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OZET

Glioblastoma Multiforme (GBM), yiiksek invaziflik ve diisiik hayatta kalma ile karakterize IV.
derece diffiiz gliomadir. Son yillarda, GBM patogenezinin anlasilmasinda &nemli gelismeler
olmasina ragmen, GBM hastalarinin ortalama sag kalim siiresi 12-15 ay arasinda degismektedir ve
GBM tedavisinde yeni ve daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ihtiyag¢ duyulmaktadir. Bu
tez calismasinda, radyofrekans (RF)-alan kaynakli hipertermi maruziyet sisteminin iiretimi ve
iiretilen bu cihazla farkli fonksiyonel 6zellikler kazandirilan nanopartikiillerin RF-alan hipertermi ile
etkinliginin arttirilmasi ve in vitro kosullarda GBM hiicrelerinde (T98G) arastirilmas1 amaglanmustir.
Bu amagla, oncelikle, 13,56 MHz frekansta RF-alan hipertermi maruziyet sisteminin tasarimi ve
iiretimi gergeklestirilmistir. Daha sonra, alternatif manyetik alan (AMF) ile etkileserek hedef bolgede
1s1 olusumu saglayacak siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller (SPDON'lar) sentezlenmis ve
karakterize edilmistir. Elde edilen SPDON’lar, PLGA-b-PEG di-blok ko-polimeri ile kaplanarak,
poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) polimerinin biyobozunur/biyouyumluluk, poli(etilen glikol)'iin
(PEG) ise makrofajlarca taninmama 6zellikleri ile fonksiyonlandirilmis ve manyetik 6zellikli PLGA
(PLGA+SPDON) nanopartikiiller (NP'ler) {iretilmistir. Ardindan, PLGA+SPDON NP'lere
temozolomid (TMZ) enkapsiilasyonu ¢alismalar1 yapilmig, ancak TMZ'nin % enkapsiilasyon verimi
(%EE, %4) disiik ¢ciktigindan, T98G hiicrelerinde etkin toksik doz derisimine ulagilamamistir. Bu
nedenle, etken madde degistirilerek GBM tedavisi i¢in potansiyel bir ajan olan kurkumin (CUR)
calisilmis ve CUR yiiklii manyetik PLGA NP'ler sentezlenerek, bu NP'lere, yiizeylerine fibronektin
yapisma sekansi olan glisin-arjinin-glisin-aspartik asit-serin (GRGDS) peptit konjugasyonu ile
hiicresel alim/hedeflendirme fonksiyonu kazandirilmistir. Ayrica, iiretilen ve farkli biyo-aktif 6zellik
kazandirilan tim nanopartikiillerin karakterizasyon islemleri gerceklestirilmistir. Bu asamadan
sonra, hiicre kiiltiirii deneyleri yapilmistir ve peptit bagli CUR yiiklii manyetik PLGA NP'ler 6 kat
daha az CUR igermesine ragmen CUR yiiklii manyetik PLGA NP'ler ile T98G hiicreleri iizerinde 24,
48 ve 72. saatlerde MTT analizlerinde benzer toksik etkiler goriilmiistiir ve 72. saatte bu etkiler
canli/6li hiicre boyama ve Anneksin V/PI analizleri ile desteklenmistir. Bu durum, GRGDS ile
fonksiyonellestirilmis PLGA NP'lerin hiicresel alim/hedeflendirme basarisiyla agiklanabilir. Ayrica,
RF-hipertermi uygulanan NP'ler, T98G hiicrelerinin % canlilik degerlerini RF-hipertermi
uygulanmayan PLGA+SPDON, PLGA+SPDON+CUR ve PLGA+SPDON-+CUR+GRGDS NP'lere
gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmistir. Sonug olarak, peptit bagl kurkumin yiiklii
manyetik PLGA NP'lerin RF-hipertermi ile birlikte glioblastoma tedavisinde etkili bir anti-timor
sistemi olarak kullanilabilecegi in vitro deneylerle gosterilmistir.
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ABSTRACT

Glioblastoma Multiforme (GBM) is characterized by high invasiveness and low survival IV. degree
diffuse glioma. In recent years, despite significant improvements in understanding the pathogenesis
of GBM, the average overall survival of GBM patients varies between 12-15 months, so new and
more effective treatment strategies need to be developed in GBM treatment. In this thesis, it is aimed
to produce hyperthermia exposure system originated from the radiofrequency (RF)-field and to
increase the effectiveness of nanoparticles with different functional properties with this device to
investigate in GBM cells (T98G) in vitro conditions. For this purpose, firstly, the design and
production of RF-field hyperthermia exposure system at 13,56 MHz frequency was realized.
Subsequently, superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) were synthesized and
characterized, which would interact with the alternating magnetic field (AMF) to generate heat in
the target area. The obtained SPIONs were coated with PLGA-b-PEG di-block co-polymer which
functionalized due to both biodegradability/biocompatibility of poly (lactic-co-glycolic acid)
(PLGA) polymer and the non-recognition properties of poly (ethylene glycol) (PEG) by
macrophages, and then magnetic PLGA (PLGA+SPDON) nanoparticles (NPs) were produced.
Afterwards, temozolomide (TMZ) encapsulation studies were performed on PLGA+SPDON NPs,
but effective toxic dose concentration could not be achieved in T98G cells since TMZ's %
encapsulation efficiency (EE%, 4%) was low. Therefore, curcumin (CUR), a potential agent for
GBM treatment, was studied by changing the active ingredient, and CUR-loaded magnetic-PLGA
NPs were synthesized, and these NPs were provided with cellular uptake/targeting function by their
glycine-arginine-glycine-aspartic acid-serine (GRGDS) peptide conjugation on their surface. In
addition, characterization processes of all nanoparticles produced and brought into different bioactive
properties were carried out. After this, cell culture experiments were conducted and although the
peptide-bound CUR-loaded magnetic-PLGA NPs contained 6 times less CUR than CUR-loaded
magnetic-PLGA NPs, they showed similar toxic effects on T98G cells at 24, 48 and 72 hours in MTT
analysis, and at 72 hours, these effects were supported by live/dead staining and Anneksin V/PI
analysis. This can be explained by the cellular uptake/targeting success of PLGA NPs functionalized
with GRGDS. In addition, NPs applied RF-hyperthermia statistically significant reductions in
PLGA+SPDON, PLGA+SPDON+CUR and PLGA+SPDON+CUR+GRGDS NPs were observed in
the % cell viability of T98G cells compared to NPs without RF-hyperthermia. In conclusion, in vitro
experiments have been shown that peptide-bound CUR-loaded magnetic-PLGA NPs can be used as
an effective anti-tumor system in the treatment of glioblastoma with RF-hyperthermia.
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1. GIRIS

Kanser, tiim diinyadaki 6lim oraninin en 6nemli nedenlerinden biri olarak, anormal
hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ile karakterize edilen bir hastaliktir. Merkezi sinir sistemi
(MSS) tiimorlerinin, en oliimciil tlirti olan glioblastoma multiforme (GBM), histolojik
heterojenite, yliksek invazyon, atipik cekirdek ve yiiksek damar gecirgenligi gibi
histopatolojik ozellikler gosteren IV. derece diffiiz gliomadir [1]. Glioblastoma standart
tedavi protokolii, temel olarak, cerrahi rezeksiyon ile baslamaktadir, ardindan eszamanli
radyoterapi (RT) ve kemoterapi (temozolomid, TMZ) ile devam etmektedir [2].
Glioblastoma tedavisinde kullanilan yontemler geleneksel ve modern yontemler olarak
siniflandirilabilir. Cerrahi, radyoterapt ve kemoterapi, GBM tedavisi i¢in en yaygin
kullanilan konvansiyonel yontemlerdir. Ancak, geleneksel yontemlerin hem etkinlikleri
sinirlidir hem de 6nemli yan etkileri meveuttur [3]. Ornegin; cerrahi yontemle kiigiik boyutlu
cok sayidaki metastatik tiimoriin ¢ikarilmasindaki zorluk, kemoterapi ve diger ilag
tedavilerinde, tiimoriin ilaca kiimiilatif direncinin etkin olmasi, ilacin toksik olmasi, tekrar
kullaniminin smirlanmasi gibi kisitliliklar mevcuttur. Radyoterapinin ise viicuda yayilmis
cok sayida tiimore uygulanmasindaki zorluk ve saglikli dokularin yiiksek enerjili iyonize
radyasyona maruz kalmasi gibi geleneksel yontemlerin tedavideki kisithiliklarindan
bazilaridir [4, 5]. Bu nedenle modern yontemler olarak isimlendirilen hipertermi,
fotodinamik terapi, ultrases terapi, immiino terapi vb. alternatif yontemler onerilmekte ve

arastirilmaktadir.

Tiimor bolgesinde 1s1 olusumuna dayanan hipertermi yontemi, timor hiicresinin fizyolojik
olarak degisimine ve sonunda 6liime gitmesine yol agmaktadir. Hipertermi uygulamasi, 41-
45°C sicaklik araliginda 1s1 stresi olusturarak; sinyal iletimindeki degisiklik, apoptoz
indiiksiyonu, pH’da degisiklik gibi hiicre i¢i ve dis1 yikim mekanizmalarinin aktivasyonuna
neden olmaktadir [6, 7]. Hipertermi etkinligi, hedeflenen tiimor bolgesindeki sicaklik
profiline, maruziyet siiresine ve kanser hiicresinin karakteristigine baglidir. Son yillarda,
farkli fonksiyonel 6zellikler kazandirilan nanopartikiil caligmalar1 oldukga artmistir ve bu
nanopartikiillerin hedef bolgelerde non-invazif uyaranlara (elektromanyetik alan, ultrases,
lazer vb.) verdikleri yanitlar ile tedavi etkinlikleri belirlenmektedir. Daha etkili hipertermi
uygulamasi icin hipertermi ajani olarak kullanilmasi diisiiniilen manyetik nanopartikiillerin

dis bir kaynaktan gelen enerjiyi sogurmalar1 ve bu enerjinin timdor lizerine odaklanabilmesi



ile hipertermi etkinligini arttirabilmistir [3]. Manyetik nanopartikiil aracili hipertermi
caligmalari ilk olarak 1996°da Shinkai M. ve ark. tarafindan manyetik katyonik lipozomlar
kullanilarak glioma hiicrelerinde gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda hipertermi, kanser
hiicrelerinde sicakliga bagli olarak, apoptotik ve/veya nekrotik hiicre 6liim yolaklarini

uyarmak i¢in kullanilmistir [8].

Bu tez c¢aligmasinda, oncelikle radyofrekans (RF)-alan kaynakli hipertermi maruziyet
sisteminin tasarimi ve iiretimi gergeklestirilmistir. Imal edilen bu cihazla, sentezlenen
manyetik giidiimlii nanobiyoteknolojik ilag tasiyict sistem etkinliginin RF alan hipertermi
etkisiyle arttirilmasi ve in vitro kosullarda glioblastoma kanser hiicrelerinde arastirilmasi

amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda;

Boliim 2'de, glioma, glioblastoma multiforme (GBM), GBM standart tedavi yontemleri ve
tedavide karsilagilan zorluklar, kan beyin bariyeri ve gecis stratejileri, GBM tedavisinde
potansiyel etken maddeler, temozolomid, kurkumin, siliperparamanyetik demir oksit
nanopartikiiller (SPDON'lar), SPDON'larin fiziksel 6zellikleri ve sentez yontemleri, nano-

tastyict sistemler ve hipertermi ile ilgili genel bilgiler literatiir esliginde verilmistir.

Boliim 3'te, 6ncelikle hipertermi maruziyet sisteminin tasarimi ve iiretiminde kullanilan
malzemeler ve bunlarin entegrasyon siirecleri anlatilmistir. Ardindan, SPDON'lar, PLGA-b-
PEG ko-polimeri, TMZ enkapsiilasyon ¢alismalari, kurkumin yiiklii manyetik PLGA
nanopartikiiller ve peptit konjugasyonlarini igeren tiim sentez ve karakterizasyon islemlerine
ait yontemler bu boliimde anlatilmistir. Son olarak, sentezleri gergeklestirilen ve farkli biyo-

aktivite kazandirilan nanopartikiillerin hiicre kiiltiirii analiz yontemleri anlatilmistir.

Boliim 4'te, radyofrekans (RF) hipertermi maruziyet sistemine ve entegrasyonuna iliskin
bulgular, ardindan tiim nanopartikiillerin sentez ve karakterizasyonlarna ait bulgular
verilmistir. Son olarak da hiicre kiiltlirii analizlerinden (MTT, canli/6lii hiicre, Anneksin

V/PI, ROS) elde edilen sonuglar verilmistir.

Boliim S'te, tez kapsaminda yapilan tiim calismalara iligkin deney sonuglar1 literatiir

esliginde degerlendirilerek tartigilmastir.

Boliim 6°da ise gergeklestirilen tez ¢alismasindan elde edilen genel sonuglar ve Oneriler

verilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Bu boliimde gerceklestirilen tez ¢alismasinin temel aldig1 konular, literatiir bilgileri 1s181nda
ozetlenmistir. Oncelikle, merkezi sinir sistemi tiimdrlerinden olan gliomalar ve gliomalarin
en Olimcil tiri olan glioblastomalar ile ilgili genel bilgiler verilmistir. Ardindan,
glioblastoma standart tedavi yontemleri ve tedavide karsilan zorluklar (sinirhiliklar) ile
devam edilmistir. Daha sonra, glioblastoma tedavisinin en 6nemli ‘engelini’ olusturan kan
beyin bariyeri, kan beyin bariyeri gec¢is mekanizmalar1 ve bu mekanizmalar ile
nanopartikiillerin KBB gecislerindeki rolleri anlatilmistir. Devam eden bdliimde,
glioblastoma tedavisinde potansiyel ilaglardan kisaca bahsedilerek, temozolomid ve
kurkumin etken maddelerinin molekiiler diizeydeki etkileri ve mekanizmalar1 agiklanmis ve
sonrasinda siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin fiziksel 6zellikleri ve sentez
yontemleri anlatilmigtir. Daha sonra, nano-tasiyici sistemler basligi altinda polimerik
manyetik nanopartikiiller, bu nanopartikiillerin kaplamalarinda kullanilan polimerler
(6zellikle PLGA, PEG) ve nanopartikiil hedefleme stratejilerinden bahsedilmistir. Son
olarak, hipertermi ve molekiiler etkileri, kanser tedavisinde hipertermi, manyetik
nanopartikiil aracili hipertermi ve hipertermi ¢alismalarinda kullanilan maruziyet sistemleri

ozetlenerek bu boliim sonlandirilmistir.

2.1. Glioma

Bu boliimde, oncelikle saglikli glial hiicrelerden, daha sonra glial veya onciillerinden koken
alan glioma tiimérlerinden ve gliomalarm Diinya Saglik Orgiitii siniflandirma kriterlerinden
kisaca bahsedilmektedir. Bu tez kapsaminda, gliomalarin en Oliimciil alt tiirii olan
glioblastoma (GBM) hiicreleri calisilmistir, bdylece devam eden alt bdliimlerde
glioblastoma 6zelinde; GBM insidansi, GBM tedavi yontemleri ve GBM tedavisinde

karsilagilan zorluklar anlatilmistir.

Merkezi sinir sistemi (MSS), ndron ve glia olmak tiizere iki farkli hiicre tipinden
olusmaktadir. Noronlar; homeostazin ve sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde ve tiim sinir
sistemi fonksiyonlarini iceren genis aglar (networks) olusturarak beynin ana kontrol
fonksiyonunda gorev alir [9]. Glial hiicreler ise astrositler, oligodendrositler, ependimal ve

mikroglial hiicrelerden olusur [10]. Astrositler; beynin ana bag dokusunda, oligodendrositler



aksonlarin miyelin kilif ile sarilmasinda, ependimal hiicreler ventrikiillerin etrafinda,

mikroglial hiicreler ise sinir sistemi immiin fonksiyonlarinda gorev alir [9, 11] (Sekil 2.1).

Gliomalar, glial veya onctil hiicrelerden (kdk-progenitor) koken alan heterojen, merkezi sinir
sistemi timorleridir [1, 12]. Gliomalarin kdkenleri tam olarak aydinlanmis degildir [11].
Ancak, gii¢clii olan hipotez, gliomalarin, bir néroglial kok veya progenitor hiicreden koken
alan heterojen tiimdrler oldugu yoniindedir [13-15]. Bu hipoteze gore, noronlar post-mitotik,
astrosit ve oligodendrositler ise sinirli proliferatif kapasitesiye sahip hiicrelerdir. Bu nedenle,
gliomalarin farklilagsma yetisini kaybetmis (de-diferansiyasyon) ndron, astrosit veya
oligodendrosit hiicrelerinden ziyade biiyiik olasilikla bu hiicrelerin dnciillerinden (kok veya

progenitor) kdken aldig belirtilmektedir [9, 11, 16].

Mikroglial
hiicre

Astrosit Ependimal

hiicre

Oligodendrosit l

U
< S

L

Sekil 2.1. Beyin hiicreleri [9].

Gliomalar, normal ndroglial hiicrelere morfolojik benzerlikleri, genotipleri ve histolojilerine
gore karakterize edilmektedir [1, 9, 17, 18]. Diinya saglik orgiitii, 2016 6ncesi, gliomalari;

astrositoma, oligodendroglioma ve ependimoma gibi histopatolojilerine  gore



siniflandirirken, 2016 giincellemesi ile gliomalarin siiflandirma kriterlerine, molekiiler
genetik degisiklikler de eklenmisir. Bu gilincelleme ile birlikte gliomalar, tiimor biiytime
paternine ve izositrat dehidrogenez (IDH) mutasyonuna gore; smnirlart belli gliomalar
(Derece I) ve diffiiz gliomalar (Derece II-IV) olarak ayrilmistir. Smirlar belli gliomalar
cogunlukla bening ve tam rezekte edilebilen tliimdrlerdir [1]. Glioblastomalar ise IV. derece
diffiiz glioma olup; atipik cekirdek, artan mitotik aktivite, mikrovaskiiler proliferasyon ve

nekroz ile karakterizedir [2, 18].

2.1.1. Glioblastoma Multiforme

Glioblastoma Multiforme (GBM), yiiksek invaziflik ve diisiik hayatta kalma ile karakterize
IV. derece diffiiz gliomadir. 'Multiforme' terimi GBM’nin karakteristik tiimoral
heterojenligini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Glioblastoma, merkezi sinir sisteminde;
tim tlimorlerin %14,6’s11, malign tiimorlerin %48,3’linti (Sekil 2.2a), gliomalarin ise

%357,3’Unii (Sekil 2.2b) olusturmaktadir [12].

Glioblastoma
Oligoastrositik tlimorier
Diger tiim gliomalar

Glioblastoma

Diger tiim malign glioma
Diger tim malign

1 Malign meningioma

Pilositik astrositoma
Oligodendrogliomalar
Ependimal timdrler
Anaplastik astrositoma

Diffiiz astrositoma

Malign glioma, vd.

Sekil 2.2. (a) Malign primer beyin tiimorleri ve diger MSS tiimorlerinin goriilme sikligi
dagilimi, (b) primer beyin gliomalar1 ve diger MSS gliomalarin goriilme siklig
dagilimi ([12]’den uyarlanmistir)

Glioblastoma hastalarinin, teshisten sonra 5-yillik genel sag kalim (OS) orani %6,8 olup,
ortalama yasam siireleri 12-15 ay arasinda degismektedir [19]. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde 2012-2016 yillar1 arasinda GBM’nin insidansinin 3,22/100 000, ortalama
teshis yasinin tiim popiilasyonda 65 oldugu ve erkeklerde daha sik goriildiigii rapor edilmistir
[12]. Glioblastoma, kiiresel olarak 100 binde 10 kisiden az insidansa sahip nadir bir timor
olmasina ragmen, hastalarin norolojik fonksiyonlarini, psikolojik sagliklarini ve yasam

kalitelerini ciddi olarak etkilemektedir [20, 21].



2.1.2. Glioblastoma standart tedavi yontemleri

Glioblastoma (GBM) tedavisi, tibbi onkoloji, radyasyon onkolojisi ve beyin cerrahisini
kapsar ve multidisipliner bir ekip tarafindan hastaya 'kisisellestirilerek' uygulanir. Tedavi
protokolleri; tiimdr tipine, lokasyonuna, malignite potansiyeline, hastanin yas1 ve fiziksel

durumuna gore degisiklikler igerebilmektedir [22, 23].

Glioblastoma tanisi yeni almis (yeni teshis) ve Karnofsky performans durumu, KPS>60
(KPS: hastanin genel durum skalasi, 0: hastanin 6liimii; 100: bulgu yok) 1yi olan GBM
hastalarinda, 2005 yilindan itibaren standart tedavi protokolii; giivenli ve uygulanabilir ise
tiimoriin maksimum cerrahi rezeksiyonu ile baslar, ardindan eszamanli olarak radyoterapi
ve kemoterapi (temozolomid) uygulanir ve daha sonra adjuvan temozolomid tedavisi ile
devam eder [2, 24]. Bazi aragtirmacilar tarafindan, GBM ‘standart tedavi protokolii’
maksimum cerrahi rezeksiyon, ardindan eszamanli radyoterapi ve kemoterapi olarak

tanimlanmaktadir [22, 25, 26].

Cerrahi

Glioblastoma tedavisinin ilk asamasi, fonksiyonel beyin bolgelerine norolojik harabiyet
vermeden, maksimum tiimor kitlesinin ¢ikarilmasini amaclayan cerrahi rezeksiyondur [21,
27]. Cerrahi rezeksiyon ile; kesin histopatolojik tani ve arastirma i¢in tiimor dokusu elde
etmek, hastaligin biyolojisi hakkinda bilgi edinmek ve tiimor hacmini azaltarak (kitle etkisi)
hastanin semptomlarini hafifletmek hedeflenmektedir [28]. Giivenli ve uygulanabilir oldugu
siirece, tam rezeksiyon uygulanmasina ragmen, bu yaklagimin hastalarin genel sag kalim
siireleri (OS) lizerine etkisi, prospektif kontrollii bir ¢alisma ile heniiz arastirilmamistir [28].
Ancak, bircok arastirmaci tarafindan, rezekte edilen tiimor hacminin biiyiikligiiniin,
hastanin progresyonsuz (PFS) ve genel sag kalim (OS) siireleri ile iliskili oldugu (iyilestigi)
belirtilmektedir [21, 29, 30]. Cerrahi olarak, tiimoriin keskin sinirlarla tamamen ¢ikarilmasi
(tam rezeksiyon) yiizeyel ve kiigiik timorler i¢cin daha uygun olup, derin ve orta hatli
tiimorlerde neredeyse miimkiin degildir [28]. Fakat, potansiyel klinik faydalar g6z oniine
alindiginda, standart tedavi, tiimoriin olabildigince giivenli bir sekilde rezeksiyonu ile
baglamaktadir [27, 29]. Glioblastoma hastalarinda, tam rezeksiyon girisimlerine ragmen

tiimoriin rezekte edilen boslukta (kavite) niiksetmesi (tekrar olusmast) ¢ok biiyiik olasilikla



karsilagilan bir durumdur. Bu yiizden, GBM'nin invazif dogasi nedeniyle ve cerrahi sonrasi

niiksiin 6nlenmesi i¢in, genellikle destek tedavilere ihtiyag duyulmaktadir [14, 24].

Radyoterapi

Radyoterapi (RT), cerrahi sonrasi veya primer olarak GBM hastalarinda uygulanabilir [21,
23]. Karnofsky performans durumu (KPS>60) iyi olan, 70 yasin altindaki hastalarda cerrahi
rezeksiyon veya biyopsi sonrasi optimum radyoterapi dozu, 6 hafta boyunca, 2 Gy
fraksiyonda verilen 60 Gy dozdur [27]. Standart eksternal radyoterapi, en yaygin kullanilan
tedavi yaklagimidir, diger secenekler arasinda brakiterapi, fraksiyonel stereotaktik
radyoterapi ve radyocerrahi bulunmakta ve bu secenekler genellikle niikseden GBM

tedavisinde daha basarili olmaktadir [21, 23, 27].

Kemoterapi

Bu alt boliimde, GBM’nin standart tedavisinde kullanilan Amerikan gida ve ila¢ dairesi
(FDA) onayli basta TMZ olmak {izere kemoterap6tik ajanlarin tedavi protokolleri ile ilgili
bilgiler verilmektedir. Temozolomid’in molekiiler yapis1 ve etki mekanizmas ile ilgili

bilgiler Boliim 2.3.1°de anlatilmistir.

Temozolomid (TMZ), yeni teshis glioblastoma hastalarinin prognozu i¢in ilk ve tek tercih
kemoterapotik ajandir [20]. Temozolomid, yeni teshis GBM hastalarinda cerrahi rezeksiyon
sonrasi, radyoterapi ile birlikte eszamanli (giinlik 75 mg TMZ/m?, 7 giin boyunca) ve
adjuvan olarak (giinlik 150-200 mg/m?, 5 giin boyunca, 6 kiir (28 giin/kiir))
uygulanmaktadir [1]. Genel sagkalim siiresi (OS), cerrahi sonrasi radyoterapi (RT) alan
hastalarda 12,1 ay; RT ile eszamanli TMZ ve adjuvan TMZ alan hastalarda 14,6 ay olarak
belirtilmistir. Son on yildir, eszamanlit RT+TMZ ve devaminda TMZ tedavisi, performans
skoru (PS) 1y1 olan, yeni teshis GBM hastalarinda ‘standart tedavi protokolii’ olarak
uygulanmaktadir [1, 2, 28].

Nitrozoiireler; karmustin (BCNU), lomustin (CCNU), nimustin (ACNU) ve fotemustin
(FTM), DNA zincirleri arasinda ¢apraz baglanmay: indiikleyen ve birka¢ proteinin
karbamillenmesini destekleyen alkilleyici ajanlardir [31]. Bu ajanlar, hiicrelerde hasara

neden olarak hiicre dongiilerinin inhibisyonu ile hiicre 6liimiine yol agar [32].



Karmustin (BCNU), TMZ’nin 2005 yilinda FDA onayindan 6nce, yeni teshis GBM standart
tedavisinde sistemik enjeksiyon veya polimerik wafer (biyobozunur yass1 kapsiil)
formlarinda FDA onayli bir alkilleyici olarak kullanilmistir [24, 33]. Glioblastoma
hastalarinin tiimdr bolgesine cerrahi rezeksiyon sonrasi implante edilen polimerik karmustin
(Gliadel® wafers) kapsiilleri ile rezeksiyon sonrasi kalan tiimor hiicrelerinin oldiiriilmesi
hedeflenmistir. Ayrica, bu yassi kapsiiller, cerrahi kavite bolgesine direkt implante edildigi
icin GBM hastalarinda daha etkili tedavi saglamaktadir [33] ve radyoterapi ile eszamanl
verilen karmustin kapsiillerinin, yiiksek dereceli gliomali geng hastalarda sag kalimai siiresini
arttirdig1 belirtilmektedir [23]. Ancak, GBM hasta takiplerinde sinirli klinik faydasi ve ciddi
yan etkilerinin ortaya c¢ikmasiyla, karmustinin ¢ogunlukla ikinci basamak tedavilerde
(niikseden GBM’lerde) kullanimina devam edilmistir [2]. Lomustin (CCNU), yeni teshis ve
niikseden GBM hastalarinda FDA onayli diger bir alkilleyici ajandir. Son zamanlarda,
metillenmis MGMT promotdrlerine sahip yeni tant GBM hastalar: ile yapilan bir faz III
calismasinda, standart TMZ terapisine lomustin eklenmesiyle ortalama genel sagkalimin

(OS) artt1g1 rapor edilmistir [34].

Genel olarak, nitrozoiireler, TMZ ile kiyaslandiklarinda hastada oldukca toksik o6zellik
gosteren [32] ve ilaca karsi erken diren¢ gelisimine neden olan ajanlar olarak
siniflandirilmistir [21]. Bu alkilleyici ajanlar GBM hastalarinda miyelosupresyon (kemik
ilig1 baskilanmasi), hepatotoksisite ve pulmoner fibrozis [35, 36] gibi ciddi yan etkiler
gosterdiklerinden, bunlarin GBM tedavisinde genellikle ikinci secenek ajanlar olarak
kullanimlar1 uygun goriilmiistiir. Ayrica, niikseden GBM tiimorlerinde, VEGF-A’y1
hedefleyen bevacizumab (Avastin), FDA tarafindan 2009 yilinda onaylanmistir, ancak
'standart GBM tedavi protokolii' ile kombinasyonunda ortalama sagkalim siiresini 6nemli

Olciide degistirmemistir [37, 38].

Glioblastoma, temozolomid (TMZ) tedavisine duyarli olmasma ragmen, tim GBM
vakalarinda tiimorler kaginilmaz olarak niiksetmekte [22, 39] ve nilkseden GBM tlimérlerine
daha yiiksek dozlarda uygulanan TMZ higbir klinik basar1 gostermemektedir [40]. Ayrica,
niikseden tiimorlerden sonra GBM hastalarinin ortalama sagkalim siireleri sadece 6 ay olarak
belirtilmistir [2]. Son zamanlarda, GBM tedavisi icin tek olumlu gelisme, FDA tarafindan
onaylanan ve GBM standart tedavi protokoliinde 'tamamlayic1 tedavi' olarak yerini alan
alternatif elektrik alanlar (timor tedavi alanlari, TTFields) ile tedavi uygulamalar1 olmustur

[41].



Alternatif elektrik alan ile GBM tedavisi

Alternatif elektrik alan kullanilarak gerceklestirilen GBM tedavisi (Tumor-Treating Fields,
TTFields, Novocure Inc, Israil) 2011 ve 2015 yillarinda sirasiyla, niikseden ve yeni teshis
GBM’ler i¢in FDA tarafindan tedavi protokolii olarak onaylanmistir [42]. Ayrica,
TTField’lar 2019°da mezotelyoma (akciger zar1 kanseri) tedavisi i¢in onaylanmistir ve
bir¢ok kanser tiirtinde (pankreas, over, vb.) klinik ¢alismalari devam etmektedir [43]. Timor
tedavi alanlar1 (TTFields), glioblastoma boélgesine diisiik siddette (1-3V/cm, 200 kHz)
elektrik alan verilerek tiimor hiicrelerinde anti-mitotik etki olusturan bir yontem olarak

tanmimlanmustir (Novocure Inc, Israil) (Sekil 2.3) [44].

Sekil 2.3a’da TTField’larin hiicre boliinmesi tizerindeki etki mekanizmasi gosterilmistir. Bu
etki mekanizmasi firmanin (Novocure) kendi aciklamasi olarak Nature dergisinde, 2018
yilinda yaymlanmistir [44]. Sekil 2.3b’de ise temsili olarak beyinde TTFields etkisiyle
olusan elektrik alan vektorleri verilmistir. Yapilan arastirmalara gore, TTField’larin,
hiicresel diizeyde, dncelikle mitotik hiicreleri etkiledigi belirtilmistir [42]. Tiibiilin dimerleri
ve septin gibi bilyiik dipol momenti olan proteinler, uygulanan elektrik alan etkisiyle timor
hiicrelerinde (spesifik) mitoz evreleri bozarak, apoptotik [41] ve otofajik hiicre 6liimlerini
tetiklemektedir [45]. Stupp ve ark. tarafindan (2015), bir faz III ¢alismasinin ara analizinde,
temozolomid (TMZ) tedavisine adjuvan olarak TTFields uygulamasinin sagkalim oraninda
dikkate deger bir artis sagladig1 gosterilmistir. Bu calismada, 695 hasta rastgele secilerek;
TTFields+TMZ (466) veya sadece TMZ (229) uygulanan iki gruba ayrilmistir ve 2017
yilinda agiklanan sonug raporuna gore TTFields+TMZ, ortalama sag kalimi 5 ay artirarak,

5-yillik sag kalim oranini %5’°den %13’e ¢ikarmustir [46].



10

DNA tamir Timor hiicrelerinde

mekanizmasinin go¢ ve invazyonun

inhibisyonu

@ \ . )

@ eS| B

Kontraktil halkanin Mitotik gecikme/durma
yanhs yerlegimi Mukrotubul
bozulmasi * F\a

Boliinme Mitozda

oliim
Anormal l Normal

fe ‘/J
G5 &
L e

Kayma g)
(o0 “ / ‘o
.

Otofaji
indiiklenmesi

!

immiinojenik
hiicre oliimii

Interfazda durma interfazda 6liim

® -
D
. J

Sekil 2.3. (a) Hiicre boliinmesine TTFields etkisi, (b) tiimor bdlgesine uygulanan elektrik
alan [44]

2.1.3. Glioblastoma tedavisinde karsilasilan zorluklar (kisithliklar)

Glioblastoma tedavisinin en 6nemli engellerinden biri olan kan beyin bariyeri (KBB) ve
KBB gecis mekanizmalari bir sonraki boliimde (Boliim 2.2) ayrintili olarak anlatilmistir. Bu
boliimde, glioblastomanin histopatolojik 6zelliklerinden kaynakli tedavi kisithiliklar:

aciklanmustir.

Glioblastoma; agresif, heterojen ve genetik olarak kararsiz neoplastik hiicrelerden
olugsmaktadir. Sekil 2.4’te GBM tedavisinde karsilagilan zorluklar sematik olarak
gosterilmistir. Glioblastoma’nin histopatolojik 6zellikleri arasinda, proliferatif endotel
hiicreleri, artmis kan damari ¢api, kalinlagsmis bazal membran ve interstisyel (hiicreler arasi)

s1v1 basincina yol agan yliksek damar gegirgenligi bulunur [47]. Glioblastoma tiim&r bolgesi
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infiltratif olup, peritiimoral 6dem ve inflamasyon ile ¢evrilidir. Ayrica, GBM'nin sinirlarinin
belirsiz olmas1 ve agresif penetrasyonu nedeniyle tamamen rezekte edilmesi neredeyse
miimkiin degildir. Tiim GBM hastalarinda kan-tiimor bariyeri bozulur fakat bazi alanlarda
kan-beyin bariyerinin (KBB) bozulmadan kaldig1 da klinik ¢aligmalarda gosterilmistir [48].
Glioblastoma’nin invazif ve infiltratif 6zellikleri, GBM'nin niiksetmesinin, ilaca karsi

direncinin ve sonunda hasta kaybinin nihai nedenidir [47].

Kan beyin bariyeri,
Kan timor bariyeri

Yiksek damar gegrgeng>

nedeniyle interstisyel sivi
basinci

Histolojik heterojenite

Alkilleyici ajanlara karsi direng
olusumu
infiltratif timor hiicreleri >

Sekil 2.4. Glioblastoma tedavi zorluklarinin ana hatlar1 [47].

/\

Bitisik dokuya mudahaleci
(intrusive) penetrasyon

2.2. Kan Beyin Bariyeri

Kan beyin bariyeri (KBB), merkezi sinir sistemini koruyan fiziksel bir bariyer olup perisitler
ve astrositler tarafindan ¢evrelenmis endotel hiicrelerinden olusur (Sekil 2.5). Viicudun diger
organlarindaki endotel hiicrelerden farkli olarak, KBB’de bulunan endotel hiicreleri polarize
plazma zarlar1 ile siki baglantilar (tight junctions) yapar. Bu siki baglantilar, besinlerin ve

metabolitlerin diizgiin bir sekilde gecisine izin verirken; mikroskobik nesnelerin, biiyiik veya
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hidrofilik molekiillerin kandan beyne hareketini kisitlar [49]. Kan beyin bariyeri, merkezi
sinir sisteminin normal fonksiyonu i¢in 6nemli olsa da ¢esitli ila¢ molekiillerinin bariyerden
gecmesine engel olarak merkezi sinir sistemi (MSS) hastaliklarinin ve tiimdrlerinin
tedavisinde gercek anlamda bir 'engel' olusturur [50]. Bu nedenle, ilag molekiillerini KBB
iizerinden, Ozellikle nanoteknolojik yaklasimlar ile hedef bdlgelere ulastirmak etkili bir

tedavi saglamak icin kritik 6neme sahiptir.
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Sekil 2.5. Kan-beyin bariyerinin yapisal gosterimi ([51]'den uyarlanmistir)

2.2.1. Kan beyin bariyeri gecis stratejileri

Molekiillerin, merkezi sinir sistemine kan beyin bariyeri (KBB) araciligiyla etkin olarak
tasindig1 ¢esitli potansiyel mekanizmalar bulunmaktadir (Sekil 2.6). Oncelikle, bu
mekanizmalardan suda ve yagda ¢oziinen molekiillerin KBB gecisleri agiklanmistir. Suda
cOziinen maddeler paraselliiler yollardan (Sekil 2.6d) basit difiizyon ile KBB boyunca
taginabilir [52]. Ancak, beyin kapiller endotel hiicreleri (BCECs), suda ¢6ziinen maddelerin
paraselliiler difiizyonunu kisitlayan siki baglantilara (tight junctions) sahiptir (Sekil 2.6d)
[53]. Bu siki baglantilar bozulmadan kaldiginda (intakt), KBB kii¢iik molekiillii ilaclarin
%98’ 1nin gecisini sinirlandiran biyokimyasal ve fiziksel bir bariyeri temsil eder [54]. Steroid
hormonlar, nikotin, alkol gibi yagda ¢6ziinen kiigiik molekiiller (<400-500 Da) ve O, CO>
gibi gazlar transelliiler lipofilik yollardan (Sekil 2.6¢c) KBB’yi gegebilir [53]. Molekiillerin
belirli kosullar altinda KBB’yi gecebildikleri diger mekanizmalar ise; adsorpsiyon aracili
tasima (AMT), tasiyict proteinler (CMT), reseptor-aracili tasima (RMT), aktif disa atim

(efflux) pompasi inhibisyonu ve hiicre aracili tasima mekanizmalaridir. Bu mekanizmalar



kullanilarak nanopartikiillerin KBB gec¢is stratejilerindeki rolleri,

esliginde asagida 6zetlenmistir [52].
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Sekil 2.6. Kan beyin bariyeri gecis mekanizmalari, ([52, 53]'ten uyarlanmstir)

Adsorpsiyon aracili tasima

Adsorpsiyon aracili tasimim (AMT), polikatyonik peptidlerin veya proteinlerin endotelyal

hiicrelerin luminal yiizeyinde bulunan mikro-anyonik kisimlara elektrostatik etkilesimleri

yoluyla gerceklesir (Sekil 2.6a). Adsorbe olan molekiiliin membran yiizeyine baglanmasi

spesifik degildir. Bu yolla tasinimda, tasinan molekiiller reseptor aracili tasimaya (RMT)

gore daha diisiik baglanma ilgisine (affinity), ancak daha yiiksek baglanma kapasitesine

sahiptir [52, 53].

Pozitif yiiklii nanopartikiiller, notr veya negatif yiiklii olanlara gére bu mekanizma ile

tasinmaya daha yatkindir [55]. Nanopartikiillerin yiizeyi, biyolojik aktiviteye sahip pozitif

yikli biyomolekiiller ile islevsellestirilerek AMT yoluyla KBB gecisi saglanabilir. Bu
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amagla, nanopartikiillere fonksiyon kazandirmak i¢in yaygin olarak kullanilan ve KBB ilag
gecisini kolaylastiran hiicre-penetrasyon peptitleri (CPPs, 6rn., HIV’den tiiretilen TAT
peptiti, Herpes simplex virlisii tip 1’den tiiretilen gH625 peptiti) ve katyonik proteinler
(albiimin) kullanilmaktadir. Ornegin, Rao ve ark. ritonavir (anti-retroviral proteaz
inhibitorii) ilacinin, TAT-konjugeli NP'ler yoluyla uygulanmasindan sonra, beyinde ilag
seviyesinde serbest ilaca gore yaklagik 800 katlik bir artis tespit etmislerdir. Ayrica, bu
arastirmacilar, TAT-konjugeli polimerik NP'lerin ilk 6nce beyin damar sistemlerinde
mobilize olduklarini, daha sonra beyin parankimine gecerek ilag salimina devam ettiklerini
belirtmislerdir [56]. Lu ve ark. ise katyonik sigir serum albiimini (CBSA) konjlige edilmis
poli (etilen glikol)-poli (laktik asit) (PEG-PLA) nanopartikiillerle (CBSA-NP) ko-kiiltiir
calismas: gerceklestirmislerdir. Nanopartikiillerin yilizeyindeki CBSA yogunlugunun
artmasina bagli olarak KBB ge¢irgenliginin arttigin1 géstermislerdir [57].

Taswyici proteinler

Tastyic1 proteinler veya tasiyici-aracili tasinim (CMT), besinler ve hormonlar i¢in 6nemli
bir tasima yoludur. Ornegin, glikoz veya glutatyon, membranm bir tarafindaki protein
tastyicilarina baglanir ve proteinin konformasyonel degisikligini tetikleyerek konsantrasyon
gradyentine gére membranin diger tarafina tasimir (Sekil 2.6b) [53]. Viicudumuzun glikoz,
vitamin, aminoasit, noropeptit gibi temel besin maddeleri ve iyonlar tastyict proteinler
yoluyla beyne taginmaktadir. Beyin bolgesine hedeflenen ilaglarin veya nanopartikiillerin bu
yolla taginabilmesi i¢in kimyasal olarak modifiye edilmeleri gerekir. Bdylece yapilari
viicudun endojen maddesine benzer ve CMT yoluyla spesifik olarak beyne tasmabilir. En
klasik orneklerden biri, Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in kullanilan dopamin, Oncii
maddesi olan levo-dopaya (L-DOPA) déniistiiriiliir. Dopamin KBB’yi gecemez, ancak L-
DOPA biiyiik bir nétr aminoasit tasiyicisi ile KBB’yi gecerek beyne ulasir [52].

Beyin kapiler endotel hiicrelerinde (BCECs), birgok tasiyici ve reseptore gore onemli 6lclide
daha fazla eksprese edilen CMT tasiyicis1 GLUT1 dir (glikoz tastyict 1). Beyin endotel
hiicrelerinde GLUT1 ekspresyonunun yiiksek olmasi, GLUT1’e hedeflendirilen
nanopartikiil ¢calismalarini ilgi ¢ekici hale getirmistir. Bu calismalarin bazilarinda, lipozoma
entegre edilen glikoz formiilasyonlar1 denenmis ve GLUT1’e hedeflenen lipozomlarin KBB
gecisleri incelenmistir. Ancak, yapilan ¢alismalarda tasiyici proteinler ile KBB’den yiiksek

bir gecis seviyesi tespit edilememistir [58].
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Poli (etilen glikol)-ko-poli (trimetilen karbonat) nanopartikiilleri, 2-deoksi-D-glukoz (D-
Glu) ile modifiye edilerek, kan-beyin bariyerine ve tiimorli bolgeye hedeflendirilmis ve bu
nanopartikiiller (DGlu-NP) glioma tedavisi i¢in basartyla kullanilmistir [59]. 2-deoksi-D-
glukoz ile modifiye edilmis NP’ler RG-2 hiicreleri (sigan glioma hiicre hatt1) tarafindan
modifiye edilmemis nanopartikiillere (NP) gore daha yiiksek miktarda hiicre igerisine
alimmistir ve modifiye nanopartikiillerdeki hiicresel alimin GLUT1 tasiyici proteinler (CMT)
yoluyla gergeklestigi diistiniilmiistiir. Ayrica, D-Glu-NP’ler normal saglikli dokuya gore
glioma bolgesinde daha fazla birikmis ve in vivo ¢aligmada daha i1yi anti-glioma etkinligi
gostermistir. Benzer sekilde, D-glukozamin modifiye edilmis nanopartikiiller de GLUT1'"1

hedef alarak hem in vitro hem de in vivo’da yliksek anti-glioma etkinligi géstermistir [60].

Reseptor aracili tasima (RMT)

Bazi hastalik durumlarinda (6zellikle kanser), spesifik reseptorler asir1 eksprese edilir ve
ilaglar reseptdr aracili tasima (RMT) yoluyla spesifik reseptorlerine tutunarak kan beyin
bariyerini asabilir. Bu durumda, hazirlanan nanopartikiil (veya ilag) asir1 eksprese olmus
reseptore Ozgii ligand ile etiketlenerek, ilgili reseptoriine spesifik olarak baglanma
(hedeflendirme) saglanabilir. Ligand-reseptdr baglanmasi meydana geldiginde reseptor

aracili tasima gerceklesir [52, 61] (Sekil 2.6¢).

Hedefleme ligandlar ile yiizeyleri fonksiyonlastirilan polimerik nanopartikiiller reseptor
aracili tasima (RMT) yoluyla, KBB’yi ge¢cme potansiyeli kazanir. Poli (etilen glikol)-poli
(kaprolakton) (PEG-PCL) nanopartikiilleri, kan beyin bariyeri ve glioma hiicreleri iizerinde
asir1 eksprese edilen diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii ile iliskili proteini (LRP)
hedefleyen anjiyopep (ANG) ligandi ile konjuge edilmistir. Hedeflenmeyen
nanopartikiillerle (PEG-PCL) karsilastirildiginda, PEG-PCL-ANG nanopartikiilleri U87
MG (glioblastoma) hiicreleri tarafindan daha yiiksek miktarda hiicre igerisine alinmstir [62,

63].

Reseptor aracili tagima yoluyla ikili hedeflendirme (dual-targeting) sistemleri de
gelistirilmistir. Ornegin, arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) ve interlokin 13 (IL-13)
peptitlerinin polimerik nanopartikiillere baglanmasi ile ikili hedeflendirme caligmalari
yapilmigtir. Belirtilen ¢alismada, RGD, yeni kan damari olusumlarinda avf3 integrin

reseptorlerine baglanan bir ligand goérevi goriirken, IL-13 peptiti ise IL-13Ra2 reseptoriiniin
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ligandi olarak kullanilmistir. Boylece, iki reseptor iki ligand kullanilarak nanopartikiillerle

hedeflendirme ¢alismasi yapilmistir [64].

Son zamanlarda, farkli hedeflendirme caligmalarindan biri, hedeflendirilen bolgenin iki
reseptoriine de baglanabilen tek bir peptitin kullanimidir. Okta-arjinin hiicreye penetre
olabilen bir peptittir. Okta-arjinin, RGD’ nin ters sekansi olan DGR ile konjuge edilerek, hem
norofilin-1 hem de integrin avf3 reseptorleri i¢in ligand gorevi goren bir tandem peptit
olusturmustur. Bu tandem peptit, paklitaksel ytiklii lipozomlara konjuge edilerek kanser kok
hiicrelerinde anti-proliferatif etki gostermistir. Ayrica, olusturulan bu lipozomlar, sicanlar
iizerinde de denenmistir ve yiiksek bir anti-glioma etki goriilmiistiir [65]. Bununla birlikte,
transferin, insiilin ve folat gibi ligandlarin da spesifik reseptorlerine baglanarak reseptor

aracili tasima gerceklestirebildikleri bilinmektedir [53].

Aktif disa atim (efflux) pompasi

Beyin endotel hiicreleri, ilaglarin beyinden kana atilimindan sorumlu olan ¢oklu ilag¢ direngli
proteinlerini (MRP) ve p-glikoprotein (p-gp) gibi adenosin trifosfat (ATP) ile ¢alisan ilag
atim (efflux) pompalarin1 eksprese eder (Sekil 2.6f). Bu atim pompalari beyne ilag
hedeflendirmede bariyer gorevini istlenir. Coklu ilag direncine sahip birgok protein
katyonik, amfifilik ve nétral bilesikleri disar1 atarken, p-gp lipofilik bilesiklerin disari
atimindan sorumludur. Bu nedenle, disa atim pompalarinin inhibisyonu (6zellikle p-gp)

beyne ila¢ hedeflendirilmesinde 6nemli bir yaklasimdir [52, 61].

Gliomalarin tedavi stratejisi olarak p-gp'nin inhibisyonu da son yillarda yogun bir sekilde
arastiritlmaktadir. Sediranib, glioblastoma multiforme de dahil cesitli kanserlerin tedavisi
icin arastirilan bir vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii (VEGFR) inhibitoriidiir.
Sediranib, p-gp i¢in bir substrattir ve bu nedenle KBB'ye penetrasyonu sinirlidir. Sediranib,
p-gp inhibitori LY335979 ve p-gp/Berp (meme kanseri direng proteini) inhibitorii
GF120918 ile birlikte uygulandiginda, farelerin beyninde 'sediranib' konsantrasyonunun
onemli Olclide arttig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde, P-gp/Berp inhibitorii olan 'elacridar'in,
glioma i¢in ¢ok hedefli bir tirozin kinaz inhibitorii olan sorafenib ile birlikte uygulandiginda,

'sorafenib'in beyne penetrasyonunu arttirdigi belirtilmistir [66].
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Hiicre aracili tasinim

Viicudun kendi hiicrelerini kullanarak ilaglarin tasinmasi hiicre aracili tasinimdir (Sekil
2.6g). Bu hiicreler, herhangi bir beyin hasarinin enflamatuar fazinda gérev yapan ve dolasim
yoluyla enflamasyon boélgesine ulagsma yetegine sahip makrofajlar, monositler ve nétrofiller
gibi spesifik hiicrelerdir [67]. Bu hiicreler, 'Truva atlar1' gorevi iistlenerek ilag molekiillerinin
KBB’yi gecisini kolaylastirabilir. Ancak, hiicre-aracili tagima caligmalarinin ¢ogunda,
hiicrelerin ilag ylikleme kapasitelerinin diisiik olmasi ve ilacin hiicrelerden erken salinmasi

ve hedeflenen bolgeye etkin bir sekilde ulasamamasi gibi dezavantajlar tespit edilmistir [52].
2.3. GBM Tedavisinde Potansiyel ila¢ Etken Maddeler

Glioblastoma’nin standart tedavisinde kullanilan FDA onayl1 kemoterapétik ajanlarin klinik
uygulama protokolleri daha o6nce Bolim 2.1.2°de anlatilmistir. Bu boliimde, GBM
tedavisinde biiyiime faktorlerini (EGF, VEGF) inhibe eden ajanlar, GBM hiicrelerini
kemoterapotik ilaca karst hassaslastiran dogal bilesikler ve platin bazli ajanlara birer 6rnek
verilerek (Cizelge 2.1) etken maddeler kisaca Ozetlenmistir. Ayrica, tez kapsaminda
kullanilan temozolomid ve kurkumin etken maddeleri devam eden alt boliimlerde ayrintili

olarak agiklanmuistir.

Mevcut tedavi yontemleri son 20 yilda gelismis olsa da GBM hastalarinda sagkalim orani
heniiz diger kati tiimorler i¢cin elde edilen seviyelere yiikselememistir. Bu anlamda,
genellikle diger kanser tiirlerinin tedavilerinde kullanilan FDA onayl1 ajanlar, GBM standart
tedavi protokollerine entegre edilerek klinik caligmalar gergeklestirilmektedir [68]. Ayrica,
FDA onayli olmayan dogal veya sentetik ajanlarin ise in vitro/in vivo ¢aligmalar ile GBM

hiicreleri tizerine etkileri incelenmektedir.

Glioblastoma tlimorlerinde, bir¢cok sinyal yolagi degismekte olup, hastalik prognozu ve
hastalarin tedaviye yanit1 genetik ve epigenetik degisikliklere baghdir [26, 69]. Glioblastoma
vakalarinin %40-60’1nda epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) artis1 ve mutasyonu
saptanmistir. Glioblastoma tiimorlerinde asir1 eksprese olan EGFR, tiimor biiylimesine,
anjiyogeneze ve apoptoz inhibisyonuna yol agarak GBM’nin kotii prognozuna neden
olmaktadir [70]. Bu nedenle, EGFR inhibitorlerinin GBM tedavisindeki etkinlikleri yogun

bir sekilde arastirilmaktadir. Glioblastoma tedavisinde EGFR inhibitorleri olarak erlotinib,
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gefitinib ve afatinib gibi ilaglar klinik caligmalara girmis, ancak bu ajanlar GBM hastalarinin

prognozunu 6nemli dl¢iide iyilestirmemistir [71].

Cizelge 2.1. GBM tedavisinde kullanilan potansiyel ajanlar

Ilaglar Molekiil agirligi Kimyasal yapisi

Erlotinib (EGFR-

inhibitorii) 3934 g/mol

Bevacizumab (anti-

VEGFR mAb) 149,19 g/mol

Resveratol (dogal

anti-oksidan) 2238P¢/mol

OH

Sisplatin (platin-

temelli) 300 g/mol

H3N\Pt /CI
b \CI

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii (VEGFR), timor anjiyogenezini diizenleyen
ana reseptordiir. Timor hiicreleri tarafindan iiretilen VEGF, tirozin kinaz reseptorlerine
baglanarak tiimor hiicrelerinin biiylimesine yol agan hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
invazyonunu tetikler. Bu nedenle, GBM tedavisinde VEGFR inhibitorlerinin kullanilmasi,
tiimor anjiyogenezini inhibe ederek tiimor hacminin kii¢iilmesini ve metastazin 6nlenmesini
saglayabilir [72]. Anti-VEGFR ajanlari, kiiclik molekiillii VEGFR tirozin kinaz inhibitorleri
(cediranib, vatalanib, vb.) veya anti-VEGFR monoklonal antikorlaridir (mAb) [73].
Bevacizumab, tekrarlayan GBM tiimorleri i¢cin VEGFR'a karst FDA onayli bir monoklonal
antikordur [74]. Ancak, 'bevacizumab'in yan etkileri ile ilgili (hipertansiyon, arteriyel

tromboembolik etkiler, vb.) cok fazla tartisma bulunmaktadir. Bir faz III ¢alismasinda,
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bevacizumab ve TMZ kombinasyonunun standart tedaviye gore ortalama sagkalimi belirgin

bir sekilde degistirmedigi bildirilmistir [2].

Resveratrol, dogal polifenolik bir bilesik olup anti-oksidan, anti-inflamatuar etkilerinin yan1
sira kanser hiicrelerini kemoterapdtik ajanlara karsi daha duyarli hale getirmektedir [75-77].
Resveratrol'iin, TMZ etkinligini ¢esitli mekanizmalarla arttirdigina dair bir¢ok in vitro/in
vivo ¢alisma yapilmistir [75]. Bu caligmalardan birinde, resveratrol ve TMZ’nin birlikte
uygulanmasinin, TMZ’nin GBM hiicrelerindeki anti-tiimor etkinligini ROS'a bagh 5'
adenozin monofosfat-aktive edilmis protein kinaz (AMPK) sinyal yolu aktivasyonu ile
arttirdig1 gosterilmistir. AMPK sinyal yolu aktivasyonunun ise apoptoza bagh Bcl-2 (B-
hiicreli lenfoma-2) proteininin ekspresyon seviyesini degistirerek hiicre apoptozunu

indiikledigi belirtilmistir [78].

Sisplatin, karboplatin, oksaliplatin kanser tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmis platin
temelli bilesiklerdir. Platin temelli ajanlar hiicre icerisinde bakir tasiyici protein-1 (CTR1)
yoluyla birikmektedir. Hiicreye girdikten sonra ise, platin-bazli bilesikler c¢esitli
mekanizmalar yoluyla sitotoksik etkiler gostermektedir ve bu sitotoksik etkiler DNA
replikasyonun ve gen transkripsiyonunun onlenmesi ile ortaya ¢ikmaktadir [79]. Platin-
temelli ilaglarin GBM tedavisindeki etkinligini degerlendirmek igin farkli klinik ¢aligmalar
yapilmistir. Bir faz III calismasinda, sisplatin ve karmustin birlikte uygulandiginda,
karmustin ve eszamanli radyoterapi tedavisine gore GBM hastalarinin ortalama sagkalim

siireleri degismemistir [80].

2.3.1. Temozolomid

Bu béliimde, Temozolomid (TMZ) ve metabolitlerinin molekiiler diizeydeki etkileri ve TMZ
tedavisine kars1 gelisen diren¢ mekanizmalarindan bahsedilmistir. Temozolomid (TMZ),
glioblastoma hastalarinin ilk basamak tedavisinde kullanilmak iizere, FDA tarafindan
onaylanan oral bir alkilleyici ajandir [81]. Alkilleyici ajanlar, kanser tedavisinde kullanilan
ilk anti-neoplastik molekiillerdir. Bu anti-timor aktiviteye sahip farmasotik bilesikler, DNA
ile etkilesime girerek geri donilisimsiiz DNA hasarina ve hiicresel replikasyonun
inhibisyonuna neden olur. Bir metilleyici ajan olarak calisan TMZ, DNA alkilasyonunu ve

capraz baglanmasini indiikleyerek hiicre 6liimiine yol agmaktadir [82].
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Temozolomid (TMZ), diisiik molekiil agirlikli, oral olarak uygulanan alkilleyici bir molekiil
olup fizyolojik pH’da 3-metil-(triazen-1-il)imidazol-4-karboksamid (MTIC) aktif bilesenine
kendiliginden hidrolize olur. Bu aktif bilesen (MTIC) ise piirin ve niikleik asit sentezinde bir
ara madde olarak bilinen 5-amino-imidazol-4-karboksamide (AIC) ve aktif alkilleyici bir tiir
olan metildiazonyum katyonuna (MC) hidrolize olur (Sekil 2.7a). Olusan bu reaktif katyon
(MC) ise DNA’daki guaninleri O6 pozisyonunda metilleyerek (Sekil 2.7b) baz cifti
uyumsuzluguna (mismatch) neden olmaktadir ve baz ¢ifti uyumsuzluk dongiileri, DNA

iplikciginde kirilmalara yol acarak, hiicreyi apoptoza gotiirmektedir [82-84].

(a)

(b)

2-Deoksiriboz 2-Deoksiriboz

il — @+ N=N )\\N N “zN/k\N \

Guanin 06-Guanin

Sekil 2.7. (a) TMZ, MTIC, AIC ve MC’nin kimyasal yapisi, (b) Metildiazonyum katyonu
(MC) ile, DNA alkilasyonu ([82]'ten uyarlanmistir).

Sekil 2.7a'da, TMZ ve degradasyon iirlinlerinin kimyasal yapilari; Sekil 2.7b'de ise,
TMZ’nin DNA hasarimi arttiran farmakolojik mekanizmasi gosterilmistir. Suyun, tetrazinon
halkanin elektropozitif karbonil C4 atomu ile reaksiyonu, heterosiklik halkay1 acarak, MTIC
ve CO2’yi serbest birakir. Daha sonra, MTIC hizl1 bir sekilde AIC’ye (aktif olmayan bir tiir)
ve oldukga reaktif bir elektrofilik iyon olan metildiazonyum katyonuna (MC) doniisiir. Bu
yiksek oranda reaktif katyon DNA ile etkilesime girerek, N7-guanin, O6-guanin ve O3-
adenin konumlarinda metilasyona neden olur. Guanin O6 konumu, TMZ’nin en diisiik
frekansta (siklikta) hedefi olmasina ragmen, sitotoksik etkilerden birincil derecede

sorumludur [85-87].
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Temozolomid, asidik kosullar altinda kararli, ancak notr ve bazik kosullar altinda hizla
degredasyon iirlinlerine doniismektedir. Oral olarak uygulanan TMZ, asidik ortamlarda
stabil oldugu i¢in, sindirim sisteminden gegerken bir 6n ila¢ (pro-drug) durumunda kalir.
Ayrica, TMZ oral olarak verildikten sonra en yiiksek plazma konsantrasyonuna 72 dakikada

ulasir ve TMZ’nin biyolojik ortamda yarilanma siiresi yaklasik iki saattir [82, 83, 85].

Temozolomide karsi direnc gelisimi

Temozolomid (TMZ) kemoterapisine karsi direncin arkasindaki molekiiler yolaklari
anlamak, GBM tedavisinin ve hastalik prognozunun gelistirilmesi i¢in kritik dneme sahiptir
[82]. Metilguanin-metiltransferaz (MGMT), tiimdr hiicrelerini alkilleyici ajanlara karsi
koruyan kritik bir DNA onarim proteini olup, bu proteinin GBM tiimdrlerinde asiri
ekspresyonu ile kemoterapotik ajanlara karsi direng gelismektedir. Metilguanin-
metiltransferaz, TMZ tarafindan alkile edilen guaninin O6 pozisyonundan alkil gruplarim
uzaklastirarak TMZ’nin toksik etkisini azaltmakta ve alkillenmis DNA lezyonunu

onarmaktadir (Sekil 2.8) [88, 89].

Glioblastoma tiimorlerinde molekiiler belirteglerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu, GBM
hastalarinin tedavisinde spesifik hedeflere yonelik ¢alismalar bakimindan oldukc¢a 6nemlidir
[90]. GBM tedavisinde, kemoterapdtik ilaglara karsi (6zellikle, TMZ gibi alkilleyici ajanlar)
bazi molekiiler anlamli yanitlar, biyobelirtegler (biomarker) olarak kabul edilmis ve bu
duruma metilguanin-metiltransferaz  (MGMT) promotoriiniin  metilasyonu  6rnek
gosterilmistir [2]. Metilguanin-metiltransferaz promotoriiniin  metilasyonu ile (GBM
vakalarinin %30-50’sinde goriiliir) MGMT geni baskilanmaktadir ve tiimor hiicreleri TMZ
veya diger alkilleyici ajanlara kars1 daha duyarli hale gelmektedir [1]. Ayrica, metillenmis
MGMT promotorleri olan tiimorlere sahip GBM hastalari, standart tedaviyi takiben daha
yuksek sagkalim oranlar1 gostermislerdir [91]. Radyoterapi (RT) ve TMZ standart tedavisi
uygulanan MGMT metilasyonuna sahip GBM hastalarinin, ortalama sag kalim siirelerinin
(23 ay, 5 y1llik-%14) sadece RT alan (15 ay, 5 yillik-%5) hastalara gore daha iyi oldugu
belirlenmistir [39]. Temozolomid ve farkli ajanlarin TMZ kombinasyonlar1 kullanilarak
bir¢ok tedavi protokolii denenmis olmasina ragmen, GBM vakalarinda tiimorler kaginilmaz
olarak niiksetmekte ve TMZ’nin, glioblastoma hastalarinin tedavisinde etkin bir fayda

saglamadig belirtilmektedir [2].
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Sekil 2.8. (a) O%-metilguanin, DNA tamir enzimi, (b) MGMT, DNA tamir reaksiyonu; metil
grubun (turuncu) hasarli DNA bazindan MGMT'ye aktarilmasi ve MGMT'nin
inaktif hale gelmesi ([92]'den uyarlanmistir)

2.3.2. Kurkumin

Son zamanlarda dogal bilesiklerin saglik uygulamalarinda kullanilmasi ve faydalari, bu
bilesikleri tibbi uygulamalarda ilgi ¢ekici bir aragtirma alani haline getirmistir. Kanser
tedavisinde kullanim potansiyeline sahip bircok dogal bilesen tanimlanmis ve GBM tedavisi

icin kurkumin etken maddesi dikkat ¢ceken potansiyel adaylardan biri haline gelmistir [93].

Kurkuminin kimvasal vapisi

Kurkumin, zerdagala sar1 rengini veren, keto-enol tautomeri (kimyasal dengesi) sergileyen
dogal bir polifenoldiir (Sekil 2.9a, b). Kurkuminin molekiil agirligi 368,38 g/mol’diir ve
kimyasal formiilii ise C21H2006’dir [94]. Kurkuminin aktivitesini ii¢ reaktif fonksiyonel grup
belirlemektedir ve bunlar, iki fenolik ve bir diketonik (keto-enol) gruplardir (Sekil 2.9¢).
Ayrica, kurkuminin antikanser 6zellikleri fenolik halkada bulunan OH gruplarinin varli§ina
bagli olup (Sekil 2.9¢), anti-oksidan 6zelligini ise 3 ve 3' konumlarindaki metoksi gruplari
arttirmaktadir. Bilesigin orta kismina (Sekil 2.9c) heteroatomlarin (oksijen ve azot)
baglanmas1 ise, artmis sitotoksik (anti-timor ve anti-anjiyogenez) aktivitelere sahip

bilesiklerin olusumuna yol agmaktadir [95].
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Sekil 2.9. Kurkuminin kimyasal yapisi, (a) Kurkuminin keto formu, (b) kurkuminin enol
formu, (c) kurkumin analoglarinin yapi-aktivite iliskisi ([95]'den uyarlanmaistir)

Kurkuminin molekiiler hedefleme c¢aligmalari; trankripsiyon faktorleri ve onlarin
reseptorleri, biiyime faktorleri, sitokinler, genler ve adezyon molekiilleri gibi genis bir
spektrumu etkilemektedir [96]. Kurkumin, kanser hiicrelerinin énemli bir hiicresel hedefi
olan niikleer faktor kappa B nin (NF-xB) hiicre sinyal yolunu inhibe eder [97] ve NF-kB ile
diizenlenen, inflamasyon siirecinde 6nemli rol oynayan, tiimdr nekroz faktorii alfa (TNF-a),
interlokin 8 (IL-8) ve siklooksijenaz 2 (COX-2) gibi inflamatuarlarin ekspresyonlarinda
azalmalara neden olur [98]. Ayrica, kurkuminin Alzheimer hastalig1 gibi ¢esitli ndrolojik
patolojilerle iligkili olan amiloid-f (Af) proteininin beyinde birikmesini Onledigi de

belirtilmektedir [99].

Kurkumin’in bir¢ok ¢alismada, anti-mikrobiyal, anti-enflamatuar, anti-oksidan ve 6zellikle
anti-kanser farmasotik etkilere sahip oldugu gdosterilmistir [100, 101]. Bununla birlikte,
kurkuminin glioblastomaya kars1 etkili bir anti-timor ajan1 olarak kullanilabilecegi veya
kemoterapi oncesi uygulanan kurkuminin, GBM hastalarini tedaviye kars1 daha duyarli hale
getirebilecegini belirten bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir [102, 103]. Kurkumin-bazlh tedavi

denemeleri 6zellikle norolojik hastaliklar i¢in 6nemli hale gelmistir. Kurkumin, KBB’yi
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gecerek, hipokampiiste biriken dogal farmasétik bilesiklerden olup lipofilik dogasi merkezi
sinir  sistemine uygun emilim saglamaktadir [104]. Ancak, kurkuminin zayif
biyoyararlanimi, sulu ortamlarda diisiik ¢oziintirliigii ve yiiksek bozunma hizi, terapotik
uygulamalarini sinirlandirmaktadir [96]. Bu sorunlarin istesinden gelebilmek icin
nanopartikiiler sistemler gelistirilmektedir ve bu sistemlere belirli fonksiyonlar
kazandirilarak, fizyolojik engellerin asilmasi, ilacin suda ¢oziiniirliigiiniin ve dolagimda

kalma siiresinin arttirilmasi gibi 6nemli avantajlar saglanmaktadir [96, 105].

2.4, Siiperparamanyetik Demir Oksit Nanopartikiiller (SPDON'lar)

Son zamanlarda, siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerinin (SPDON) iistiin
manyetik Ozellikleri, merkezi sinir sistemi (MSS) ile ilgili bircok yeni biyomedikal
uygulamalar ortaya ¢ikarmistir. Bunlar; hedeflendirilmis nanobiyoteknolojik ilag¢ tasiyici
sistemler, hipertermi ajani1 olarak 1siya dayali hiicre 6liim yolaklarinin indiiklenmesi,
manyeto-termal stimiilasyon, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) ajan1 ve kan beyin
bariyerinin gecirgenliginin arttirilmas1 gibi uygulamalardir [106]. Ayrica, manyetik
nanopartikiiller, manyetik alan uygulamasi altinda ¢esitli MSS hastaliklarinin tedavisinde
kan beyin bariyeri (KBB) gecirgenligini arttirarak tiimorlii bolgeye kemoterapotik ilag
birikimini arttirmaktadir [107, 108].

2.4.1. SPDON’larn fiziksel 6zellikleri

En az bir boyutu 100 nm'den kiiclik olan metal igerikli partikiillerin; boyutlari, sekilleri ve
bilesimleri ile elektronik, manyetik ve optik 6zellikleri arasindaki iliski benzersiz yonlerini
olusturmaktadir. Bu iliski ise, nanomalzemedeki elektron davranisinin bir sonucudur.
Elektronlarin iki dnemli 6zelligi vardir; bunlar, spinleri (doniisleri) ve belirli enerji seviyeleri
arasinda kuantize olarak hareket etmeleridir. Elektronlar, uygulanan bir alandaki elektron
spinine karsilik gelen, ¢cevresinde bir manyetik alana sahip kiigiik cubuk miknatislara benzer

[109].

Manyetik malzemeler, ‘domain’ ad1 verilen bolgeler icerir (Sekil 2.10). Her bir domain'de,
tim elektronlar ayni yonde hizalanir veya doner. Boyutlar1 20 nm’den kiiciik olan
siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller (SPDON’lar), tek bir 'domain’' igerir ve bu

'domain' boyutlar1 biiyiik olan partikiillere gore daha yiiksek bir manyetik alan olusturur
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(Sekil 2.10a). Diger bir yandan, boyutlari 20 nm’den biiyiik olan manyetik partikiiller bir¢ok
domain igerir ve bu domain'ler birbirlerinin alanlarini iptal ederek (doniis yonleri ters),
partikiilleri ¢evreleyen manyetik alani azaltir (Sekil 2.10b). Bir malzemenin toplam
manyetik alan siddeti, tek tek elektronlarin manyetik alanlarinin toplami oldugundan, boyutu
20 nm'den kii¢iik olan tek domain'li manyetik nanopartikiiller biiyiik partikiillere gore daha
biiylik bir lokalize manyetik alana sahiptir [109].

(a)

Tek bir domain

S
Birgok domain birbirlerinin alanini yok

eden zit spinlerden olugarak, lokalize
manyetik alani diigtiriirler

I
Olusan manyetik
alan

Tum elektronlar ayni
yonde spin olugturarak,
lokalize manyetik alani
arttinrlar

Sekil 2.10. Demir oksit nanopartikiillerin igerdikleri 'domain’' sayilarina gore olusturduklari
manyetik alan ([109]'dan uyarlanarak olusturulmustur)

Ist olusum mekanizmalari

Manyetik nanopartikiiller alternatif bir manyetik alan altinda iki ana mekanizma ile 1s1
olusturur ve bu mekanizmlar histerezis ve relaksasyon kayiplart olarak bilinmektedir [47,
110, 111]. Coklu ‘domain’ bolgesi igceren ferromanyetik malzemeler (Sekil 2.11) histerezis
kayiplar1 ile 1s1 olusumu gerceklestirir. Neel ve Brownian relaksasyon kayiplart ile 1s1
olusumu ise esas olarak siiperparamanyetik nanopartikiiller gibi tek ‘domain’ igeren

nanopartikiillerde goriiliir.
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Sekil 2.11. Manyetik malzemelerde ¢oklu domain ve tek domain bdlgelerinin gosterimi
([112]'den uyarlanmistir)

Coklu-domain yapilar ve histerezis egrisi

Coklu domain'e sahip nanopartikiillerin (ferromanyetik malzeme) 1s1 iiretimi, bir
manyetizasyon dongilisii sirasinda dagitilan enerji miktar1 olarak belirtilen histerezis
kayiplarindan olusur. Bir ferromanyetik malzemenin miknatislanma egrisi histerezis
dongiisti (loop) ile temsil edilir (Sekil 2.12) ve histerezis kayiplari bu dongiiniin integral
alani ile hesaplanabilir [113]. Ferromanyetik malzemeler, iizerlerine uygulanan herhangi bir
dis manyetik alan (H) olmadiginda sifir manyetizasyon (miknatislanma) gosterir (Sekil 2.12,
a noktasi). Malzeme {izerine dis manyetik alan uygulanmaya basladiginda ise, manyetik
malzemenin miknatislanmas1 hizla artarak manyetik doygunluk (b noktasi) olarak
adlandirilan maksimum seviyeye ulasir. Maksimum doygunluk (Ms) seviyesinde, manyetik
momentlerinin tamami1 ayni yonde hizalandig (yoneldigi) i¢cin malzeme manyetik olarak
doygunluga ulagsmistir. Bu noktadan sonra, dis manyetik alan (H) sifira diistiriilmesine
ragmen (b’den c’ye) malzemede bir miknatislanma goriiliir (retentivity, Mr) ve bu durum
artik/kalict miknatislanma olarak ifade edilir. Bu kalici miknatislanmayi sifira diistirmek i¢in
malzemeye ters yonde dis bir manyetik alan uygulanir ve manyetizasyon ‘d noktasinda’
sifira diiser, manyetizasyonu sifira diisiiren ters yondeki alana koersivite alani (Hc)
denilmektedir. Dis manyetik alan siddeti (H) ters yonde artmaya devam ederse, malzeme bu
sefer ters yonde bir manyetik doygunluk noktasina (e noktasi) ulasacaktir. Bu sekilde,
manyetizasyon tekrar pozitif manyetik doygunluga (e’den b’ye) ulasarak, malzemenin

histerezis dongiisii tamamlanir [114].
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Sekil 2.12. Manyetik malzemelerde histerezis egrisi [114]

Tek-domain vapilar ve relaksasyon mekanizmalart

Tek-domain’li yapilarda (stiperparamanyetik NP’ler) 1s1 olusumu Neel ve Brownian
mekanizmalari ile gerceklesmektedir. Neel relaksasyon hareketi, alternatif manyetik alan
altinda manyetik dipol momentin (m) hizla donmesi (rotation) ve nanopartikiiliin sabit
kalmasi ile; Brownian relaksasyonu ise nanopartikiiliin siv1 igerisinde biitiin (fiziksel) olarak

donmesi ile gergeklesmektedir (Sekil 2.13).

Relaksasyon mekanizmalar1 nanopartikiillerin boyutuna ve manyetik dipollerin yonelimine
bagl olarak manyetik 6zelliklerin farkliligini ifade eden anizotropi durumuna baglidir. Neel
relaksasyon mekanizmasinda, parcacigin fiziksel yonelimi sabit kalirken, manyetik
momentin uygun yonelimleri arasinda gecen ortalama siire relaksasyon siiresi olarak
tanimlanmaktadir [115]. Brownian relaksasyonu ise manyetik nanopartikiiliin slispanse
edildigi ortam icinde fiziksel doniisii ile ilgili olup, enerji partikiiliin yiizeyi ile ortam
arasinda siirtiinme yoluyla ortama aktarilmaktadir. Neel (7)) ve Brownian (73) relaksasyon

siireleri Es. 2.1ve 2.2°de verilmistir[116].
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Sekil 2.13. Alternatif manyetik alan (AMF) varliginda manyetik nanopartikiillerin Neel ve
Brownian relaksasyon kayiplarinin sematik gosterimi ([110]'dan uyarlanmistir)

db

KVy
N = To expk—T (2.1)
3nV,
Tp = kTH (2.2)
_ Ty
L= (2.3)

Esitlik 2.1-2.3'te, Ty Neel relaksasyon siiresi, Tz Brownian relaksasyon siiresi, T etkin
relaksasyon siiresi, T, = 107%s, K anizotropi sabiti, V,, partikiil hacmi, £ Boltzmann sabiti,
T sicakligl, n siv1 viskozitesi ve Vy hidrodinamik partikiil hacmini temsil etmektedir. Es.
2.1'de Neel relaksasyon siiresinin biiylik 6l¢iide nanopartikiil capina, Es. 2.2'de ise Brownian
relaksasyon siiresinin biiylik Ol¢lide nanopartikiiliin hidrodinamik ¢apma ve sivinin
viskozitesine bagli oldugu goriilmektedir. Nanopartikiiller, manyetik relaksasyon

sirelerinden daha az manyetik terslenme siiresine sahip AC manyetik alana maruz
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kaldiginda, manyetik momentin relaksasyonundaki gecikmeden dolayr 1s1 yayilimi

geceklesir. Is1 yayilim denklemi Es. 2.4’te verilmistir [110].

P =pox"fH? (2.4)

Es. 2.4’te, P 1s1 dagilim degerini, y, bos uzaym manyetik gecirgenligini, '’ manyetik
duygunlugu (susceptibility), f uygulanan manyetik alan frekansini, H uygulanan manyetik
alan siddetini gostermektedir. Bu nedenle, 1s1 dagilim degeri, uygulanan manyetik alanin

frekansina ve siddetine ve nanoparcaciklarin manyetik 6zelliklerine baghdir [116].

Manyetik nanopartikiillerin 1sitma potansiyelleri 6zgiil sogurma orani (SAR) veya 6zgiil
kay1p giicii (SLP) olarak ifade edilmektedir ve bunlar birim kiitle tarafindan sogurulan enerji
olarak tanimlanmaktadir [117]. Ozgiil sogurma oranmmn bu tanimi klinik uygulama
terminolojisinde kafa karigikligina yol agabilmektedir. Klinik olarak SAR, 6rnegin, cep
telefonlar tarafindan tretilen radyofrekans (RF) elektromanyetik alanin insan viicuduna
transferi anlamindadir, yani birim doku kiitlesi basina sogurulan gii¢ olarak tanimlanir
(Watt/kg, Watt/g) [118]. Manyetik nanopartikiil aracili SAR olusumunun teorik ve deneysel
mekanizmasini calisan bir¢ok grup, SAR’in manyetik nanopartikiillerin karakteristik
ozelliklerine (boyut, sekil, manyetizasyon vb.), uygulanan manyetik alanin frekansina,

giiciine ve uygulanma siiresine bagli oldugunu belirtmislerdir [115, 119].

2.4.2. SPDON’larin sentez yontemleri

Stiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller (SPDON'lar) kimyasal, fiziksel ve
biyosentetik yontemlerle sentezlenebilmektedir [120]. Bunlar arasinda kimyasal yontemler,
kimyasal yontemlerden ise ikili ¢oktliirme (co-precipitation) ve termal ayristirma (thermal
decomposition) SPDON sentezinde en yaygin kullanilanlaridir. Cizelge 2.2°de SPDON
sentezinde yaygin olarak kullanilan kimyasal metotlar karsilastirmali olarak verilmistir. Tez
kapsaminda, SPDON'lar ikili ¢oktiirme ve termal ayristirma yontemleri ile sentezlenmistir.
Bu nedenle, ikili ¢oktiirme ve termal ayristirma yontemleri asagidaki boliimlerde daha

ayrintili olarak agiklanmistir.
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Cizelge 2.2. Siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin sentezinde kullanilan
kimyasal yontemlerin karsilagtirilmasi [120].

Metot Sentez Sentez Boyut Sekil Morfoloji Kristalite Verim
prosediirii [sicakhig1 |dagilimi |kontrolii derecesi

Ikili ¢oktiirme |Cok basit  |Diisiik Genis Kotii Diizensiz kiire |Diisiik Yiiksek

Termal Cok Yiksek |Cokdar [Cokiyi Kiip-kiire Yiiksek Yiiksek

ayrigtirma kompleks

Mikro- - Nispeten |; . I - -

emilsiyon Kompleks |Diisiik dar Iyi Kiip-kiire Diisiik Diisiik
Nispeten Nispeten Gozenekli/

Sol-jel PN IDuisiik PEEER iy Gozencksiz | Diisiik Orta
basit dar n

kiire
. Nispeten . Nispeten o . o .

Hidrotermal . Yiksek . Kot Diizensiz kiire |Yiiksek Orta

basit genis

Ikili ¢oktiirme yontemi

Stiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin sentezinde, diisiik maliyetli ve en yaygin
olarak kullanilan ikili ¢6ktiirme yontemi, zayif veya giiclii baz ilavesiyle Fe*? ve Fe* sulu
tuz ¢ozeltilerinin birlikte ¢oktiiriilmesine dayanir (Bkz. Sekil 3.3). ikili ¢oktiirme genel

sentez reaksiyonu Es. 2.5’te verilmistir [120].

Fe(") 4+ 2Fe(®Y) + 80H) & Fe(0OH), + 2Fe(0H); — Fe;0, + 4H,0 (2.5)

Ikili ¢oktiirme yonteminde, SPDON'larin sentez asamasinda kullanilan parametreler;
Fe*?/Fe™ oram, sicaklik, pH, tuz (kloriir, nitrat, siilfat, perklorat) ve bazlar (NaOH, NH4OH,
NaxCO3) ile elde edilen nanopartikiiliin boyut, boyut dagilimi, sekil, kolloidal stabilite,
oksitlenme vb. gibi 6zellikleri belirlenmektedir [114, 120, 121]. Ancak, bu yontemle elde
edilen nanopartikiiller genellikle diisiik derecede kristalinite ve genis boyut dagilimi sergiler
[122]. Ikili ¢oktiirme ydntemi ile sentezlenen SPDON'lar biyolojik uygulamalarda siklikla
kullanilmaktadir. Bu uygulamalarin ¢ogunda, nanopartikiillerin yiizeyleri cesitli ligandlarla
(6rnegin hedeflendirme ligandlar1 ile) modifiye edilerek nanopartikiillere islevsellik
kazandirilir. Ayrica, karaciger lezyonlar1 ve lenf diigiimlerinin goriintiilenmesi icin klinikte
kullanim onay1 almis dekstran kapli demir oksit nanopartikiiller (Feridex®, Resovist®,
Sinerem®) ticari olarak kullanilmaktadir [123]. Ikili ¢oktiirme, diisiik maliyetli ve tekrar
edilebilirligi yiiksek bir yontem olsa da elde edilen nanopartikiillerin, biiytikliik ve morfoloji
kontrollerinin zor olmast nedeniyle nanopartikiiller yaygin olarak agrege olur [123]. Bu

agregasyon, nanopartikiillerin siiperparamanyetik karakterlerini ve sulu ortamdaki
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dagitilabilirliklerini olumsuz yonde etkilemekte ve homojen dagilimli bir polimer

kaplamada zorluklara neden olabilmektedir [124, 125].

Termal ayristirma vontemi

Termal ayristirma yontemi, organo-metalik maddelerin, bir yiizey aktif madde (oleik asit,
olelamin vb.) varliginda, yliksek kaynama noktali organik ¢oziiciiler igerisinde termal olarak
ayristirtlmas: esasina dayanir (Bkz. Sekil 3.4). En yaygm kullanilan organo-metalik
kompleksler; demir oleat (Fe(oleat)s;), demir asetilaseton (Fe(acac)s), demir karbonil
(Fe(CO)s), demir kupferronat (Fe(Cup)z)’tir. Ayrica, homojen dagilimli SPDON’lar elde
etmek icin reaksiyon ortamina oleik asit, olelamin, 1-oktadesen ve 1-tetradekan gibi
stabilizator ve ¢oziiciiler ilave edilmektedir [122]. Termal ayristirma yontemi kullanilarak,
kiiresel morfolojide, es boyut dagilimli, boyut ve sekil kontrollii, yiiksek kristaliniteye sahip
manyetik nanopartikiiller elde edilebilmektedir [106, 114, 121]. Fakat, termal ayristirma
yontemi ile sentezlenen SPDON’larin biyolojik uygulamalarda kullanilabilmesi, hidrofobik
olan yiizeyinin suda dagilabilir formda modifiye edilmesi ile miimkiindiir [120]. Sekil

2.14’te basitlestirilmis termal ayristirma semasi verilmistir.

Termal ayrigtirma
Metal Metal oleat

klorur + | Na-oleat | — kompleks

Yiiksek kaynama

noktal organik ¢oziicii

Sekil 2.14. Termal ayristirma yontemi ile es boyut dagilimli demir oksit sentez semasi
(TEM goriintiisii bu calismaya aittir)

Mikroemiilsiyon yontemi

Mikroemiilsiyon sistemi, birbiri icerisinde karigmayan iki sivinin termodinamik olarak
kararli izotropik dagilimidir. Mikroemiilsiyonlar, su i¢inde yag (yag/su; normal misel) ve
yag i¢inde su (su/yag; ters miseller) emiilsiyonlari olarak iki kategoriye ayrilabilir ve dagilan
faz, nano/mikro partikiillerin ¢ekirdeklenmesi ve kontrollii biiylimesi i¢in uyumlu bir ortam

saglar. Misel mikroemiilsiyon sistemlerinin olusumu i¢in dioktil sodyum dodesil siilfat
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(DSS), setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) ve sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi ¢esitli
amfifilik ylizey aktif maddeleri kullanilmaktadir [120].

Hidrotermal yontemi

Hidrotermal yaklasim, yiiksek kristalli hidrofilik SPDON'larin {iretimi i¢in demir
onciillerinin (precursor) sulu ortamda ¢oziindiigli yiiksek sicaklik ve/veya yliksek basinglt

bir islemdir [121].

Sol-jel yontemi

Silika kaplit SPDON iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan sol-jel yontemi, hidroliz ve (etanol
ve %30’luk sulu H,O; ¢ozeltisi igerisinde tetraetilortosilikat (TEOS) ile Fe™ ¢ozeltisinin)
yogusma ile kolloidal sol’larin olusumuna dayanir. Sol, daha sonra demir oksit y1gin1 elde
etmek icin kimyasal reaksiyon veya ¢0ziicii uzaklastirilmasi ile jellestirilir. Demir oksit
nanopartikiiller, olusan jelin kurutma isleminden sonra ilave bir 6giitme asamasi ile elde

edilir [120].

2.5. Nano-Tasiyic1 Sistemler

Bir¢ok hastalik, biyolojik siire¢lerde molekiiler veya nano-6lgek diizeyde gergeklesen
degisiklerden kaynaklanir. Mutasyon gecirmis genler, yanlis katlanmis proteinler, viriis veya
bakteri kaynakli enfeksiyonlar, hiicrelerin islev bozukluguna, iletisim bozukluguna ve hatta
yasami tehdit eden hastaliklara yol acabilir. Bu molekiiller ve enfeksiyon ajanlari nanometre
boyutunda olup kimyasal ozellikleri, sekilleri ve boyutlar1 6zel biyolojik bolmelere
taginmalarin1 ve molekiiller arasi etkilesimlerini belirlemektedir [109]. Nanopartikiillerin,
boyut ve fonksiyonel 6zellikleri agisindan biyolojik molekiillere benzetilerek nano-sistemler

olarak tasarlanabilmeleri teshis ve tedavide kullanilmalarina olanak saglamaktadir [126].

2.5.1. Polimerik manyetik nanopartikiiller

Kiiresel morfolojide, es-boyut dagilimli ve kontrol edilebir boyutta siiperparamanyetik
demir oksit nanopartikiillerin (SPDON) sentezinde termal ayristirma yontemi diger
yontemlere gore on plana c¢ikmustir [110, 120]. Ancak, bu yontemle sentezlenen

SPDON’larin biyolojik uygulamalarda kullanilabilmesi i¢in, hidrofobik olan yiizeylerinin
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suda dagitilabilir formda modifiye edilmesi, fiziksel stabilitelerinin ve kolloidal
kararliliklarinin arttirilmasi gerekmektedir[127]. Bu amacla, demir oksit nanopartikiillerin
ylzeyleri, sentez sirasinda veya sonrasinda biyouyumlu bir malzeme ile kaplanarak
modifiye edilir. Bu kaplamalar, SPDON'larin biyolojik ortamdaki stabilitelerini ve
biyoyumluluklarini artirmak, olas1 oksidasyonlarini dnlemek veya SPDON’lara ligand ve

ilag gibi fonksiyonel molekiilleri baglamak amaciyla yapilabilmektedir [127, 128].

Stiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin yiizey kaplamalarinda, ¢cok sayida dogal
ve sentetik biyobozunur polimer kullanilmaktadir. Albiimin, jelatin, kitosan, poli (akrilik
asit), poli (e-kaprolakton) (PCL), poli (vinil alkol) (PVA), poli (D, L-laktit) (PLA), poli (D,
L-laktit-ko-glikolit) (PLGA), poli (etilen glikol) (PEG) ve PLGA-b-PEG gibi dogal ve/veya
sentetik polimerler SPDON’larin yiizey kaplamalarinda kullanilmaktadir [110, 120, 127,
129, 130]. Ayrica, bu polimerik kabuklarin terminal gruplar1 (amin ve karboksil),
nanopartikiil yiizeyine biyoaktif molekiiller ve/veya hedeflendirme ligandlarinin

konjugasyonunu miimkiin kilmaktadir [127].

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

Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), ila¢ tasima-hedeflendirme sistemlerinde ve doku
mihendisligi ¢alismalarinda yogun bir sekilde kullanilan bir poli(laktik asit) (PLA) ve
poli(glikolik asit) (PGA) kopolimeridir. Sekil 2.15°te laktik ve glikolik asit tekrar birimlerine
sahip dogrusal bir kopolimer olan PLGA ’nin hidroliz reaksiyonu verilmistir. Poli(laktik-ko-
glikolik asit) monomerlerinin (LA ve GA) viicut icerisinde, trikarboksilik asit dongiisiinde
karbondiyoksit ve suya kolayca metabolize edilmesi ile PLGA’nin viicutta minimum
sistemik toksisiteye neden oldugu belirtilmektedir. [131, 132]. Yaygin olarak kullanilan
coziiciilerin ¢ogunda ¢oziinmesinin yani sira PLGA farkli sekil ve boyutlarda sentezlenme

avantajina sahip bir polimerdir [131-133].
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Sekil 2.15. Poli(laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA) hidrolizi [132].

Poli(laktik-ko-glikolik asit) polimerinin bilesenleri (laktid:glikolid) hidrofilisitesini ve
degradasyon hizin1 belirleyen en onemli faktordiir. Poli(laktik-ko-glikolik asit) sentezi
sirasinda laktid:glikolid oraninin degistirilmesiyle 6rnegin, PLGA 50:50 (%50 laktik asit ve
%50 glikolik asitten olusan bir kopolimeri ifade eder), PLGA 75:25, PLGA 85:15 gibi farkhi
bilesimlerde PLGA polimeri elde edilebilir. Kullanilan molekiil agirligina ve laktid:glikolid
kopolimer oranina baglh olarak, polimerin bozunma siiresi birka¢ aydan birkac yila kadar
degisebilmektedir [134]. Genellikle, daha yiiksek glikolik asit (GA) oranlari, PLGA nin
daha yiiksek hidrofilik yapida ve hizli degrede olmasini saglar. Aksine, daha yiiksek laktik
asit igerigine sahip PLGA daha hidrofobiktir, daha az su emer ve daha yavas bir sekilde
bozunur. Bu durumun, haftalar ve aylar arasinda degisen kontrollii ve siirekli ila¢ salimi i¢in
yararli oldugu belirtilmistir [131, 132, 134]. PLGA (50:50) diger LA:GA oraninda iretilen
PLGA’ya gore daha yiiksek bozunma hizina sahip oldugu igin kontrolli ilag salim
caligmalarinda en ¢ok kullanilan PLGA ko-polimerlerinden biridir. Ayrica, PLGA'nin
fiziksel 6zellikleri, polimere ilag yiikleme kapasitesinde 6nemli bir rol oynayan molekiiler

agirlik gibi farkl 6zelliklere bagh olarak degismektedir [133].

Poli(laktik-ko-glikolik  asit), bilesimine baghh olarak bircok organik c¢doziiciide
cOziinebilmektedir. Daha yiiksek miktarda laktik asit igeren PLGA’lar, diklorometan ve
kloroform gibi klorlu ¢oziicliler veya aseton ve tetrahidrofuran gibi suyla karigabilen
coziiciiler igerisinde ¢oziinebilirken, daha yiiksek miktarda glikolik asit igceren PLGA’lar
hekzafloro-2-propanol gibi flor bazli ¢dziiciiler icerisinde ¢oziinebilmektedir [132].
Poli(laktik-ko-glikolik asit) temelli nanopartikiillerin, biyouyumluluk, biyobozunurluk,
hiicre i¢i1 endositozdan sonra zaman igerisinde enkapstile ilaglarin kontrollii salinmasi, diistik
maliyetleri ve kullanimlarinin FDA onayli olmasi gibi birgok avantaji bulunmaktadir [135,

136].
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Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda, tekli ve ikili emiilsiyon-¢oziicii buharlagtirma,
nanog¢Oktliirme (nanoprecipitation), tuzla ¢oktiirme (salting out), emiilsifikasyon-¢oziicii
difiizyonu, piiskiirterek kurutma (spray-drying) ve mikroakiskanlarla liretim gibi bircok
farkli yontem kullanilmaktadir [132, 134, 137]. Nanopartikiillerin, boyut, bozunma hiz1 gibi
fizikokimyasal 6zellikleri ve yapisal organizasyonlari, nanopartikiil hazirlama ydntemine
bagh olarak degisebilmektedir [134]. Ayrica, istenilen 6zelliklerde (boyut, enkapsiilasyon
verimi, salim karakteristigi vb.) kontrollii bir sentez gerceklestirebilmek i¢in sadece dogru
yontemin degil, ayn1 zamanda sentez parametrelerinin de (homojenizator tiirii/hizi, ylizey
aktif madde tiirli/miktar1, organik faz:su fazi orani vb.) optimize edilmesi gerekmektedir
[132, 134, 137]. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda, tekli emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma
ve nano¢oktiirme en yaygin kullanilan PLGA sentez yontemleridir (Sekil 2.16). Tekli
emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma yontemi (yag/su), enkapsiile edilen ilacin genellikle
hidrofobik veya suda az ¢oziiniir oldugu durumlarda kullanilir [134]. Bu yontem kisaca,
polimer ve etken madde iceren organik fazin, yiizey aktif madde igeren su fazinda
homojenizatér (mekanik veya ultrasonik) yardimiyla emiilsifiye edilmesi olarak

aciklanabilir (Sekil 2.16a).

Nanoc¢oktiirme yonteminde, Oncelikle polimerik (polimer ve/veya ilag) c¢ozelti, suyla
karisabilir bir ¢Oziicii (asetonitril, etanol vb.) igerisinde ¢oziilmektedir. Daha sonra, bu
coOzelti otomatik enjektor sistemi ile yiizey aktif madde iceren su fazina kontrollii bir sekilde

ilave edilerek nanopartikiil olusumu saglanmaktadir (Sekil 2.16b) [132].

A Homojenizator B Pglimqr_
coziicu cozeltisi
\ Coziicu Otomatik %
\ ugurma enjektor D

Polimer+ilag y I , Yikama ve [ / J‘ +—
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== A X S eNe) > Yiizey aktif

€ Nanopartikiiller madde igeren
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Sekil 2.16. En ¢ok kullanilan PLGA nanopartikiil sentez yontemleri, (A) tekli emiilsiyon-
¢Oziicii buharlastirma, (B) nano¢dktiirme [132]

Poli (etilen glikol) (PEG), yiiksek biyouyumluluga sahip non-iyonik ve hidrofilik 6zellikte
bir polimerdir. Nanopartikiil ylizeyinin PEG ile kaplanmasi, yani PEGilasyon,
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nanopartikiillerin yiizey modifikasyonu i¢in en yaygin kullanilan tekniklerden biridir [134].
PEGilasyon, kan proteinleri opsonizasyonunu azaltici, makrofajlarca taninmama ve
bagisiklik sisteminden kagma gibi 6zelliklerinden dolay: ila¢ hedeflendirme sistemlerinde
siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, PEGilasyonun bu o6zellikleri nanopartikiillerin kan
dolasiminda (plazma yarilanma Omiirleri) ve hedef hiicrelerde bulunma siirelerini
artirabilmektedir [133]. Bu durumun altinda yatan mekanizma ise, nanopartikiil yilizeyindeki
hidratlanmis bariyerler tarafindan olusturulan sterik itme ve van der Waals kuvvetlerinin,
nanopartikiillerin opsonizasyonunu (opsonin proteinleri ile kaplanarak fagosite edilmesi)
engelledigi seklindedir [134]. Poli (laktik asit-ko-glikolik asit) polimerinin PEGilasyonu ile
sentezlenen PLGA-b-PEG ko-polimerleri, PLGA polimerinin biyobozunurluk ve
biyouyumluluguna, PEG’in ise kan proteinlerinden kagma 6zelligine sahiptir [133, 138].
Stiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin, PLGA-b-PEG ko-polimeri ile
fonksiyonlandirilmalar1 manyetik PLGA nanopartikiillerine {istlin bir biyoaktivite

kazandirmaktadir [138].

2.5.2. Hedefe yonelik sistemler

Genel olarak, ila¢ hedeflendirme sistemleri, pasif ve aktif hedeflendirme olarak iki temel
stratejiye dayanmaktadir. Pasif hedeflendirme, etken maddenin istenilen boélgeye
yonlendirilmesi i¢in hedef doku veya organin (tiimor hiicresinin) fizyolojik kosullarindan
yararlanilmas1 esasina dayanir. Pasif hedeflendirme, artan gegirgenlik ve tutunma etkisi
(enhanced permeation and retention, EPR) olarak da bilinmektedir ve EPR etkisiyle etken
madde, tiimorlii dokularda saglikli dokulara gore daha fazla birikir (Sekil 2.17). Artan
gecirgenlik ve tutunma etkisinde; artan gecirgenlik, timor bolgesinin vaskiiler
gecirgenliginin yiiksek olmasindan, artan tutunma ise timorlii bolgede lenfatik drenajin
eksikliginden veya fonksiyon gostermemesinden kaynaklanir [139]. Belirli kosullar altinda
(timor bolgesi i¢in inflamasyon/hipoksi durumu) kan damarlar1 endotelinin saglikli duruma
gore daha gecirgen hale geldigi bilinmektedir. Hipoksi durumunda, hizla biliyiiyen timor
mevcut damarlar1 igine alarak yeni damarlanmalar olusturur. Bu yeni olusan sizinti
damarlanmalar (leaky vessels) 40 kDa’dan biiyiik molekiillerin/nanosistemlerin timor
stromalarina niifuz etmelerini saglar. Ayrica, timor dokusunun normal lenfatik drenajin
olmamas1 nanopartikiillerin timorlii bolgede tutunmasina katkida bulunmaktadir [140]

(Sekil 2.17).
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Sekil 2.17. Timor bolgesine EPR etkisi ile pasif ve aktif hedeflendirme ([141]'den
uyarlanmistir)

Aktif hedeflendirmede, etken madde/nanosistemlerin istenilen bdlgeye secici olarak
hedeflendirilmesi saglanir ve boylece saglikli dokularda birikmesi 6nlenmis olur. Bu sayede,
gelistirilen 1ilag tastyici sistemlerin terapotik etkinligi artirilarak  yan etkilerinin
sinirlandirilmast amaglanmaktadir. Aktif hedeflendirme, hedef hiicreye iletilen ilag
miktarini, serbest ilag ve pasif hedefleme uygulamalarina goére Onemli derecede
arttirabilmektedir [141] (Sekil 2.17). Kemoterapdtik ilaglarin, saglikli dokular iizerinde
bilinen olumsuz etkileri nedeniyle, tiimor bolgesine ulasan ila¢ miktarint maksimum diizeye
ctkarmak ve hedef disi ilag maruziyetini sinirlamak onemlidir. Ila¢ hedeflendirme
sistemlerinde peptitler, aptamerler ve diger kiiciik molekiiller ilag¢larin ve/veya manyetik
nanopartikiillerin kan beyin bariyeri gecisini kolaylastirmak ve kullanilan nanopartikiilleri

istenen dokuya hedeflendirmek i¢in kullanilmaktadir [137, 142].

Ilag hedeflendirme sistemleri arasinda, hiicre yiizeylerindeki reseptdrlere baglanabilen
proteinlerin sadece hiicre reseptorii-protein etkilesimini saglayan kiiciik peptit sekanslarinin
kullanimi, maliyet, sentez kolaylig1 ve kolay bir kimya ile fonksiyonellestirme gibi ¢ok
onemli avantajlar saglamaktadir. Bu amagla, fibronektinin hiicre yapisma sekansi olan

arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) ve/veya arjinin-glisin-aspartik asit-serin (RGDS) sekans1
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gibi ¢ok farkli proteinlerden belirlenmis peptitler, ilag tasiyici sistemi olarak gelistirilen
nanopartikiillerin yiizeyine immobilize edilerek, bu nanopartikiillerin KBB’yi agmalarin
kolaylastirmaktadir [ 143, 144]. Peptitlerin nanopartikiillerin yiizeyine immobilizasyonunda
cesitli fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Zay1f ikincil kuvvetlerin kullanildig:
immobilizasyon stratejilerinde, nanopartikiilleri olusturan molekiillerle peptitler arasinda
kuvvetli bir bag gerceklesmez ve bu peptitler in vitro/in vivo kosullarda zamanla partikiil
ylizeyinden kopar ve etkinligini kaybeder. Bu nedenlerle, peptitlerin yilizeyindeki
etkinliklerinin uzun siire saglanmasi i¢in kovalent immbolizasyon yontemleri nanopartikiil

hedefleme sistemlerinde daha ¢ok tercih edilmektedir.

Danhier ve ark, glisin-arjinin-glisin-aspartik asit-serin (GRGDS) peptidini 151k ile aktive
edilmis PCL-PEG polimerine kovalent olarak baglamis ve bu polimerlerle RGD’yi PLGA
nanopartikiillerin yiizeyine kovalent olarak immobilize etmislerdir. Elde edilen RGD bagh
PLGA nanopartikiillerin RGD igermeyen nanopartikiillere gére endotel hiicrelerle daha fazla
etkilesime girdikleri gosterilmistir [145]. Chen ve ark, ise RGD peptidini altin
nanopartikiillerin yiizeyine EDC/NHS kimyas1 ile kovalent olarak baglamis ve RGD
glioblastoma hiicrelerine saglikli hiicrelere gore daha yiiksek afinite gosterdigi ic¢in
hedefleme ajan1 olarak kullanilmistir. Bu ¢alismalar kovalent immobilizasyonun daha etkin
oldugunu gostermekle birlikte RGD’nin gerek KBB’yi asabilme gerekse hedefleme ajani
olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir [146].

2.6. Hipertermi

Bu boliimde oOncelikle hiperterminin molekiiler diizeydeki etkileri, daha sonra kanser
tedavisinde hipertermi, manyetik nano hipertermi ve son olarak hipertermi maruziyet

sistemleri anlatilmistir.

Tibbi bir terim olarak ‘hipertermi’ kavrami, bir¢ok hastaligin belirteclerinden (hastalik
gostergesi) biri olan insan viicudundaki sicaklik artisini (ates) ifade eder. Ancak, ka