini mikrovaskiiler seviyede hasar olusan beyine
hedeflemenin, travmatik beyin hasar1 tedavisinde yeni bir ndérokoruma kavramini

olusturdugu ileri siiriilmiistiir (145).

Matriks metalloproteinazlar (MMPler), hiicre dis1 matrisi bozan bir proteolitik
enzim ailesidir; damar yapisindaki bozulmalarla vazogenik 6demlere yol acabilen kritik
enzimlerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) vazoperik 6demdeki MMP'lerin roliinii
arastrmak icin, transgenik fareler kullanilarak soguk hasar (cold injury) dnce ve sonra
jelatinaz aktiviteleri Sl¢lilmiistiir. Sonuglar, soguk hasardan sonra ROS iiretiminin,
MMP'lerin indiiksiyonuna ve aktivasyonuna katkida bulunabilecegini ve bdylece
endotelyal hiicre hasarin1 ve yaralanma sonras1 vazogenik 6dem gelisimini artirabilecegini

gostermistir. Boylece transgenik farelerde bakir ve ¢inko siiperoksit dismutaz asiri
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ekspresyonu, soguk yaralanmaya bagli beyin travmasit sonrasi  matriks

metalloproteinazlarin indiiksiyonunu ve aktivasyonunu 6nledigi gosterilmistir (146,147).

Travmatik beyin hasarina yanit olarak serebral gen ekspresyonlar1 degisir ve travma
tedavisi, ekspresyon artistyla gelisebilir. Fareler lizerinde yapilan ¢alismalarda kontrollii
kortikal etki ile soguk hasara maruz birakilmis ve yaralanma sonrasi ¢esitli zamanlarda,
neokorteks ve hipokampustan mRNA izole edilmis ve transkripsiyonel degisiklikler
kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve gen dizi analizi
kullanilarak incelenmistir. Diizenlenmis transkriptlerin iirlinleri, stres, iltihaplanma ve
bagisiklik tepkileri ve doku yeniden modellemesi dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel
mekanizmalarda goriilmektedir. Ayn1 zamanda reaktif astrositleri, oligodendrositleri ve
mikroglialar1 karakterize eden artmis transkript seviyeleri tespit edilmis, kemokini
eksprese eden dagmik hiicre kiimelerinin yeni bir modeli gdsterilmistir. Ozellikle, benzer
hiicre kiimelerine yerlestirilen transkript ile antijen sunan dendritik hiicreleri karakterize
eden integrin alfa X' te siirekli bir artis bulunmustur. Buna karsin, T-hiicresi reseptorii alfa
transkript ise ¢ok az bir artis gdstermistir. Indiiklenen P-selektin endotelyal hiicrelerdeki
ekspresyon seviyesi ve mikroglia kaynakli kemokinler, dendritik hiicrelere farklilasan
ekstravaze edici inflamatuar monositlerin perivaskiiler birikimini yonlendirebilmektedir.
Hasar sonrasi sekonder travmanin, iltihapl siirecleri ve farmakolojik néroproteksiyon igin

varsayilan hedefleri igeren kemokin sinyallerini igerdigi gosterilmistir (148-150).

Ozellikle fare gibi kiigiik kemirgenler, genetik manipiilasyon i¢in, bu tiiriin gelisim,
embriyoloji ve diger molekiiler yonleri hakkinda genis bilgi birikimi nedeniyle yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, beyin 6demi ve noronal yaralanma alaninda
ndrobiyoloji arastirmalar1 i¢in farelerin kullanimi yaygin olmamistir. Farelerde soguk
yaralanmaya bagli beyin 6demi ve ndronal apoptoz mekanizmalarini inceleyen model
izerine yapilan ¢aligsmalarda serum albiimin izleyicisi Evans Blue'nun ekstravazasyonu ile
gosterilen KBB gecirgenligi, yaralanmadan hemen sonra artmig ve 24 saatte kontrol
seviyesine donmiistiir. Soguk yaralanmaya bagli 6dem ve 6zellikle oksijen radikallerinin
dahil oldugu ikincil lezyon gelisiminin mekanizmasi asir1 eksprese edilmis bakir, ¢inko ile
siperoksit dismutaz transgenik fareleri kullanilarak belirlenmistir. Calisma sonucunda
ozellikle oksijen radikalleri, siliperoksit anyonu, soguk yaralanmaya aracilik ettigi
goriilmiistiir. Ayrica apoptozisin soguk yaralanmayi takiben beyin hasarina katkida

bulunup bulunmadigini incelenmistir. Bu ¢aligmalarda, uygulamanin soguk yaralanmaya
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bagli 6dem ve ikincil hasar1 gelistirmeye aracilik ettigini ve apoptotik hiicre Slimii
indiikledigi gosterilmistir. Farelerde soguk yaralanma modelinin, genetik olarak
degistirilmis hayvanlarda beyin 6demi ve apoptoz patogenezini incelemek i¢in uygun bir

hayvan modeli oldugu gosterilmistir (151).

Beyin hacminin genislemesine yol agan beyin ddemi; kafa i¢i basincint arttirdigi,
serebral perflizyonu, oksijenlenmeyi bozdugu ve ek iskemik yaralanmalara katkida
bulundugu i¢in travmatik beyin hasar1 sonras1t morbidite ve mortalite tizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Konvansiyonel olarak, iki ana tip travmatik beyin 6demi vardir: vazojenik
KBB bozulmasi nedeniyle hiicre i¢i su birikimi ve hiicre i¢i su toplama nedeniyle sitotoksik
etkiye neden olur. Diger tip ise ozmotik beyin 6demi, kan ve doku arasindaki ozmotik
dengesizliklerden kaynaklanir. Hasardan sonra nadiren, beyin omurilik sivisi ¢ikisinin

tikanmasiyla iligkili bir hidrosefali beyin 6demi ile karsilagilir.

Hasarin ardindan, vazojenik ve / veya sitotoksik beyin 6demini arttiran gesitli araci
maddeler salinir. Bu maddeler glutamat, laktat, H *, K ¥, Ca", nitrik oksit, arasidonik asit
ve metabolitleri, serbest oksijen radikalleri, histamin ve kinindir. Bu nedenle, serebral
anaerobik metabolizma ve laktik asidozdan ka¢cinmak, H* ve laktat1 kontrol etmek icin
faydalidir. Ancak, basarili deneysel calismalara ragmen, hemen hemen higcbir bilesik
inhibitdr arac, ylriitiilen klinik caligmalarda yararli sonuglar gosterememistir. Bu nedenle,
travmatik beyin hasar1 hastalarinda anti-6dem tedavisi hala spesifik degil, semptomatiktir
(6rnegin, mannitol inflizyonu, kontrollii hiperventilasyon). Yillar boyunca, vazogenez
beyin 6demi hasar sonrasi yaygin 6dem tiirli olarak kabul edilmistir. Ancak, mekanik hasar
modellerinin gelisimi ve manyetik rezonans goriintiilemenin kullanilmasi, hasar sonrasi

sitotoksik 6demin belirleyici patofizyolojik 6nemi oldugunu ortaya koymustur (152).
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2.3. Rosuvastatin
2.3.1. Yapisi, Temel Ozellikleri ve Kullanim Alanlan

Statin grubu ilaglarinin baslica terapotik etkisi, esas olarak karacigerde 3-hidroksi-
3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz inhibisyonunun bir sonucu olarak
dolasimdaki aterojenik lipoprotein seviyelerinde azalmayi saglamaktir. Statinlerin
aterojenik lipoproteinleri azaltma diizeyleri farklilik gdstermektedir. Ideal bir statinin
ozelligi, karacigerdeki farmakodinamik aktiviteyi en iist diizeye ¢ikarabilmesidir. Ayrica
iskelet kas1 gibi bazi hassas dokularda karaciger disindaki inhibitér aktiviteyi en aza
indirebilmesidir. Ek olarak, diger ilaclarla istenmeyen etkilesim riski diisiiktiir. Diger
statinler ile karsilastirildiginda ise RSV, HMG-CoA rediiktazin nispeten giiclii bir
inhibitorii oldugu ve karaciger hiicrelerinde bir dizi non-hepatik hiicreye kiyasla yiiksek bir
secicilik derecesine sahip oldugu tespit edilmistir. RSV, karacigerde diger statinlere gore
nispeten daha az miktarda metabolize olur. Orta derecede sistemik biyoyararlanima ve
nispeten uzun bir eliminasyon yarilanma 6mriine sahiptir. Bu kriterler temelinde, RSV,
statin smifinin farmakolojik 6zelliklerini optimize etme yolunda 6nemli bir adimi temsil

etmektedir (153,154).

RSV (10 mg ve 80 mg) nin, ayn1 dozlarda uygulanan atorvastatin (10 mg ve 80 mg)
ile karsilastirildiginda, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol diisiiriicii etkisinin
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Yine RSV (10 mg) nin, hem simvastatin hem de
pravastatinin 20 mg’1 ile karsilastirildiginda, LDL seviyesini daha fazla disiirdiigii
gosterilmistir. RSV, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) seviyesini %8 ila%12 oraninda
artirabilecegini gostermistir. RSV, hidrofilik 6zelliklerinden dolay1, insan umbilikal ven
endotel hiicreleri (HUVEC) ve fibroblast gibi dokularda zayif penetrasyon gosterir. RSV
kendine 6zgii farmakolojik ve farmakokinetik etki saglayan molekiiler degisikliklere sahip
bir ajandir. Bu nedenle hiperlipideminin tedavisi i¢in yeni ve 6zgiin bir HMG - CoA

rediiktaz inhibitoridiir (155).

RSV (RSV kalsiyum) sentezlenmis bir bilesik olup enantiyomeri olarak kalsiyum
tuzu olarak formiile edilmis ve uygulanmistir; Kimyasal yapis1 bis{(E)-7-[4-(4-florofenil)-
6-isopropil-2-[metil (metiylsulfonil) amino] pirimidin-5-il] (3R,5S)-3,5-dihidroksihept-6-
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enoik asit} kalsiyum seklindedir. RSV kalsiyum’un formiilii (C22H27FN306S) 2Ca dur.
Molekiil agirlig1 1001.14 g/mol diir. Erime derecesi 122°C dir. Element halindeki dl¢iimsel
verileri; C: %51,01, H: %5,64, N: %8,10, F:% 3,66 olarak verilmistir. pKa degeri ise 3,8
dir. Yapisal formiilii, Sekil 2.9'da gosterilmistir. RSV kalsiyum, beyaz ve amorf yapidadir.

Su ve metanol i¢inde az ¢6ziinen, etanol icinde daha az ¢dziinebilen toz bir maddedir (156).

F

Ca?%*

Sekil 2.9. RSV nin kimyasal yapis1 (156)

RSV, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan, serivastatinin geri
¢ekilmesinden bu yana onaylanan ilk statin grubu ilagtir. Yiiksek etkiye sahip olmasina
ragmen, bu durum giivenligi ile ilgili 6nemli tartigmalar yaratmistir. RSV ve diger tiim
statinler icin, ticari kullanimdan 6nceki en biiylik 6n onayi, veri tabanina dayanan klinik
kullanimlar i¢in onaylanmasi olmustur. Bu veri tabaninda, RSV, 40 mg en yiiksek onay
dozuyla, diger onaylanmis statinlere benzer bir giivenlik profiline sahip olmustur. Tiim
statinlerde oldugu gibi, doz 40 ila 80 mg arasinda titre edildiginde olumsuz etkilerde
belirgin bir artis gozlemlenmis ve RSV de benzer bir doz / toksisite iliskisi gdstermistir. 80
mg icin yiiriitillen 6n onay veri ¢aligmalarinda, % 1.0 (n = 16) miyopati insidans1 ve 7
hastada rabdomiyoliz gelismistir. Bununla birlikte, 40 mg'lik dozun, diger statinlere benzer

bir miyopati oranina sahip oldugu rapor edilmistir (157).

RSV (Crestor®, AstraZeneca, Birlesik Krallik), 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim

A rediiktaz inhibisyonunda hepatik hiicrelerde secici etkinlige ve farmakolojik 6zelliklere
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sahip yeni bir statindir. Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterolii azaltmak, yiiksek
dansiteli lipoprotein (HDL) kolesterolii artirmak ve dislipidemik durumlarin

diizenlenmesinde giinde bir kez 10-40 mg dozlarda kullanim1 i¢in onaylanmistir (158,159)

Hafif /orta diizey hiperkolesterolemi vakalarinda yapilan bir ¢alismada hastalara
1040 mg dozlarda verilen RSV’nin LDL kolesterolii % 52-63 oraninda azalttigi
gosterilmistir. 10 mg dozdaki RSV’nin LDL kolesterolii, 10 mg dozdaki atorvastatin ile
1040 mg dozlardaki simvastatin ve pravastatin'den daha fazla diisiirdiigii belirtilmistir.
Hastalarin her biri karsilastirildiginda diisiik LDL kolesterol hedeflerine ulasmada 6nemli

Olciide basar1 saglanmustir.

RSV ayrica HDL seviyelerinde belirgin ylikselme saglar ve bu etkiyi doz araliginda
korur. RSV, hipertrigliseridemi veya diyabetik hastalar da dahil olmak iizere karigik
dislipidemisi olan hastalarda trigliseridleri, LDL kolesterolii ve diger lipid dlgtimlerini
olumlu bir sekilde degistirir ve bu gibi bircok hasta i¢in bir monoterapi segenegi
olusturabilir. RSV, tek basma veya kombinasyon halinde kullanildiginda, diger mevcut
statinlere benzer bir giivenlik profili sergiler ve rutin klinik uygulamada kullanim i¢in

onemli avantajlar sunar (160,161).

Yapilan caligmalarda, doza bagh etkiyi, orta doz tedavisi ile karsilastirildiginda,
yogun doz statin tedavisinde % 12 daha yiiksek diyabet gelistirme riski ile dogrulamistir.
Bu meta-analizde, bliylik bir kardiyovaskiiler olaydan korunan her ii¢ hasta i¢in diyabet
gelistirmistir. Daha yiiksek diyabet gézlemi i¢in hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar,
statin tedavisiyle indiiklenen periferik insiilin sinyalizasyonunun bozulma olasiligmi
digiindiirmesine ragmen, herhangi bir riskli durum olusmamistir. Statin tedavisinin
kardiyovaskiiler  yararlari, diyabet gelistirme riskinden daha agwr bastigi

belirlenmistir(162,163).

Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda, kolesterol diisiiriicti olarak kullanilan RSV ’nin
beyin felci sonrast noroprotektif etkiye de sahip oldugu bildirilmistir. Ancak
konvansiyonel olarak hazirladiklar1 ve uyguladiklar1 RSV’ nin 6dem veya serebral kan akis1

iizerinde herhangi bir etkilerinin olmadigi rapor edilmistir (164).

Beyin elektrik aktiviteleri ile ilgili yapilan bir calismada HMG-CoA rediiktazi olan
RSV epilektik semptomlari diizenledigi ve antiepileptik ilaclara alternatif olabilecegi rapor

edilmistir (165). Parkinson tedavisi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda SH-SYSY hiicrelerinde,
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indiiklenmis norotoksisiteye karst RSV nin noroprotektif etkisi arastirilmistir. Statinlerin
dopaminerjik norotoksisite iizerindeki ndro-koruyucu etkisi, otofajinin modiilasyonu

yoluyla parkinson tedavisine yonelik yeni bir tedavi stratejisi olarak diisiiniilmiistiir (166).

Inme veya gecici iskemik atak hastalarinda RSV nin serebral kan akimu iizerine
etkilerinin degerlendirmesi calismasinda, intrakranial arteriyel aterosklerotik stenozlu
hastalarda perflizyon durumunda RSV tedavisi ile yapilan denemelerde RSV'nin giivenli
ve etkili olup olmadigim degerlendirmistir. Intrakranial arteriyel aterosklerotik stenozlu
serebral hemodinamik durumu iyilestirmede giivenilir verilere ulasilmig ve hastalarda RSV

tedavisi ile perfiizyon artis1 arasinda iligkili oldugu tespit edilmistir (167).

Serebral iskemi reperfiizyon hasarmin iyilesmesi ile ilgili ¢calismasinda RSV’ nin
inflamatuar yanit ile apoptoza etkileri arastirilmistir. Calisma, inflamatuar sitokinlerin,
apoptoz yollarmi ortaya ¢ikardigini ortaya koymus ve oksidatif stres aracilarinin, bilateral
tarafindan indiiklenen serebral iskemide yer aldig1 goriilmiistiir. RSV ’nin anti-inflamatuar,
anti-apoptoz ve anti-oksidan etkileri ile serebral iskemi reperflizyon yaralanmasinda

olumlu etkileri goriilmiistiir (168).

Deneysel beyin travmasi RSV ile kortikal kilcal dolasimin artis1 nitrik oksit iiretimi
ile iligkildigi caligmada travmatik beyin hasarinda RSV tedavisi sonra mikrodolagiminin
perfiize kapilerlerin sayisinin arttig1 ve bu etkinin artmus nitrik oksit ve azalmis prostasiklin

ile iligkili oldugu belirtilmistir (169).

RSV’nin, siganlarda niikleer faktor-Kappa B aktivasyonu ve siiperoksit olusumunu
baskilama yoluyla anevrizmal subaraknoid hemoraj sonrasi erken beyin hasarimi
iyilestirmesi lizerine yapilan caligsmalarda antioksidan, antienflamatuar Ozellikleri ve

sonuglar1 olumlu bulunmustur (170).

RSV’nin iskemik beyin hasar1 ve mekanizmasi tizerindeki koruyucu etkisi iizerine
yapilan calismada RSV’nin iskemik beyin hasar1 {zerindeki ndral korumasinin
mekanizmalari, endotelyal nitrik oksit sentezi ekspresyonunu arttirmak, indiiklenebilir
nitrik oksit sentezi ve aktive edilmis kaspaz-3'lin ekspresyonunu inhibe etmesi olarak

degerlendirilmistir (171).

RSV, astrositlerin aktivasyonunu ve ERK42 / 44'{in fosforilasyonunu inhibe ederek
L5 spinal sinir transeksiyonu ile siganlarda mevcut morfin toleransmi zayiflatmasi lizerine

yapilan calismada, noropatik agrinin tedavisi sirasinda morfin toleranst olustugunda
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antinosiseptif etkisini geri getirmek i¢in morfin ile RSV birlikte kullanilmistir. Caligma
sonucunda RSV’nin astrositlerin aktivasyonu iizerindeki engelleyici etkisi gdriilmiistiir.
Ayrica ERK42 / 44 ve lomber omurgada TNF ve IL-1 ekspresyonu ile morfin toleransini
azaltmigtir (172).

Multifokal inmede yiiksek doz RSV tedavisinde travmaya bagli serebral yag
embolisi sendromu iizerine yapilan vaka ¢alismasinda siddetli yag embolisi sendromu olan
kisilerde bu tedavi potansiyel olarak yararl olabilecegi diistiniilmiistiir (173). Travmatik
omurilik hasar1 olusturulmus sicanlara kars1t RSV nin noroprotektif etkileri izerine yapilan
calismada, biyokimyasal, histopatolojik, ultrayapisal analizler ve fonksiyonel testler
lizerine arastirmalar yapilmistir. RSV'nin antiapoptotik yolla spinal kord hasarma etki
ederek lipid peroksidasyonunu azaltarak antiinflamatuar, antioksidan etki gostermistir. Bu

sonuglarm 1s181da, RSV’ nin potansiyel néroprotektif ajan oldugu tespit edilmistir (174).

Antidepresanlar ile RSV’nin eszamanli uygulanmasi sonrasi siganlarda oksidatif
stres parametrelerinin tahmini ile ilgili ¢alismada; enzim sisteminin artan aktivitesiyle RSV
ve antidepresanlar ile kombine tedavi sirasinda oksidatif stres degisimi lizerine tespitler
yapilmistir (175). Tek basina kullanilan ¢alismada RSV ile 6n tedavi uygulamasiyla, fokal
serebral iskemi / reperflizyon yaralanmasina karsi, oksidatif stres ve inflamasyonun

zayiflamasi yoluyla korundugu tespit edilmistir (176).

RSV, siiperoksit tliretimini inhibe ederek zucker obez sicanlarda serebrovaskiiler
fonksiyonu iyilestirdigi belirtilmistir (177). Travmatik kafa yaralanmasi sonrast RSV’ nin
sitokinler lizerine etkisi arastirilmis ve akut hasar sonrasi uygulanan RSV tedavisinin baz1
antienflamatuar sistemik etkileri indiiklediginden, fonksiyonel iyilestirici olarak
iliskilendirilmistir (178). RSV kaspaz-3 aktivitesini azalttig1 ve AB'ye maruz kalan insan
ndroblastoma SH-SYSY hiicrelerinde a-sekretazi artirdig1 belirlenmis ve mikroglianin da
azaltilmasiyla Alzheimer hastaliginin Onlenmesinde Onemli bulgulara ulasilmigtir
(179,180,181). Kortikal noronlarda nitrik oksit inhibisyonuna bagli ve ERK 1 / 2 yolu
aktivasyonu kaynakli noroproteksiyonun RSV indiiksiyonu ile miimkiin oldugu
goriilmiistiir (182). RSV nin nitrik oksit sentaz ekspresyonu modiilasyonu ile omurilikteki
iskemi hasarma kars1 korudugu tespit edilmistir (183). Ancak RSV nin kan beyin bariyeri
gecirgenliginin az oldugu diisiiniildiigiinde, uygun partikiil boyutuna getirilimis ve yiizeyi
modifiye edilmis lipozomal tasiyici sistemlerin, RSV nin etkinligini ve hedef dokuya

ulasimini arttiracagi 6ngoriilmektedir. RSV’nin zayif ¢oziiniirliigi ve gecirgenligi, diisiik
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mutlak biyoyararlanim problemiyle karsi karsiya kalma ve emilimi sinirlayic faktorlerdir,
bu yiizden yapilan calismalarda niozomal bir formiil yapilarak in vitro kosullarda
cozlinmesini ve gecirgenliginin 1iyilestirilmesi amacglanmistir (184). Tim bu
sinirlamalardan dolayr RSV iceren lipozomlarin yilizeyi hidrofilik PEG ve VCAM-1
spesifik ligand ile modifiye edilerek beyine hedeflendirilmeye uygun hale getirilmistir.
Beyin travmasi olusturulmus farelere damarici yolla uygulandiktan sonra lipozomlarin

etkinligi, klasik tedavi uygulamalari ile karsilastirmali olarak incelenmistir.
2.4. Kalsein
2.4.1. Yapisi, Temel Ozellikleri ve Kullanim Alanlan

Floresan kalsein canli hiicrelere uygulandiginda 1s1ma veya yansitma 6zelligi olan
ve 495/550 nm araliginda spektroflorometrik olarak tespit edilebilen bir maddedir
(185,186). Membran gecirimsiz bir floresan olan kalsein, yiiksek konsantrasyonlarda
belirli bir siire sonra kendi kendine floresan 1s1ma 6zelligi kaybolur (187). Kalsein, yiiksek
konsantrasyonlarda kendi kendine s6nmesi nedeniyle lipozomlarin igerik salinim
davranislarmi incelemek icin yaygin sekilde floresan isaretleyiciler olarak kullanilmistir.
Bu molekiiller yiiksek konsantrasyonda bir lipozom tarafindan kapsiillendiginde,
floresanlar1 thmal edilebilir. Boylece, sadece lipozomun digina birakildiginda bu markor

molekiilleri gii¢lii bir floresan 6zellik sergiler (188,189).

Beyin kesitlerindeki noronal canliligi degerlendirmek i¢in konfokal floresan analizi
icin kalsein kullanilmistir. Floresan prosediiriine goére hipoksiye maruz si¢anlarin
hipokampal dilimleri ndronlarin canliligini degerlendirmek igin bir yontem belirlenmistir.
10 dakikalik bir oksijen-glukoz yoksunlugunda canli hiicreler yesil olan kalsein ve 6li
hiicrelerin ¢ekirdegini kirmiz1 lekeleyen etidyum homodimer 6 lekeli dilimler, daha sonra

konfokal mikroskop kullanilarak goriintiilenmistir (190,191).

Hidrofilik olan kalsein, hiicre icindeki boéliimlerin i¢ine sikisabilmektedir. Hiicreler
iki degerlikli kobalt katyonu ile yiiklendiginde, hiicre i¢i kalsein floresan 15181 sonebilir
ancak mitokondriyal matriste sonmez, bu yiizden mitokondriyal gegirgenligin gegici ve
uzun siireli degisikliklerde mitokondriyal kalsein floresan1 hiicrelerde dogrudan
izlenebilmistir (192-194). Farklilasan noronal hiicrelerde intraselliiler kloriir iyonu

konsantrasyonu ve ndrit gelisimindeki rolii {izerine yapilan ¢aligmada kalsein, hassas
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floresan boya olan N-(etoksikarbonilmetil)-6-metoksikinolnyum bromiir i¢in i¢ standart

olarak kullanilmistir (195).

Beyin dilimlerine tasiyicilarin ¢oklu ilag direnciyle bloke edilmesi sebebiyle,
gelistirilmis floresan (kalsiyum gostergesi olarak) madde alimmin iyilestirilmesi iizerine
yapilan bir ¢alismada kalsein kullanilmistir (196). Hipoksi-toleransli neonatal CAl
noronlarida uyarilmis glutamat salinimi ve glutamat reseptor aracili kalsiyum hipokampal
dilimlerde degisiklikler ve canlilik iligkisi caligmalarinda floresan madde olarak kalsein
kullanilmistir (197,198). Kalsiyum-gecirgen reseptoriiniin murin neokortikal néronlarda

aktivasyonunda floresan tespitinde kalsein kullanilmistir (199).

Bu ¢alismada, optimum seg¢ilen lipozom formiilasyonuna floresan madde kalsein
kullanilmis, hazirlanan formiilasyonlar farelere damarici uygulamayla verilerek beyindeki

akiimiilasyonlar1 1. 6 ve 12. saatlerde izlenmistir.
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3.GEREC VE YONTEM
Tablo 3.1. Kimyasallar

96 kuyucuklu plaka (Costar, ABD)

Sigir serum albumini, fraksiyon V (Sigma, Almanya)

Cell freezing medium-DMSO (Sigma, Almanya)

Diyaliz Tiipii- Visking dialysis tubing 20/32 (Serva, Almanya)
DOPE (Lipoid, Almanya)

DOPA (Lipoid, Almanya)

m(PEG2000)-DSPE (Lipoid, Almanya)

Kalsein (Sigma, Almanya)

Rosuvastatin Kalsiyum (Astra Zeneca, Ingiltere)

High glucose Dulbecco’s modified eagle’s medium (Sigma, Almanya)
Fetal sigir serumu-FBS (Sigma, Almanya)

Hiicre kiiltiir kab1 (25 cm2, 75 cm2 ve 150 cm2) (SPL, Giliney Kore)
Hiicre stizgeci- Cell Strainer 70 um (SPL, Giiney Kore)
Metanol (Merck, Almanya)

Kloroform (Merck, Almanya)

PBS tablet pH 7.4 (Genaxxon Bioscience, Almanya)
Penisilin-streptomisin (Sigma, Almanya)

Petri kab1-60 mm x15 mm (SPL, Giiney Kore)

Stop solution (Biolegend, ABD)

Tripsin-EDTA ¢6zeltisi-%0,025 (Sigma, Almanya)
Tris/glycine/SDS buffer-10X (BioRad, ABD)

Tween 20 (GeneMark, Tayvan)

Kullanilan diger organik solvent ve sarf maddeleri analitik safliktadir.
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Tablo 3.2. Cihazlar

96 kuyucuklu plaka okuyucu-Multiskan Ex (ThermoLab Systems, ABD)
Derin dondurucu (-80°C) (ThermoScientific, ABD)

Distile su aleti-Pure Lab Option (Elga, Fransa)

Etiiv (Heraeus, Almanya)

ATR-FTIR Spektroskopisi (Perkin Elmer, ABD)

Hassas terazi-TB Series (Denver Instruments, ABD)

Invert Mikroskop-CXX41 (Olympus, Japonya)

Karbon dioksit inkiibatorii (ThermoScientific, ABD)

Liyofilizator- Virtis (SP Scientific, ABD)

Manyetik Karistirict (IKA, Almanya)

Orbital Calkalayici (Thermo Electron Corporation, ABD)

Otoklav (Tutnauer, Hollanda)

pH Metre (Inolab, WTW, Almanya)

Rotaevaporator-Hei-V AP (Heidolph, Almanya)

Santrifiij- Allegra X-22R (Beckman Coulter, ABD)

Santrifiij- Allegra X-30 (Beckman Coulter, ABD

Smif II Laminar Akis Kabini- (MSC Advantage, ThermoScientific, ABD)
S1v1 Azot Tanki-Arpege 70 (CryopAL, Fransa)

Taramal1 Elektron Mikroskopu (SEM) (Leo Supra, Zeiss, Almanya)
Ultrasonik banyo (Sonorex, Bandelin, Almanya)

Ultrasonic Prob (Hielscher, Almanya)

Spektroflorometre 8454 UV-Visible System (Agilent, ABD)

Partikiil Boyutu Analiz Cihazi, Malvern Nano ZS (Malvern, Ingiltere)
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3.1. RSV ile flgili Cahsmalar
3.1.1. RSV’nin Spektrumu

RSV’nin 200-1000 nm arasmdaki Ultraviyole spektrumu alinarak maksimum

absorbsiyon verdigi dalga boyu bulunmustur.

3.1.2. RSV’nin FT-IR Spektrumu

RSV’nin FT-IR spektrumu Potasyum Bromiir (KBr) diskleri kullanilarak 400-4000

cm! dalga boylar1 arasinda taranarak almmustir.

3.1.3. RSV’nin Kalibrasyon Egrisi

RSV’nin 200-1000 nm arasindaki ultraviyole spektrumu alinarak maksimum
absorbsiyon verdigi dalga boyu bulunduktan sonra, bes farkli konsantrasyonda ¢ozeltisi

hazirlanarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

3.1.4. RSV’nin Coziiniirliik Calismasi

Coziiniirliik ¢alismalarinda RSV’nin 20 pg.ml! ile 200 pg.ml! olmak iizere
minimum ve maksimum konsantrasyonlarinda fosfat tamponu igerisinde ¢oziiniirlikleri
incelenmistir. Biitlin numuneler 1siktan korunmustur. Ayrica, bu numuneler oda
sicakliginda (25°C) ve su banyosunda 50°C'ye maruz birakilmistir. Daha sonra bu

cozeltilerdeki pH ve absorbans degisimleri 0. ve 24. saatlerde belirlenmistir.

3.2. Lipozom I¢erikleri
3.2.1.Fosfolipidler
3.2.1.1.Fosfolipidlerin Safliklar

Uriinlerin analiz sertifikalarinda, fosfolipidlerin saflik oranlarinin % 98’in iizerinde
oldugu bildirilmistir. Igeriklerinde lizofosfatidik asit ve lizoetanolamin ise

bulunmamaktadir.
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3.2.1.2. Fosfolipid Tayini

Fosfolipidlerin tayini i¢in FT-IR spektrumlar1 Potasyum Bromiir (KBr) diskleri
kullanilarak 400-4000 cm™ dalga boylar1 arasinda taranarak piklerde literatiirdeki

sonuglardan farklilik olup olmadigi tayin edilmistir.

3.2.2. Lipozom Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

On calisma olarak 20 lipozom formiilasyonu hazirlanmis ve faz ayrimi goriilmeyen
4 formiilasyon ile ¢alismalara devam edilmistir. Lipozom dispersiyonlar1 film teknigi
yontemi kullanilarak hazirlanmistir (200). Tablo 3.3 de belirtildigi sekilde uygun molar
oran kombinasyonlar1 ile hazirlanan formiilasyonlar, 100-250 mL balonlarda 0,1 mM
konsantrasyonda ve istenen hacimde, 5 mg lipid/ mL organik solvent olmak {izere
kloroform/metanol karigimi ile 3/1 (hacim/hacim) oraninda ¢6ziicii ile iyice ¢oziilmiistiir.
Ince film veya kuru film metoduyla hazirlanip 100-400 mBar basing altinda rotaevaporator
yardimiyla 100-200 rpm doniis hizinda 30-40°C sicaklikta organik solvent ortamdan iyice
uzaklastirilmistir. Azot gazindan gecirilen kurutulmus balonda, igerisinde ¢oziicii kalintisi
varsa ortamdan uzaklastirmak icin vakumlu etiiv (25-30 °C) icerisinde 1 giin siireyle

bekletilmistir (over night process).

Lizofosfatidil etanolamin ve lizofosfatidik asit olusumunu engellemek igin
vakumlu etiivde 1 gece tutulan film halindeki lipid karigimi, etiivden alindiktan sonra su
faz1 ilavesi siirecine gecilmistir. Hidrofilik ilaglar sulandirma islemi esnasinda lipozom
formiilasyonuna karistirilir. Calismamizda hidrofilik bir ila¢ kullandigimiz i¢in 20 mg/kg
RSV uygulama dozunda 0.1 ml (fareye uygulanabilecek hacim) i¢inde 0,5 mg etken madde
olacak sekilde fosfat tampon ¢ozeltisi kuru film igeren balona konmustur. Lipozomlarin
sulandirilmasi islemi kullanilan fosfolipidlerin faz gegis sicakliginin {izerinde yapilmasi
gerektiginden, fosfolipidin tipine ve faz gegis sicakligina gére 25-60°C arah@mda ve faz
gecis sicakhiginm 10-20°C iizerinde calisilmustir. Filmin cam yiizeyinden kiiresel sekilde
ayrilabilmesi ve hali seklinde katlanip Multi lamellar vezikiil (MLV) olusturmasi i¢in 1-3

mm capinda seffaf cam boncuklar kullanilmistir.
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Siit gortinimiinde olusturulan MLV ’lerin ortalama boyutlar1 1-5 pm civarindadir.
Ancak, beyine hedeflendirilecek olmalar1 ve KBB’nin yaklasik 200-220 nm araliginda
olmasi sebebiyle, lipozomlarin ¢aplarini kii¢iiltmek ve ¢ok tabakali vezikiilleri tek tabakali
hale getirmek gerekmektedir. Kiiclik tek tabakali vezikiillerin (SUV) hazirlanmasinda,
fiziksel ajitasyon (vorteksleme), tip sonikasyon ve ekstriizyon iglemleri uygulanarak
vezikiil boyutlar1 50-150 nm arasma getirilebilmektedir. Bu kapsamda, sirasiyla
vorteksleme, tip sonikasyon (asir1 1sinmay1 onlemek ve vezikiilleri korumak amaciyla buz
banyosu icerisinde) ve ekstriizyon (50-100 nm polikarbonat membran filtrelerden 8-10 kez
gecirilerek) islemleri uygulanarak lipozomlar hazirlanmistir. Lipozomlarin igine
hapsedilmemis ilaclar ise diyaliz yontemi veya ultrasantrifiijleme islemi ile ayrilmis ve
slipernatant ¢ozeltileri alinarak hapsedilemeyen etken madde miktar1 hesaplanmistir.
Lipozomlarin etken madde yiikleme kapasitesini hesaplamak i¢in, vezikiiller oncelikle
uygun bir yiizey aktif madde (Triton X-100) ilave edilerek parcalanmis ve ¢ozeltiye gecen
etken madde miktar1 spektroskopik yontemlerle tayin edilmistir. Lipozomlarin oksidatif
degredasyonunu 6nlemek amaciyla, tiim islemler azot gazi altinda yapilmistir. 20 farkh
formiilasyonla yiirlitiilen optimizasyon c¢aligmalarindan sonra, farkli oranlarda
PEG2000DSPE:DOPE:DOPA kombinasyonlarini iceren 4 formiilasyon ile caligmalara

devam etme karar1 alinmistir. Formiilasyonlar Tablo 3.1 de belirtilmistir.

Lipozomlarin ylizeyine hedeflendirme peptidi baglamak icin, 10:1 fosfolipid
karisimima karsilik gelecek sekilde peptit igeren dispersiyona 150 mg EDC ilave edilerek
30 dakika boyunca manyetik karistiricida 100 rpm’de karistirilip baglanmaya hazir hale
getirilmistir. Daha sonra peptit ¢ozeltisine, lipozom:VCAM-1 spesifik peptit mol orani
10:1 olacak sekilde, lipozom formiilasyonlari ilave edilip 1s1iktan uzakta oda sicakliginda 2
saat boyunca 100 rpm’e ayarlanmis manyetik karistiricida peptit baglama islemi
yapilmustir. Serbest peptitleri ve EDC’1 uzaklastirmak i¢in 12 saat boyunca fosfat tamponu
icerisinde kars1 diyaliz islemi uygulanmistr. EDC ve serbest peptidleri ortamdan
uzaklagtrmak amaciyla, peptit baglanmis lipozom dispersiyonlar1 15000 rpm’de

santrifiijlenerek 2 kez fosfat tamponu i¢inde tekrar dagitilip santrifij islemi tekrarlanmigtir.
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Sekil 3.1. Lipozom hazirlama islemi
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Tablo 3.3. On calismalarda hazirlanan lipozom formiilasyonlari, iceriklerin molar oranlari

ve gozlemsel sonuglar

Kod Lipozom Icerigi Molar Oranlar Gozlemler

A-1 DOPE:DMPG:mPEG2p00-DSPE 60:35:5 Faz ayrimi (PDI >0.5)
A-2 DOPE:DMPG:mPEGp00-DSPE 75:20:5 Faz ayrimi (PDI >0.5)
A-3 DOPE:DMPG:mPEGp00-DSPE 85:10:5 Faz ayrimi (PDI >0.5)
A-4 DOPE:DMPG:mPEG2p00-DSPE 61:35:4 Faz ayrimi (PDI >0.5)
A-5 DOPE:DMPG:mPEG3p00-DSPE 62:35:3 Faz ayrimi (PDI >0.5)
A-6 DOPE:DMPG:mPEG3p00-DSPE 63:35:2 Faz ayrimi (PDI >0.5)
A-7 DOPE:DMPG:mPEGp0-DSPE 64:35:1 Faz ayrimi (PDI >0.5)
A-8 DOPE:DMPG:mPEGp00-DSPE 60:35:5 Faz ayrimi (PDI >0.5)
B-1 DOPE:CHOL:mPEG2000-DSPE 60:35:5 Faz ayrim1 (PDI >0.5)
B-2 DOPE:CHOL:mPEG2000-DSPE 75:20:5 Faz ayrimi (PDI >0.5)
B-3 DOPE:CHOL:mPEG2000-DSPE 85:10:5 Faz ayrimi (PDI >0.5)
B-4 DOPE:CHOL:mPEG2000-DSPE 61:35:4 Faz ayrimi (PDI >0.5)
B-5 DOPE:CHOL:mPEG2000-DSPE 62:35:3 Faz ayrim1 (PDI >0.5)
B-6 DOPE:CHOL:mPEG2000-DSPE 63:35:2 Faz ayrimu (PDI >0.5)
B-7 DOPE:CHOL:mPEG2000-DSPE 64:35:1 Faz ayrimu (PDI >0.5)
B-8 DOPE:CHOL:mPEG2000-DSPE 60:35:5 Faz ayrimu1 (PDI >0.5)
L-1 mMPEG2000DSPE:DOPE:DOPA 5:70:25 Siit gortintimii (PDI<0.5)
L-2 mMPEG2000DSPE:DOPE:DOPA 5:60:35 Siit gortintimii (PDI<0.5)
L-3 mMPEG2000DSPE:DOPE:DOPA 5:55:40 Siit gortintimii (PDI<0.5)
L-4 mMPEG2000DSPE:DOPE:DOPA 5:45:50 Siit gortintimii (PDI<0.5)

Tablo 3.2. Optimize edilen 4 lipozom formiilasyonu ve igeriklerin molar oranlar1

Kod Lipozom Icerigi Molar Oranlar
L1 MPEG000DSPE:DOPE:DOPA + 1 mg/mL RSV (20 mg/kg) 5:70:25
L2 MPEG000DSPE:DOPE:DOPA + 1 mg/mL RSV (20 mg/kg) 5:60:35
L3 MPEG2000DSPE:DOPE:DOPA + 1 mg/mL RSV (20 mg/kg) 5:55:40
L4 MPEG:000DSPE:DOPE:DOPA + 1 mg/mL RSV (20 mg/kg) 5:45:50
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3.2.2.1.Lipozomlarin Partikiil Biiyiikliigii ve Biiyiikliik Dagiliminin Olgiilmesi

Partikiil biiyiikliigii (Z-ortalama cap) ve biiylikliik dagilimi (Polidispersite indeksi,
PDI), foton korelasyon spektroskopisi (Nano-ZS Malvern Instruments Ltd., UK) yontemi
kullanilarak dl¢tilmiistiir. Her bir 6rnek i¢in 3 6l¢iim yapilmistir (n=3). KBB’yi agmasi i¢in
tagiyict sistemin ortalama partikiill boyutunun 100 nm’nin altinda olmasi ve partikiil
biiyiikliigii dagiliminin da dar aralikta olmasi tercih edilmektedir. PDI degerinin miimkiin
ldugunca kiigiik olmasi monodispers dagilimin daha iyi oldugunu ve polidispers

partikiillerin ortamda olmadigin1 géstermektedir.

3.2.2.2.Lipozomlarin Zeta Potansiyelinin olciilmesi

Lipozomlarin zeta potansiyeli elektroforetik 151k sa¢ilim teknigi ile (Nano-ZS
Malvern Instruments Ltd. UK) 6lciilmiistiir. Lipozomlar su igerisinde disperse edildikten
sonra zeta potansiyel Ol¢clim kiivetine konulmus ve elektroforetik hareketliligin
Olciilmesiyle elde edilen veriler zeta potansiyeli degerine ¢evrilmistir. Her bir 6rnek igin

ii¢ Ol¢iim yapilmis ve ortalama degerler ile standart sapmalar1 hesaplanmastir.

3.2.2.4. Lipozom Formulasyonlarina Yiiklenen Kalsein ve RSV Miktarinin

Hesaplanmasi
3.2.2.4.1. Lipozom Formulasyonlarina Yiiklenen Kalsein Miktarinin Hesaplanmasi

Kalsein  yiikkli  lipozomlarin  hazirlanmasinda, = mMPEG2000:DSPE:DOPE

kombinasyonu 5:60:35 mol oraninda kullanilmastir.

Lipozom igerigine giren maddeler tartilarak 100 mL’lik balona alinarak yaklasik
10-15 mL 3:1 (h/h) oraninda kloroform:metanol karigiminda ¢oziindiiriilmiistiir.
Rotaevaporator kullanilarak, 400 mBar’la baslayarak kademeli olarak basing 20 mBar’a
diisene kadar, 200 rpm doniis hizinda organik solvent karisimi ortamdan uzaklastirilmis ve
balonun ig yiizeyinde ince fosfolipid filmi elde edilmistir. Iginden azot gazi gegirilen balon,
organik ¢oziicli karistmmin tamamen uzaklagmasi i¢in vakumlu etiiv icerisinde 12 saat
boyunca bekletilmistir. Daha sonra, fosfolipid filmi, sulandirma islemine almmustir.
Sulandirma isleminde 10 mmolar kalsein igeren 30 mL pH 7.4 fosfat tamponu balona ilave

edilerek, 47°C ve 50 rpm de donen rotaevaporatdrde lipozom (MLV, >1000 nm) olusturma
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islemi gerceklestirilmistir. Lipozomlarin boyutlarmi kiigiiltmek i¢in (<1000 nm) buz
banyosunda 20 saniyelik periyotlarla (10 saniye dinlendirme) 5 dakika boyunca
ultrasonikasyon (UP400S, Hielscher, Almanya) islemi uygulanmistir. Ardindan, lipozom
dispersiyonu, 47°C’ye ayarlanmis ekstriidér’de (LiposoFast LF-50, Avestin, ingiltere) azot
gazi altinda sirasiyla ikiser kez 800 nm, 400 nm ve 200 nm por ¢apina sahip filtrelerden
gecirilmistir.

Santrifiijleme isleminden sonra elde edilen lipozomlar, yiizey aktif madde (Triton
X-100) ilave edilerek parcalanmis ve ¢cozeltideki CAL igerigi 492 nm'de spektrofotometrik
yontemle belirlenmistir. Yiikleme kapasitesi, toplam ila¢ iceriginin yiizdesi olarak ifade
edilen lipozom pelletlerindeki CAL'min enkapsiile edilen yiizdesel degeri olarak

hesaplanmistir.
3.2.2.4.2. Lipozom Formulasyonlarina Yiiklenen RSV Miktarinin Hesaplanmasi

Santrifiijlemeden sonra elde edilen RSV yiiklii lipozomlar, ylizey aktif madde
(Triton X-100) ilave edilerek parcalandi ve c¢ozeltideki RSV igerigi 243 nm'de
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Yiikleme kapasitesi, toplam ilag i¢eriginin bir
yiizdesi olarak ifade edilen lipozom pelletlerindeki RSV’nin enkapsiile edilen yiizdesel

degeri olarak hesaplanmustir.
3.2.2.5. Lipozom Formiilasyonlarmin Polarize Isikk Mikroskobu ile Incelenmesi

Lipozomlarin vezikiil tipi ve morfolojik 6zellikleri polarize 151k mikroskobu (PLM)
kullanilarak incelenmistir. Lipozomlarin goriintiilenmesinde mikroskobik biiyiitme: 100X

olarak goriintiilenmistir.

3.2.2.6. Lipozom Formiilasyonlarinin Taramah Elektron Mikroskobu ile

Incelenmesi

Lipozomlarin yiizey Ozelliklerini goriintiillemek amaciyla Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) goriintiileri incelenmistir. Lipozomlar i¢in SE2 detektorii
kullanilmistir. Dedektor ve tarama alani arasindaki ¢alisma mesafesi 9 mm olarak
ayarlanmigtir. Uygulanan elektron yiiksek gerilimi 1,00-5,00 kV olarak belirlenmistir.
Biiyiitmeler sirasiyla 2,00, 5,00, 10,00, 15,00 ve 50,00 KX seklindedir. SEM c¢alismas ile

lipozom yiizeylerinin biitiinliigli incelenmistir.
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3.2.2.7. Lipozom Formiilasyonlarinin Atomik Kuvvet Mikroskobu ile incelenmesi

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) c¢aligmalari, standart silisyum nitriir (SizNas)
uclar1 ve 5-20 nN'lik tipik kuvvet kullanilarak temas modunda gergeklestirilmistir. 5-10
pL  lipozom dispersiyonu mika substratlarin iizerine damlatildi, oda sicakliginda

kurutularak AFM altinda incelenmistir.
3.2.2.8.Lipozom Formiilasyonlarimin Fiziksel Stabilitesi

Boliim 3.2.2 de belirtildigi gibi hazirlanan optimum lipozom formiilasyonlarindan
L2 ve L4 i¢in, yiikleme kapasiteleri hesaplanmis olan RSV igeriklerinin 180 giin boyunca
sizmalarmni takip edebilmek icin iki farkli sicaklik ortaminda (4 °C ile 25 °C, %60 bagil
nem) fiziksel stabilite caligmalar1 yapilmistir. Liyofilize edilen formiiller, 0, 15, 30, 45, 60,
90, 180. Giinlerde parcacik boyutlari, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi ve RSV

miktarlar1 iizerinden yiikleme kapasiteleri hesaplanmustir.
3.3. In vitro Cahsmalar
3.3.1. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan

3.3.1.1. U-87 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre calismalarinda, insan beyin glioblastoma (U-87) ve Homo sapiens beyin
glioblastoma (A-172) hiicre hatlar1 kullanilmistir. U-87 hiicreleri, 75 cm?’lik flasklarda
%10 FBS , 100 IU/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin ilave edilmis DMEM-HG
(Gibco, ABD) besiyerinde 37°C’de %5 CO- iceren atmosferik sartlarda ¢ogaltilmistir. Tek
katl hiicre yogunlugu %70-80’e ulastiktan sonra, flask zeminine tutunmus olan hiicreler
tripsin-EDTA (Gibco) ¢ozeltisi ile ayrilmistir. Sonrasinda sitotoksisite ¢aligmalart i¢in,
stispande edilen hiicreler 96 kuyucuklu plaklara her bir kuyucukta 30,000 hiicre olacak
sekilde ekilmistir.

Ayrica lipozomlarm in vitro sitotoksitesi MTT testi ile dlgiilmiistiir. MTT testi A-
172 (ATCC® CRL-1620™) insan glioblastoma hiicreleri kullanilarak yapilmistir. Biiylime
ortami1 olarak DMEM, high glucose %10 (v/v) FBS ve 100 mg/mL streptomisin eklenerek

kullanilmaistir.
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Orneklere DMEM high glucose ile dilusyon yapilmustir. Lipozomlarin 2 saat
inkiibasyonundan sonra érnekler pipet yardimiyla alinmitir. 200 pl medium ve 50 pl PBS
icinde 2 mg/ml olacak sekilde ¢oziindiiriilmiis MTT, hiicrelere ilave edilerek 4 saat inkiibe
edilmistir. Medium alindiktan sonra mor MTT formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in 200
ul DMSO ilave edilmis ve 30 dakika bekletilmistir. 570 nm'de absorbanslar l¢tilmiistiir.
Hiicre canliligi oOrneklerin absorbans degerlerinin negatif kontrolun absorbansina

boliinmesi ile yiizde olarak hesaplanmustir.

MTT calismasinda, in vivo deneylerde etkin madde olarak kullanilan RSV’ nin ve
lipozom tasiyic sistemi bilesenlerinin hiicresel diizeydeki toksisitelerini belirlemek i¢in
farkli konsantrasyonlardaki (20, 50 ve 100mM) RSV yiiklenmemis peptid bagl olan ve
peptid olmayan (PL ve L); RSV yiiklenmis peptid bagl olan ve peptid bagli olmayan (PRL
ve RL) lipozomal dispersiyonlarin A172 insan glioblastoma hatlarina toksikolojik etkileri

incelenmistir.

3.3.1.2. Lipozom Formiilasyonlarinin Hiicre Canhhgina Etkisinin Ger¢ek Zamanh

Hiicre Analizi (RTCA) Cihaz ile incelenmesi

Hiicrelerin yasayabilirligi, 37°C’de 5% CO» igeren atmosferik sartlarda gergek
zamanl hiicre analizi cihazi (ACEA, xCELLigence) kullanilarak 60 saat boyunca takip
edilmistir. Altin kapli 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna 7,5x103 hiicre ekilmis,
ertesi giin PEG2000DSPE, DOPE, DOPA, CALCEIN, RSV maddeleri, 1:1, 1:5 ve 1:20
fosfat buffer icerisinde seyreltme oranlar1 ile hazirlanarak hiicrelere verilmistir. 60 saat
boyunca gercek zamanli hiicre analizi takibi yapilmistir (201). 60 saat sonunda hiicre
canliligma olan etkileri incelenerek beyin hiicreleri icin sitotoksik olup olmadigi

arastirilmustir.
3.3.2. In vitro Salm Cahismalari

Lipozom formiilasyonlarmdan in vitro CAL ve RSV saliminin incelenmesinde
diyaliz membran yontemi kullanilmistir. Hazirlanan lipozomlar 2 mL pH7.4 fosfat
tamponu ¢Ozlinme ortamimda dagitilarak diyaliz tiiptine (12000 Da MWCO Serva,
Almanya) yerlestirilmistir. Diyaliz tiipleri, beher igerisindeki 100 mL pH 7,4 tuz igeren
fosfat tamponu (PBS) na yerlestirilmis ve salim c¢alismast 37+0,5°C’de manyetik
karigtiricidda 100 rpm de gergeklestirilmistir. Belirli zaman araliklarinda salinan etken

madde miktarini tayin etmek i¢in ortamdan 1 mL 6rnek alinmig ve ortama alinan miktarda

54



ve sicaklikta taze pH 7.4 PBS ilave edilmistir. Alinan Orneklerde CAL miktar

spektroflorometrik ve RSV miktari ise spektrofotometrik yontemlerle analiz edilmistir.

3.3.2.1. In vitro Sahim Kinetikleri
3.3.2.1.1.S1firinc1 Derece Kinetik

Bu kinetik modeline gore, dozaj formundan birim zamanda salinan etken madde
miktar1 sabittir. Sifirinc1 derece kinetik, modifiye edilerek salim yapan farmasotik dozaj
formlarindan etkin maddenin salimini belirlemek amaciyla sik sik kullanilmaktadir.
Sifirnct derece hiz ifadesi asagidaki denklemde verilmektedir. t’ye karsi Q. degerleri

grafige aktarildiginda egimi ko olan bir dogru elde edilmektedir. (202,203).
Qi=Qo + ko.t
Q¢ t aninda salinan kiimiilatif etkin madde miktar1 (mg)
Qo: Etken maddenin ¢6zeltideki baslangigtaki miktar1 (mg)
ko: Sifir derece ¢oziinme hiz sabiti (mg/sa)
t: siire (sa)
3.3.2.1.2. Birinci Derece Kinetik

Birinci derece kinetikte, ila¢ salim hizi ila¢ derisimine baglhdir. Kalan ila¢ ylizdesinin
logaritmas1 ile zaman (saat) grafigi bir dogru verir. Birinci dereceden kinetige sahip
orneklerden matriks ¢6ziilme/dagilma kontrollii salim yapan sistemler, matriks diflizyon
kontrollii salim yapan sistemler, uzatilmis kontrollii salim yapan dozaj formlar1 bu tip

¢oziinme kinetigine uymaktadir.

Bu kinetige gore hiz ifadesi asagidaki esitlikle verilmektedir. Birinci derece kinetikte t’ye
kars1 InC degerleri grafige gegirildiginde egimi k olan bir dogru elde edilmektedir. (204,
205).

InC= InCp — k.t
C: t aninda ¢6zlinmeden kalan kiimiilatif etken madde miktar1 (mg)

Co: Baslangigtaki etken madde konsantrasyonu (mg)
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k: Birinci derece ¢dziinme hiz sabiti (sa™)

t: zaman (sa)

3.3.2.1.3.Higuchi Kinetik Modeli

Matris sistemlerden etken madde salimmi belirlemek amaciyla olusturulan ilk
matematiksel kinetik model Higuchi tarafindan 6nerilmistir. Kontrollii etken madde salimi
elde etmek i¢in bilinen yaklasimlar arasindan en yaygin kullanilan1 hidrofilik matris
sistemidir. Hidrofilik matrislerden etken madde salimi, zaman i¢inde sismeye bagli olarak
difiizyon yol uzunlugu arttig1 icin, azalma gostermektedir. Esitlik asagidaki sekilde
uygulanmaktadir. Denklemde belirtildigi lizere herhangi bir t aninda aciga ¢ikan etken

madde miktar1 zamanm karekokii ile orantilidir (202,203).
Q = kn.t'?
Q: t aninda agi8a ¢ikan kiimiilatif etkin madde miktar1
ku: Higuchi salim hiz sabiti (sa'/?)
t: zaman (dak)

3.3.2.1.4.Hixson Crowell Kiipkok Kurah

Hixson Crowell kiipkok kurali, yiizey alaninda ya da capinda degisiklik olan
partikiil ya da tablet formlarindan etken madde salimini tanimlamaktadir. Es boyutlu
partikiillerden olusan etken madde i¢in, partikiillerin kiipkokiine dayanan ¢éziinme hizini

aciklayan bir esitlik tiiretilmistir (202,203).
Qo3-Qi= t
Qo: Etken maddenin baslangictaki miktar1 (mg)
Q¢ t aninda agiga ¢ikan kiimiilatif etken madde miktar1 (mg)
«k: Hixson-crowell esitligine ait hiz sabiti (mg'*/sa)

t: zaman (sa)
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3.4. In vivo Cahsmalar

3.4.1. Travmatik Beyin Hasarimin Olusturulmasi ve Uygulama

Travmatik beyin hasar1 farelerde soguk travma modeli kullanilarak
olusturulmustur. Fareler, ketamin hidrokloriir (4 mg/kg) ve ksilazin hidrokloriir (11 mg/kg)
kombinasyonu kullanilarak anestezi ile uyutularak stereotaksik cihaza yerlestirilmistir.
Disci turu kullanilarak (3 mm ¢apinda, 2.5 mm lateral ve 2.5 mm posterior hattinda)
pariyetal kraniyatomi yapilmistir. Likit nitrojen igeren bakir uglu tiip (2.5 mm ¢apinda) 60
sn siireyle duraya temas ettirilerek travma olusturulmustur. Hayvanlarin rektal sicakligi

hemotermik battaniye kullanilarak 36.5-37.0°C arasinda sabit tutulmustur.

Formiilasyonlar her bir uygulamada 100 pL olacak sekilde damarici uygulamayla
farelere enjekte edilmistir. Acilan deri bdlgesi dikilerek hayvanlar post travmatik iyilesme
icin kafeslerine geri birakilmistir. Fareler 24. saatte sakrifiye edilerek beyinleri ¢ikarilmis
ve -20°C de dondurulmus ve kriyostat cihazi yardimiyla 18 um’lik kesitler almmustir.
Krezil violet boyama ile boyanan kesitlerde hasar alan1 ve beyin 6demi hesaplanmistir.
Hesaplamalar ImagelJ yazilimi kullanilarak yapilmistir. Yapilan ¢calisma sonucunda in vivo
uygulamalarda farelerdeki beyin hasarinin iyilestirilmesine yonelik bazi parametreler
izlenmistir (206). Ayrica CAL igeren lipozomlar 1, 6 ve 12 saat boyunca fareler iizerinde
izlenmis ve sonrasinda floresans goriintiilemeleri yapilarak hasarli bélgede akiimiilasyon

yogunluklar1 hesaplanmustir.
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Sekil 3.2. Hayvan calisma protokoliine ait goriintiiler
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Tablo 3.4. In vitro ve in vivo uygulamalar1 yapilan formiilasyon kodlar1 ve agiklama

tablosu
Formiilasyon Kodu | Formiilasyon Ac¢iklamasi
Kontrol Plasebo izotonik ¢ozelti (pH 7.4 PBS)
CAL-Kontrol Kalsein (100 uM)- izotonik ¢ozelti (pH 7.4 PBS)
CAL- L2 Kalsein (100 uM) + L2 lipozom formiilasyonu
P-CAL-L2 Kalsein (100 uM) + L2-peptid lipozom formiilasyonu
RSV Rosuvastatin iceren izotonik ¢ozelti
L L2 lipozom formiilasyonu
PL L2-peptid lipozom formiilasyonu
RL Rosuvastatin yiiklii L2 lipozom formiilasyonu
PRL Rosuvastatin ytiklii L2-peptid lipozom formiilasyonu

3.5.Analitik Metod Validasyonu

Analiz edilecek maddenin miktarinin belirlenmesi i¢in analitik yOntem,
uygulamadaki islemler ve kullanilan yontemin giivenilirligi acisindan dogrulanir. Bir
Ol¢ciim sisteminde hem dogru hem de kesin oldugu takdirde bu dogrulama islemine analitik
validasyon denir. Gerekli parametreler icin, asagidaki adimlar uygulanarak analitik
validasyon saglanir ve bunlar; dogrusallik, dogruluk, kesinlik, aralik ve yontem

tekrarlanabilirligi, tekrarlanabilirlik, duyarlilik, 6zgiinlik, stabilite seklindedir (207-209).
3.5.1.Dogrusallik

Analitik bir yontemle deneysel bulgularin dogrusalligi, deneysel bulgularin
numunedeki dogrudan veya dolayli madde konsantrasyonu ile uygunlugu kontrol edilerek
saglanir. Kalibrasyon egrileri, Bolim 2.2.1.2'de agiklandig1 gibi elde edilmistir. Stok
cozeltilerinin hazirlanmasindan sonra, RSV'nin bes farkli konsantrasyonu (10, 20, 50, 100
ve 200 pg.mL™") ve CAL’nin bes farkli konsantrasyonu (4, 8, 12,16, 20 ug/mL™") arasinda
elde edilmistir. Kalibrasyon egrileri, karsilik gelen RSV ve CAL konsantrasyonlarinin alt1
tekrarli tespitini ¢ozeltilerin absorbanslar1 ile gergeklestirerek ¢izilmistir. Tanimlayici
katsayilar (korelasyon-r ve determinasyon-r’) hesaplanmis ve denklemin dogrusalligi

gosterilmistir.
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3.5.2. Dogruluk ve Kesinlik Cahismalar

Analitik yontemin dogrulugu, belirtilen kosullar altinda elde edilen tekrarli

degerlerin gercek degere yakinligini ifade etmektedir

Bu parametrenin belirlenmesi, yontem validasyonunda tekrarlanabilirlik ve

tekrarlanabilirlik elde etme siirecindeki temel adimlardan biridir.

Analitik yontemin kesinligi, numunelerin istatistiksel olarak anlamli sayida ayni
konsantrasyonlarda ardigik olarak dlgiilmesiyle gerceklestirilir. Kesinlik i¢in sayisal deger
yoktur; standart sapma (SS), standart hata (SH) veya varyasyon katsayisi (VK)
degerlendirmede kullanilir. Bu 6lgiimlerin aritmetik ortalamasi, SH ve VK, kesinliginin
degerlendirilmesi i¢in hesaplanmustir. Onerilen yontemin dogrulugu, kisa siireli (giin i¢i)
ve glinliik (giinler aras1) kesinliklerle farkli konsantrasyonda RSV'nin ve CAL’in en az ii¢

tekrar gergeklestirilerek degerlendirilmistir.

3.5.3.Tekrarlanabilirlik

Stok ¢ozeltilerden elde edilen RSV igin iist (200 pg.mL™) ve alt (10 pg.mL™"), CAL
icin iist (20 pg.mL') ve alt (4 pgmL"') ve konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerin
absorbanslar1 spektrofotometrik ve spektroflorometrik olarak sirasiyla 243 nm ve 492 nm
de alt1 kez dl¢iilmiistiir. Bu absorbanslardan elde edilen konsantrasyonlar i¢in SH ve VK
degerleri hesaplandi. VK, % 2'den daha kiigiik ise analitik yontem tekrarlanabilirdir. Ayni
metodoloji, giin i¢i ve giinlerarasi tekrarlanabilirligi gostermek i¢in farkli giinlerde (0. giin

ve 2. giin) tekrar edilmistir.

3.5.4. Tekrar Uretilebilirlik

Stok ¢dzeltilerden "ayr1 ayr1" elde edilen RSV igin iist (200 ug.mL™") ve alt (10 pg.
mL" ), CAL igin iist (20 pg.mL™") ve alt (4 pg.mL™") konsantrasyonlarindaki ¢zeltilerin
absorbanslar1 spektrofotometrik ve spektroflorometrik olarak sirasiyla 243 nm ve 492 nm
de alt1 kez olgiildii. Bu absorbanslardan elde edilen konsantrasyonlar i¢cin SH ve VK
degerleri hesaplanmistir. VK degerinin %2'den daha kiiciik bulunmasi analitik yontemin

tekrar iiretilebilirligini gostermektedir.
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Kullanilan analitik yontemin sadece RSV’yi veya diger yardimci maddeleri
kapsadigini belirlemek i¢in, formiilasyon yardime1 maddelerinin spektrumu 200-1000 nm
arasinda alinmistir. Yine analitik yontemin sadece CAL’i veya diger yardimct maddeleri
kapsadigini belirlemek i¢in, formiilasyon yardime1 maddelerinin spektrumu 200-1000 nm
arasinda alimmistir. Etken madde ile yardimc1 maddeler arasinda herhangi bir etkilesim

olup olmadig1 incelenmistir.

3.5. In vivo Verilerin Analizi

In vivo verilerin analizi SPSS 21 paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Analizlere baslamadan 6nce kullanilacak istatistiksel yontemler belirlenmistir ve elde
edilen verilerin parametrik testlerin kullanimi i¢in uygun olup olmadiklar1 incelenmistir.
Incelemeler neticesinde; uygulama gruplarina diisen denek sayismin 30’dan az olmasi
sebebiyle parametrik olmayan istatistiksel yontemler kullamlmustir. ikiden ¢ok kategori
iceren degiskenlerin siirekli degiskenlerle karsilastirilmasinda Kruskall-Wallis H testi
kullanilmis ve gruplar arasinda farklilik ¢ikmasi durumunda gruplar Mann-Whitney U testi

ile ikiserli olarak karsilastirilmistir. Calismada giiven aralig1 0=0,05 alinmistir.
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4.BULGULAR

4.1.RSV ile Ilgili Bulgular
4.1.1. RSV’nin UV Spektrumu

Etken madde olarak segilen RSV’nin 200-1000 nm arasindaki Ultraviyole

spektrumu alinarak 243 nm’de maksimum absorbsiyon verdigi bulunmustur.

Sekil 4.1. RSV’nin 200-1000 nm arasindaki UV spektrumu (max. 243 nm)
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4.1.2.RSV’nin FT-IR Spektrumu

FT-IR spektrumlari, potasyum bromiir diskleri kullanilarak 400-4000 cm™ dalga

boylar1 arasinda taranarak alinmustir (Sekil 4.2). 3366, 2968 ve 1435 cm™ de ¢ikan pikler

RSV’nin karakteristik pikleridir. Bu pikler siklik amin, C-H ve C=0 gerilmelerine ve O-H

biikiilmelerine karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.2. RSV’ye ait FT-IR spektrumu
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4.1.3.RSV’nin Kalibrasyon Egrisi

Etken madde olarak secgilen RSV’nin 200-1000 nm arasindaki ultraviyole

spektrumu alinarak maksimum absorbsiyon verdigi 243 nm dalgaboyu bulunduktan sonra

bes farkli konsantrasyonlarda kalibrasyon egrisi ¢ikarilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. RSV’nin 243 nm dalga boyundaki kalibrasyon egrisi

4.2.Analitik Metod Validasyon Cahsmalari

4.2.1.Dogrusallik

pH: 7.4 fosfat tamponu ic¢indeki RSV icin kalibrasyon egrisinde elde edilen

0,998'1ik bir determinasyon katsayisina (r?), 5 farkli konsantrasyondaki sonuglarda

dogrusallig1 gostermektedir (Sekil 4.3). Ayni sekilde fosfat tamponu (pH: 7.4) i¢indeki

CAL igin kalibrasyon egrisinde elde edilen 0,999'lik bir determinasyon katsayisina (1), 5

farkli konsantrasyondaki sonuglarda dogrusallig1 gdstermektedir.
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4.2.2.Dogruluk ve hassasiyet

RSV’nin ve CAL’nin kalibrasyon egrisinin dogrulugu ve kesinligi, ayni
konsantrasyon seviyelerinde tekrarlanabilirligi, giin i¢ci ve giinler arasi Olglimlerle

degerlendirilmistir. Tablo 4.7 ve Tablo 4.9 da sonug¢lar verilmistir.
4.2.3.Tekrarlanabilirlik

Iki farkli (en diisiik ve en yiiksek) konsantrasyonda (20 pg.mL'-200 pg.mL™)
belirlenen RSV 'nin analitik yonteminin tekrarlanabilirligi alt1 kez SH ve VK degerleri elde
edilmistir. VK degerleri % 2' den az bulunmustur. Ayn1 yontem ve metodoloji, farklh
giinlerde (0. giin ve 2. giin), Tablo 4.1°de gosterildigi gibi giin i¢i ve giinlerarasi
tekrarlanabilirligini gostermek i¢in yapilmistir. Ayrica CAL i¢in iki farkli konsantrasyonda
(4 pgmL'- 20 pg.mL™) analitik yonteminin tekrarlanabilirligi alt1 kez ve SH ve VK
degerleri elde edilmistir. VK degerleri % 2' den az bulunmustur. Ayni yontem ve
metodoloji, farkli giinlerde (0. giin ve 2. giin), Tablo 4.2'de gdsterildigi gibi giin i¢i ve

giinlerarasi tekrarlanabilirligini gostermek i¢in yapilmistir.

Tablo 4.1. RSV’nin iki farkli konsantrasyondaki (20 pg.mL7'-200 pg.mL™)

tekrarlanabilirlik sonuglari

Numune Absorbans Konsantrasyon |Ortalama +SS |VK (%)
0,081 20,25
0,082 20,50

20 pg.mL! 0,082 20,50
0,083 20,75 20,375 +£0.262 (0.013
0,081 20,25
0,080 20,00
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200 pg.mL"!

0.798

0.795

0.798

0.801

0.794

0.799

199,5
198,75
199.,5
200,25
198,5

199,75

199,375 + 0.647

0.003

Tablo 4.2. CAL‘nin iki farkl1 konsantrasyondaki (4 pg.mL"'- 20 pg.mL") tekrarlanabilirlik

sonuglary(n=6)

Numune Absorbans Konsantrasyon |Ortalama+SS |VK (%)
0,195 4,03
0,195 4,03
4 pg.mL! 0,196 4,06
0,198 4,10 4,043 £0.032 ]0.008
0,194 4,01
0,195 4,03
0.974 19,74
0.985 19,96
20 pg.mL! 0.980 19,86 19,84 +£0.104  [0.005
0.984 19,94
0.972 19,70
0.979 19,84
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4.2.4. Tekrar Uretilebilirlik

Iki farkli konsantrasyonda RSV icin (20 pg.mL'-200 ug.mL™') ve CAL icin (4

pg.mL1-20 pug.mL?') saptanan analitik ydnteminin tekrar iiretilebilirligi calismasi

yapilmistir. Veriler stok ¢ozeltilerden ayr1 olarak hazirlanarak elde edilmistir ve tekrar SH

ve VK degerleri elde edilmistir. VK degerleri % 2'den az bulunmustur (Tablo 4.3 ve Tablo

4.4).

Tablo 4.3. RSV’nin iki farkli konsantrasyondaki (20 pg.mL'-200 pg.mL') tekrar

iiretilebilirlik sonuglar

Numune Absorbans Konsantrasyon |Ortalama +SS |VK (%)
0.079 19.75
0.081 20.25
20 pg.mL"! 0.078 19.5 19.542 £0.431 ]0.022
0.078 19.5
0.077 19.25
0.076 19
0.811 202.75
0.815 203.75
200 pg.mL-1 0.810 202.5 202,375 + 1.394 [ 0.007
0.801 200.25
0.815 203.75
0.805 201.25
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Tablo 4.4. CAL’nin iki farkhh konsantrasyondaki (4 pg.mL'-20 pg.mL"') tekrar

iiretilebilirlik sonuglar

Numune Absorbans Konsantrasyon |Ortalama =SS |VK (%)
0.198 4.09
0.202 4.17
4 pg.mL! 0.202 4.17 4.115+£0.055 ]0.014
0.196 4.05
0.196 4,05
0.200 4.13
0.982 19.90
0.988 20.02
20 pg.mL"! 0.984 19.94 19.955 £ 0.042 |0.002
0.984 19.94
0.986 19.98
0.984 19.94
4.2.5.0zgiinliik

Kullanilan analitik metodun sadece RSV'yi veya diger bilesenlerini, formiilasyon

katki1 maddelerinin spektrumlarim1 kapsayip kapsamadigimi veya ayni dalga boyunda

cakisip ¢akismadigini belirlemek (fosfolipidler) i¢in, 200-1000 nm dalga boylar1 arasinda

alimmigtir. Ayrica analitik metodun sadece CAL’yi veya diger bilesenlerini, formiilasyona

ilave edilen maddelerinin spektrumlarinin etken madde ile ayn1 dalga boylarinda pik verip

vermedigini belirlemek (fosfolipidler) i¢in, 200-1000 nm dalga boylar1 arasinda alinmustir.

Ozgiinliik, yontemin diger bilesenlerin varliginda RSV ve CAL igerigini ayirabilme ve
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Olcebilme kabiliyetidir. Bu sonuglara gore 243 nm, RSV i¢in spesifik bir dalga boyudur ve

formiilasyonun diger bilesenleri, etken maddeyle 243 nmde ¢akigmamaktadir.
4.2.6.Stabilite

Calisma siiresince RSV'nin fosfat tamponu (pH: 7.4) icindeki stabilitesini
incelemek icin, 20 pg. mL"' ve 200 pg.mL"' konsantrasyonlardaki RSV ¢dzeltilerinin
absorbanslar1 ilk hazirlandiklarinda ve hazirlandiktan 24 saat sonra 6lgiildii. CAL’in fosfat
tamponu (pH: 7.4) i¢indeki stabilitesi ise, 4 pg. mL"' ve 20 pg.mL™' konsantrasyonlardaki
CAL cozeltilerinin absorbanslar1 ilk hazirlandiklarinda ve hazirlandiktan 24 saat sonra
Olciilmiistiir. 24 saat sonunda ¢ozelti konsantrasyonlarindaki degisiklikler istatistiksel

olarak degerlendirildi (Tablo 4.5 ve Tablo 4.6). VK verileri % 2'den az bulunmustur.

Tablo 4.5. 0-24 saat arayla iki farkli konsantrasyonda (20 pg. mL'- 200 ug.mL™") oda
sicakliginda RSV nin stabilite sonuglar1 (pH: 7.4)

Zaman Konsantrasyon| Hesaplanan Konsantrasyon (ug.ml!) VK(%)
(saat) (ng.ml?) Ortalama = SS
0 20 20.375+ 0.362 0.02
24 20 20,250 + 0.262 0.01
0 200 199.75 +2.996 0.02
24 200 197.25 + 5,812 0.03
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Tablo 4.6. 0-24 saat arayla iki farkli konsantrasyonda (4 pug. mL7'- 20 pg.mL™) oda

sicakliginda CAL’nin stabilite sonuglar1 (pH: 7.4)

Zaman Konsantrasyon| Hesaplanan Konsantrasyon (ug.mL™) VK(%)
(saat) (ng.ml) Ortalama = SS
0 4 4,03+ 0.015 0.01
24 4 4,01 £0,012 0.01
0 20 20,08 £0,102 0.01
24 20 19.88 £0,128 0.01
4.3.Coziiniirliik ve pH Degerlendirme Calismalari
4.3.1.RSV’nin Coziiniirliik ve pH Degerlendirme Calismasi
Tablo 4.7. RSV nin ¢oziiniirliik ¢calisma sonuglar1 (n=6)
SAKLAMA BASLANGIC 2 GUN SONRA OLCUM
KOSULU (ng.mL1) (ng.mL™)
ODA
SICAKLIGI 20 200 19.86 £0.11 199.30 +0.78
(25°C)
BUZDOLABI
SICAKLIGI 20 200 19.92 +£0.10 199.52 +0.55
4°C)
1 SAAT
(50°C) 20 200 19.88 £0.15 199.12 + 0.65

70




Tablo 4.8. RSV’ nin farkli sicakliklarda pH degerlerindeki degisimlerine ait sonuglar (n=6)

ODA SICAKLIGI BUZDOLABI 1 SAAT
(25°C) 4°C) (50°C)
BASLANGIC 7.40 £ 0.01 7.40 + 0.01 7.40+ 0.01
2 GUN SONRA 7.39+0.01 7.40 + 0.01 7.38+0.01
OLCUM

4.3.2.CAL’nin Coziiniirliik pH Degerlendirme Cahsmasi

Tablo 4.9. CAL’ nin ¢6ziiniirliik ¢alisma sonuglar1 (n=6)

SAKLAMA BASLANGIC 2 GUN SONRA OLCUM
KOSULU (ng.mL™) (ng.mL™")
ODA
SICAKLIGI 4 20 3.92 +0.02 19,90 + 0.12
(25°C)
BUZDOLABI
SICAKLIGI 4 20 3,96 + 0.01 19,94 + 0.08
4°0)
1 SAAT
50°C 4 20 3,90 + 0.01 19.86 +£0.16

Tablo 4.10. CAL’nin farkh sicakliklarda pH degerlerindeki degismelerine ait sonuglar

(n=6)
ODA SICAKLIGI BUZDOLABI 1 SAAT
(25°C) 4°C) (50°C)
BASLANGIC 7.40 £ 0.01 7.40 £ 0.01 7.40+ 0.01
2 GUN SONRA 7.38 £0.01 7.39 +0.01 7.38+0.01
OLCUM
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4.4.Lipozomlar ile Tlgili Calismalar

Calismada hedeflendirme ligandi olarak VCAM-1’e segici olarak baglanan ve
VLA-4 homologu VHPKQHR peptidi kullanilmigtir. Ligand, lipozomal formiilasyonlarina
MPEG2000DSPE iizerinden kovalan yolla baglanmistir. Ligandin mPEG2000DSPE ye
baglanip baglanmadig1 FT-IR ¢aligmalart ile ispatlanmistir. mPEG2000DSPE, VHPKQHR
peptidi ve mPEG2000DSPE+VHPKQHR konjugatinin FT-IR sonuglar1 Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6.

da verilmistir.
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Sekil 4.4. mPEG2000DSPE ye ait FT-IR spektrumu

Sekil 4.4’ te verilen sonuglara gore 2850 ve 2918 cm! de ¢ikan pikler asimetrik ve
simetrik -CH> gruplarindan kaynaklanmaktadir. 1740 cm™ de gikan pikler -C=O gruplarina

aittir.
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Sekil 4.5. VHPKQHR peptidine ait FT-IR spektrumu

VHPKQHR peptidinin FTIR karakterizasyonu sonucunda elde edilen pikler Sekil

4.5’te verilmistir. 1352 cm™ pik noktasi peptidin sarmal yapisindan kaynakli oldugunu

gostermis ve literatiir ile uyum icindedir. Ayrica 2850 ve 2918 cm de ¢ikan pikler

asimetrik ve simetrik -CH» gruplarindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.6. mPEG2000DSPE ve VHPKQHR konjugati ile birlikte ait FT-IR spektrumu

mPEG2000DSPE ve VHPKQHR konjugati ile birlikte yapilan FTIR analizinde
(Sekil 4.6) bu iki yapiya ait karakteristik pikler olan 2918, 2851, 1973, 1740, 1674, 1547

ve 1109 cm! elde edilmis ve baglanmalar gdsterilmistir.
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4.4.1. Lipozom formiilasyonunun CAL hapsetme Kapasitesinin Tayini

CAL icin kalibrasyon egrisi ¢izilerek L2 formiilasyonunun CAL yiikleme
kapasitesi hesaplanmigtir. CAL i¢in gelistirilen spektroflorometrik yontemde, etken

maddenin 492 nm’de maksimum absorbans verdigi Sekil 4.7 gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Kalseinin spektral analizdeki maksimum absorbans degeri (Amax= 492nm)

CAL floresans maddesini hedeflendirme bolgesinde goriintiileme amaciyla
kullanacagimiz i¢in 6 tekrarli ve 5 noktali (4 ile 20 pg/mL arasinda) kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Spektroflorometrik yontemle 492 nm de dalga boyunda ¢izilen kalibrasyon

egrisi Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.8. CAL’nin 492 nm dalga boyundaki kalibrasyon egrisi (n=6)

Yukaridaki kalibrasyon egrisi ve denkleminden yararlanilarak L2 optimum
formiilasyonu ile hazirlanan CAL yiiklii lipozom formiilasyonuna ait absorban degerleri

tablosu ve absorbans goriintiisii asagida verilmistir.
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Sekil 4.9. CAL yiiklii lipozom formiilasyonunun 1:1 (a/a) oraninda Triton X-100 (%2,5)

ile pargalanmasindan sonra elde edilen CAL absorbans degeri (n=3)
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Tablo 4.11. CAL yiiklii lipozom formiilasyonuna ait absorbans degerleri ve etken madde

yiikleme kapasitesi (n=3)

1. 6lgiim | 2. 6lgtim | 3. 6lgiim | Ortalama £ SD | CV (%) | Yiikleme kapasitesi (%)
Absorbans | 0,210 0,212 0,213 0,2117+0,0015 | 0,008 8,75+0,01
Yiiklenen kalsein yiizdesi, lipozomlarmn Triton X-100 (%2,5) ile

parcalanmasindan sonra kalseinin verdigi absorbanslar tizerinden hesaplanmis ve optimum
formiil olan L2’nin icerisinde %8,75 kalsein degeri bulunarak kalseini hapsedebildigi

ispatlanmistir.

4.4.2.Lipozom formiilasyonlarinin RSV Hapsetme Kapasitelerinin Tayini

Farkli oranlarda mPEG2000DSPE:DOPE:DOPA

iceren lipozom
formiilasyonlarmin partikiil biiyiikliikleri, biiyliklik dagilimlari, zeta potansiyelleri ve

enkapsiilasyon kapasiteleri Tablo 4.12 deki verilmistir.

Tablo 4.12. Lipozom formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliikleri, biiyiikliikk dagilimlari, zeta

potansiyelleri ve enkapsiilasyon etkinligine ait bulgular (n=3)

Kod | Fosfolipit molar | Partikiil Zeta Potansiyel | PDI £+ SS Enkapsiilasyon etkinligi
oranlari biiyiikliigii (mV= SS) (% £SS)
(nm = SS)
L1 5:70:25 1279+ 0,42 | -15,6 £ 0,56 0,241 +0,010 13,8+0,38
L2 5:60:35 95,5+0,44 |-332+0,12 0,160 £ 0,001 23,2+0,12
L3 5:55:40 153,8+£0,68 | -12,8 £0,42 0,219 £ 0,020 15,4+0,22
L4 5:45:50 128,4+£0,21 | -26,6=+0,18 0,091 £ 0,001 18,8+0,11
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Partikiil boyutu (nm)
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Lipozom formilasyon kodlari

Sekil 4.10. L1-L4 formiilasyonlarinin partikiil biiytiklikler1
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Lipozom formiilasyon kodlari

Sekil 4.11. L1-L4 formiilasyonlarinin zeta potansiyelleri
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Sekil 4.12. L1-L4 formiilasyonlarinin RSV enkapsiilasyon etkinlikleri (%)

Ozellikle L2 ve L4 formiilasyonlarmmn, L1 ve L3’e gore partikiil biiyiikliikleri,
biiyiikliik dagilimlari, zeta potansiyelleri, RSV Enkapsiilasyonu agisindan Tablo 4.12’de
belirtildigi parametreler biitiiniiyle karsilastirildiginda L2 ve L4 formiilasyonlariyla

optimizasyon .¢aligsmalarma gidilmesinin uygun oldugu belirlenmistir.
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4.4.3. L2 Lipozom Formiilasyonuna Ait PLM Gériintiileri

L2 formiilasyonunun vezikiil tabakalarmi gosteren polarize mikroskop ile ¢ekilmis

fotograflar Sekil 4.13°de verilmistir.

Sekil 4.13. L2 formiilasyonuna ait PLM goriintiileri
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4.4.4. 1.2 Lipozom Formiilasyonuna Ait SEM Goriintiileri

L2 lipozom formiilasyonunun Taramali Elektron Mikroskobu ile ¢ekilmis

gorintiisii Sekil 4.14°de verilmistir.

— 100nm KITAM
X 100,000 15.0kV SEI SEM WD 6.1mm

Sekil 4.14. L2 formiilasyonuna ait SEM fotografi (x100.000)

81



4.4.5. L2 Lipozom Formiilasyonuna Ait AFM Gdoriintiileri

L2 lipozom formiilasyonunun Atomik Kuvvet Mikroskobu ile ¢ekilmis goriintiisii

ve histogramu Sekil 4.15” ve 4,16°da verilmistir.

5 000

0.0

Sekil 4.15. L2 formiilasyonuna ait AFM goriintiileri
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Sekil 4.16. L2 formiilasyonuna ait AFM histogrami1

4.4.6. Lipozom Formiilasyonlarinin Stabilitelerinin Incelenmesi

L2 ve L4 formiilasyonlari ile gergeklestirilen stabilite calismalarinda, +4°C ve 25°C
(%60 bagil nem) ortamlarinda 180 giin bekletilen lipozom formiilasyonlarinin zamana
bagli olarak partikiil buyiikliikleri, biiytikliik dagilimlari, zeta potansiyelleri ve etken

madde enkapsiilasyon kapasitelerindeki degisiklikler incelenmistir.
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Tablo 4.13. 25 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii ve biiyiikliik

dagilimi sonuglar1 (n=3)

Kod | Zaman 25°C +£2, % 60 RH
Giin Partikiil Biiyiikliigii (nm £SS) | PDI+ SS
0.Giin 95,5+0,4 0,160 £+ 0,001
15. Giin 1052+ 1,3 0,133 + 0,003
L2 30. Giin 107,3+0,7 0,137 £ 0,002
45. Giin 109,9 + 0,8 0,140 £ 0,002
60. Giin 110,3+1,0 0,219 £ 0,002
90. Giin 116,4 £ 1,8 0,188 + 0,004
180. Giin 178,8 £ 2,8 0,204 + 0,005
2001
€
£ 150-
>
5
>
)
2
S
=
h =
@
o

Sekil 4.17. 25 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun 180 giin siiresince partikiil

L2 Formiilasyonu 25 °C Stabilite Giinleri

biiyiikliiglinde goriilen degisimler
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Tablo 4.14. 25 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun zeta potansiyeli sonuglari (n=3)

Kod | Zaman 25°C +£2,% 60 RH
Giin Zeta Potansiyeli (mV + SS)
0.Giin -33,2 £0,1
15. Giin -28,5+0,4

L2 | 30. Giin -25,5+0,5
45. Giin -252+0,4
60. Giin -31,9+ 1,0
90. Giin -26,3+2,0
180. Giin -22,5+0,9
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L2 formiilasyonu 25 °C Stabilite giinleri

Sekil 4.18. 25 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun 180 giin siiresince zeta

potansiyelinde goriilen degisimler



Tablo 4.15. 25 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun enkapsiilasyon etkinligi sonuglar1

(n=3)

Kod | Zaman 25°C +2, % 60 RH
Giin RSV Enkapsiilasyon Etkinligi (% =+ SS)
0.Giin 23,2 £0,1
15. Giin 22,8+0,1

L2 | 30. Giin 21,9+0,2
45. Giin 20,4 +0,1
60. Giin 20,8 £ 0,1
90. Giin 19,2+0,2
180. Giin 17,2 +0,1

¥)
o

- -, N
°© o o

RSV Enkapsiilasyonu (%)
n

o

L2 Formiilasyonu 25 °C Stabilite Giinleri

Sekil 4.19. 25 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun 180 giin siiresince RSV

enkapsiilasyonunda (%) goriilen degisimler
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Tablo 4.16. 4 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii ve biiyiikliik

dagilimi sonuglar1 (n=3)

Kod | Zaman 4°C
Giin Partikiil  Biiyikligi | PDI < SS
(nm £ SS)
0.Gln 95,5+0,4 0,160 £+ 0,001
L2 15. Giin 102,6 £ 0,6 0,195 £ 0,002
30.Gin | 107307 0.187 = 0,002
45 Gin | 1083 =128 0.164 = 0,002
60. Gin | 109.9 £ 2.6 0.210 < 0,005
90. Giin 114,4+3,2 0,192 + 0,008
180. Giin 139,1+2,1 0,208 + 0,007
150
i
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L2 Formiilasyonu 4 °C Stabilite Giinleri

Sekil 4.20. 4 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun 180 giin siiresince partikiil
biiyiikliiglinde goriilen degisimler
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Tablo 4.17. 4 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun zeta potansiyeli sonuglar1 (n=3)

Kod | Zaman 4°C
Giin Zeta Potansiyeli (mV + SS)
0.Glin -33,2 £0,1
L2 | 15. Gin -39,5+0,8
30. Giin -32,5+0,3
45. Giin -289+1,5
60. Giin -27,9+0,9
90. Giin -26,8 £0,8
180. Giin -24,6 + 1,3

Zeta Potansiyeli (mV)

= 50 | | | | | | |
VY Y S T S S
Q- '\q). %Q. b?). QQ‘ QQ. \%Q’

L2 formiilasyonu 4 Oc stabilite gunleri

Sekil 4.21. 4 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun 180 giin siiresince zeta potansiyelinde

goriilen degisimler
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Tablo 4.18. 4 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun enkapsiilasyon etkinligi sonuglar1

e

L2 Formiilasyonu 4 °C Stabilite Giinleri

Sekil 4.22. 4 °C de bekletilen L2 formiilasyonunun 180 giin siiresince RSV

enkapsiilasyonunda goriilen degisimler
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Tablo 4.19. 25 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii ve biiyiikliik

dagilimi sonuglar1 (n=3)

Kod | Zaman 25°C+2, % 60 RH
Giin Partikiil Biiyiikliigii (nm = SS) | PDI £SS
0.Giin 1284 +0,2 0,091 £ 0,001
15. Giin 132,1+ 0,6 0,132 £ 0,001
L4 30. Giin 134,1+1,2 0,125 £ 0,002
45. Giin 153,8 £ 2,1 0,193 + 0,003
60.Gin | 163,709 0.241 = 0,002
90. Giin 180,2 £ 1,4 0,208 + 0,008
180. Giin 246,8 £33 0,253 £0,012
300+
€
£
3 200-
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‘2 100+
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L4 Formiilasyonu 25 °C Stabilite Giinleri

Sekil 4.23. 25 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun 180 giin siiresince partikiil
biiytiikliigiinde goriilen degisimler
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Tablo 4.20. 25 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun zeta potansiyeli sonuglar1 (n=3)

Kod | Zaman 25°C +2, % 60 RH
Giin Zeta Potansiyeli (mV + SS)
0.Giin -26,6 £0,2
15. Giin -253+0,3
L4 30. Giin -23,1+1,0
45. Giin -18,7+0,8
60. Giin -16,9 £0,6
90. Giin -16,4+0,7
180. Giin -13,3+1,7
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L4 formiilasyonu 25 °C Stabilite giinleri

Sekil 4.24. 25 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun 180 giin siiresince zeta

potansiyelinde goriilen degisimler



Tablo 4.21. 25 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun enkapsiilasyon etkinligi sonuglar1

(n=3)

Kod | Zaman 25°C +£2, %60 RH
Giin RSV Enkapsiilasyonu (% = SS)
0. Giin 18,8 £ 0,1
15. Giin 17,2+ 0,1

L4 | 30. Giin 16,0 £ 0,2
45. Giin 14,6 £ 0,2
60. Giin 12,2+0,1
90. Giin 9,4+0,5
180. Giin 7,2+0,2

20

-
(3

RSV Enkapsiilasyonu (%)
o S

Sekil 4.25. 25 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun 180 giin siiresince RSV

L4 formiilasyonu 25 °C Stabilite Giinleri

enkapsiilasyonunda goriilen degisimler
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Tablo 4.22. 4 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii ve biiyiikliik

dagilimi sonuglar1 (n=3)

Kod | Zaman 4°C
Giin Partikiil Biyiikligi (nm+SS) | PDI+SS
0.Gln 1284 +0,2 0,091 £ 0,001
15. Gilin 137,2+0,3 0,162 £ 0,001
L4 30. Giin 140,6 + 0,6 0,157 £ 0,003
45. Glin 153,9+1,9 0,229 £+ 0,003
60. Giin 152,2+2,9 0,226 + 0,002
90. Giin 160,3 £ 3,2 0,255 +£ 0,005
180. Gilin 232,2+2,6 0,302 + 0,008
250+
E, 200-
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L4 Formiilasyonu 4 °C Stabilite Giinleri

Sekil 4.26. 4°C de bekletilen L4 formiilasyonunun 180 giin siiresince partikiil
biiyiikliigiinde goriilen degisimler
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Tablo 4.23. 4 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun zeta potansiyeli sonuglar1 (n=3)

Kod | Zaman 4°C
Giin Zeta Potansiyeli (mV £ SS)
0.Glin -26,6 £0,18
15. Giin -26,1 £0,24
L4 30. Giin 23,2 +£0,82
45. Giin -17,6 £ 0,66
60. Giin 17,8 1,92
90. Giin -25,5+3,96
180. Giin -15,2+1,83
0
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L4 formiilasyonu 4 °C stabilite giinleri
Sekil 4.27. 4 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun 180 giin siiresince zeta potansiyelinde

goriilen degisimler
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Tablo 4.24. 4 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun enkapsiilasyon etkinligi sonuglar1

(n=3)

Kod | Zaman 4°C
Giin RSV Enkapsiilasyon Etkinligi (% = SS)
0.Glin 18,8 + 0,1
15. Giin 17,6 £0,1

L4 | 30. Giin 16,8 + 0,1
45. Giin 15,8 +0,1
60. Giin 13,2+0,2
90. Giin 10,4 +£0,3
180. Giin 8,6+0,2
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Sekil 4.28. 25 °C de bekletilen L4 formiilasyonunun 180 giin siiresince RSV

L4 formiilasyonu 4 °C stabilite giinleri

enkapsiilasyonunda goriilen degisimler
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Yukarida Tablolarda goriildiigii lizere; karsilastrmali olarak yapilan stabilite
sonuglarina gore L2 formiilasyonu, partikiil biiytikliigii, biiyiiklilk dagilimi, zeta potansiyeli
ve etken madde enkapsiilasyon etkinligi acisindan L4 formiilasyonundan daha basaril
oldugu i¢in, ila¢ hedeflendirme c¢aligmalarinda bu formiilasyonun kullanilmasina karar

verilmistir.

4.4.7. Lipozomlarin in vitro Sitotoksisite Calismalar

Normalized Cell Index
€ & tn

0.0 5.0 10.0 18.0 20.0 25.0 20.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 0.0

Time (in Hour)

....... Kontrol ceeeee 1:20/ DOPA
...... 1:5/DOPA «eeee. 1:5/PEG-DSPE
...... 1:20/ RSV ceeene 1:5/RSV
Tiim seyreltmeler pH:7.4 fosfat tamponu ile yapilmstir.

Sekil 4.29. DOPE, DOPA, RSV ve mPEG2000DSPE nin farkli konsantrasyonlarda U 87

hiicrelerinin yasayabilirligine etkisinin ger¢ek zamanli analizine ait grafik

Sitotoksisite calismalarinda L2 formiilasyonundaki bilesenlerinin (Kontrol, DOPE,
DOPA, RSV, mPEG2000DSPE) uygulama dozlarinda ve yiiksek dozlarda glioblastoma
hiicrelerindeki toksikolojik etklerinin smirli seviyede oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla
beyine hedeflendirilecek formiilasyondaki kombinasyonlarmimn beyin hiicrelerine

sitotoksik bir etkisinin olmadig1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.29. RSV yiiklenmemis peptid bagli olan ve peptid olmayan (PL ve L), RSV
yiiklenmis peptid bagli olan ve peptid bagli olmayan (PRL ve RL) lipozomal
dispersiyonlarin farkli konsantrasyonlarda (20,50,100 mM) U 87 hiicrelerinin

yasayabilirligine etkisinin MTT analizine ait grafik

MTT g¢alismasi, in vivo deneylerde etkin madde olarak kullanilan RSV’nin ve
lipozom tagiyici sistemi igeriklerinin hiicresel diizeydeki toksisitelerini belirlemek igin
ayrica gercgeklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki (20, 50 ve 100mM) RSV
yiiklenmemis peptid bagli olan ve peptid olmayan (PL ve L); RSV yiiklenmis peptid baglh
olan ve peptid bagli olmayan (PRL ve RL) lipozomal dispersiyonlarn A172 insan
glioblastoma hatlarina toksisitesi incelenmistir. Yapilan MTT deneyinde elde edilen
sonuglar incelendiginde, toksisitesinin ¢ok diisiik olmasiyla birlikte lipozomal
dispersiyonlarin konsantrasyonlariyla dogru orantili oldugu gézlemlenmektedir. PL’ye ait
% canl1 hiicre oran120, 50 ve 100mM konsantasyonlar1 i¢in sirasiyla 95,22, 88,60 ve 86,49;
L’ye ait % canl1 hiicre oran1 20, 50 ve 100mM konsantasyonlar1 i¢in sirastyla 87,65, 85,56
ve 84,81 olarak bulunmustur. PRL’ye ait % canli hiicre oran1 20, 50 ve 100mM
konsantasyonlar1 i¢in sirastyla 90,69, 85,63 ve 83,77 bulunmusken, PRL’e ait % canl
hiicre oran1 20, 50 ve 100mM konsantasyonlar1 i¢in sirasiyla 88,42, 84,62 ve 82,31 olarak
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bulunmustur. Biitlin sonuglar incelendiginde, sitotoksisitenin sinirli oldugu ve lipozomal

formiilasyonlarin giivenli oldugu sonucuna varilmastir.

4.4.8. In vitro Sahhm Calismalar

Kiamilatif Salim (%)

-+ P-CAL-L2(pH: 7.4)
-~ CAL Kontrol (pH: 7.4)
-+ CAL-L2 (pH: 7.4)

Zaman (saat)

Sekil 4.30. CAL-Kontrol, CAL-L2 ve P-CAL-L2’ye ait in vitro salim sonuglar1 (pH:7.4)

1001

80+

60+

40

Kumiilatif Salim (%)

20+

-+ PRL (pH: 7.4)
-~ RSV (pH: 7.4)
= RL (pH: 7.4)

N Vv -] b 1) © A
Zaman (saat)

Sekil 4.31. RSV, RL, PRL’ye ait in vitro salim sonuglar1 (pH:7.4)

Her iki in vitro salim ¢aligmalar1 incelendiginde 1. saatten itibaren etken madde saliminin

cogu gerceklesmis ve 6. saatin sonunda formiilasyonlardaki etken maddelerin tamami

salmmustir.
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4.4.9. Kinetik Model Calismalarn

Tablo 4.25. 3 gruba ait 4 farkh kinetik model sonug tablosu

Kinetik Model RSV” RL™ PRL™™
Slope 0.565 0.327 0.178
7.895 16.785 21.890
(Sifirmer) Intercept
Zero Order R 0.956 0.973 0.991
2 0914 0.947 0.982
Slope 0.120 0.089 0.046
0.30 0.290 1.410
(Birinci) Intercept
First Order R 0.859 0.767 0.819
2 0.738 0.588 0.670
Slope 0.050 0.040 0.070
Intercept 3.142 2.984 4.765
Higuchi
R 0.968 0.923 0.979
2 0.937 0.852 0.958
Slope 0.010 0.010 0.010
Intercept 7.987 8.851 9.311
Hixson-Crowell
R 0.938 0.839 0.948
2 0.880 0.788 0.898

I

*RSV: Rosuvastatinin izotonik fosfat tamponu igerisindeki % 2 lik ¢ozeltisi

**RL: Rosuvastatin yiiklii lipozom formiilasyonu

***PRL: Rosuvastatin yiiklii hedeflendirilmis lipozom formiilasyonu
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4.4.10. In vivo Cahsmalar

4.4.10.1. Beyin Floresan Yogunlugu

Sakrifikasyon sonrasi 4 farkli gruptaki (Kontrol, CAL Kontrol, CAL-L2, P-CAL-

L2) fare beyinleri -20 °C’de dondurulmus, kriyostat cihazi ile 18 mm kalinhiginda kesitler

almmustir. Alman kesitler floresans mikroskobunda incelenmis ve floresans i1sima

yogunluklar1 Tablo 4.26 ve 4.27°de verilmistir.

Tablo 4.26. Kalsein iceren formiilasyonlarin beyin hasarli bolgede olusturdugu isima

yogunluklar1 ile tiim gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Formiilasyon Medyan | Min. | Maks. | Ki-Kare p
Kontrol 8,01 1,93 14,98

CAL-Kontrol 544,97 485,34 | 609,10

CAL-L2 3051,69 | 3001,90 | 3234,70 | 29,091 | <0,001*
P-CAL-L2 4564,80 | 4421,50 | 4698,52

Toplam 1805,50 1,93 | 4698,52

*p<0,05

CAL igeren formiilasyonlarin in vivo uygulanmasindan sonra fare beyinlerinde

olusan 151ma degerleri Kruskall-Wallis H testi ile karsilastirilmis ve %95 giiven araliginda

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu (p<0,001) tespit edilmistir

(Tablo 4.26). Farkliligin hangi formiilasyonlardan kaynaklandigini tespit etmek igin,

formiilasyonlar Mann-Whitney U testi ile ikiserli olarak karsilastirilmis ve sonuglar1 Tablo

4.27°de verilmistir.

Tablo 4.27. Kalsein i¢ceren formiilasyonlarin 1g1ma yogunluklarinin istatistiksel olarak

karsilastirilmasi

Formiilasyon Kontrol Calcein | Calcein+L2 | Calcein+PL2
Kontrol - 0,001* | <0,001* 0,001*
CAL-Kontrol 0,001* - 0,001* 0,001*
CAL-L2 <0,001* | 0,001* - <0,001%*
P-CAL-L2 0,001* | 0,001* | <0,001* -
*p<0,05
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Formiilasyonlarin 1s1ma yogunluklar1 Mann-Whitney U testi ile ikiserli olarak

karsilastirilmis;

- Kontrol grubu ile CAL-Kontrol grubu arasinda (p=0,001), CAL-L2 grubu arasinda
(p<0,001) ve P-CAL-L2 grubu arasinda (p=0,001) anlaml farklilik oldugu,

- CAL-Kontrol grubu ile CAL-L2 grubu arasinda (p=0,001) ve P-CAL-L2 grubu arasinda
(p=0,001) anlaml farklilik oldugu,

- CAL-L2 grubu ile P-CAL-L2 grubu arasinda (p<0,001) anlamli farklilik oldugu tespit

edilmistir.

CAL Formiilasyonlarinda 1s1ma yogunlugu bakimindan en diisiik grubun kontrol grubu
oldugu, CAL-Kontrol kontrol grubundan daha yiiksek oldugu, CAL-L2 grubunun calcein
grubundan yiiksek oldugu ve P-CAL-L2 grubunun en yiiksek 1s1ma yogunluguna sahip
oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.27).

Sekil 4.32. CAL-Kontrol (A1,A2,A3), CAL-L2 (B1,B2,B3), P-CAL-L2 (C1,C2,C3)

gruplarina ait floresans yogunluk goriintiileri
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Denek gruplan

* Kontrol grubu ile CAL grubu arasinda (p=0,001), CAL-L2 grubu arasinda (p<0,001) ve P-CAL-L2 grubu arasinda (p=0,001)
anlaml farklilik vardir.

*#* CAL grubu ile CAL-L2 grubu arasinda (p=0,001) ve P-CAL-L2 grubu arasinda (p=0,001) anlaml1 farklilik vardir.

##% CAL-L2 grubu ile P-CAL-L2 grubu arasinda (p<0,001) anlaml farklilik vardir.

Sekil 4.33. CAL igeren formiilasyonlarin uygulandigi gruplarin floresans yogunluklari
4.4.10.2.Beyin Hasar Alanlan

Tablo 4.28. RSV igeren formiilasyonlarin uygulandigi hayvanlarda beyin hasar alanlarinin

ve tiim gruplar arasindaki 24 saat sonundaki farkliliklarin istatistiksel olarak

karsilastirilmasi
Formiilasyon | Medyan | Min. | Maks. | Ki-Kare p
Kontrol 2,1145 1,96 2,22
RSV 1,7585 1,50 1,92
RL 1,4330 1,21 1,85 27.323 | <0,001*
PRL 0,7245 0,64 0,91
Toplam 1,5535 0,64 2,22
*p<0,05
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RSV igeren formiilasyonlarin in vivo uygulanmasindan sonra fare beyinlerinde
olusan hasar alanlar1 Kruskall-Wallis H testi ile karsilastirilmis ve %95 giiven araliginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu (p<0,001) tespit edilmistir
(Tablo 4.28). Farkliligin hangi formiilasyonlardan kaynaklandigini tespit etmek igin,
formiilasyonlar Mann-Whitney U testi ile ikiserli olarak karsilastirilmis ve sonuglart Tablo

4.29°de verilmistir.

Tablo 4.29. RSV iceren formiilasyonlarin hasar alanlarin istatistiksel olarak

karsilagtirilmast
Formiilasyon
Kontrol RSV RL PRL
Kontrol - <0,001* 0,001* <0,001*
RSV <0,001* - 0,001* 0,001*
RL 0,001* 0,001* - 0,001*
PRL <0,001* 0,001* 0,001* -
*p<0,05

RSV Formiilasyonlar1 hasar alanlar1 bakimindan Mann-Whitney U testi ile ikiserli olarak

karsilagtirilmis ve formiilasyonlarda:

- Kontrol grubu ile RSV grubu arasinda (p<0,001), RL grubu arasinda (p=0,001) ve PRL
grubu arasinda (p<0,001) anlamh farklilik oldugu,

- RSV grubu ile RL grubu arasinda (p=0,001) ve PRL grubu arasinda (p=0,001) anlaml1
farklilik oldugu,

- RL grubu ile PRL grubu arasinda (p=0,001) anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir.

RSV Formiilasyonlarinda hasar alanlar1 bakimindan en yiiksek grubun kontrol grubu
oldugu, RSV grubunun kontrol grubundan daha diisiik oldugu, RL grubunun RSV
grubundan diistik oldugu ve PRL grubunun en diisiik hasar alanlarina sahip oldugu tespit

edilmistir (Tablo 4.29).
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Sekil 4.34. 1)Kontrol 2) RSV 3) RL 4)PRL gruplarma ait beyin kesitleri
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Sekil 4.35. 1)Kontrol 2) RSV 3) RL 4)PRL gruplarima ait beyin kesitleri hasar alanlar1
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Denek gruplan

* Kontrol grubu ile RSV grubu arasinda (p<0,001), RL grubu arasinda (p=0,001) ve PRL grubu arasinda (p<0,001) anlaml farklilik
vardir.

**RSV grubu ile RL grubu arasinda (p=0,001) ve PRL grubu arasinda (p=0,001) anlaml1 farklilik vardir.

*#*RL grubu ile PRL grubu arasinda (p=0,001) anlaml farklilik vardir.

Sekil 4.36. RSV iceren formiilasyonlarin uygulandigi gruplarin uygulamadan 24 saat

sonra olusan hasar alanlar1
4.4.10.3.Beyin Odem Skorlar

Tablo 4.30. RSV iceren formiilasyonlarin uygulandigi hayvanlarda beyin 6dem skorlarinin

ve tlim gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

Formiilasyon Medyan | Min. Maks. Ki- p
Kare

Kontrol 2,077 1,96 2,29

RSV 1,815 1,6 1,93

RL 1,1605 | 0,72 1,77 28,102 | <0,001*
PRL 0,2285 0,1 0,64

Toplam 1,6895 0,1 2,29

*p<0,05

RSV igeren formiilasyonlarin in vivo uygulanmasindan sonra fare beyinlerinde olusan

0dem skorlar1 Kruskall-Wallis H testi ile karsilagtirilmis ve %95 giiven araliginda gruplar
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arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu (p<0,001) tespit edilmistir (Tablo
4.30). Farkliligin hangi formiilasyonlardan kaynaklandigint tespit etmek igin,
formiilasyonlar Mann-Whitney U testi ile ikiserli olarak karsilastirilmis ve sonuglar1 Tablo

4.31°de verilmistir.

Tablo 4.31. RSV iceren formiilasyonlarina ait 6dem skorlarmin istatistiksel olarak

karsilastirilmasi
Formiilasyon | Kontrol RSV RL PRL
Kontrol - <0,001* <0,001* <0,001*
RSV <0,001* - 0,005%* 0,001*
RL <0,001* | 0,005* - <0,001*
PRL <0,001* | <0,001* 0,001%* -
*p<0,05

RSV Formiilasyonlar1 6dem skorlar1 bakimmdan Mann-Whitney U testi ile ikiserli olarak

karsilagtirilmis ve formiilasyonlarda:

- Kontrol grubu ile RSV grubu arasinda (p<0,001), RL grubu arasinda (p<0,001) ve PRL
grubu arasinda (p<0,001) anlamh farklilik oldugu,

- RSV grubu ile RL grubu arasinda (p=0,005) ve PRL grubu arasinda (p=0,001) anlaml1
farklilik oldugu,

- RL grubu ile PRL grubu arasinda (p<0,001) anlaml1 farklilik oldugu tespit edilmistir.

RSV Formiilasyonlarinda 6dem skorlar1 bakimimdan en yiiksek grubun kontrol grubu
oldugu, RSV grubunun kontrol grubundan daha diisiik oldugu, RL grubunun RSV
grubundan diistik oldugu ve PRL grubunun en diisiik hasar alanlarna sahip oldugu tespit

edilmistir (Tablo 31).
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* Kontrol grubu ile RSV grubu arasinda (p<0,001), RL grubu arasinda (p<0,001) ve PRL grubu arasinda (p<0,001) anlaml farklilik

vardir.
** RSV grubu ile RL grubu arasinda (p=0,005) ve PRL grubu arasinda (p=0,001) anlaml1 farklilik vardir.

##% RL grubu ile PRL grubu arasinda (p<0,001) anlamli farklilik vardur.

Sekil 4.37. RSV iceren formiilasyonlarin uygulandigi gruplarin uygulamadan 24

saat sonraki 6dem skorlar1

Yukarida Tablo ve Sekillerde belirlenen ve goézlemlenen sonuglara PRL (peptid iceren
RSV lipozomlarin), RL (peptid igermeyen RSV lipozomlara) ve kontrol RSV gruplarina
kiyaslandiginda 6dem skorlarini ve hasar alanlarini belirgin sekilde azalttig1 ve bu sayede

daha basarili oldugu ve akiimiilasyonlarin daha fazla oldugu belirlenmistir.
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5.TARTISMA

RSV, kolesterol yiiksekligi, lipidemik bozukluklar dahil degisik lipit
rahatsizliklarmin tedavisinde kullanilmak iizere 2003 tarihinde Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmig statin grubu bir ilactir. Oral yoldan 5-40 mg/giin
dozlarda kullanilir. Son yillarda yapilan calismalarda, kolesterol diisiiriici etkisinin
yanisira beyin felci sonrasi noroprotektif etkiye sahip oldugu da bildirilmistir. Ancak
konvansiyonel yolla kullanilan RSV’nin 6dem veya serebral kan akisi izerine herhangi bir
etkisi bulunmamaktadir (164). Beyin elektrik aktiviteleri ile ilgili yapilan c¢aligmalarda
HMG-CoA rediiktazi olan RSV epilektik semptomlar1 diizenledigi ve antiepileptik ilaclara
alternatif olabilecegi rapor edilmistir (165). Parkinson tedavisi ile ilgili yapilan
calismalarda SH-SYSY hiicrelerinde, rotenonun indiikledigi ndrotoksisiteye karsi, ayni
zamanda a-siniiklein ekspresyonunun modiilasyonuna kars1t RSV nin néroprotektif etkisi
arastirilmistir. Statinlerin rotenonun indiikledigi dopaminerjik norotoksisite lizerindeki
noro-koruyucu etkisi, otofajinin modiilasyonu yoluyla parkinson tedavisine yonelik yeni

bir tedavi stratejisi olarak diistiniilmiistiir (166).

Inme veya gegici iskemik atak hastalarinda intrakranial arteriyel aterosklerotik
stenoz c¢alismasi ile tedavide RSV’nin serebral kan akimi {izerine etkilerinin
degerlendirmesi ¢alismasinda, intrakranial arteriyel aterosklerotik stenozlu hastalarda
perfiizyon durumunda RSV tedavisi ile yapilan denemelerde RSV'nin giivenli ve etkili olup
olmadigin1 degerlendirmistir. Intrakranial arteriyel aterosklerotik stenozlu serebral
hemodinamik durumu iyilestirmede giivenilir verilere ulasilmis ve hastalarda RSV tedavisi

ile perfiizyon artis1 arasinda iligkili oldugu tespit edilmistir (167).

Serebral iskemi reperflizyon hasarinin iyilesmesi ile ilgili calismasinda RSV nin
inflamatuar yanit ile apoptoza etkileri arastirilmistir. Calisma, inflamatuar sitokinlerin,
apoptoz yollarin1 ortaya ¢iktigini ortaya koydu ve oksidatif stres aracilari, bilateral
tarafindan indiiklenen global serebral iskemide yer aldigi goriilmiistiir. RSV nin anti-
inflamatuar, anti-apoptoz ve anti-oksidan etkileri ile serebral iskemi reperflizyon

yaralanmasinda olumlu etkileri degerlendirilmistir (168).
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Deneysel beyin travmasi RSV ile kortikal kilcal dolagimin artis1 nitrik oksit {iretimi
ile iliskildigi calismada travmatik beyin hasarinda RSV tedavisi sonra mikrodolagiminin
perflize kapilerlerin sayisinin arttig1 ve bu etkinin artmis nitrik oksit ve azalmis prostasiklin

ile iliskili oldugu belirtilmistir (169).

RSV’nin, siganlarda niikleer faktdr-Kappa B aktivasyonu ve siiperoksit olusumunu
baskilama yoluyla anevrizmal subaraknoid hemoraj sonrasi erken beyin hasarini
lyilestirmesi lizerine yapilan ¢alismalarda antioksidan, antienflamatuar 6zelliklerinden ve

sonuglardan dolayr umut vadedici olmustur (170).

RSV’nin iskemik beyin hasar1 ve mekanizmasi iizerindeki koruyucu etkisi iizerine
yapilan calismada RSV’nin iskemik beyin hasar1 {izerindeki noéral korumasmin
mekanizmalari, endotelyal nitrik oksit sentezi ekspresyonunu arttirmak, indiiklenebilir
nitrik oksit sentezi ve aktive edilmis kaspaz-3'iin ekspresyonunu inhibe etmesi olarak

degerlendirilmistir (171).

RSV’nin zayif c¢oziiniirligi ve gecirgenligi, diisik mutlak biyoyararlanim
problemiyle karsi karsiya kalma ve emilimi orani sinirlayict faktorlerdir. RSV nin kan
beyin bariyeri gec¢irgenliginin az oldugu disiiniildiiglinde, uygun partikiil boyutuna
getirilimis ve ylizeyi modifiye edilmis liposomal tasiyici sistemlerin, RSV nin etkinligini

ve hedef dokuya ulagimini arttiracagi dngoriilerek calismalar planlanmistir.

Tim bu smirlamalardan dolay1 RSV igeren lipozomlarm yiizeyi hidrofilik PEG ve
VCAM-1 spesifik ligand ile modifiye edilerek beyine hedeflendirilmeye uygun hale
getirilmis ve damari¢i yolla uygulandiktan sonra lipozomlarin etkinligi, beyin travmasi
olusturulmus farelerde klasik tedavi uygulamalar ile karsilastirmali olarak incelenmistir.
Calismalar sonucunda Sekil 4.36 ve Sekil 4.37°de agikca goriildiigii tizere RSV icern
lipozomlardaki beyin hasar1 tizerindeki 6dem skorundaki ve hasar alanlarindaki azalma,

beyine ila¢ hedflendirme mekanizmasinin ¢alistigin1 desteklemektedir.

Yiizeyi hidrofilik hale getirilerek retikiiloendotelyal sistem tarafindan eliminasyonu
azaltilan ve kan dolasiminda uzun siire kalabilen uygun partikiil boyutu ve dagilimina sahip
lipozomlar, pasif yolla kan beyin bariyerini geg¢ebilmektedir. Ayrica beyindeki hasarli
bolgede yiiksek miktarda eksprese edilen VCAM-1 gibi ylizey adezyon bilesiklerine
baglanma 06zelligine sahip liganlarm lipozom ylizeyine baglanmasi ile, formiilasyonun

beyin hasarli bolgeye hedeflendirilmesi yapilabilmekte ve ilacin sadece etki bolgesinde
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salimi saglanarak etkililigi arttirilmakta ve yan etki profili azaltilmaktadir. Kan
dolagiminda uzun siire kalabilen lipozom formiilasyonlari, mPEG2000DSPE-DOPE-DOPA

kombinasyonu ile hazirlanmistir.

Lipozomal RSV formiilasyonunun optimizasyonu i¢in, bazi ilgili faktorlerin
incelenmesi gerekmektedir. Tez kapsaminda Oncelikle RSV iceren lipozomal
formiilasyonlar1 gelistirme c¢alismalart yiriitiilmiis, lipozomlarm RSV yiikleme
kapasiteleri, partikiil biiytlikliikleri ve biiyiikliik dagilimlari, zeta potansiyelleri, stabiliteleri
incelenerek mPEG2000DSPE:DOPE:DOPA  (5:60:35 mol/mol) iceren L2 ve
mPEG2000DSPE:DOPE:DOPA (5:45:50 mol/mol) igeren L4 formiilasyonlar1 ile

calismalara devam etme karar1 alinmistir.

Optimizasyon ¢alismalari, 4 farkli igerik kombinasyonu ve bunlarin 2 farkl igerik
oranlar1 olmak iizere toplam 2 lipozom formiilasyonu ile yiirtitiilmiistiir. Hidrofilik bir ilag
olan RSV, en fazla mPEG2000DSPE:DOPE:DOPA (5:60:35 mol/mol) kombinasyonundan
olusan L2 formiilasyonuna yiiklenebilmistir (% 23,2+0,1 a/a). Etken madde enkapsiilasyon
etkinligi agisindan L2 formiilasyonu ile diger formiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak
anlamhi fark bulunmustur (p> 0.05). Lipozomlarin ylizeyine hedeflendirme peptidi
baglamak i¢in, 10:1 fosfolipid karigimina karsilik gelecek sekilde peptit igeren
dispersiyona 150 mg EDC ilave edildi ve 30 dakika boyunca manyetik karistiricida 100
rpm’de karistirilip baglanmaya hazir hale getirilmistir. Daha sonra peptit ¢ozeltisine,
lipozom:VCAM-1 spesifik peptit mol oran1 10:1 olacak sekilde, lipozom formiilasyonlar1
ilave edildi ve isiktan uzakta oda sicakliginda 2 saat boyunca 100 rpm’e ayarlanmis
manyetik karistiricida peptit baglama islemi yapilmistir. Serbest peptitleri ve EDC’1
uzaklagtrmak i¢in 12 saat boyunca fosfat tamponu igerisinde karsi diyaliz islemi
uygulanmistir. EDC ve serbest peptidleri ortamdan uzaklastrmak amaciyla, peptit
baglanmis lipozom dispersiyonlar1 15000 rpm’de santrifiijlenerek 2 kez fosfat tamponu

icinde tekrar dagitilarak santrifiij islemi tekrarlanmig ve baglama islemi tamamlanmaistir.

Lipozomlar ve yiiksek lipid i¢erigine bagl olarak vezikiiller olarak, etrafindaki sulu
polar bas kisimlar ile suda ¢Oziinlir molekiilleri hapsetmede verimlilik i¢in uygun
tastyicilardir. Ayrica, hidrofilik ilaglarin kan beyin bariyerini geg¢isi ve beyne ilaglarin
ulastirilabilmesi ¢ok giic oldugu diisiiniildiigiinde lipozom enkapsiilasyonu, hidrofilik

ilaglar i¢in beyne hedeflendirmede ¢ok anlamli oldugu gercegini ortaya ¢ikarmaktadir.
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On formiilasyon g¢ahsmalarinda, farkli oranlarda fosfolipid, stabilite ajanlari
yardimct bilesenler farkli molar oranlarinda kullanilmistir. Bu molar kompozisyonlar,
literatlir ¢aligmalart ve Onciil formiilasyonlardaki fiziksel goriiniislere bagli olarak
deneylerde dikkate alinmis ve formiilasyonlarin optimizasyonlar1 saglanmigtir. Bunlar
arasinda (5:60:35) oran, literatiire es yonlii olarak RSV'nin (hidrofilik ilag) tutulmasi i¢in
en iyi kompozisyon olarak se¢ilmistir. Optimum lipozom formiilasyonu (5:60:35) molar
oraninda (L2) (mPEG2000DSPE:DOPE:DOPA) kullanilarak hazirlanmistir. 20 6n
formiilasyon arasinda segilen 4 lipozom formiilasyonlarinda tutulan RSV'nin yiizdesi, %
13-23 arasinda olmustur ve diger elimine edilmis formiilasyonlara gore 4 tanesi

degerlendirilmistir.

Etkili bir lipozomal tasiyici sistem, yiiksek ilag¢ yiikleme kapasitesi ve diisiik ilag
sizintist gerektirmektedir. RSV hidrofilik bir ilag oldugundan dolayi, tutulan RSV
miktarmin yiizdesi, L 2 i¢in yaklasik % 23.20 olarak tayin edilmistir. Lipozomlarin
mikroskopik gozlemleri farkli goriintiileme teknikleriyle goriintillenmistir. SEM
goriintiilerine gore, L2 formiilasyonunda ait iki boyutlu goriintiisiinde kiiresel ve diizgiin
yiizeyli lipozomlar agik¢a goriilmiistiir. Ayrica, SEM goriintiileri ortalama partikiil boyutu

dagilimi sonuglariyla iyi bir uyum igindedir.

Lipozomlarin tipi PLM ile belirlenmistir. PLM sonuglarina gore SUV kiigiik
unilamelar vezikiiller esas olarak optimum formiilasyon olan L2’de gézlenmistir. Optimum
formiilasyon (L 2) ayrica AFM tarafindan da goriintiilenmistir. Son olarak, goriintiilerde
homojen ve saglam kiiresel yap1 gostermistir ve bu da AFM tarafindan dogrulanmistir.
Goriintiiler arasinda arasinda 6nemli bir fark yoktur. En iyi formiilasyon se¢iminde birkag
onemli karakterizasyon parametresine (ortalama parcacik biiytlikliigii, hapsetme yiizdesi ve
stabilite gibi) gore kararlagtirilmistir. Bu nedenle, (5:60:35) molar orani, yiiksek stabilitesi

nedeniyle en iyi lipozom formiilasyon olarak L2 belirlenmistir.

RSV igeren ve icermeyen tiim lipozom formiilasyonlarmin ortalama pargacik
biytikliigii, 95-155 nm araliginda olmustur (Tablo 4.12). En iyi formiilasyonun (L 2),
yiiksek fiziksel stabilite sergileyen lipozomlar ve nispeten yiiksek ila¢ hapsetme yiizdesi
oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen sonuglara gore, bos lipozomlarin ortalama
partikiil biiyiikliigii dagilimi, bunlarin hapsetme kapasitesi nedeniyle RSV lipozomlarindan

daha kiiciiktli. Bu nedenle, en iyi formiilasyon (L 2) ortalama partikiil bliytikligt dagilimi
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analizine, kapsiilleme ylizdesine, PDI degerlerine ve zeta potansiyel parametrelerine gore

secilmistir.

Lipozomlarin tipi; hazirlama ydntemi, ortalama partikiill boyutu ve polarize
mikroskop teknigi ile belirlenmis ve SUV olarak belirlenmistir. Sekil 4.13’te gosterilen
sar1 ve mavi s1v1 kristaller ve halkalar i¢in tipik 6zelliklerdir ve PLM ile goriilebilir. Ayrica
goriilen ¢ift katman sayisi1 vezikiillerin SUV tipinde oldugunu gostermistir. Ayrica
lipozomlarin zeta potansiyel degerleri degerlendirildi. Zeta potansiyeli, bir partikiiliin
ylizey yiikiinii gosteren ikincil parametre fonksiyonudur ve boyuttaki degisiklikler,
agregasyonu veya flizyonu yansitarak zeta potansiyelin 0’a yaklasmasina sebep olurlar
(210). En stabil lipozomlar yaklasik £25 mV ve bu degerin disinda kalan zeta potansiyel
degerleridir (211). Bu ¢caligmada optimum lipozom formiilasyonu (L2) i¢in zeta potansiyeli
-33.2 mV + 0.12 olarak bulunmustur (Tablo 4.12). Maksimum stabilite ve minimum
agregasyon, bu zeta potansiyel degerinde (£25 mV ) meydana gelir, boylece DLVO
teorisinden beklenir. Zeta potansiyeli kritik degerin (£25 mV) altina diistiigiinde ve sifira
yaklastiginda, ¢ekici kuvvetler itici gili¢lerin yerini alir ve kiimelenme gerceklesir. Bu
gevsek sekilde paketlenmis parcaciklar veya olusumlar, biiyiik boyutlarindan dolay1
¢Oziinmemis parcaciklardan daha hizli yerlesirler (210,211).

Sonuglar PDI acgisindan degerlendirildiginde, RSV yiiklii L2 lipozomlar diger
lipozomlardan daha kiiciik partikiil boyutuna sahiptir (Tablo 4.12). L 2 i¢in 95,5 nm + 0.44
olarak belirlendi. Ayrica homojen ve stabil lipozom dispersiyonlarmin diisiik PDI degerine
sahip oldugu literatiirde mevcuttur (212). Bu ¢alismada optimum formiilasyon olan L 2

icin PDI degeri 0,160 £ 0,0010larak bulunmustur.

Lipozomlarin biitiinligli i¢cin fiziksel stabilite ¢ok ©Onemli yer tutmaktadir.
Lipozomlarin homojen olarak dagildig1 ve yapilarinin korundugu parenteral uygulama i¢in
stabil bir formiilasyon saglamak amaciyla, lipozomlar 40 ° C ve 25 ° C'de 6 ay boyunca
tutulmustur (Bagil nem % 60). Bu hizlandirilmis stabilite deneyleri sirasinda, farkl
parametreler (parcacik biiyilikliigii, zeta potansiyeli, PDI ve yakalama kapasitesi) izlenmis
ve lipozomlarm biitlinliigiindeki degisiklikler izlenmistir. 6 aylik siirede lipozomlarin
pargacik boyutunda anlamli degisiklikler gézlenmistir (p> 0.05) (Tablo 4.16). Tabloya
gore, buzdolabr kosulu lipozomlar i¢in oda sicaklifindan (25 °C) daha iyi oldugu
goriilmiistiir. Bu ¢alismadaki elde edilen bulgular literatiirle uyumlu bulunmustur (212).

Onceki ¢alismalarla karsilastirildiginda, buzdolabi kosullarinda 4 haftalik bir siirede ilk
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hapsetme kapasitesinin % 5'inden daha az olan ilag sizintis1 literatiire uygun bulunmustur

Q211).

Analitik yontem validasyonunda; dogrusallik, dogruluk, kesinlik, 6zgiinliik, teshis
limiti ve miktar tayini alt limiti ¢aligmalart yapilmistir. Yapilan dogrusallik deneyinin
sonucunda degerler grafik haline getirildikten sonra elde edilen dogruya ait r> degeri 1’e
yakin ve standart sapma ile relatif standart sapma degerlerinin diisiik olusu elde edilen
verilerin giivenilirligine isaret etmektedir. Miktar tayininin dogrulugunu belirlemek
amaciyla yapilan deney neticesinde elde edilen verilerde geri kazanimin herbir
konsantrasyon igin %98 lizerinde oldugu ve % relatif standart sapma degerleri %2’den
kiigiik bulunmustur. Bu baglamda miktar tayini i¢in belirlenen yontemin dogru bulgular
verdigini gostermistir. Kesinlik ¢alismasi tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik olmak {izere iki
sekilde yapilmistir. Ortaya ¢ikan verilerin, % relatif standart sapmalarinin %?2’den kiigiik

oldugu, ¢aligmanin tekrarlanabilirligi ve ara kesinligi ispatlamistir.

Stabilite sonuglarma gore, L2 formiilasyonundaki RSV sizintisi, buzdolabi
kosullarmnda ve 25 °C'lik oda sicakliginda 4 haftalik bir siirede ilk hapsetme kapasitesinin
% S'inden daha az olarak tespit edilmistir. Boylece, vezikiiller enjeksiyonluk uygulamalar
icin yeterince kararli bulunmustur. Sonuclarda goriildiigii gibi, 180 giinliik stabilite
sirasinda lipozomlarin partikiil biiyiikliigiindeki degisimler goézlenmistir. Lipozom,
yer¢ekimine bagli olarak vezikiillerin sedimantasyonu sirasinda olusan agregasyon
nedeniyle baslangic boyutlarindan daha biiyiikk hale gelmistir (12). Ancak L2 ve L4
formiilasyonlar1 arasindaki stabilite calismalarinda L 2 formiilasyonunun daha kararl

oldugu tespit edilmistir.

Sitotoksisite amacli yapilan MTT calismasi, in vivo deneylerde etken madde olarak
kullanilan RSV nin ve lipozomal tasiyici bilesenlerinin toksikolojik profillerini belirlemek
icin gerceklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki (20, 50 ve 100mM) ilag yiiklenmemis
peptid bagli olan ve olmayan (PL ve L); RSV yiiklenmis peptid bagl olan ve olmayan
(PRL ve RL) lipozomal dispersiyonlarin A172 insan glioblastoma hatlarma toksisitesi
incelenmigstir. Yapilan MTT deneyinde elde edilen sonuglar incelendiginde, toksisitesinin
cok diisiik olmasiyla birlikte lipozomal dispersiyonlarm konsantrasyonlariyla dogru
orantili oldugu gozlemlenmektedir. PL’ye ait % canli hiicre oran1 20, 50 ve 100mM
konsantasyonlar1 i¢in sirastyla 95,22, 88,60 ve 86,49; L’ye ait % canli hiicre oran1 20, 50
ve 100mM konsantasyonlar1 i¢in sirasiyla 87,65, 85,56 ve 84,81 olarak bulunmustur.

114



PRL’ye ait % canli hiicre oran1 20, 50 ve 100mM konsantasyonlar1 i¢in sirasiyla 90,69,
85,63 ve 83,77 bulunmusken, PRL’e ait % canli hiicre oran1 20, 50 ve 100mM
konsantasyonlar1 igin sirasiyla 88,42, 84,62 ve 82,31 olarak bulunmustur. Biitiin sonuglar
incelendiginde, sitotoksisitenin sinirli oldugu ve lipozomal formiilasyonlarm giivenli

oldugu sonucuna varilmistir.

Sitotoksisite ¢aligmalarinda optimum formiil olarak segilen L2 formiilasyonunun
ve bilesenlerinin uygulama dozlarinda ve iizerinde ayrica yapilan ¢alismada, glioblastoma
hiicrelerine herhangi bir toksik zararmin olmadig tespit edilmistir. Dolayisiyla beyine
hedeflendirilecek bu ila¢ kombinasyonlarmin beyin hiicrelerine sitotoksik bir etkisinin

olmadig1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Miktar tayini i¢in secilen spektroflorometrik yonteminin CAL molekiiliine spesifik
olup olmadiginin belirlenmesi i¢in, formiilasyonun i¢inde bulunan her bir bilesenin
formiilasyondaki konsantrasyonlarinda ve CAL molekiilii icermeyecek sekilde ¢cozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti ve bos lipozomal formiilasyonlarinin spektroflorometrik
yontem kullanilarak 200-1000 nm dalga boyu araliginda absorbans degerleri incelenmistir.
Fosfolipid ¢ozelti ve bos lipozom formiilasyonlarmin higbiri kalsein molekiiliiniin
maksimum absorbans gosterdigi 493 nm dalga boyunda pik vermemistir. Bu sonug, yapilan

miktar tayini yonteminin CAL molekiiliine spesifik oldugunu gostermektedir.

CAL igeren CAL-L2 ve P-CL-LC formiilasyonlarinin in vitro salim ¢alismalar1 pH
7.4 PBS ortaminda gergeklestirilmistir. pH 7.4 ortammnin tercih edilme nedeni
formiilasyonlarimizdaki fosfolipid igeriklerinin pH 7.4’de stabil olmas1 ve lipozomlar1

hazirlama ortamimizin pH 7.4 olmasidir.

RSV, peptidsiz L2 formiilasyonu (RL) ve peptidli L2 formiilasyonun (PRL) ait in
vitro salim bulgularina gore etken madde salimlar1 incelendiginde 6 saati sonunda tamamen
salimin gerceklestigi goriilmiistiir. PRL formiiliiniin RL’ye RSV ’ye gore daha yavas salim
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.30.).

In vitro salim bulgular1 4 farkli kinetik modelleri ile kiyaslandiginda sifirinci derece
salim kinetigi ile en uyumlu olarak belirlenmistir (Tablo 4.25). Bulgular, formiilasyonlarin
kontrollii salim yaptig1 konusunda sifirinci dereceden salim kinetigini desteklemistir.

Dolayisiyla etken maddenin ideal ve uygun salimi sifirme1 derece kinetige uymaktadir.
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In vivo calismalarda CAL Formiilasyonlar1 kruskall-wallis h testi ile karsilastirilmis
ve gruplar arasinda istatistiksel olarak %95 giliven diizeyinde anlamli farklilik oldugu
(p<0,001) tespit edilmistir (Tablo 4.26). Ayrica CAL Formiilasyonlar1 is1ma yogunluklar1
bakimmdan Mann-Whitney U testi ile ikiserli olarak karsilastirilmis ve formiilasyonlarda
kontrol grubu ile CAL grubu arasinda (p=0,001), CAL-L2 grubu arasinda (p<0,001) ve P-
CAL-L2 grubu arasinda (p=0,001) anlaml1 farklilik oldugu, CAL grubu ile CAL-L2 grubu
arasinda (p=0,001) ve P-CAL-L2 grubu arasinda (p=0,001) anlaml1 farklilik oldugu, CAL-
L2 grubu ile P-CAL-L2 grubu arasinda (p<<0,001) anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir.

CAL Formiilasyonlarinda 151ma yogunlugu bakimmdan en diisiik grubun kontrol
grubu oldugu, CAL grubunun kontrol grubundan daha yiiksek oldugu, CAL-L2 grubunun
calcein grubundan yiiksek oldugu ve P-CAL-L2 grubunun en yiiksek 1s1ma yogunluguna
sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.27).

RSV Formiilasyonlar1 hasar alanlar1 bakimindan kruskall-wallis h testi ile
karsilagtirilmig ve gruplar arasinda istatistiksel olarak %95 giiven diizeyinde anlamli
farklilik oldugu (p<0,001) tespit edilmistir (Tablo 4.28). Farkliligin hangi RSV
formiilasyonundan ya da RSV formiilasyonlarimdan kaynaklandigini tespit edebilmek i¢in
RSV formiilasyonlar1 ikiserli olarak karsilastirilmis ve sonuglar1 Tablo 4.29°da

sunulmustur.

Ayrica RSV Formiilasyonlar1 hasar alanlar1 bakimmdan Mann-Whitney U testi ile
ikiserli olarak karsilastirilmis ve formiilasyonlarda kontrol grubu ile RSV grubu arasinda
(p<0,001), RL grubu arasinda (p=0,001) ve PRL grubu arasinda (p<0,001) anlaml1 farklilik
oldugu, RSV grubu ile RL grubu arasinda (p=0,001) ve PRL grubu arasinda (p=0,001)
anlamli farklilik oldugu, RL grubu ile PRL grubu arasinda (p=0,001) anlamli farklilik
oldugu tespit edilmistir.

RSV Formiilasyonlarinda hasar alanlar1 bakimmdan en yiiksek grubun kontrol
grubu oldugu, RSV grubunun kontrol grubundan daha diisiik oldugu, RL grubunun RSV
grubundan diisiik oldugu ve PRL grubunun en diisiik hasar alanlarma sahip oldugu tespit

edilmistir (Tablo 4.29).

RSV formiilasyonlar1 6dem skorlar1 bakimindan kruskall-wallis h testi ile
karsilastirilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak %95 giiven diizeyinde anlamli

farklilik oldugu (p<0,001) tespit edilmistir (Tablo 4.30). Farkliligin hangi RSV
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formiilasyonundan ya da RSV formiilasyonlarindan kaynaklandigini tespit edebilmek icin
RSV formiilasyonlar1 ikiserli olarak karsilastirilmis ve sonuglari Tablo 4.31°de
sunulmustur. Ayrica RSV formiilasyonlar1 6dem skorlar1 bakimindan Mann-Whitney U
testi ile ikiserli olarak karsilastirilmig ve formiilasyonlarda kontrol grubu ile RSV grubu
arasinda (p<0,001), RL grubu arasinda (p<0,001) ve PRL grubu arasinda (p<0,001) anlaml1
farklilik oldugu, RSV grubu ile RL grubu arasinda (p=0,005) ve PRL grubu arasinda
(p=0,001) anlaml farklilik oldugu, RL grubu ile PRL grubu arasinda (p<0,001) anlaml1
farklilik oldugu tespit edilmistir.

RSV Formiilasyonlarinda 6dem skorlar1 bakimmdan en yiiksek grubun kontrol
grubu oldugu, RSV grubunun kontrol grubundan daha diisiik oldugu, RL grubunun RSV
grubundan diisiik oldugu ve PRL grubunun en diisiik hasar alanlarmna sahip oldugu tespit

edilmistir (Tablo 4.31).

Tablo ve sekillerde belirlenen sonuglara goére L2 lipozom formiilasyonu ile
hazirlanan PRL (peptid iceren RSV lipozomlarin), RL (peptid igermeyen RSV
lipozomlara) ve kontrol RSV gruplarina kiyaslandiginda daha basarili oldugu ve
akiimiilasyonlarin daha fazla oldugu, hasar alanlarini, 6dem skorunu daha ¢ok diisiirdigli
goriilmiistiir. Beyine hedeflendirilmis rosuvastatin igeren 6zellikle L2 formiilasyonuna
sahip lipozomal tasiyici sistemlerin, konvansiyonel formiilasyonlarla kiyaslandiginda,

farelerde olusturulan beyin hasarinin tedavisini anlamli sekilde destekledigi goriilmiistiir.
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