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YAYIMLAMA VE FiIKRIi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basil
(kagit) ve elektronik formatta argivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullamim haklari digindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bélimiiniin gelecekteki galigmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin almarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmas:,
Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iligkin Yénerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Agik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erigime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. ("

o Enstitii / Fakilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. )
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“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina [liskin Yonerge
(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmast veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez dantgmaninin Gnerisi ve enstitii anabilim dalimn uygun gériigii lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki
wil siire ile tezin erigime agilmasimn ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullamldigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmanug ve internetten paylagilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olugturabilecek
bilgi ve bulgular: igeren tezler hakkinda tez damsmaninin Gnerisi ve enstitii anabilim dalintn uygun gériigii iizerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile altt ayr aymamak iizere tezin erigime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7 1 Ulusal ¢tkarlart veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat. savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iligkin lisansiistii tezlerle tlgili gizlilik karar, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluglarla
yapian igbirligi protokolii cergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karar ise, ilgili kurum ve
kurulugun onerisi ile enstitii veyu fakiiltenin uygun goriigii iizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karart verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: cerevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararimn kaldirtlmasi halinde Tez Qtomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damigmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan
karar verilir.
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TESEKKUR

Doktora ¢alismalarim boyunca bana her asamada destek olan, bilimsel bilgisi
Ve tecriibelerini benimle paylasan, sonsuz sabri ve sevgisi ile bana ¢alismalarimda ve
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tesekkiirlerimi sunarim. Degerli hocam Sn. Prof. Dr. Selma Sahin’e c¢alismalarim
boyunca destegini hissettirdigi i¢in tesekkiir ederim. Tez ¢alismalarimda kullandigim
polimerlerin sentezi ve karakterizasyonunu gergeklestiren TUBITAK MAM ekibi Sn.
Dr. Ozgiir Yilmaz, Sevgi Giilyiiz ve Umut Ugur Ozkdse’ye tesekkiir ederim. Tez
¢aligmalarimda kullandigim hedefleyici peptit ile ilgili 6n ¢alismalar yapan Yeditepe
Universitesi  Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii’nden Sn. Prof. Dr.
Dilek TELCI’ye ve &grencilerine tesekkiirlerimi sunarim. Tezimde floresan
spektroskopisi ¢aligmalari i¢in her daim giiler yiizle yardimlarini1 goérdiigiim Dr. Ecz.
Duygu Pasli’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora ¢aligmalarimiz boyunca birlikte ¢alistigim sevgili arkadasim Dr. Bio.
Asli Kara’ya tez ¢aligmalarimiz sirasinda gosterdigi destegi, sabri ve dostlugu igin
tesekkiir ederim. Doktora siirecinde her zaman desteklerini hissettigim Dr. Ogr. Uyesi
Tugba Giilsiin Inal, Dr. Ecz. Selin Seda Timur, Dr. Ecz.Yagmur Akdag Cayli, Dr. Ogr.
Uyesi Kivilerm Oztiirk Atar, Dr. Ecz. Dilara Orgiil, Ecz. Sedenay Akbas, Ecz. Nihan
Izat, Ecz. Ayse Genger’e arkadasliklar igin tesekkiir ederim. Farmasotik Teknoloji
Anabilim Dali’ndaki degerli hocalarima, tiim diger arkadaslarima ve teknisyenimiz
Orhan Celik’e tesekkiirlerimi sunarim. Sevgili arkadasim Sonay Caner’e tez siireci
boyunca verdigi manevi destek ve arkadasligi i¢in tesekkiir ederim.

Tez calismalarimi yiiriitmem icin proje destegi saglayan TUBITAK a (Proje
No:213M728) tesekkiir ederim.

Bu giinlere gelmemde biiyiik emekleri olan, beni her zaman destekleyen ve
cesaretlendiren ve sonsuz sevgilerini her zaman hissettiren anneme, babama ve
kardeslerim Semra ve Nese’ye kalpten tesekkiir ederim.
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OZET

Oztiirk, N., Hedeflendirilmis Antikanser flac Yiiklii Polimerik Nanotasiyicilarin
Formiilasyonlar1 ve Karakterizasyonlari, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Farmasotik Teknoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2019. Kanser
kemoterapisinde kullanilan ilaglarin hastalikli bolge ile saglikli bolge arasinda bir
ayrim gozetmeden dagilimi, sagliklt dokunun da zarar gérmesine neden olmaktadir.
Hedeflendirilmis ilag tasiyict sistemler ile kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin segici
bir sekilde hastaliklt bolgede biriktirilmesi ve bu sekilde saglikli dokularin zarar
gormemesi amaglanmaktadir. Doksorubisin kardiyotoksisite gibi ciddi yan etkileri
olan antikanser bir ilagtir. Bu ¢alismada meme kanseri hiicrelerini hedefleyen peptit-
18 ligand1 konjuge edilmis pH duyarli polimerik misellere doksorubisinin enkapsiile
edilmesi ile pasif ve aktif hedeflendirilmis yeni bir ilag tasiyici sistemin formiilasyonu
ve karakterizasyonunun yapilmast amaclanmistir. “GoOriinmezlik etkisi” ve
biyouyumluluk 6zellikleri nedeniyle, polimerik misellerin formiilasyonunda poli (2-
etil-2-oksazolin), poli (etilen glikol) 'e alternatif olarak kullanilmistir. pH duyarli
gruplar olan poli(2-etil-2-oksazolin) ve katyonik poli(etilenimin) polimerlerini
yapisinda barindiran poli(2-etil-2-oksazolin)-b-poli(e-kaprolakton) ile poli(2-etil-2-
oksazolin)-ko-poli(etilenimin)-b-poli(e-kaprolakton) polimerleri kullanilarak
hazirlanan doksorubisin enkapsiile edilmis miseller, kritik misel konsantrasyonu,
misel biiyiikliigli, zeta potansiyel, enkapsiilasyon etkinligi, in vitro salim, kolloidal
stabilite calismalar1 ile karakterize edilmislerdir. Hazirlanan formiilasyonlar hiicre
kiiltiirtinde 1929 fibroblast hiicreleri ile biyouyumluluk a¢isindan degerlendirilmis,
MCF-7 ve SKBR-3 meme kanseri hiicreleri ile antikanser etkinlikleri acgisindan
degerlendirilmislerdir. Bu c¢alismada hazirlanan polimerik miseller yiiksek miktarda
doksorubisini enkapsiile edebilen, notral kosullarda (pH 7,4, kan dolasimi) kararl
iken, asidik kosullarda (tiimér dokusu ve hiicreleri) daha yiiksek doksorubisin salimi
saglayan, MCF-7 ve SKBR-3 meme kanseri hiicreleri lizerinde antikanser etkisi
gosterilmis, pasif ve aktif hedeflendirilmis formiilasyonlardir. Elde edilen sonuglar,
daha etkin bir kanser tedavisinde kullanilma potansiyeli olan, yeni bir ilag tasiyici
sistemin gelistirildigini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Polimerik miseller, doksorubisin, hedeflendirilmis sistemler,
poli(2-etil-2-oksazolin), hiicre kiiltiirii

Bu calisma TUBITAK 1003 (Proje numarasi:213M728) kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Oztiirk N., Formulation and Characterization of Anticancer Drug Loaded
Targeted Polymeric Nanocarriers, Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences Doctor of Philosophy Thesis in Pharmaceutical Technology,
Ankara, 2019. The distribution of the drugs used in cancer chemotherapy without
distinction between the diseased area and the healthy area causes damage to healthy
tissue. By using targeted drug delivery systems it is intended to selectively accumulate
cancer chemotherapy drugs at the diseased site, thus preventing healthy tissue
damaging. Doxorubicin is an anticancer drug with serious side effects such as
cardiotoxicity. In this study it was aimed to formulate and characterize a passive and
active targeted drug delivery system by encapsulating doxorubicin to pH-sensitive
polymeric micelles and by conjugating these micelles to peptide-18 which targets
breast cancer cells. Due to its “stealth effect” and biocompatibility properties, poly(2-
ethyl-2-oxazoline) was used as an alternative to poly(ethylene glycol) in the
formulation of polymeric micelles. pH-sensitive poly(2-ethyl-2-oxazoline) and
cationic poly(ethylenimine) containing block copolymers poly(2-ethyl-2-oxazoline)—
b-poly(e-caprolactone) and poly(2-ethyl-2-oxazoline)-co-poly(ethyleneimine)-b-
poly(e-caprolactone) were used for the preparation of doxorubicin loaded micelles. In
vitro characterization studies such as micelle size, zeta potential, encapsulation
efficiency, in vitro pH sensitive release studies and colloidal stability studies were
performed for these formulations. Prepared formulations were evaluated in terms of
biocompatibility with L929 fibroblast cells in cell culture and evaluated for their
anticancer activity with MCF-7 and SKBR-3 breast cancer cells. Polymeric micelles
prepared in this study are passive and active targeted formulations. They are able to
encapsulate a large amount of doxorubicin, and are stable in neutral conditions (pH
7.4, blood circulation), while providing higher doxorubicin release in acidic conditions
(tumor tissue and cells) and their anticancer effect is shown on MCF-7 and SKBR-3
breast cancer cells. The results showed that a new drug delivery system was developed
which has the potential to be used for a more effective cancer treatment.

Key words: Polymeric micelles, doxorubicine, targeted systems, poly (2-ethyl-2)
oxazoline), cell culture

This study was supported by grant 213M728 from TUBITAK.
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1. GIRIS

Kanser tim diinyada onde gelen Olim sebeplerinden biridir. Kanser
tedavisinde kullanilan yontemler genel olarak cerrahi miidahale, radyoterapi ve
kemoterapi olarak siniflandirilabilir. Bu {i¢ yontem kadar genis 6l¢iide olmasa da
hormonal tedaviler, kok hiicre nakli, immiinoterapi ve hedefe yonelik tedaviler (kiigiik
molekiiller ve monoklonal antikorlar) de kanser tedavisinde kullanilmaktadir (1, 2).
Kemoterapi ve radyoterapi ile amaglanan, saglikli hiicrelere gore ¢ok daha hizli
bliylimeleri nedeniyle ilaglara ve radyasyona karsi daha duyarli olan timor
hiicrelerinin 6ldiiriilmesidir. Etkili bir tedavi i¢in, tedavi yonteminin kanser hiicrelerini
hedefleyip o6ldiirmesi ve miimkiin oldugunca az saglikli hiicreyi etkilemesi
gerekmektedir (3).

Kanser kemoterapisinde kullanilan konvansiyonel ilaglarin, saglikli dokularda
toksisite gostermeleri, diisiik stabiliteye sahip olmalar1 ve ilag direnci gelismesi gibi
kullanimlarint sinirlayici  6zelliklere sahip olmalart yeni tedavi yoOntemlerinin
arastirilmasin1 - gerekli kilmaktadir. Nanometre boyutlu ilag tasiyict sistemler
(nanotastyicilar) kullanilarak pasif ve aktif hedeflendirme yoluyla kematerapdtik
ilaclarin  tiimor bolgesinde birikmesi saglanip, saglikli dokulardaki miktart
azaltilabilir. Tlaclar bu sistemlere yiiklenerek degredasyondan korunabilir ve
stabiliteleri arttirilabilir. ila¢ tastyici sistem igine yiiklenmis etkin maddenin, hiicre
igine alimi degistirilerek tiimor hiicrelerinde etkin maddeye karsi gelisen direng
asilabilir.

Polimerik miseller hidrofobik cekirdek ve hidrofilik kabuk yapisina sahip
nanometre boyutlu (genelikle <100 nm) ilag tasiyici sistemlerdir. Polimerik misellerin
dogasindan kaynakli bu hidrofobik ¢ekirdek yapisi, 6zellikle suda ¢oziintirligi diistik
etkin maddelerin, misellere hapsedilmesi ve ¢oziiniirliiklerinin saglanmasi agisindan
faydalidir. Polimerik miseller etkin maddeleri dis ortamdan koruyarak serbest etkin
maddeye gore daha iyi bir stabilite saglar ve etki bolgesine varmadan etkin maddenin
biyolojik ortamla zamansiz etkilesimini onlerler. Pasif hedeflendirmenin temelini
olusturan, artmis gecis ve tutulma etkisi (EPR), tiimor bolgesindeki kan damarlarinin
belirli boyuttaki makromolekiillere veya partikiillere kars1 gegirgen olmasi ve bu

bolgeden lenfatik drenajin yetersiz olmasi ile tanimlanir. EPR etkisi ile etkin madde



yiikli polimerik miseller tiimor dokularinda birikip, sagliklt dokuya dagilmazlar ve
boylece sistemik toksik etkileri azaltilarak, daha etkili bir tedavi saglayabilirler.
Polimerik misellerin EPR etkisi ile timor dokusunda birikebilmesi igin kii¢iik partikiil
blyiikliigline (<200nm) sahip olmasi ve kan dolasiminda kalig siliresinin uzatilmis
olmasi gerekmektedir. Kanda kalis siiresinin uzatilmasi i¢in misellerin
retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan taninmamasi, tutulmamasi ve glomeriiler
filtrasyonla atilmamasi gerekmektedir. Polimerik misel biiyiikliigiiniin 6 nm’den
bliyiik olmasi ve suda ¢Ozilinen polimerler i¢in, glomeriiler filtrasyonu sinirlayan
molekiil agirhigr esigi 45 kDa’dan daha biiylik molekiil agirligina sahip polimerler ile
misel hazirlanmasi, glomeriiler filtrasyon ile atilimi azaltmayi veya Onlemeyi
saglayabilir (4, 5). Polietilen glikol (PEG) gibi hidrofilik polimerlerin, miselleri
olusturan amfifilik polimerlerin yapisinda yer almasi ve misel biyiikliginiin 200
nm’den kii¢lik olmasi RES tarafindan taninmayi1 6nleyebilir.

PEG, RES tarafindan taninmayi1 6nlemek amaciyla pek ¢ok nanotasiyicida
kullanilmistir ve polimerik misellerde de siklikla hidrofilik blok olarak kullanilmistir.
Ilag tasiyict sistemlere “gdriinmezlik” saglayan PEG, her ne kadar bu alanda altin
standart olsa da baz1 ¢alismalarda bildirilen; biyobozunur olmamasi nedeniyle vuciitta
birikmesi, bobrek atilim smirmin belirsiz olmasi, tekrarlanan enjeksiyonlardan sonra
immiin yanit ve hizlandirilmis kan klerensinin (ABC, accelerated blood clearance)
goriilmesi gibi sinirlamalara sahiptir (6, 7). PEG’e alternatif olarak son yillarda poli(2-
oksazolin) (POXx) tiirevi polimerlerin biyomedikal alanda kullanim1 arastirilmaktadir.
Yapilan ¢aligmalar POX tiirevi polimerlerin fizikokimyasal 6zellikler, farmakokinetik
ozellikler ve in vitro sitotoksisite agisindan PEG ile karsilastirlabilir 6zelliklere sahip
oldugunu gostermistir (8).

Kanserli dokuya ilag tasinmasini daha etkili kilmak i¢in diger bir yontem aktif
hedeflendirmedir. Bu hedeflendirmenin amaci, hedef bolgeye ulasildiginda sadece
tiimor hiicreleri ile ilag tasiyici sistemin etkilesime girmesini saglamaktir. Bu amagla
monoklonal antikorlar ve peptitler gibi hiicreyi taniyan ligandlar kullanilabilir. Bu
ligandlar ilag tasiyici sistemlerde kullanildiklarinda hedef hiicrelere etkin madde
taginmasi saglanir ve saglikli dokularda etkin madde birikimi azaltilabilir.

Uyaran duyarh ilag tasiyict sistemler kullanilarak, belirli uyarici kosullar

saglandiginda etkin madde saliminin gergeklesmesi daha etkili bir tedavi igin



arastirilan yaklagimlardan biridir. Redoks, pH, sicaklik gibi uyaranlara duyarli ilag
tasiyici sistemler tasarlanarak hedef bolgede ve/veya hedef hiicre iginde etkin madde
salimi amaglanmaktadir. Tiimor dokularinda artmis aerobik glikoliz sonucu ¢ogu
timoriin mikrogevresi asidiktir ve endozomlarda ve lizozomlarda daha asidik bir pH
mevcuttur. Buna karsin kanda ve normal dokularda pH degeri 7,4 tiir. Bu pH farkindan
yararlanilarak kanser tedavisi i¢in, notral kosullarda dayanikli ve hafif asidik kosullara
duyarl ilag tastyici sistemler tasarlanmaktadirlar.

Bu tez ¢alismasinda nétral kosullarda (kan dolasimi) dayanikli iken, asidik
kosullarda daha fazla salim yapan ve boylece hedef tiimdr dokusu ve hiicrelerinde
etkin maddenin salimini saglayan, pasif hedeflendirilmis ve ayni1 zamanda tasiyici
sisteme hedef doku hiicrelerini taniyan peptit baglanarak aktif hedeflendirilmis, yeni
ilag tastyici sistemlerin gelistirilmesi ile daha etkin bir kanser tedavisi saglanabilecegi
hipotezi 6ne siiriilmistiir.

Tez calismasinda bu hipotezin dogrulugunu arastirmak iizere TUBITAK MAM
Malzeme Enstitiisiinde sentezlenen poli(2-etil-2-oksazolin)-b-poli(e-kaprolakton)
(PEtOx-b-PCL),  poli(2-etil-2-oksazolin)-ko-poli(etilenimin)-b-poli(e-kaprolakton)
(PEtOx-ko-PEI-b-PCL) kopolimerleri kullanilarak doksorubisin yiiklii polimerik
misel formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve belirlenen en uygun formiilasyonun peptit-
18 baglanarak aktif hedeflendirilmesi amaclanmistir. Hazirlanan  misel
formiilasyonlari lizerinde partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyel, ilag yiikleme kapasitesi,
in vitro salim, in vitro hiicre kiiltiirii caligmalar1 yapilarak formiilasyonlarin etkinligi

degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser anormal hiicrelerin normal smirlarinin Gtesinde biiyiimesi ve
sonrasinda viicuttaki bitisik kisimlar1 istila edebilmesi ve/veya diger organlara
yayilabilmesi ile karakterize edilen genis bir hastalik grubu i¢in kullanilan genel bir
terimdir (9). Tiitiin kullanimi, karsinojenik enfeksiyonlar, diigiik sebze ve meyve alimi,
alkol kullanimu, fiziksel inaktivite, obezite, hava kirliligi ve ev i¢i duman maruziyeti
tim kanserler i¢in ana risk faktorleri olarak ozetlenebilir. Bunlara ek olarak genetik
yatkinlik, bagisikligin baskilanmasi, pestisitler, hormonlar, radyasyon ve ilaclar diger
risk faktorleri arasinda sayilabilir (10).

Var olan kanser yiikiiniin, niifusun artmasi, yaslanmasi ve kanser riskini
arttiran yasam bigimlerini benimsemesi nedeniyle hizla artmasi beklenmektedir (11).
2012 yilinda diinya ¢apinda tahmini 14,1 milyon yeni kanser vakasi ve 8,2 milyon
kanser 6liimii meydana gelmistir (12). 2015 yilinda ise diinya ¢apinda kansere bagli
8,8 milyon 6liim gergeklestigi ve kanserin 6nde gelen 6liim sebepleri siralamasinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada oldugu bildirilmistir (13).

Meme kanseri diinya genelinde kadinlar arasinda, en sik rastlanan kanser ve
kadinlarda kansere bagli dlimlerin 6nde gelen nedenidir. Meme kanserinin 2015
yilinda 534 bin 6liime neden oldugu bildirilmistir (13). Meme kanseri igin risk
faktorleri i¢ ve dis kaynakli olarak gruplandirilabilir. Yas, cinsiyet, irk, benign veya
malign lezyonlarin ailesel olusumuna genetik yatkinlik gibi faktorler i¢ faktorleri
olusturmakta, dis faktorleri ise yasam tarzi, diyet ve uzun stireli tibbi miidahaleler (oral
kontraseptif kullanim1 veya hormon replasman tedavisi gibi) ile sekillenmis faktorler
olusturmaktadir (14).

Meme kanserine tedavi yaklasimi genel olarak bolgesel ve sistemik olarak
hastaligin tedavi edilmesidir. Bolgesel tedavide cerrahi ve radyasyon tedavisi ya da
ikisi birden kullanilir. Sistemik tedavide ise kemoterapi, hormonal tedavi, biyolojik
tedavi ya da bunlarin kombinasyonlari kullanilir (15).

Geleneksel kemoterapide antikanser ilaglar timor dokusuna segici olarak
verilememektedir. Normal dokularin antikanser ilaglara yiiksek oranda maruziyeti doz

sinirlayict toksisite ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle etkin bir tedavi saglanmasi i¢in



hedeflendirilmis tedavilerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (16). Hedeflendirilmis
tedavi antikanser etkin maddenin nanosistem ile verilerek pasif hedeflendirilmesi ile
ya da kanser hiicresi membraninda asir1 eksprese edilen reseptér ve tasiyicilara
baglanacak bir ligand kullanilarak bu sistem ya da dogrudan etkin maddenin aktif
hedeflendirilmesi ile saglanabilir (17).

Kanser tedavisinde kullanilmak {izere Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi’nden
(FDA) onay almis ve anti-kanser etkin maddeleri iceren nanotasiyicilar mevcuttur.
Doksorubisin, daunorubisin, sitarabin, vinkristin, irinotekan iceren lipozomlar ile
serbest ilacin sistemik toksisitesinin azaltilmasi ve tiimor bolgesine ilacin taginmasinin
iyilestirilmesi saglanabilmistir. Meme kanseri tedavisinde kullanilmak {izere onay1
bulunan albiimin bagl paklitaksel nanopartikiilleri ile de serbest ilaca gore daha iyi

¢ozliniirliik ve timor bolgesine arttirilmis ilag birikimi saglanabilmistir (18).
2.2.  Doksorubisin

Doksorubisin ilk kez Streptomyces peucetius var. caesius kiiltiiriinden izole
edilmis antrasiklin tiirevi bir antibiyotik olup, meme kanseri, yumurtalik kanseri ve
Kaposi sarkomu gibi ¢esitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilmaktadir (19, 20).
Doksorubisin suda kolayca c¢oziinen hidrokloriir tuzu seklinde bulunmaktadir.
Doksorubisin hidrokloriir suda ve metanolde kolayca ¢oziiniir ve organik nonpolar
¢oziiciilerde gii¢ coziinlir ya da pratik olarak ¢oziinmez. Doksorubisin hidrokloriiriin
yapist Sekil 2.1.de verilmistir. Molekiil formiilii C27H2001:1N.HCI ve molekiil agirligi
579,98 g/mol’diir ve erime derecesi 205 °C’dir. 22 °C’de kat1 kristalize haldeyken 5
yil, distile sudaki ¢ozeltisi ise 1 ay dayaniklidir (21).

Sekil 2.1. Doksorubisin Hidrokloriir’iin yapisi (21).



Doksorubisinin %S5 civarindaki emilim diizeyi oral olarak verilmesini engeller.
Doksorubisin intravenéz olarak uygulandiginda dagilim yarilanma omri 5-10
dakikadan az ve terminal faz eliminasyon yarilanma omrii 3048 saattir. Plazma
proteinlerine %50-85 oraninda baglanir, karaciger ve diger dokularda metabolize olur
ve ana eliminasyon yolu olan safra ile verilen dozun yaklagik %25-45°1 atilir.
Doksorubisinin hiicre igine alimi pH ve sicakliga bagimli olup hizli bir difiizyon siireci
ile ve tastyici kolaylastirilmis alim ile ger¢eklesmektedir (22).

Doksorubisin antineoplastik etkisini, DNA ¢ift sarmalinin baz ¢iftlerine
interkale olup ve topoizomeraz | ve Il enzimlerini inhibe edip, DNA biyosentezini
onleyerek gosterir (23, 24). Doksorubisinin topoizomeraz | ve 1l enzimleri gibi birden
cok molekiiler hedefe baglanarak antiproliferasyon ile birlikte bir dizi sitotoksik etki
olusturur ve sonucta DNA hasar1 olusur. DNA kiriklarini tamir etme girisimi basarisiz
oldugunda ve hiicre biiyiimesi G1 ve G fazlarinda inhibe edildiginde apoptoz yolagi
tetiklenir. Doksorubisin DNA’ya interkale oldugu bilinmektedir ve DNA ve RNA
polimerazin inhibisyonu ile DNA replikasyonu ve RNA transkripsiyonunu tamamen
durdurur. Bu siire¢, doksorubisin sitoplazmanin proteazomuna baglanmaya yonelik
yiiksek afinitesini kullanarak difiizyon yoluyla hiicreye girdiginde ortaya c¢ikar.
Doksorubisin, proteazomun 20S alt birimine baglandiginda bir doksorubisin
proteazom kompleksi olusur ve burada niikleer gozenek kompleksleri i¢inden
cekirdege translokasyon yapilir. Doksorubisinin, baglandigi proteazoma gore niikleer
DNA'ya kars1 daha yiiksek bir afiniteye sahip olmasi, proteazomdan ayirilip DNA'ya
baglanmasina izin verir (25). Diger doksorubisin etkileri arasinda daha fazla DNA
hasarina neden olan serbest radikal olusumu, makromolekiil iiretiminin inhibisyonu,
DNA gevsemesi/ayrilmasi ve alkilasyondaki artis sayilabilir (26, 27). Doksorubisinin
sadece niikleer DNA degil mitokondri DNA’sina da interkale olabildigi bildirilmistir
(28).

Oldukga etkili bir anti-kanser ilag olmasina ragmen, doksorubisin kanser
hiicrelerine Kars1 segici degildir dolayisiyla saglikli dokulardaki toksisitesi kullanimini
siirlamaktadir. Doksorubisinin toksik etkileri kalp, beyin, karaciger, bobreklerde
goriilmektedir ve toksik etkilerin sonug¢larinin ortaya ¢ikmasi yillar siirebilir (29).
Kardiyotoksisite en belirgin yan etki olup akut veya kronik olarak goriilebilir ve

Oonemli bir doz sinirlayici faktordiir. Doksorubisinin yan etkilerini azaltmak i¢in ¢esitli



yaklagimlar benimsenmistir. Bunlardan biri bolus verilis yerine uzun siireli infiizyon
planlart uygulamak ve aymi anda kardiyoprotektif bir ajan olan deksrazoksanin
verilmesidir. Diger bir yontem ise antrasiklin analoglarinin ve yeni ilag tasiyici
sistemlerin kullanilmasidir (30, 31).
Doksorubisinin nanotasiyicilar igerisine yiiklenerek viicuda verilmesi, doksorubisinin
farmakolojik dagilimimi degistirerek, timor bolgesinde birikmesini arttirirken diger
dokulardaki miktarin1 azaltarak yan etkilerin azaltilmasini saglamaktadir. Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde meme ve yumurtalik kanseri gibi ¢esitli kanser tipleri
icin kullanim onay1 bulunan doksorubisin lipozom formiilasyonlarinin, serbest etkin
maddeye gore kan dolagiminda kalig siirelerinin uzun olmasi ve diisiik bir dagilim
hacmi gostermeleri, timor bolgesinde ilag birikiminin artmasini saglamaktadir (32).
Lipozom formiilasyonlarinin konvansiyonel doksorubisine gore, doksorubisinin klinik
kullanim1 6nemli Olgiide sinirlayan kardiyotoksisite riskini, Onerilen yasam boyu
kiimiilatif konvansiyonel dozu asan dozlarda bile azalttig1 bildirilmistir (33).
Doksorubusinin kanser tedavisinde daha etkili ve yan etkileri azaltilmis bir
sekilde kullanilmasi i¢in ilag tasiyict sistemlerin kullanilmasi, klinikte de kendine yer
bulmus gelecek vaad eden bir yontemdir. Polimerik nanopartikiiller (34), kat1 lipit
nanopartikiiller (35), nanoemiilsiyonlar (36), altin nanopartikiiller (37), nanotiipler
(38), polimerik miseller (39) gibi sistemler doksorubisinin taginmasi igin arastirilan
cesitli sistemlere 6rnek olarak verilebilir. Doksorubisin enkapsiile edilmis polimerik
miseller kullanilarak doksorubisinin farmakokinetik profili degistirilebilir, yan etkileri

azaltilip, tiimor bolgesinde birikimi artmis daha etkili sistemler tasarlanabilir.
2.3.  Nanoteknoloji ve Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanoteknoloji maddenin atomik ve molekiiler seviyede kontroli, {iretimi ve
mihendisligi olarak tanimlanmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
Nanoteknoloji Girigsimi’nin tanimina gore nanoteknoloji 1-100 nm aras1 boyutlarda
maddenin kontroliinii ifade eder (40, 41). Bu boyut kisitlamasina ragmen birkag yiiz
nanometreye kadar olan yapilar da yaygin olarak nanoteknoloji ile ifade edilir (41).
Nanoteknonojinin bir alt dali olarak nanotip ise 2004 yilinda Avrupa Bilim Vakfi

tarafindan, hastaligin onlenmesi, teshisi ve tedavisi i¢in ve hastaligin altta yatan



karmagik patofizyolojisini daha iyi anlamak icin nanometre boyutlu araglar
kullanilmas olarak tanimlanmigtir (42).

Nanoteknoloji  kullanilarak, suda ¢oziintrligi disik ilaglarin  viicuda
veriliginin  iyilestirilmesi, ilaglarin hiicre veya dokuya 0zel bir sekilde
hedeflendirilmesi, sik1 epitelyal ve endotelyal bariyerler arasindan ilaglarin transitozu,
bliylik makromolekiil ilaglarin hiicre i¢i etki alanlarma iletilmesi, kombinasyon
tedavisi i¢in iki veya daha fazla ekin maddenin veya terapétik ajanin birlikte verilmesi,
terapotik ajanlarin goriintiileme ajanlar1 ile birlikte verilerek ilag verilen yerlerinin
goriintiilenmesi miimkiin olabilir (41).

Nanoteknoloji  temelli ilag tasiyict  sistemler arasinda lipozomlar,
nanopartikiiller, nanokapsiiller, DNA-ila¢ kompleksleri, polimer-ilag konjugatlari,
antikor-ilag konjugatlari, alblimin-ilag konjugatlari, polimerik miseller sayilabilir (43).

Timoér dokusu ve/veya hiicrelerini hedefleyen kemoterapoétiklerin
gelistirilmesi ile kanser tedavisinde nanoteknoloji temelli yaklagimlarin donemi
baslamistir. Pasif hedeflendirmede, kat1 tiimorlerde goriilen EPR etkisi ile
nanotasiyicilarin  timor  bolgesinde  birikmesinden  faydalanilmistir.  Pasif
hedeflendirmeyi stratejik olarak temel alan ilk iiriinler (lipozomlar ve polimer-protein

konjugatlar1) 1990’11 yillarin ortalarinda pazara sunulmuslardir (44).
2.4.  Polimerik Miseller

Polimerik miseller hidrofilik ile hidrofobik béliimleri arasinda biiyiik bir
coziinlirliik farkina sahip olan amfifilik ozellikteki blok kopolimerlerin sulu bir
ortamda bir araya gelmeleri ile olusurlar. Miseller, hidrofobik boliimlerin sulu
ortamdan ayrilip bir araya gelmesi ile olusan i¢ ¢ekirdek kisim ile bunu g¢evreleyen
hidrofilik kisimlarin (kabuk) olusturdugu benzersiz bir ¢ekirdek-kabuk yapisina (Sekil
2.2.) sahiptirler (45). Oldukga dar bir biiyiikliikk dagilimina sahip misellerin, in vitro ve
in vivo yiiksek stabiliteleri, iyi biyouyumluluk gostermeleri, yiiksek etkin madde
yiikkleme kapasitesine sahip ¢ekirdekleri, suda diisiik ¢ozinirliige sahip etkin
maddeleri ¢o6ziindiirmek ic¢in kullanilabilmeleri ve viicuttaki benzersiz dagilim
ozellikleri, ilag tasiyict sistemler olarak ilgi ¢ekmelerinin ana sebeplerindendir (45,

46).
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Sekil 2.2. Misellerin ¢ekirdek-kabuk yapist.

Polimerik misellerin ilag tasiyici sistem olarak kullanilmalart 1980°lerin
sonlarinda ve 1990’larin baslarinda Japonya’ da Yokoyoma, Okano ve Kataoka (47)
tarafindan tasarlanan misel tasiyici sistem ve yaklasik olarak ayni zaman diliminde
Kabanov ve arkadaslar1 (48) tarafindan tasarlanan Pluronic® miseller ile yapilan
caligmalarla baslamigtir. Kataoka ve arkadaslarinin hidrofobik bir amino asit bloguna
PEG blogunu baglayarak sentezledikleri blok kopolimerler ¢ok diisiik bir kritik misel
konsantrasyonu (CMC) ile misel olusturmus ve bu misellere doksorubisin gibi
hidrofobik bir molekiilii fiziksel olarak hapsederek ya da aminoasit bloguna konjuge
ederek yiiklemeyi basarmiglardir (47, 49, 50). Kabanov ve ark. (48) ise
poli(oksietilen)-poli(oksipropilen) (Pluronic) blok kopolimerininin olusturdugu
misellere etkin madde yiikleyerek, bu miselleri tasiyici sistem olarak kullanmiglardir.
Gelistirilen bu sistemlerle hazirlanan farkli formiilasyonlar klinik ¢calismalarda faz 2

ve faz 3 agamasina gelmistir (51-54)
2.5.  Polimerik Misellerin Bilesimi ve Yapisi

Genel olarak blok kopolimerlerin, segici bir ¢6ziiclide, kapali bir araya
gelme/birlesme siireci sonucunda miselleri olusturdugu varsayilabilir. Bu durum
belirli bir kritik misel konsantrasyonu ile tanimlanir ve bu konsantrasyon altinda

¢ozeltide sadece molekiiler olarak ¢oziinmiis kopolimer, tinimerler halinde bulunur.
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Kritik misel konsantrasyonu iizerinde miseller tinimerler ile denge halindedir (55).
Sabit bir polimer konsantrasyonunda, sicakligin kritik misel sicakligi olarak
adlandirilan sicakligin iistiinde veya altinda olacak sekilde degistirilmesi ile de misel
olusumu gergeklesir (56).

Farkli misel morfolojilerinin olusumu iki blok arasindaki yiizeylerarasi enerji
ile zincir gerilmesine baghdir. Misel olusumu gerceklesirken (mikrofaz ayrismasi),
toplam yiizeyler arasi enejiyi diisiirmek i¢in, iki blok birbirinden yiizeyler arasi1 alani
azaltacak sekilde ayrilir. Faz ayrimi, tercih edilen sarilmis polimer zincir
konformasyonundan uzaga dogru zincir gerilmesini indiikler (57). Diblok
kopolimerlerde genel olarak, hidrofilik kisim, hidrofobik bloktan daha uzun
oldugunda, ortaya ¢ikan misellerin sekli kiireseldir. Tersine, hidrofobik blogun
uzunlugunun, hidrofilik zincirlerinkinden daha fazla olmasi, cubuklar ve lameller de
dahil olmak iizere gesitli kiiresel olmayan yapilar olusturabilir (58, 59).

Polimerik miselleri olusturan blok kopolimerler, iki veya daha fazla monomer
tirti tarafindan olusturulan bagl bloklardan (dizilerden) olusurlar ve dogrusal ve/veya
radyal bir diizenlemede olabilirler. En basit durumda, bir AB diblok kopolimeri, ug
uca bagli iki farkli homopolimerden olusur. Bu kavramin genisletilmesi ile ABA veya
BAB tribloklarma ve (AB)n dogrusal coklu bloklar1 elde edilitken, ABC
kopolimerleri, ii¢iincii bir bilesime sahip olan bir polimer dizisinin dahil edilmesiyle
elde edilir. Blok kopolimerlerin radyal diizenlemeleri, en basit durumda yildiz sekilli
yapilardadir, burada n blok kopolimer zincirleri uglarindan biri ile ¢ok iglevli bir kisma
baglanir (55).

Blok kopolimer miselleri cekirdegi olusturan hidrofobik kisimlarin sulu
ortamdan ayrilmasimi saglayan molekiiller arast kuvvetlerin tiirline gore
siiflandirilabilir. Bu siniflandirmaya goére miseller; amfifilik miseller (hidrofobik
etkilesimler tarafindan olusturulan), poliiyon kompleks miselleri (elektrostatik
etkilesimler sonucu olusan) ve metal komplekslesmesinden kaynaklanan miseller
olarak {i¢ ana sinifa ayrilabilir. Amfifilik misellerin olusumu lipofilik blok kopolimer
zincirleri arasindaki non-polar ve hidrofobik etkilesimlere dayanir. Hidrofobik bloklar
sulu ortamdan uzaklasip bir araya geldikg¢e ¢6ziicli molekiillerinin entropisinde
meydana gelen kazanim, es zamanli olarak bu siirecin ilerlemesini saglar (59).

Amfifilik miselleri olusturan polimerler genellikle ester yapida ya da aminoasit yapida
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polimerleri yapilarinda barindirirlar. Poli(laktik asit) (PLA), poli(e-kaprolakton)
(PCL) ve poli(glikolik asit) FDA tarafindan insanlarda biyomedikal uygulamalar i¢in
onaylanmis biyouyumlu, biyolojik olarak pargalanabilen poliesterlerdir (59).
Poli(aspartik asit), poli(glutamik asit), poli(l-lizin) ve poli(histidin) ilag tasiyici
sitemlerde siklikla kullanilan poli(aminoasit)lerdir. Poli(aminoasit)lerin misel
olusturabilmesi i¢in hidrofobik bir polimere baglanmalar1 ya da elektrostatik olarak
notral olmalart gerekmektedir (60). Polieterler misel hazirlamada kullanilan diger bir
polimer grubudur. Farmasotik alanda kullanilan polieter polimerlerine (poli(etilen
glikol)-b-poli(propilen  oksit)-b-  poli(etilen  glikol))  blok  kopolimerleri
(poloksamerler) 6rnek verilebilir. Poliiyon kompleks miseller zit yiiklii poliiyonlarin,
etkilesmesi ile olusur. Zit yiiklere sahip polimerlerin ayrilmasi ve nétralizasyonu ile
meydana gelirler. iki zit yiiklii poliiyonu sentetik blok kopolimerler olusturabilecegi
gibi, birini DNA gibi dogal bir polimer ve digerini pozitif yiikli bir blok kopolimer
olusturabilir (61, 62). Polimer metal kompleksleri ile olusan miseller, polimer ile
metalin sulu ortamda kompleks olusturmasi sonucu olusan misellerdir. Sisplatin ile
poli(etilen glikol)-poli(aspartik asit) blok kopolimerinin sulu ortamda spontane olarak
kompleks olusturmasi ile meydana gelen misellerin dar bir partikiil biytkligi
dagilimma sahip olduklari ve uzatilmig salim gosterdikleri bildirilmistir (63).
Sisplatinin PEG-poli(glutamik asit) blok kopolimeri kompleks olusturmasi sonucu
olusan misellerin, sistemik toksisiteyi azaltabilecegi faz ¢alismalari ile gosterilmistir

ve bu formiilasyon igin faz III ¢caligmalar1 baslamistir (53, 64).
2.6.  Polimerik Misellerin Tipik Ozellikleri
2.6.1. Misel Biiyiikliigii

Genel olarak tasiyict sistem blyiikligliniin 10 ila 200 nm aras1 olmasi
nanotastyiclarin kan dolagiminda uzun siire kalmasi ve EPR etkisinden faydalanilmasi
icin uygun bulunmaktadir (65). Biiyiiklik igin alt sinir bdbreklerden atilim ile
belirlenmistir. Eger nanotasiyicilar glomertiler filtrasyon ile hizli bir sekilde kan
dolasimindan uzaklastirilip atilirsa, tasiyici sistemin hedefleme etkinligi biiyilik oranda
diisecektir. Kuantum noktaciklari ile yapilan ¢alismada bobreklerden filtrasyon ile

tasiyici sistemin atilmamasi igin biiyiikliik alt sinir1 5,5 nm olarak bulunmustur (66).
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Biiyiikliik acisindan goz Oniine alinmasi gereken diger bir faktor vaskiiler
fenestrasyonlardan gerceklesen karaciger filtrasyonudur. Kan dolasimai ile karacigerin
i¢ kismi arasinda gegirgen bir bariyer saglayan ve hepatik siniizoitleri (kapillerler)
kaplayan oldukga 6zellesmis endotelyal hiicreler olan, karaciger sintizoidal endotelyal
hiicrelerinin tipik morfolojik 6zelligi gozenekli bir yapiya sahip olmalaridir (67).
Tiirler arasinda farklilik gostermekle birlikte bu gozeneklerin ¢cap1 50-200 nm arasinda
degismektedir (68, 69). Kan dolasimindaki nanopartikiiller karaciger siniizoidal
fenestrasyonlarinin ¢apindan daha kiigiik boyutta olduklarinda bu gozeneklerden gegip
Disse bosluguna ekstravaze olabilir ve hepatositler ile etkilesebilir (70). 50-200 hm
gozenek capi goz Oniine alindiginda, alt sinir olan 50 nm ‘den biiyiikk partikiiller
tasarlanarak hepatositler ile etkilesim azaltilabilir.

Partikiil biiytikliigiiniin st sinir1 ise dalak filtrasyonu ve tiimor gecirgenligi
gibi iki faktorden etkilenmektedir. Dalakta kan akis1 sirasinda, yasl ve kiiresel kirmizi
kan hicrelerini tutan interendotelyal agikliklar nanopartikiillerin de dalakta
tutulumuna neden olmaktadir. Dalak siniis duvarini kaplayan endotel hiicreleri
arasindaki bu bosluklardan saglikli kan hiicreleri deforme olabildikleri i¢in kolayca
gecebilirken, rijit membranlara sahip sagliksiz kan hiicreleri bu agikliklara takilirlar ve
dalak makrofajlari tarafindan elimine edilirler (71). Bu agikliklarin genisligi siganlarda
0,2-0,5 um (72) araliginda olup insan dalagi i¢in 6l¢iilen genislik 0.25 — 1.2 um (73)
arasindadir. Interendotelyal agikliklarin (200-250 nm) iizerinde {izerinde bir
biiyiikliige sahip rijit nanopartikiillerin dalak tarafindan kolaylikla tutulmasi
miimkiindiir. Moghimi ve arkadaslar1 (74) 230 nm partikiil biyiikligiine sahip
polaksamin 908 kapli polistiren nanopartikiillerinin uygulandiktan birkac saat sonra
dalakta tutuldugunu goOstermiglerdir. Anraku ve arkadaglar1 (75) kolon
adenokarsinomu (C-26) hiicrelerini subkiitan enjekte ettikleri farelerde partikiil
biyiikliikleri 100-300 nm araliginda degisen PEG ile modifiye edilmis
polimerzomlarin kanda kalis siirelerini ve biyodagilimlarini incelemislerdir.
Polimerzomlarin tiimdr ve dalak dokularinda birikiminin nanotasiyicinin biiyiikliigiine
bagli oldugu ve birbirine zit egilimler gosterdigini bulmuslardir, karacigerde ise
incelenen nanotasiyicilar i¢in biiyiikliiklerinden bagimsiz olarak énemli bir birikimin
olmadigini bildirmislerdir. 150 nm’den biiylik polimerzomlarin dalakta birikiminin

yiiksek oldugu belirlenmis olup, 150 nm polimerzomun en uzun kanda kalis siiresine
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sahip oldugu dolayistyla tiimor hedeflendirmesi i¢in kritik biiyiikliigiin 150 nm oldugu
bildirilmistir (75). Dalak siniis acikliginin biiyiikliigi ve yukarida bahsedilen
caligmalar nanotasiyici tasarlanirken partikiil biiyiikliigii tist siniriin 200 nm olarak
belirlenmesi dalak tutulumunu en aza indirmek ya da onlemek igin gerekli oldugunu
ortaya koymaktadir.

Timor dokusunu hedefleyen ilag tasiyict sistemler tasarlanirken EPR etkisi
temel alinmaktadir. EPR etkisinde tiimor dokusundaki kan damarlarinda bulunan
endotelyal agikliklarin normal dokulardakilere gore daha gegirgen olmasi ilag tasiyici
sistemlerin kan dolasimindan tiimor dokusuna ekstravaze olmasini saglamaktadir.
Ancak bu endotelyal ag¢ikliklarin boyutu timorden tiimore farklilik gostermektedir ve
bu da nanotasiyici tasarlanirken g6z Oniine alinmasi gereken bir boyut simir
olmaktadir. Yuan ve arkadaslar1 (76) farelerde dorsal deri-kivrimi odalarinda
olusturduklart insan kolon adenokarsinomu modelinde 100-600 nm biiytikliigiinde
lipozomlar kullanarak tiimorlerin  mikrovaskiiler permeabilitesini belirlemeye
calismislardir. Kullanilan tiimér modelinde damarlarin 400 nm’ye kadar olan
lipozomlara gecirgen oldugunu ve bunun da tiimdér damarlarindaki gézeneklerin
capinin 400 ila 600 nm arasinda olduguna isaret ettigini bildirmislerdir (76). Hobbs ve
arkadaslar1 meme kanseri, kolorektal kanser, sarkoma, glioma ve hepatoma olmak
tizere bes fare ve bir insan tiimdriinii farelerde dorsal deri-kivrimi odalarina implante
ederek olusturduklar1 tiimér modellerinde, transvaskiiler agikliklarin boyutunu
belirlemek igin farkli biyiikliiklerde lipozomlarin ve lateks boncuklarin
ekstravazasyonunu arastirmiglardir. Deri altinda biiyiitiilen timérlerin 200 nm ila 1,2
mm arasinda bir goézenek biiyiikliigii sergilediklerini bildirmislerdir (77). Timor
dokusu kan damarlarindaki gézenek c¢apinin degiskenligi, 200 nm’den daha kiiciik
nanotagtyicilar tasarlanmasinin, timor hedefleme agisindan daha yararli olacagini
ortaya koymaktadir.

Polimerik miseller biytikliik agisindan diger nanotasiyicilara gore bazi
iistlinliiklere sahiptir. Bunlardan birincisi oldukga kiigiik biiytikliiklerde elde
edilebilmeleridir. Cogunlukla miseller 20 nm ila 100 nm arasinda biiyiikliikte elde
edilebilirler. Bu nedenle, polimerik miseller, partikiil biiyiikliklerine goére pasif
hedeflendirme acisindan idealdir (65). Ozellikle lipozom ile karsilastirildiginda

oldukga kiigiik biiyiikliiklerde elde edilebilmeleri miselleri, ilag tasiyici sistem olarak
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daha cazip kilmaktadir. Geleneksel lipozom hazirlama yontemleri lipozom
biiyiikliigiinii azaltmak i¢in sonikasyon ve membran ekstriizyonu gibi islem
basamaklarin1 i¢ermektedir. Sonikasyon yonteminde fosfolipit ve etkin madde
parcalanmasi goriilmesi ve olusan lipozomlarin diisilk miktarda su hapsetmesi bu
yontemin kullanimint smirlamaktadir. Membran ekstriizyonu yonteminde ise elde
edilebilecek en disiik lipozom biiyiikligii kullanilan membranin gézenek ¢apina
baghdir (78). Her ne kadar mikroakiskan teknigi gibi daha giincel yontemler lipozom
hazirlamada kullanilsa da 50 nm altinda lipozomlar hazirlamak oldukga giictiir (65,
79). Polimerik misellerin biyiikliigiiniin tiimor hedeflemeye etkisine iligkin yapilan
bir calismada, kan dolasimindaki davraniglart benzer olan farkli biiyiikliikteki
misellerin timor penetrasyonu arastirilmistir. Bu ¢alismada, ilag tasiyici sistemlerin
derin tiimor dokusuna penetrasyonunu engelleyebilecek yogun bir interstisyel dokuya
sahip pankreas tiimorii modeli kullanilmis ve ancak en kiigiik partikiil biiyiikliigiine
sahip miselin (30 nm) tiimor dokusuna penetre olabildigini ve yiiksek anti-timor
aktivite gosterdigini bildirmislerdir (80).

Polimerik misellerin partikiil biyiikligii agisindan diger bir Ustiinliig,
blytikliglin ¢ogunlukla, blok kopolimerleri olusturan hidrofobik ve hidrofilik
kisimlarin kimyasal yapisi ve bu zincirlerin uzunluklarina bagli olmasidir (81-83).
Partikiil biiyiikliiglinlin hazirlama yonteminden ziyade polimerlerin kimyasal yapisina
bagli olmasi ilag tastyici sistem olarak hazirlanan misellerin boyutlariin kolay ve daha

hassas bir sekilde kontroliinii saglamaktadir (65).
2.6.1. Coziicii Buharlastirma

Bu yontemde su ile karisabilen bir organik ¢oziiciide polimer ve etkin madde
¢Ozlindiriiliir ve daha sonra organik ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi ile etkin madde yiiklii
miseller elde edilir. Kullanilan organik ¢6ziicii su ile karisabilen 6zellikte oldugu icin
bir faz ayrimi1 ve emiilsiyon olusumu goriilmez. Organik ¢6ziiciiniin buharlastirilarak
uzaklastirilmasi islemi kademeli bir slire¢ oldugundan ¢oziiciiniin bilesiminin ve
seciciliginin degisimi de ani olmaz. Dolayisiyla polimer ve etkin madde kiitle halinde
¢okmek yerine misel olusturacak sekilde agrege olabilir (145). Aliabadi ve arkadaslari
(146) ¢oziicii buharlagtima yontemi ile metoksi poli(etilen oksit)-b-poli(e-kaprolakton)

polimerini kullanarak siklosporin A etkin maddesini yiikledikleri miseller
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hazirlamiglardir. Farkli organik ¢oziilerin kullanilmasinin ve organik ¢oziicliniin suya
hacimsel oraninin misellerin partikiil biyiikliigiinii ve etkin madde yiikleme etkinligini
etkiledigini ve ¢Oziicii buharlastirma yontemi ile en uygun sonuglar1 elde etmek i¢in
bu kosullar1 degistirerek optimizasyon c¢alismalar1 yapilabilecegini bildirmislerdir

(146).
2.6.2. ila¢ Salim

Ilag salimi ilag tasiyic sistemlerin etkisini gdstermesi acisindan énemli bir
faktordiir. Ilag tasiyic sistemin hastalik bélgesini hedefleme etkinligi iyi olsa da, etkin
maddeyi hedef dokuda/hiicrede salmamasi ya da yavas salmasi ya da hedef bolgeye
ulasmadan kan dolasiminda iken salmasi tedavinin etkinligini azaltacaktir (65).
Polimerik misellere etkin madde yiiklenmesi kovalent ya da kovalent olmayan
yontemlerle yapilabilir (84). Kovalent yontemde etkin madde blok kopolimerin
hidrofobik kismina konjuge edilir ve bu monomerlerin olusturdugu misellerden etkin
madde salimi, ¢evreye-duyarli baglarin kirilmasi ile saglanir (85, 86). Misellerden
etkin madde salimimi kontrol etmek ve etkin maddenin zamanindan once salimini
onlemek icin ¢esitli kimyasal stratejiler kullanilabilir. Bunlar arasinda hidrazon bagi
olusumlari, serbest radikal polimerizasyonu ve disiilfit baglari sayilabilir (87). Timor
bolgesi hedefleniyorsa, kanser hiicrelerinde anaerobik glikoliz sonucu olusan laktat
iiretimi nedeniyle tiimor mikrogevresinde olusan asidik ortam g6z oniine alinarak, asit
ile parcalanabilen hidrazon bag1 gibi baglar konjugasyon i¢in tercih edilebilir (84, 88).
Li ve arkadaslar1 (89) polimere kimyasal olarak konjuge edilen etkin madde miktarinin
etkin madde salim hizin1 etkiledigini, konjuge edilen hidrofobik etkin madde miktari
arttikca salim hizinin yavasladigini bildirmislerdir. Bunu konjuge edilen hidrofobik
etkin madde miktar1 arttikga misel ¢ekirdegindeki hidrofobikligin artmasi sonucu etkin
madde salimin1 saglayan hidrolitik reaksiyonlarin engellenmesine baglamislardir (89).
Paklitakselin keton grubu iceren bir baglayici ile hazirlanan 6n ilacinin, hidrazon bagi
ile polimere konjugasyonu sonucu elde edilen polimerik misellerden, paklitaksel
salimmin pH 5°te pH 7,4’e gore daha hizl1 oldugu bildirilmistir (90). laglar1 polimerik
misellere konjuge etmek i¢in kullanilabilecek diger bir yontem serbest radikal
polimerizasyonudur. Bu amagla etkin maddeler polimerizasyon i¢in gerekli olan vinil

gruplarin1 igerecek sekilde modifiye edilirler. Polimerizasyon sonucu degrade
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olmayan karbon-karbon baglari olusacagi i¢in etkin madde ile vinil gruplar1 arasina
degrade olabilen baglayicilar eklenerek konjuge edilen etkin maddenin salimi kontrol
edilebilir (87). Hu ve arkadaslarinin (91) yaptig1 ¢calismada dosetaksele bir ester bagi
ile metakrilat eklenmis ve bu 6n ila¢ serbest radikal polimerizasyonu ile kovalent
olarak misele yiiklenmistir. Misellere konjuge edilen dosetakselin tiimorlerdeki
birikimi, farelerde olusturulan meme kanseri modelinde Taxatore® ile
karsilastirildiginda oldukga yiiksek bulunmustur ve misellerin tek dozluk enjeksiyonu
ile farelerdeki tiimorlerin %100 regresyonu saglanmistir (91). Hiicre iginde kirilabilen
disiilfit baglar1 da etkin maddeleri polimerik misellere konjuge etmek igin
kullanilmistir. McRae ve arkadaslari (92) 2-metakriloksietil fosforilkolin ve lipoik asit
ile modifiye edilmis 2-hidroksietil metakrilati kullanarak sentezledikleri amfifilik blok
kopolimere, pridil disiilfit grubu ile modifiye edilmis kamptotesini konjuge
etmiglerdir. Elde edilen misel polimerdeki tiyol gruplar1 disiilfit baglarina okside
edilerek capraz baglanmistir. Polimerik misele konjuge edilen kamptotesin, fiziksel
olarak misele yiiklendigi formiilasyona gore daha yavas bir salim gostermistir. Ancak
salim ortaminda bir indirgeme ajaninin bulunmasi, kamptotesin konjuge edilmis
miselden salim1 hizlandirmistir (92).

Kovalent olmayan yontemde etkin maddeler fiziksel olarak misellerin
hidrofobik ¢ekirdeklerine ylklenirler. Bu yontem kovalent yontemdeki gibi
konjugasyon kimyasi gerektirmediginden etkin madde yiikleme islemi daha kolaydir
ve dolayisiyla bu konuda daha ¢ok ¢aligma mevcuttur. Fiziksel yontemle etkin madde
yiiklenen polimerik misellerin uygun bir etkin madde salimi gostermesi igin, en uygun
polimer bilesiminin, etkin madde miktarinin ve etkin madde yiikleme yonteminin
belirlenmesi, genellikle deneme yanilma yoluyla gerceklestirilmistir. Elde edilen
bilgiler her vakada kullanilabilecek sistemik bir yontem olusturmaya yetmese de bazi
yararl bilgilere ulagilmistir (65). Misellerde etkin madde salimi difiizyon ya ¢ekirdek
kismimin degradasyonu gibi mekanizmalarla gergeklesmektedir. Hidrofobik blogun
ozellikleri (bilesimi ve etkin maddeye afinitesi gibi) etkin maddenin
enkapsiilasyonunu ve salimini etkilemektedir (81, 93-95). Misellerin hidrofobik
¢ekirdeginin intrinsik viskozitesinin etkin madde salhmim etkiledigi bilinmektedir
(96). Yu ve arkadaslart (97) hazirladiklari Amfoterisin B yiiklii poli(etilen oksit)-b-

pol(B-benzil-l-aspartat) misellerinin ¢ekirdeginin yiiksek viskoziteye sahip kati
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benzeri bir yapisi oldugunu ve bu yapinin misellerin dissosiye olmasint dnleyerek
amfoterisin B’nin yavag salimina neden olabilecegini bildirmistir (97). Poli(etilen
oksit)-b-poli(e-kaprolakton) (PEO-PCL) polimeri ile hazirlanan miseller ile
Cremophor EL misellerinin ¢ekirdek viskozitesinin karsilastirildigi bir ¢aligmada
PEO-PCL misellerinin ¢ekirdeginin daha yiiksek viskozite gdsterdigi ve bunun sonucu
olarak enkapsiile edilmis ilacin difiizyonunun kisitlandigr ve uzatilmig salim
saglanabilecegi ifade edilmistir (98).

Polimerik miseller iyi bir stabiliteye sahip olsalar dahi kan dolasimindayken
enkapsiile edilmis etkin maddenin hizli bir sekilde salimi1 gergeklesebilir. Bu gibi
durumlarda etkin maddenin polimerik misel i¢inde tutulamamasi, etkin maddenin
alblimin gibi plazma bilesenlerine aktarilmasina baglanmistir (87, 99). Letchford ve
Burt (100) paklitaksel enkapsiile edilmis polimerik misel ve nanopartikiilleri, in vitro
stabilite ve paklitaksel farmokinetigi acgisindan karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, in
vitro plazma stabilite ¢alismalarinda nanopartikiil formiilasyonu daha iyi sonuglar
vermesine ragmen, in vivo enjeksiyon sonucu paklitakselin her iki nanotasiyicidan
benzer sekilde ayrilip dakikalar icinde plazmadan elimine oldugunu
gozlemlemislerdir.

Miseller kan dolasimindayken, misellere fiziksel olarak enkapsiile edilmis
ilacin, hizl1 bir sekilde salinmasini onlemek amaciyla kulanilan cgesitli stratejiler
mevcuttur. Bunlar arasinda n-n  etkilesimleri (istiflenmesi/yigilmasi), metal
koordinasyon etkilesimleri, hidrojen baglari gibi gibi fiziksel etkilesimler sayilabilir
(87).

Nakanishi ve arkadaslar1 (101) tarafindan n-n etkilesimlerinden faydalanmak
tizere PEG-b-poli(a,pB-aspartik asit) polimerinin poli(a,fB-aspartik asit) bloguna
doksorubisin konjuge edilmis ve bu modifiye polimer ile olusturulan misellere
doksorubisin fiziksel olarak yiiklenmistir. Bu sistemde serbest doksorubisin ile
polimere bagli doksorubisinin aromatik gruplar1 arasinda hidrofobik etkilesimler
disinda -7 etkilesimlerinin meydana gelmesi beklenmektedir. Elde edilen polimerik
miselin serbest doksorubisine gore plazma egri altinda kalan alan1 (AUC) 29 kat daha
yiiksek bulunmus ve doksorubisinin timdér dagilimi 3,9 kat daha yiiksek bulunmustur
(101). Aymi galisma grubu tarafindan bu stratejiden farkli etkin maddeler igin de

yararlanilmistir. PEG-b-poli(a,B-aspartik asit) polimeri 4-fenil-1-butanol ile modifiye
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edilerek olusturulan misele paklitaksel yiiklenmis ve paklitaksel ile polimer arasinda
meydana gelmesi beklenen m-m etkilesimlerinden faydalanilmistir (102). PEG-b-
poli(aspartat) hidrofobik benzil gruplar1 ile modifiye edilerek n-m etkilesimlerinden
yararlanilmis ve hidrazin gruplar ile de modifiye edilerek epirubisin konjugasyonu
gerceklestirilmigtir (103).

Metal organik platin bilesikler koordinasyon etkilesimleri vasitasiyla
karboksilat gruplar1 ile kompleks olusturabildikleri i¢in karboksilik asit gruplar
barindiran blok kopolimerler sentezlenerek platin bilesiklerinin  misellere
enkapsiilasyonu saglanabilmektedir. Nishiyama ve arkadaslart bu amagla PEG-b-
poli(I-glutamik asit) polimerini kullanarak hazirladiklar1 misellere sisplatin yiiklemis
ve sebest sisplatine gore 65 kat yiiksek plazma AUC’si ve 20 kat yiiksek tiimor AUC’Si
elde etmislerdir (53, 104).

Desale ve arkadaslari (105) tarafindan PEG-p(glutamik asit)-p(fenilalanin)
kullanilarak hazirlanan polimerik misellere paklitaksel ve sisplatin yiliklenmistir.
Paklitaksel hidrofobik ¢ekirdege yiiklenmistir sisplatin ise polimerin karboksil
gruplart ile arasindaki koordinasyon etkilesimlerinden faydalanilarak polimerik
misellere yiiklenmistir. ikili etkin madde kombinasyonu ile hazirlanan miseller insan
yumurtalik kanseri hiicreleri (A2780) lizerinde sinerjistik sitotoksik etki gostermistir
ve in vivo timdr modelinde serbest sisplatin ve tek bir etkin madde yiiklii misellere
gore Ustiin antitimor etki gostermistir (105).

Misellerden zamanindan 6nce etkin madde salimini 6nlemek/yavaslatmak igin
kullanilan diger bir strateji hidrojen baglarindan faydalanmaktir. Kim ve arkadaglar
(106) ire ile modifiye edilmis polimerler kullanarak misellere doksorubisin
yiiklemislerdir ve etkin maddenin miselde tutulmasini saglamak igin hidrojen
baglarindan faydalanmislardir. Elde edilen misellerden doksorubisin saliminin
oldukca yavas ve uzatilmis olmasini doksorubisindeki karbonil, hidroksil ve amin
gruplariin polimerdeki lirenin karbonat gruplari ile molekiiller arast hidrojen baglari

olusturmasina baglamislardir (106).
2.6.3. Uyaran Duyarh Polimerik Miseller ve Secici ila¢ Salim

Nanotasiyicilarin yeterli antitimor etki gosterebilecek kadar tiimor bolgesinde

birikmesi i¢in 24 saat gibi uzun bir siire gerektigi EPR etkisini ele alan ¢alismalarda
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incelenmistir (65, 107, 108). Bu nedenle hedef tiimor bolgesine ulasana kadar, kan
dolasimindaki misellerden etkin madde saliminin yavas olmasi gerekmektedir.
Kimyasal konjugasyon ile hazirlanan sistemler i¢in etkin madde ve tasiyici sistem
arasinda uygun bir bag secimiyle, etkin maddenin fiziksel olarak enkapsiile edildigi
sistemler icin ise etkin madde yiikleme sartlar1 (hidrofobiklik, sivi/kati ¢ekirdek
ozelligi, cekirdek kisminin biyiikliigi ve etkin madde yiikleme yontemleri)
degistirilerek etkin madde salim hizi kontrol edilebilir. Bu yaklasimlar ile zamanindan
once hizli etkin madde saliminin onlenmesi mimkiindiir ancak kan dolasiminda
nanotasiyicidan istenmeyen etkin madde salim1 kaginilmazdir (65).

Etkili bir hedefleme i¢in nanotasiyici kan dolasimindayken etkin madde salimi
onlenmeli ve hedef bolgeye (kanser hiicrelerenin i¢inde ve yakininda) ulagilinca hizl
bir etkin madde salimi saglanmalidir. Hedef bolgede secici etkin madde salimini
saglamak i¢in kan dolasimi ile hedef bolge arasindaki c¢evresel farklardan
yararlanilarak uyaran duyarli polimerik miseller tasarlanabilir. Timdr dokusu ile
normal dokular arasindaki farkli biyolojik faktorler pH, sicaklik ve spesifik enzimler
olarak sayilabilir. Tiimor dokularinin intraseliiler glutatyon seviyelerinin yiiksek
olmasi, normal dokulara gore daha yiiksek bir sicakliga (yaklasik 40-42 °C) sahip
olmalari, timor dokularinda genel olarak normal dokulara gore pH’nin daha diisiik
olmasi ve spesifik enzimlerin asir1 eksprese edilmesi segici etkin madde salimi igin
kullanilabilecek ¢esitli ¢evresel faktorlerdir (109, 110). Bu 6zellikler polimerik
misellerin destabilizasyonu ve etkin madde saliminin kontrolii i¢in i¢ tetikleyiciler
olarak kullanilabilir. Bunun yaninda manyetik alan, ultrason ve 151k gibi dis kaynakl
uyaranlar kullanilarak uyaran duyarli misellerin hedef bolgede salim yapmasi
saglanabilir. Uyaran duyarli miseller hazirlamak i¢in kullanilan gesitli statejiler ve bu
stratejiler kullanilarak hazirlanan polimerik misellere ornekler Tablo 2.1.’de ozet
olarak verilmistir. Tez calismasinda da kullanilan pH-duyarli yaklasim ise daha

ayrintil bir sekilde asagida incelenmistir.
pH-Duyarh Polimerik Miseller

Kan ve normal dokularda pH 7,4 iken, artmis metabolik aktivite hiz1 ve
anaerobik glikoliz sonucu ¢ogu kat1 tiimoriin mikrogevresi asidiktir (pH 6,5-7,2) ve

pH degeri endozomlarda (pH 5,5-6,5) ve lizozomlarda (pH 4,5-5) daha diisiik
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seviyededir. Hedef tiimor bolgesinde etkin madde salimimi saglamak igin timor
bolgesi ya da organellerde aktive olabilen pH-duyarli polimerik misellerden
faydalanilabilir. Polimerlerin pH-duyarlilig1 genel olarak iyonize olabilen gruplarin
protonlanmas1 ya da pH-duyarli baglayici gruplarin degrade olmasi ile gerceklesir.
Miselleri olusturan polimerlere tiimor ekstraseliiler ya da intraseliiler asidik pH
degerlerinde iyonize olabilen gruplarin eklenmesi ile olusturulan pH-duyarli sistemler,
misellerin dekompozisyonu ya da destabilizasyonu sonucu hedef bolgede etkin madde
salimin1 gergeklestirirler (110).

pH-duyarli intraseliiler ila¢ tastyict sistemler olarak PLA-b-PEtOx-b-PLA
yapisini temel alan ABA triblok kopolimerleri Wang ve arkadaglari (111) tarafindan
tasarlanmiglardir. Hazirlanan misellerin  asidik ortamda deformasyonlarinin,
protonlanmis nitrojen ve karbonil gruplari arasinda olusan hidrojen baglar1 sonucu
PEtOX gruplarinin agregasyonu ile meydana geldigi bildirilmistir. Misellere yiiklenen
doksorubisin salimi pH 7,4’te engellenmisken, asidik kosullarda hizlanmis bir salim
gbzlenmistir. Konfokal mikroskop ile yapilan hiicresel alim ¢alismalarinda
doksorubisinin asidik organellerde bulundugunu goésteren Wang ve arkadaslari, bu
bulgularin misel deformasyonu sonucu etkin madde saliminin asidik organellerde
tetiklendigini diistindiirdiiglinii bildirmislerdir (111).

Wu ve arkadaslar1 (112) endozomlardaki asidite ile hizli etkin madde salimi
elde etmek {iizere pH-duyarli poli(l-histidin) grubunu igeren PEG-poli(l-histidin)
polimeri ile 1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin-polietilen  glikol-2000
(DSPE-PEG-2000) polimerini kullanarak karigik miseller elde etmislerdir. Bu
misellere enkapsiile ettikleri paklitakselin saliminin pH 5,5’te poli(l-histidin)
icermeyen misele gore hizlandigini ve 2 saat iginde etkin maddenin yaklagik %75-
95’inin salimimin gerceklestigini bildirmiglerdir. Paklitaksel yiikli misellerin pH
5,8’de pH 7,4’¢ gore daha yiiksek sitotoksisite gosterdigi ve karistk misellerin
antikanser niikeleozom antikoru 2C5 ile modifiye edilmesi ile misellerin hiicresel
alimlariin ve sitotoksisitelerinin arttigi bildirilmistir (112). Li ve arkadagslar1 (113)
pH-duyarli birimler ile misel 6zellikleri arasindaki iliskiyi arastirmak iizere metoksi-
poli(etilen glikol)-b-poli(e-kaprolakton)-b-poli(dietilaminoetil metakrilat)
kopolimerlerini tasarlayip sentezlemislerdir. Elde edilen kopolimerler ile misel

formiilasyonlar1 hazirlanmis ve kritik misel konsantrasyonu, misel biiytikligi,
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morfoloji, pH duyarliligi, sitotoksisite ve etkin madde yiikleme etkinligi ve etkin
madde salimi gibi parametreler agisindan bu formiilasyonlar incelenmistir. Elde edilen
sonuglarin pH duyarliligi, sitotoksisite ve etkin madde yiikleme etkinligi, etkin madde
salimi1 gibi misel Ozelliklerinin, kopolimerlerdeki poli(dietilaminoetil metakrilat)

birimleri ile iliskili oldugu bildirilmistir (113).



Tablo 2.1. Uyaran duyarh polimerik misel 6rnekleri.

Uyaran Tipi

Biyolojik

Kullanilan Polimerler | Yiiklenen Ozellikler K K
Uyaran Ila¢ ayna

Poli(etilen glikol)metil Doksorubisin | pH-duyarli poli(B-amino ester) grubu pH 7,4’te ¢6ziinmezken
eter-b-(poli laktik asit- 6,5’ten daha diigiik pH degerlerinde amino gruplarinin
ko-poli(B-amino protonlanmasi ile pozitif yiiklii ve ¢dziiniir hale gelmektedir. pH (114)
esterleri)) 5’te PH 7,4’¢ gore hizlanmig salim elde edilmistir.

I

e Poli(dimetilsiloksan)-b- | Doksorubisin | Asidik ortamda hidrofilik poli 2-(dimetilamino)etil metakrilat
poli (2- grubunun protonlanmasi sonucu olusan yiik yogunlugu hidrofilik
(dimetilamino)etil zincirlerin birbirini itmesi ile ve doksorubisinin pH 7,4’e gore daha | (115)
metakrilat) hizli salinmasi ile sonuglanmaktadir.
Metoksi poli(etilen Dosetaksel Indirgeyici ajan varliginda dosetakseli polimere baglayan disiilfit
glikol)-poli(e- baginin kirilmasi ile hizlandirilmig dosetaksel salimi

" kaprolakton)-ss- gerceklesmektedir. (116)

S Dosetaksel

2

e O, N-hidroksietil Paklitaksel Kana gore daha yiiksek glutatyon konsantrasyonlarinda paklitaksel
kitosan-oktilamin salimi kitosan ile hidrofobik grup arasindaki disiilfit baglarinin 117

kirilmas1 sonucu daha hizli gergeklesmektedir.

Biotin-poli(etilen Doksorubisin | Kanser hiicrelerinde asir1 salgilanan matriks metalloproteinaz-2
glikol)-b-poli(L-lizin)- tarafindan misellerdeki peptit baglantisi par¢alanarak (118)
peptit-doksorubisin doksorubisinin tetiklenmis salimi gergeklesmektedir.

% D-a-tokoferil polietilen | Dosetaksel Metalloproteinaz-2/9 enzimine duyarli olan peptit baglantisinin bu

5 glikol 1000 siiksinat ve enzimler varliginda pargalanmasi ile etkili dosetaksel salimi ve
metoksi-poli(etilen artmug hiicresel alim saglanmigtir. (119)

glikol)-peptit-a-
tokoferol siiksinat
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Tablo 2.1. (Devam) Uyaran duyarli polimerik misel 6rnekleri.

Uyaran Tipi

D1s Kaynakh

Kullanilan Polimerler | Yiiklenen ila¢ | Ozellikler
Kaynak
Uyaran
Tarak benzeri -poli(etilen | Kumarin 102 | Isiga maruz birakilinca hidrofobik 2-diazo-1,2-naftokinon yapisinin
glikol)-g-2-diazo-1,2 - hidrofilik bir yapiya doniismesiyle misel yapisi bozulur ve 151k ile (120)
naftokinon tetiklenen kumarin salimi gergeklestirilmistir.
< Poli(etilen oksit)-b- 5-Fluorourasil | Polimerin kumarin grubuna konjuge edilen 5-fluorourasil, misel UV
= poli(n-biitil metakrilat- 1s1maya maruz birakildiginda siklobiitan baglantisinin kopmasi
ko-4-metil-[7- sonucu kumarin-fluorourasil heterodimerlerinin ayrilmast ile (121)
(metakriloil)oksietiloksi] kontrolli salim gostermistir.
kumarin))
4s[poli (e-kaprolakton)- Paklitaksel Paklitaksel yiiklii miseller fizyolojik kosullarda (37°C) goreceli
22 b-2s (poli (N- olarak stabil iken, misellerin diisiik kritik ¢6zelti sicakliginin
£ izopropilakrilamid-ko- tizerindeki sicakliklarda (40°C) paklitaksel salimu tetiklenmistir.
o NP X (122)
3] akrilamid)-b’-metoksi
«x poli (etilen glikol)/poli
(etilen glikol) -folat)
X Poli(etilen glikol-b- Doksorubisin | Misellere yiiklenen manyetik nanopartikiillerin manyetik alan
§ S kaprolakton)/Demir oksit uygulanarak 1sitilmasi sonucu, misel ¢ekirdegini olusturan (123)
S ® | manyetik naopartikiilleri polikaprolakton kristallerinin erimesiyle doksorubisin saliminin
= hizlanmasi saglanmustir.
Pluronic P-105 Doksorubisin | Ultrason uygulanarak misellerden doksorubisin saliminin akustik
c olarak tetiklenmesi ve ultrason uygulamasi ile hiicre zarlarinda (124)
=) olusan diizensizlik ile doksorubisinin hiicresel aliminin arttirilmasi
o saglanmustir.
g Poli(D,L-laktik asit)-b- Nil kirmizisi Misellerden nil kirmizisi salimi yiiksek siddette odaklanmis ultrason
PEG uygulanmasi ile olusan gegici kavitasyon ile polimerlerin (125)

degradasyonu sonucu misel yapisinin bozulmasi ile saglanmistir.
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Tablo 2.1. (Devam) Uyaran duyarli polimerik misel drnekleri.

Uyaran Tipi

Coklu

Kullanilan Polimerler

Yiiklenen

Ozellikler

. Kaynak
Uyaran Ilag
[ poli(e-kaprolakton)-b- Kurkumin Redoks duyarli disiilfit baginin kirilmasi ve asidik pH ortaminda
S poli(2- (dietilamino) etil poli(2-(dietilamino) etil metakrilat) blogunun amin gruplarinin
e metakrilat) ve protonlanmast ile misellerin monomerlerinin ayrilmasi sonucu (126)
g poli (etilen glikol) —SS- hizli etkin madde salimi saglanmustir.
I poli(e-kaprolakton)
Pluronic 123- Doksorubisin | Asidik ortamda misellerin disosiyasyonu ile doksorubisin
é, Doksorubisin konjugati saliminin tetiklenmesi ve bolgesel lazer 151n1 uygulamast
é ve poli(etilen glikol)-b- olusturulan hipertermi ile misellerin derin timér penetrasyonunun (127)
= poli(diizopropanolamino arttiritlmasi ve sitozolde doksorubisin salim1 saglanmistir.
= etil metakrilat)-cypate
Poli(stiren-ko-maleik Doksorubisin | Asidik ortamda polimerin amin gruplarinin ve doksorubisinin
L = | anhidrit)-g-poli (2-(N, amino grubunun protonlanmast ile pozitif yiikli gruplarin birbirini
T =< | N-dimetilamino) etil itmesi ile daha hizli doksorubisin salimi saglanmustir. Ayrica (128)
Q 2 | metakrilat) yiiksek sicaklik misellerden doksorubisin salimini arttirmaya
yardimci1 olmustur.
Poli(N-izopropil Indometazin Misellerden etkin madde salimu sicaklik ve redoks ve ultrason
akrilamid)-b-poli(4- uyaranlari ile tetiklenebilmektedir. Ultrason ve redoks uyaranlar
stibstiye-g-kaprolakton) birlikte uygulandiginda tek baslarina uygulanmalarina gore daha
etkili bir salim saglanmigtir.
(129)

Redoks, ultrason, sicakhk

24



25

2.6.4. Misel Stabilitesi

Miseller, ilag tasiyici sistemler olarak kullanilirken formiilasyon ve uygulama
sirasinda ve etki bolgesine gidene kadar kan dolagimindayken biitiinliiglinii
korumalidir. Misellerin stabilitesi genellikle termodinamik ve kinetik stabilite
basliklar1 altinda incelenir. Termodinamik stabilite miseller olustugu sirada ve
dengeye erisirken sistemin nasil hareket ettigini inceler, kinetik stabilite ise sistemin
zaman ic¢indeki davranisini, miselin ayrigmasi ve polimer degis tokus hizini inceler

(130).
Termodinamik stabilite

Misellerin termodinamik stabilitesini karakterize etmek igin temel parametre
kritik misel konsantrasyonudur. Polimer konsantrasyonu kritik misel konsantrasyonun
altinda oldugunda ortamda tek basma polimer zincirleri mevcuttur, kopolimer
konsantrasyonu kritik misel konsantrasyonunun iistinde oldugunda ise polimer
zincirleri misel olusturmaya baslar ve ortamda miseller ve polimer zincirleri birarada
bulunurlar (130). Bu konsantrasyon ne kadar diisiik olursa sistemin termodinamik
stabilitesi o kadar yiiksek olur. Termodinamik stabiliteyi misellerin hidrofobik
cekirdeginin bilesimi ve uzunlugu etkilemektedir. Kopolimerin hidrofobikliginin
arttirllmasi hidrofobik ¢ekirdegin kohezyonunu arttirir ve daha diisik bir CMC
eldesini saglar (131). Aymi derecelerde polimerizasyona sahip olan ancak farkli
derecelerde hidrofobiklige sahip monomerleri olan birka¢ PEG-b-poli(alkilmetakrilat)
arasinda en diisik CMC, en hidrofobik kopolimer i¢in elde edilmistir (132). Etkin
madde yiiklii miseller iginse etkin madde ile hidrofobik c¢ekirdek arasindaki ek
hidrofobik etkilesimler stabiliteyi arttirabilir (133). Termodinamik stabilite miselin
kabuk kismini olusturan hidfofilik polimer zincirleri ile sulu ortam arasindaki
etkilesimlerden de etkilenir. Hidrofobik ¢ekirdek sulu ortamdan hidrofilik kabuk ile
korunmaktadir ve hidrofobik c¢ekirde§in suya maruz kalmasi durumunda misel
biitiinliiginii kaybedebilir (130). Yokoyama ve arkadaslar1 adriamisin-konjuge
poli(etilen glikol)-poli(aspartik asit) misellerinin distile suda stabil oldugunu, ancak
benzer kosullar altinda fosfat tamponlu tuz c¢o6zeltisi icinde biitiinliiklerini
kaybettiklerini bildirmislerdir. Poli (aspartik asit) gruplarimin pH ve osmolariteye

duyarl iyonize olabilen gruplar icermesi fosfat tamponu igindeki biitiinliik kaybini
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aciklamaktadir (134). Hidrofilik blok ile hidrofobik blok oranlarinin degistirilmesi ile
ortam kosullarmin etkilerine dayanikli stabil miseller elde edilebilir. Hidrofobik
cekirdegin suya maruz kalmasimi Onlerken, hidrofilik polimerin serbest¢e hareket

etmesini saglayacak sekilde, hidrofilik polimer misellerin yiizeyini kaplamalidir (130).
Kinetik stabilite

Kinetik stabilite misel sisteminin sulu ¢dzelti icinde zaman i¢indeki davranigini
ve Ozellikle misellerin birbirleriyle ve gevreleriyle olan dinamiklerini inceler (130).
Ilag tas1yici sistem olarak kullanilan misellerin bulundugu cevre ani degisimlere ugrar.
Ortalama bir bireyde toplam kan hacmi yaklagik 5 litredir ve intravendz olarak
uygulanan bir ilag tasiyict sistem kanda asirt bir diliisyona ugrar (135). Miseller
olustuktan sonra bireysel polimer zincirleri dinamik kalir ve miseller ile ¢ozelti
arasinda degis tokus edilir. Ortamdaki degisikliklere veya basit seyreltmelere maruz
kaldiktan sonra, miseller ayrismaya baslayacaktir. Enkapsiile edilmis etkin maddenin
erken salimini Onlemek icin misellerin kinetik stabilitesini karakterize etmek
gereklidir. Kinetik stabilite CMC, camsi gecis sicakligi (Tg), blok oranlar1 ve
enkapsiile edilmis etkin maddeye baglidir (130).

Van Domeselaar ve arkadaslar1 (136) misel stabilitesinin ¢ekirdegi olusturan
blok uzunlugu ile iligkili oldugunu gostermek icin farkli hidrofobik blok uzunluklarina
sahip miselleri dinamik 151k sagilimi ile incelemislerdir. Miseller CMC altindaki bir
konsantrasyonda iken ve 7 giin sonunda daha uzun hidrofobik bloga sahip miselin
%30’un altinda bir ayrisma gostedigini ve kisa hidrofobik bloga sahip misele gore
daha stabil oldugunu bildirmislerdir (136). Misel sistemi kritik misel
konsantrasyonunun altinda olsa bile, ¢ekirdek biiyiikse ve ¢ekirdek malzemesi Tg'nin
altindaysa veya kristalize ise yine de bir siire i¢in kinetik olarak stabil kalabilir (135).
Creutz ve arkadaslart poli((dimetilamino)alkil metakrilat)-b-sodyum metakrilattan
olusturulan miselleri incelemis ve kopolimerin hidrofobik/hidrofilik dengesindeki bir
artigla unimer degisimi oraninin azaldigini bulmustur (137). Yokoyama ve arkadaslari
doksorubisinin misel ¢ekirdegine konjugasyonu ve/veya fiziksel olarak yiikklenmesinin
poli(etilen glikol)-b-poli(aspartik asit) misellerinin yapisal stabilitesini arttirdigini
bulmuslardir (138). Miseller sistemik verilis sonrast ortamdaki tuz konsantrasyonu,

pH ve proteinlere maruz kalmaktadirlar. Proteinler misellerin yiizeyine adsorbe
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olabilir ve misel stabilitesini bozabilirler. Protein adsorpsiyonunun misellerin
ayrismasina ve enkapsiile edilmis etkin maddenin salimina neden oldugu bildirilmistir
(139).

Polimer yapisina m-m ekilesimleri, hidrojen baglar1 olusturacak gruplarin
eklenmesi, farkli konfigiirasyonlara sahip polimerlerin stereoselektif birlesmesi ile
stereokompleks olusumu ve misel olustuktan sonra uyaran duyarli ¢apraz baglama
yapilmasi (hidrazon veya disiilfit gibi), misel stabilitesini arttirmak tizere kullanilan

cesitli stratejiler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (87).
2.7.  Misel Hazirlama ve Misellere fla¢ Yiikleme Yontemleri

Blok kopolimer miseller genel olarak iki yontemle hazirlanirlar. Birinci
yontemde, kopolimerin kati bir 6rnegi segici bir ¢oziicii icinde dogrudan ¢oziindiiriiliir;
misel ¢ozeltisi durularak tavlanir ve/veya tavlama iglemi, 1s1l islem ile ve son olarak
ultrasonik karigtirma altinda yapilir (55). Segici ¢oziiciide dogrudan ¢6zme yontemi
icin kullanilan diger bir yaklagim olan film hidratasyonu yonteminde blok kopolimerin
ortak coziiciideki cozeltisi, ¢oziicliniin uzaklastirilmasi ile film haline getirilir ve
olusan filmin segici ¢6ziiciide hidratasyonu ile misel olusumu saglanir (57).

Ikinci yontemde ise kopolimer her iki blok i¢in de iyi bir ¢dziicii olan ortak
¢Oziiciide molekiiler olarak coziindiiriiliir ve sonra sicaklik, ¢ozilicii bilesimi gibi
kosullar misellerin olusumunu saglayacak sekilde degistirilir. Genellikle bloklardan
birini segici olarak ¢oktiiren bir ¢oziicii ilavesi ve devaminda baslangigta kullanilan
ortak ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi ile misel olusumu saglanir. Siklikla tavsiye edilen
bir alternatif, ortak ¢6ziicliniin yavas yavas segici ¢oziicli ile degistirildigi diyaliz
teknigidir (55).

Misellere etkin madde yiikleme genel olarak kullanilan polimerin hidrofobiklik
derecesine gore farkli yontemler ile yapilir. Bu yontemler genel olarak dogrudan
¢ozlinme, diyaliz, yag/su emiilsiyonu, ¢6ziicii buharlagtirma, film hidratasyonu olarak

sayilabilir.
2.7.1. Dogrudan Coziinme

Bu yontemde etkin madde ve polimer suda birlikte ¢oziindiiriilerek misel

olusumu ve misellere etkin madde yiiklenmesi saglanir. Bu yontem daha ¢ok polimerin
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orta derecede hidrofobik oldugu durumlarda uygulanmaktadir. Poloksamer polimeri
kullanilarak haloperidol yiikklenmis miseller hazirlanmasinda Kabanov ve arkadaslari
bu yontemi kullanmiglardir (48). Nishiyama ve arkadaslar1 (63) ise sisplatini ve
poli(etilen glikol—poli(a,B-aspartik asit) polimerini distile suda ¢dzdiikten sonra belirli
oranlarda karistirip polimer-metal kompleks misellerini hazirlamislardir. Gou ve
arkadaglar1 (140) monometoksi poli(etilen glikol)-poli(e-kaprolakton) polimerini
distile suda ¢ozdiikten sonra 1s1 uygulayarak misel olusumunu saglamis ve oda
sicakligina sogutma isleminden sonra honokiol etkin maddesini misellere ekleyip

ultrason uygulayarak etkin madde yiiklii miselleri hazirlamislardir.
2.7.2. Diyaliz

Diyaliz yontemi ile misellere etkin madde yiiklenmesi, polimer ve etkin madde
su ile karisabilen bir organik ¢oziiciide ¢oziindiikten sonra, bu ¢dziiciiniin distile suya
kars1 membrandan diyalizle yavas bir sekilde uzaklastirilmasini gerektirir. Lee ve
arkadaslar1 (141) PEtOx-PCL polimeri ve paklitakseli tetrahidrofuranda/asetonitrilde
¢ozdiikten sonra distile suya kars1 diyaliz etmis ¢oziinmeyen paklitaksel agregatlarini
uzaklastirmak i¢in santrifiij islemini uyguladiktan sonra misel slispansiyonunu 0,22
um’lik filtreden stizerek liyofilize etmislerdir. Kullanilan ¢oziiciiniin ve etkin madde
polimer oraninin yiikklenen etkin madde miktarin1 etkiledigini ancak misel
biiyiikligiinde o6nemli bir degisiklige neden olmadigimi (yaklasik 18-23 nm)
bildirmislerdir (141). Vangeyte ve arkadaslar1 (142) diyaliz oncesi organik faza su
eklenmesinin, organik fazin dogrudan suya karsi diyaliz edilmesine goére daha
tekrarlanabilir ve dar bir partikiil bityiikliigii dagilimina sahip miseller elde edilmesini

sagladigini bildirmislerdir.
2.7.3. Yag/Su Emiilsiyonu

Bu yontemde su ile karigmayan bir organik ¢oziiciide polimer ve etkin madde
¢coOziindiiriiliir, tizerine Su eklenir ve karigtirma/sonikasyon ile emiilsifikasyon
gergeklestirilir. Olusan emiilsiyon damlaciklart misel olusumu i¢in bir sablon goérevi
goriir. Organik fazin buharlastirilmas: ile etkin madde yiikli miseller elde edilir.
Metoksi poli(etilen oksit)-b-poli(e-kaprolakton) polimeri ile amiodaron etkin maddesi

kloroformda ¢oziindiiriiliip, siddetli bir sekilde karistirilan suya tek seferde eklenerek
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elde edilen yag/su emiilsiyonundan karistirma belli bir siire devam ederken
kloroformun buharlagsmasi ile etkin madde yiiklii miseller elde edilmistir (143).
Kataoka ve arkadaslar1 doksorubisinin kloroformdaki ¢6zeltisini karistirilmakta olan
ve onceden olusturulmus misel ¢ozeltisine ekleyerek yag/su emiilsiyonu olusumunu

saglamis ve kloroformun buharlagsmasi ile etkin madde yiikli miseller elde etmislerdir
(144).

2.7.4. Film Hidratasyonu

Bu yontemde polimer ve etkin madde bir organik ¢oziiciide ¢oziindiiriiliir, daha
sonra ¢Oziicli genellikle vakum ya da nitrojen altinda uzaklastirilir ve olusan film su
eklenerek hidrate edilir. Ilag ile polimerin hidrofobik blogunun etkilestigi ince filme
su eklendiginde hidrofilik bloklar ¢oziiniir ve hidrate olurken etkin madde ile
hidrofobik bloklar arasindaki etkilesim artmaktadir. Zhao ve arkadaslar1 (147)
kurkumin etkin maddesini ve Pluronic polimerlerini kloroformda ¢6zmiis ve
kloroformu vakum altinda doner vakum evaporatorii ile buharlastirildiktan sonra
olusan filmi suda ultrasonikasyon yardimiyla hidrate etmislerdir. Olugsan misellerin
ortalama biiytikligii 68,2 nm iken, etkin madde yiikleme etkinligi yaklasik %7 olarak

elde edilmistir.
2.7.5. Dondurarak Kurutma

Bu yontemde etkin madde ve polimer, su ve tersiyer butil alkol karisiminda
¢Oziindiiriilir ve ardindan dondurulur. Dondurulmus ¢6ziicii vakum altinda
stiblimasyon ile uzaklastirilir ve olusan kat1 kek %0,9 NaCl gibi enjekte edilebilecek
bir ¢oziiclide rekonstitiiye edilerek etkin madde yiikli misellerin kendiginden olugsmasi
saglanir. Bu yontem genel olarak kriyoprotektan oOzellige sahip oldugu ig¢in
polivinilpirolidonu hidrofilik blok olarak igeren polimerle misel hazirlamak igin

uygundur (148).
2.7.6. Misellerin Saflastirilmasi

Cesitli yontemlerle hazirlanan etkin madde yiikli misellerin saflastirilmasi igin
santrifiij, ultrafiltrasyon, diyaliz, filtrasyon ve dondurarak kurutma yontemleri

kullanilmaktadir. Saflagtirmaktaki amag enkapsiile olmayan serbest etkin maddeyi ve
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kalinti organik c¢oziicliyli uzaklagtimaktir. Yiiksek hizda santriflij ile misellerin
coktiiriilerek siipernatanin uzaklagtirilmasi ve misellerin yeniden saf suda dagitilmasi
ile kalint1 organik ¢oziicii uzaklastirilabilir. Dondurarak kurutma ile vakum altinda
kalintt ¢oziicii uzaklastirilabilir ancak misellerin yeniden suda dagilabilirligini
saglamak i¢n kriyoprotektanlar kullanmak gerekebilir (148). Eger kullanilan etkin
madde suda ¢Oziinmiiyorsa enkapsiile olmayan etkin maddeyi uzaklastirmak i¢in
diisiik hizda santrifiij uygulanip serbest etkin madde ¢oktiiriiliip uzaklastirilabilir
(149). Hidrofobik bir etkin madde kullaniliyorsa 0,22 veya 0,45 um gibi ¢esitli por
caplarinda filtreler kullanilarak yapilan filtrasyon ile etkin maddenin olusturdugu
agregatlar1 uzaklastirirken ve misel agregatlar1 da uzaklastirilip homojen bir partikiil
biytikligi dagilimi elde edilebilir (150). Suda ¢oziiniirliigii olan serbest etkin madde,
etkin madde yiikleme islemi sirasinda veya sonrasinda suya karsi diyaliz ile
uzaklastirilabilir (151). Ultrafiltrasyon ile ise olusturulan misel biiyiikliigiinden daha
kiiclik ancak uzaklastirilmak istenen molekiiliin agirligindan daha biiyiik por ¢aplarina
sahip membran filtreler kullanilarak, serbest etkin maddenin siiziintii igersine ge¢ip,
filtrenin istiinde kalan konsantre haldeki etkin madde yiiklii misellerden ayrilmasi
saglanabilir (144).

2.8.  Misellerin karakterizasyonu

Miselleri karakterize etmek i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Genel
pratikte kullanilan tipik karakterizasyon yontemleri asagida basliklar halinde

Ozetlenmistir.
2.8.1. Kritik Misel Konsantrasyonu

Blok kopolimer miseller i¢cin CMC diisiik molekiil agirlikli siirfaktanlarda
oldugu gibi cesitli sacilma teknikleri (statik 151k sa¢ilimi-SLS, -kiigiik agili X 1511
sacilimi-SAXS, kiiciik acili nétron sacilimi-SANS gibi), floresan ya da boya ¢ozme
teknigi ve yiizey gerilimi dl¢limii gibi gesitli yontemlerle belirlenebilir. Ancak bu
teknikler kullanilirken blok kopolimerlerin ¢ok diisiik CMC degerlerine sahip
olduklari, difiizyon katsayilar diisiik oldugu i¢in denge durumuna ¢ok uzun bir siire
sonunda erisilebildigi ve frozen-in’ misellerde denge durumuna erisilmedigi goz

oniinde bulundurulmalidir (55).
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Statik 151k sagilimi, eger dl¢climler CMC degerinin ¢ok iistiinde, misel olusumu
dengesinin misellere dogru kaydig1 ve ¢ozeltideki tinimer miktarmin ¢ok az oldugu
dolayisiyla tinimerlerin 1s1k sagilimina katkilarinin ihmal edilebilir oldugu durumda
yapilirsa misellerin ortalama goriiniir molekiil agirliginin belirlenmesini saglayabilir.
Biiyiik molekiiller kiiciik molekiillere gore daha fazla 151k sagarlar ve sagilan 15181n
intensitesi molekiil agirligi ile orantilidir. SLS’ nin biiytik partikiillere olan daha fazla
hassasiyeti CMC tayininde kullanilmasini saglamistir (152). Misellerden olusan bir
coOzelti seyreltildikge ¢ozelti bilesimi benzer miktarlarda misellerden ve linimerlerden
olusan bir sisteme doniisiir. Daha fazla seyreltme iizerine CMC’ye ulasilir ve ¢ozelti
sadece tinimerleri igerir. Bu gecis konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak ters molekiil
agirhgin davranisi takip edilerek incelenebilir. CMC ters molekiil agirligin sabit

kaldig1, yani sadece unimerlerin mevcut oldugu nokta olarak alinir (153).

SAXS ve SANS teknikleri CMC, misellerin molekiil agirliklari, biiyiikliikleri
ve misellerin ¢ekirdek/kabuk yapisi gibi c¢esitli parametrelerin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (55). SAXS yonteminin prensibi ¢6ziicii ile ¢oziinenlerin farkli
kisimlar1 arasindaki elektron yogunlugu farkliliklarina dayanir. SANS ise ndtron
1s1n1n1n 6rnege uygulanmasiyla nétronlarin ¢ekirdekle etkileserek sacilmasina dayanir.
Misel ve ¢oziicii arasindaki kontrast, misel ya da ¢6ziicliniin doteryumlanmasi ile
kolaylikla arttirilabilir. Ayrica, bilesenlerin kismi olarak doteryumlanmasi ile segici
bir kontrast olusturularak ¢ok bilesenli misel sistemleri basitlestirilerek incelenebilir
(152).

Yiizey gerilimi Ol¢limii yonteminde ¢oziiciideki {inimer konsantrasyonu
arttik¢a yiizey gerilimi diisecektir ancak CMC degerine ulasildiginda yiizey gerilimi
degeri platoya ulasir ve konsantrasyona karsi yiizey gerilimi grafiklerinden CMC
hesaplanabilir (56).

Floresan spektroskopide, kopolimer zinciri tizerindeki belirli bolgelerde
kovalent bir bag ile baglanan veya bir misel ¢ekirdegi i¢inde kolaylikla enkapsiile
edilebilen prob molekiilleri kullanilir. Enerji transferi, floresan sondiirme ve zamana
bagli floresan depolarizasyon teknikleri kullanilarak, misellerin mikro ortami
kesfedilebilir. Yerel Ol¢ekte olan duyarhiliklarindan o6tiirii, sagilma yontemlerinin
kiiresel Olcekte duyarliliklarinin tersine, spektroskopik tekniklerin kullanimi, sa¢ilma

teknikleri ile erisilemeyen kiigiik CMC degerlerinin belirlenmesini saglar. Misel
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tinimer dengeleri veya miseller arasindaki zincir degisimi florofor gruplart ile 6zel

olarak etiketlenmis blok kopolimerleri kullanilarak da incelenebilir (152).
2.8.2. Morfoloji

Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) misellerin dogrudan goriintiilenmesi
icin siklikla kullanilan bir tekniktir. Blok kopolimer miseller esasen C, H, N ve O gibi
hafif elementler icerdiginden, gozlem sirasinda bozulmaya maruz kalirlar ve gézlem
sirasinda kaydedilen bu nesnelerin “hayalet” resmidir. Degisik 6rnek hazirlama
teknikleri kullanilarak TEM gozlemleri sirasinda misellerin stabilitesi ve elektronik
kontrast1 arttirtlmaya ¢alisilabilir. Agir metallerle kontrastlama teknikleri bu amacla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu deneylerde, miseller genellikle baslangicta amorf
bir filmle kaplanmig bir TEM 1zgarasi lizerinde sivi halde birakilir ve daha sonra
kurutulmus halde gézlemlenir. Agir metaller, uygun fonksiyonel kisimlari tasiyan blok
kopolimer miselleri ile etkilesime girebilir (154). Tipik 6rnekler, RuO4'lin aromatik
cift baglara ve OsO4'lin alifatik ¢ift baglara tepkimeleridir (155). Bu boyama teknikleri
ayrica misellerin ¢ekirdek gibi belirli bir boliimiiniin dogrudan goriintiilenmesine izin
verir. Negatif kontrastlama teknikleri, miseller ile etkilesmeyen ve dolayisiyla substrat
lizerine yayilan bir kontrast maddenin kullanimima dayanir. Miseller daha sonra
karanlik bir arka plan iizerinde parlak noktalar olarak goriiniir. Fosfotungustik asit
tipik bir negatif boyama ajanidir (156).

Son zamanlarda gelistirilen kriyo TEM teknigi, blok kopolimer misel
karakterizasyonu i¢in siklikla kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemde miseller camsi
bir su fazinda dogrudan gozlenirler ve misellerin ¢ekirdek ve suda sismis kabuk
yapilarinin karakteristik boyutlari eger iki alan arasinda yeterli elektronik kontrast elde
edilirse belirlenebilir (156).

Blok kopolimer misellerinin dogrudan goriintiilenmesi, atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ile de elde edilebilir. AFM o&lglimleri ya kurutulmus halde ya da
bir siv1 hiicre iginde dogrudan "in situ" olarak gergeklestirilebilir. “Kuru” 6l¢iimler,
diiz bir kat1 substrat (silikon, mika gibi) {lizerine adsorbe edilmis veya sivi halde
birakilmig misellerin kurutulmasi ile gergeklestirilir (157).

Taramali elektron mikroskobu tekniklerinin de blok kopolimer misellerinin

goriintiilenebilmesi i¢in uygun oldugu kanitlanmistir (158).
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2.8.3. Partikiil Biiyiikliigii ve Molekiil Agirhg:

Blok kopolimer misellerinin partikiil biiyiikliikleri ve molekiil agirligi, sagilma
ve hidrodinamik karakterizasyon teknikleri ile belirlenebilir. Genel uygulamada,
hidrodinamik yarigap, dinamik 1s1k sag¢ilimi teknikleriyle belirlenir. Bu teknikte
misellerin  difiizyon katsayilarinin  6lglimiinden yola ¢ikarak hidrodinamik
yarigaplarina iligkin bir tahmin elde edilebilir (55). SLS, SAXS ve SANS gibi sagilma
teknikleri ile de misellerin biiytikliikleri ve molekiil agirligr belirlenebilir (152).

Boyut dislama kromatografisi olarak da bilinen jel permeasyon kromatografisi
(GPCQ) ile ¢ozeltideki misel ve tinimerlerin dagilim1 belirlenebilir. Bu teknikte por6z
kat1 bir jel ayirma isleminde kullanilir ve farkli hidrodinamik ¢aptaki partikiiller jelden
eliie olurken fraksinasyon gerceklesir. Bu yontemin sakincasi ayrica bir kalibrasyon
gerektirmesidir. Ayrica {inimer-misel dengesinin bozulmasi ve kopolimerin
muhtemelen jele absorbe olarak kaybi bu yontemle ilgili endise edilmesi gereken

durumlardir (56).
2.9. RES’ten Kacis ve Kanda Kalis Siiresinin Uzatilmasi

Bagisiklik sisteminin bir pargasi olan RES, monositler ve makrofajlar gibi
fagositik hiicrelerden olusur. Intravendz olarak enjekte edilen kolloidal partikiillerin
bliyiik bir kismi1 monontikleer fagositik sistem tarafindan taninarak kan dolasimindan
hizli bir sekilde uzaklastirilirlar (159). Opsonin proteinlerinin nanotasiyicilara
absorpsiyonu (opsonizasyon) ile nanotasiyicilar fagositik hiicrelere goriintir hale
gelirler ve fagositoz ile kan dolasimindan elimine edilebilirler (159, 160). Karacigerde
bulunan makrofajlar (Kupffer hiicreleri) ve dalak makrofajlari, serum proteinleri ile
kaplanmis nanotasiyicilar: hizli bir sekilde alirlar. Nanotasiyicilar, biiytikliiklerine ve
yiizey 6zelliklerine bagli olarak genellikle karaciger, dalak ve RES'nin diger organlari
tarafindan alinirlar. Daha hidrofobik ylizeylere sahip olan nanotasiyicilar oncelikle
karaciger tarafindan olmak tizere dalak ve akcigerler tarafindan alinirlar (160).
Makromolekiiler yapidaki nanotasiyicilarin tedavide basarili olabilmeleri i¢in kan
dolasiminda stabil olarak bulunmalari, kan bilesenleri ve RES ile etkilesime
girmemeleri ve hastalik bolgesine secici olarak ekstravaze olarak burada etkilerini
gostermeleri gerekmektedir (161). Pasif hedeflendirme agisindan disiiniildiigiinde

kandan hedef bolgeye ekstravazasyon dogal olarak yavas bir siirectir. Dolayisiyla RES
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ile etkilesimden kaginan ve boylece kan dolasiminda daha uzun siire kalan
nanotagtyicilar basarili bir pasif hedeflendirme icin gereklidir. Aktif hedeflendirmede
de kanda kalis siiresi uzatilmis nanotasiyicilar kullanilarak, hedeflendirilmis
nanotasiyici ile hedefin etkilesime girmesi i¢in yeterli siire saglanmis olur (162).

Nanotastyicilarin kanda kalis siliresinin uzatilmasi i¢in kullanilan temel strateji
belirli sentetik ya da dogal polimerler ile modifiye edilmeleridir. Bu amagla kullanilan
polimer kovalent olarak nanotasiyiciya konjuge edilebilir ya da adsorpsiyon yolu ile
nanotasiyicinin yiizeyi kaplanabilir. Her iki durumda da konjuge edilmis ya da adsorbe
edilmis polimerin hidrofilik kisimlari nanotastyicilarin i¢inde bulundugu sulu ortamla
temas halindedir ve boylece nanotastyicilar kandaki plazma proteinleriyle etkilesime
girmekten korunmaktadirlar. Polimerler araciligi ile saglanan bu koruma sterik
stabilizasyon olarak adlandirilmaktadir (162). Bu amagla kullanilan polimerler
arasinda polisakkaritler, polivinil pirolidon, polivinil alkol ve PEG gibi hidrofilik
polimerler sayilabilir (163). Kanda kalig siiresi uzun nanotasiyicilar tasarlanmasinda
PEG siklikla kullanilmigtir. Bunun nedeni PEG'in sulu ¢ozelti i¢cindeki miitkemmel
¢Oziiniirliigli ve su molekiillerini baglayabilme yetenegi, polimer zincirinin yiiksek
esnekligi, diisiik immiinojenisite gostermesi, kolayca nanotasiyicilarin yapisina
konjugasyon veya adsorpsiyon ile dahil edilebilmesi gibi 6zellikleridir (162, 163).
Ancak PEG’in proteinleri uzak tutma kapasitesini ve makrofaj plazma membrani ile
etkilesimini molekiil agirligi, polimer zincirlerinin esnekligi ve konformasyonu,
yogunluk gibi parametreler biiyiik oranda etkilemektedir (163).

Polimerik miselleri meydana getiren blok kopolimerin hidrofilik blogunun
yiiksek yogunluga sahip PEG gibi uygun bir polimer olmasi halinde, kandaki
proteinlere karsi goriinmezlik etkisinin saglanmast miimkiindiir. Ayrica polimerik
misellerin kabuk yapisini olusturan PEG, olusturdugu sterik engel ile ¢ekirdegin
yiikiiniin maskelenmesini saglar ve zeta potansiyel notralize olacagi i¢in, viicutta yiike
bagl etkilesimleri azaltir (161). Yamamoto ve arkadaslar1 intravendz enjeksiyon ile
uyguladiklart PEG-b-PLA misellerinin yar1 6mriiniiniin yaklasik 18 saat oldugunu ve
baslangicta enjekte edilen dozun %25’inin 24 saat sonunda kan dolasiminda muhafaza
edildigini bildirmislerdir (164).

PEG biyobozunur olmadigi i¢in uzun dénem maruziyette viicutta birikmesi s6z

konusudur. Bazi preklinik ¢aligmalarda kronik olarak PEG kullaniminda hayvanlarin
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bobreklerinde PEG igeren intraseliiler vezikiillerin olustugu bildirilmistir (165).
Ayrica bazi c¢aligmalar PEG’e karsi spesifik antikor cevaplarinin meydana
gelebilecegini ve bunun da hizlandirilmis kan klerensi fenomeni (ABC-accelarated
blood clearence) olarak adlandirilan ve ilacin yar1 dmriinii kisaltan bir durum ile
sonuglanabilecegini bildirmislerdir (7). Kimi nadir durumlarda ise belirli bireylerde
alerjik durumlart tetikleyebilecegi bildirilmistir (165, 166).

PEG igeren polimerik misellerde ABC fenomeni goriilmese de yukarida
anlatilan sebeplerden dolay1 PEG’e alternatif olabilecek polimerler arastirilmaktadir.
Poli(amino asit)ler, poli(N-vinil-2-pirolidon), poli(gliserol), poli(akrilamid),
poli(vinil alkol), POx’ler gibi gesitli biyouyumlu polimerler PEG’e alternatif olarak
arastirilmaktadir  (167-170). Bu polimerlerden POx’lerin nonspesifik protein
baglanmasin1 azaltabildikleri ve insan olmayan primatlarda giivenli bir sekilde
uygulanabildikleri bildirilmistir (165, 167). POx’lerin kimyasal ve yapisal
degiskenlikleri ve bunlarin hassas bir sekilde kontrol edilebilmesi, bu polimerlerin
polimerik ila¢g tasiyict sistem olarak tasarlanmalarini  kolaylagtiran {iistiin
ozelliklerinden biridir (171). Ancak heniiz POx’ler igin klinik kullanim onayi
bulunmamaktadir ve PEtOx, FDA tarafindan sadece gida katki maddesi olarak onay

almustir (172).
2.10. Pasif ve Aktif Hedeflendirme
2.10.1. Pasif Hedeflendirme

Kanser tedavisinde pasif hedeflendirme EPR etkisini temel almaktadir ve EPR
kavrami ilk kez 1986 yilinda Matsumura ve Maeda (108) tarafindan bildirilmis ve
Maeda ve arkadaglari tarafindan daha ayrintili olarak arastirtlip tanimlanmistir (173-
177). Cesitli kosullar (hipoksi/enflamasyon, enfarktiis ve tiimdorler gibi) altinda kan
damar1 duvarindaki endotel hiicrelerinin olusturdugu dizilimin normal dokulara goére
daha gegirgen oldugu giiniimiizde artik iyi tanmimlanmis bir durumdur (178).
Timorlerde kan damarlarindaki artmis gecirgenlik makromolekiillerin - kan
damarlarindan sizip tiimor intersitisyel alanina girmesini saglarken tiimor dokusundaki
bozulmus lenfatik filtrasyon bu makromolekiillerin burada kalmasina izin verir. Kiigiik
molekiiller difiizyon ile dolasima donme yetenekleri nedeniyle makromolekiiller gibi

timor bolgesinde tutulamazlar (179).
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Aragtirmacilar ¢cogu kat1 tlimoriin kusurlu bir yapiya sahip kan damarlarina
sahip oldugunu ve genellikle biiyilk miktarlarda vaskiiler permeabilite faktorlerini
irettiklerini ortaya koymustur. Dolayisiyla ¢ogu tlimor, tiimoriin hizli biiyltimesini
saglayan oksijen ve besinlerin teminini saglayacak sekilde artmis vaskiiler gecirgenlik
gosterir. Bu tiimor kan damarlarinin yapisinin 6zel durumu makromolekiillerin tiimor
dokusuna taginmasini kolaylastirmaktadir. Normal dokularda gézlenmeyen bu durum
40 kDa’dan biiyiik makromolekiillerin segici olarak tiimér damarlarindan disar
sizarak timor dokusunda birikmeklerini saglamaktadir (107, 174-176, 179).
Makromolekiiler ilaglar proteinler, peptitler, DNA-tabanli yapilar ve ilag¢ yikli
farmasdtik nanotastyicilar gibi ortak noktalar1 nanometre biiyiikliigiine sahip olmalari
olan ¢esitli preparatlar1 kapsamaktadir (178).

Tiimorlerin gegirgenligi artmis damarlarindaki acikliklarin biiyiikliik sinirt
200-800 nm gibi genis bir aralikta olup vakadan vakaya degismektedir (76, 77). Ayrica
timor kan damarlarindan nanotasiyicilarin  tiimér dokusuna taginmasinin
interendotelyal bosluklar ile transendotelyal kanallardan gerceklestigi bildirilmistir
(77). Dvorak ve arkadaslar1 endotel hiicrelerinin sitoplazmasi boyunca uzanan 60-80
nm vezikiil ve vakuollerden olusan organellerin makromolekiillerin transvaskiiler
olarak taginmasindan sorumlu olabilecegini belirtmislerdir (180). Yakin zamanda
yapilan bir ¢calisma intratiimdral ve vaskiiler basing gradyanlarinin aracilik ettigi timor
damarlarindaki dinamik vaskiiler patlamalar sonucu tiimor intersitisyel bosluguna kisa
stireli stv1  akiglarmin gergeklestigini ve bunun da timor kan damarlarinin
permeabilitesinin dinamik bir yapida olduguna isaret ettigini bildirmistir. Yazarlar
olusan bu dinamik sizintilarin gecici agikliklar ve kapanislar olusturdugunu ve bunun
tiimor kan damarlarindan nanopartikiillerin artmig ekstravazasyonunu ve ilacin timor
dokusunda dagilimmi agiklayabilecegini belirtmislerdir (181). EPR etkisinden
faydalanilarak hedeflendirme yapilmasi i¢in Oncelikle nanotasiyicinin kanda kalis
stiresinin uzun olmasi gerekmektedir. Diger 6nemli faktor kanda kalis siiresi uzatilmis
nanotastyicinin biiyiiklugiidiir. Tiimdrlerin damarlanma yapisi ve
permeabilitelerindeki heterojenlik nanotasiyicilarin tiimor kiitlesi i¢cindeki perfiizyonu
ve biyodagiliminin diizensiz olmasina neden olabilir. Bu nedenle tiimor
hedeflendirmede EPR etkisinden faydalanabilmek igin basarili bir sekilde kandan

timor dokusuna ekstravaze olabilecek tiimor dokularina derin bir penetrasyon
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saglayabilecek uygun biiyiikliiklere sahip kanda kalis siiresi uzatilmig nanotasiyicilar
kullanilmalidir (161). Tang ve arkadaslar1 (182) PEG ile kaplanmis silika
nanopartikiillerini farkli bliytikliiklerde (20, 50, 200 nm) hazirlamis ve kanser tedavisi
i¢cin optimum biyiikligi belirlemeye ¢alismislardir. Bu ii¢ nanopartikiil arasindan,
derin doku penetrasyonu ve timorlerde yiiksek tutulma agisindan 50 nm biiytikliikteki
nanopartikiil ile en iyi sonuglar elde edilmistir. 50 nm nanopartikiile karsit olarak 200
nm nanopartikiil sinirli timoér doku penetrasyonu gosterirken, 20 nm nanopartikiiliin
timor dokusundan klerensi hizlidir (182). Cabral ve arkadaslar1 (80) ise farelerde
olusturduklart farkli timor modellerinde 100 nm alt1 polimerik misellerin birikimi ve
etkinligini arastirmislardir. 30, 50, 70 ve 100 nm biiyiikliikteki misellerin yiiksek
permeabiliteye sahip tiimorlere penetre olabildigini ve antitimor etkinlik
gosterebildigini ancak permeabilitesi diisiik pankreatik tiimore yalmizca 30 nm
biiyiikliikteki miselin penetre olabildigini ve anlamli bir antitiimdr etki gosterebildigini
bildirmislerdir. Wang ve arkadaslar1 (183) ise misel biiyiikliigiiniin tiimorde birikme,
tiimdre penetrasyon ve tedavi tizerindeki etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, miselin
kanda kalis siiresinin ve tiimorde birikiminin misel biiylikliigii arttikca arttigini ve
optimum biiyiikliiglin 100-160 nm arasinda oldugunu bildirmislerdir. 100 nm
biiyiikliige sahip misellerin timor bolgesinde 30 nm misellere gore daha fazla
biriktigini ancak 100 nm misellerin derin timor penetrasyonlarinin 30 nm misellerden
daha diisiik olmas1 nedeniyle tedavi etkinligini 30 nm misellere gore anlamli derecede

iyilestiremedigini bildirmislerdir (183).
2.10.2. Aktif Hedeflendirme

Aktif hedeflendirmede, hedef bolgede eksprese edilen uygun reseptorlere
baglanmak tiizere hedefleyici ligandlar nanotasiyic1 yiizeyine eklenir. Ligand, timor
hiicreleri veya timor damarlan tarafindan asir1 eksprese edilen ve normal hiicreler
tarafindan eksprese edilmeyen bir reseptore baglanacak sekilde secilmektedir (184).
Nanotastyicilarin aktif hedeflendirilmesi, monoklonal antikorlar, transferrin, ¢esitli
peptitler, folat, aptamerler (tek zincirli oligoniikleotidler) veya bazi sekerler gibi
hedefleme ligandlarinin yiizeylerine eklenmesiyle saglanabilir (185). Genel olarak
aktif hedeflendirme stratejileri, hiicresel hedefler olarak kanser hiicrelerini ve timor

endotelini hedefleyen sistemler seklinde siniflandirilabilir (184).
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Polimerik misellerin hidrofilik koruyucu kabugu, kan bilesenleriyle temasi
azaltarak ve miselin kandaki yar1 mriiniin uzamasini saglar. Ancak hidrofilik polimer
ayni zamanda nanotagiyicilarin hiicre i¢ine alimini sinirlamaktadir. Misellere yiiklenen
etkin maddenin belirli hiicre i¢i hedeflere ulasmasi gerecken uygulamalar i¢in hiicre
icine alimin sinirli olmasi ¢ok dnemli bir sorundur. Bu etki, nanotastyicilarin PEG ile
modifiye edilmis yiizeyleri ile iligskilendirildigi igin, “PEG ikilemi” (PEG dilemma)
olarak adlandirilmaktadir (186). PEG disinda diger hidrofilik polimerler i¢in de benzer
bir etki gbzlenmistir (187). Bu sorunu ¢6zmek igin kullanilan yaklagimlardan biri
timor bolgesinde hidrofilik polimerin nanotasiyicidan ayrilabilmesini saglayan bir bag
ile sisteme konjuge edilmesi olup digeri ise nanotasiyicinin ylizeyinin ligand ile
modifiye edilerek hiicrelerle spesifik etkilesiminin saglanmasi ve hiicre i¢ine aliminin
arttirilmasidir (186). Ligandlarin hedefleyici kisimlari ile nanotasiyicinin yiizeyini
kaplayan hidrofilik polimer (PEG gibi) arasinda sterik engeli 6nlemek i¢in, hedefleme
ligand1 genellikle hidrofilik polimerik zincirin kimyasal olarak aktive edilmis uzak
ucuna baglanir (188). Ligand ile modifiye edilmis misellerin etkinligi, ligandlarin
misel yiizeyindeki yogunlugu, misel ve ligand arasindaki ara baglantinin esnekligi ve
hiicrelerde hedef reseptorlerin ekspresyonunun degiskenligi gibi kosullara baglidir
(184, 189).

Nanotastyicilarin, belirli hiicre popiilasyonlarini hedefleme etkinligi ¢esitli
ligandlar kullanilarak modifiye edilmeleri ile iyilestirilebilmektedir. Insan epidermal
biliylime faktorii reseptorii 2 (HER2) antikoru baglanmis PEG ile modifiye edilmis
doksorubisin yiiklii lipozomlarin, HER2 asir1 eksprese eden SKBR-3 hiicrelerini
basarili bir sekilde hedefledigi, nanotasiyicilarin hiicre i¢ine aliminin ve
sitotoksisitesinin antikor baglanmamis nanotasiyiciya gore iyilestirildigi bildirilmistir
(190). Ahn ve arkadaslari (191) doku faktoriinii hedefleyen antikor fragmentini
konjuge ettikleri ve oksaliplatinin aktif kompleksini yiikledikleri polimerik miseller
ile in vivo pankreatik timor modellerinde hedeflendirilmemis misel ve serbest etkin
maddeye gore tiimor baskilanmasi agisindan daha basarili sonuglar elde etmislerdir.
Prostat spesifik membran antijenini taniyan RNA aptameri ile modifiye edilmis ve
dosetaksel yiiklii nanopartikiiller ile yapilan calismalarda hedeflendirilmemis
nanopartikiillere gore daha iistiin bir in vitro sitotoksisite ve in vivo ¢alismalarda da

daha fstiin bir etkinlik ve azaltilmis toksisite elde edilmistir (192). Folat



39

hedeflendirilmis ~ paklitaksel ~ ve  doksorubisin  yiikkli ~ polimerzomlar,
hedeflendirilmemis polimerzomlar ve serbest etkin madde kombinasyonuna gore in
vivo ¢alismada tiimor biiyiimesini daha yiiksek bir oranda inhibe etmislerdir (193).

Ligandlar ile modifiye edilmis aktif hedeflendirilmis nanotasiyicilar hedef
hiicrelerin taninmasi, hiicresel alim, hiicre i¢ine ila¢ taginmasi gibi alanlarda belirgin
bir basar1 saglasalar da sistemik olarak uygulanan aktif hedeflendirilmis
nanotasiyicilarin timor bolgesinde birikmesi EPR etkisine baglidir. Nanotasiyicilarin
kanda kalis siiresi, ekstravazasyonu, tiimor dokusuna penetrasyonu ve burada
tutulmast bu siireci kontrol etmektedir (161). Aktif hedeflendirmenin her zaman etkili
bir tiimor birikimine neden olmadigina isaret eden bazi ¢aligmalar, ligand ile modifiye
edilmis nanotasiyicilarin tiimorlerdeki ilag miktarini arttirmadigint bildirmislerdir
(194, 195). Bununla birlikte ligandlar, gegirgen olmayan dokularda ekstravazasyon ve
doku penetrasyonu dahil olmak iizere cesitli biyolojik engellerin istesinden gelmek
icin de kullanilabilir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada tiimor endotelinde ve
kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilen ovf3 ve ovfs integrinlerini hedefleyebilen
siklik Arg-Gly-Asp (cRGD) peptidleri ile modifiye edilmis polimerik misellerin,
kanser hiicreleri tarafindan misellerin hiicresel alimini arttirmanin yaninda, diisiik
gecirgenlige sahip glioblastoma timdr modelinde hedeflendirilmemis misellere gore
tiimor dokularinda hizli bir birikim ve penetrasyon gosterdikleri bildirilmistir (196,
197).

Kanser hiicrelerine yiiksek afinitesi olan peptitlerin hedefleyici ligandlar olarak
kullanimi1 kimyasal olarak stabil olmalari, tiretim ve modifikasyonlarinin kolay olmasi,
monoklonal antikorlara gore kiiclik molekiiller olmalar1 nedeniyle ilgi ¢ekmektedir
(198). Meme kanserine spesifik bir peptit olan peptit 18 (WXEAAYQRFL) yakin
zamanda gelistirilmis bir peptit olup, p160 peptidinin bir analogudur (199). Polimerik
misellerin peptit 18 ile modifikasyonu, p160, c-RGD ile modifiye edilmis veya
hedeflendirilmemis misellere kiyasla, meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7, MDA-
MB-231) hiicresel alimda bir artisa yol agmistir (200). Baska bir ¢alismada peptit 18
konjuge edilmis altin nanopartikiillerinin MCF-7 hiicrelerine afinitesinin normal 3T3-
L1 fibroblast hiicrelerine gore yiiksek ve konsantrasyona bagimli oldugu bildirilmistir
(201). Peptit 18 amino asit sekansindaki iki amino asitin D formlari ile degistirilmesi

ile elde edilen peptit 18-4’in (WXEAAYQrFL), meme kanseri hiicrelerine (MCF-7,
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MDA-MB-231) afinitesini korurken enzimatik olarak daha stabil olduklari
bildirilmistir (202).

Peptit 18’in genel olarak p160’1n baglandigi kabul edilen reseptore baglandigi
distiniilmektedir (199). Soudy ve arkadaslar1 (203) peptit p160 ve bunun enzimatik
olarak stabil analogu peptit 18-4 (WXEAAY QrFL) baglandigi kabul edilen reseptorii
tanimlamak i¢in yaptiklari ¢calismada meme kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edilen
ve normal meme hiicrelerinde minimum ekspresyonu olan keratin 1 (KRT 1)
reseptOriinli tanimlamiglardir. Peptit p160 ve bunun analoglarinin KRT 1 reseptoriine
baglandig1r ve dogrudan etkilesim caligmalar1 ile peptit p160 veya 18-4'tin KRTI
protein fragmanina sirasiyla yaklasik 1,1 ve 0,98 uM baglanma sabiti ile kuvvetli bir

sekilde baglandiginin gosterildigi bildirilmistir (203).
2.11. Misellerin Hiicresel Alinm

Misellerin hiicre igine girigini incelemek igin floresan ya da radyoaktif problar
kullanilabilmektedir (204). Allen ve arkadaslar1 Dil veya [*H]FK506 enkapsiile
ettikleri misellerin hiicre i¢ine girisinin zaman, sicaklik ve pH bagimli oldugunu ve
endositoz yoluyla gergeklestigini bildirmislerdir (205). Luo ve arkadaslar1 (206) ise
misellerin dogrudan alimini inceleyebilmek icin fiziksel olarak enkapsiile edilen
problar yerine poli(etilen oksit)-b-poli(e-kaprolakton) blok kopolimerlerini kimyasal
olarak tetrametilrodamin ile isaretleyerek ¢alismalar yapmislardir. Misellerin zaman
ve konsantrasyona bagimli olarak endositoz yoluyla hiicre igine alindigini
gostermislerdir (206). Blok kopolimer zincirlerine floresan 6zellik gosteren bir probun
kimyasal olarak konjuge edilmesi veya floresan probun misellere enkapsiile edilmesi
ile misellerin hiicre igine girisi floresan mikroskop veya akis sitometrisi gibi
yontemlerle incelenebilmektedir (207). Verilen bu iki yontem de kullanilmaktadir
ancak misellerin hiicre i¢ine girisini incelemek i¢in ideal yontem blok kopolimerlerin
bir prob ile isaretlenmesidir. Chen ve arkadaslar1 (208) miselleri hem blok
kopolimerleri isaretleyerek hem de fiziksel olarak DilCis enkapsiile ederek
incelemiglerdir. DilCig probunun hiicre i¢ine aliminin floresan isaretli blok
kopolimerden ¢ok daha hizli oldugunu belirlemislerdir. Cekirdege yiiklii molekiillerin
gercek zamanda misellerden salimini izlemek igin Forster rezonans enerji transferi

(FRET) yontemini kullanmislardir ve misel ¢ekirdegindeki molekiillerin agiga ¢ikarak
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hiicre membranina gectigini ve buradan muhtemelen membran aracilt bir yolakla
hiicre igine girdigini bildirmislerdir (208).

Ligand ile hedeflendirilmis misellerin hiicre i¢ine aliminda reseptdr aracili
endositoz etkili olmaktadir. Biotin ile hedeflendirilmis misellerin hiicre i¢ine aliminda
hiicrelerin Onceden serbest biotin ile muamele edilmesinin, misellerdeki biotinin
reseptor aracili endositozunun bloke edilmesinden dolayr misellerin hiicre igine
alimin1 6nemli miktarda disiirdiigi bildirilmistir (118). RGD ile modifiye edilmis
doksorubisin yiiklii misellerin modifiye edilmemis misellere gore hiicresel aliminin
yarim saatlik bir uygulamadan sonra dahi daha yiiksek oldugu ve doksorubisin
floresaninin  serbest ilagtan farkli olarak ¢ekirdek yerine sitoplazmada
yogunlagmasinin misellerin bir biitlin olarak hiicreye girdiginin bir gostergesi oldugu

Hu ve arkadaslar tarafindan bildirilmistir (209).

2.12. Poli(Oksazolin)ler ve Kanser Tedavisinde Polimerik Misel Olarak

Uygulamalar

Poli(2-oksazolin)ler (POx), polipeptidlere yapisal olarak benzemeleri
nedeniyle, psddopeptitler olarak kabul edilen polimerlerdir ve 2-oksazolinin yasayan
katyonik halka agilmasi polimerizasyonu ile elde edilebilirler (210). 2000°1i yillardan
itibaren biyomedikal uygulamalarda poli(2-oksazolin) kullanimina olan ilgi artmustir.
Bunun baslica nedeni biyouyumlu olmalar1 ve “goriinmezlik” davranislarinin poli
(etilen oksit) ile benzemesidir. Ayrica monomer bilesiminin kolayca degistirilebilmesi
ve yan zincire kolayca farkli fonksiyonlar kazandirilabilmesi ile elde edilebilen
hidrofilik, hidrofobik polimerler, amfifilik polimerlerin sentezi ve kendiliginden bir
araya gelmeleri lizerine aragtirmalarin artmasini saglamistir (167).

POx biyouyumluguna iligkin in vitro ve in vivo ¢esitli ¢calismalar yapilmstir.
In vitro sitotoksisite pek ¢ok POx temelli polimer i¢in ¢alisilmistir ve genel olarak
lineer, amfifilik ve yildiz sekilli POx polimerlerinin sitotoksisitesi insan noral
progenitor hiicreleri, Madin Darby kopek bobrek hiicreleri, MCF-7 hiicreleri, insan
karaciger karsinom hiicrelerinde (HEPG2) diisikk bulunmustur (211-213). Katyonik
POx polimerlerinin beklenildigi iizere sitotoksik oldugu bildirilmistir (214). PLA—
PEtOXx-PLA 50g/L konsantrasyonda insan deri fibroblast hiicrelerinde toksik

bulunmazken, PEtOX—PCL insan epidermoid karsinom hiicrelerinde (KB hiicreleri) ve
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PEtOXx—PLA insan fibroblast hiicrelerinde (HFW) 1g/L. konsantrasyonunun altinda
dahi toksik bulunmustur (141, 215, 216). PEtOX siganlara 2 g/kg dozda tekrarlayan
enjeksiyonlarla verildiginde kontrol grubuna gore histolojik degisiklikler
gbzlenmemistir (217). POx polimerlerinin spesifik olmayan protein adsorpsiyonuna
yatkinlig1r genel olarak diisiik bulunmustur (218, 219). Poli(2-metil-2-oksazolin)
(PMeOx) kapli lipozomlarin, PEG kaplanmis lipozomlara gore uygulamadan 24 saat
sonra daha yiiksek kan seviyeleri ve daha disiik karaciger birikimi gosterdigi
bildirilmistir (220, 221). PMeOx, PEtOx, and PBuOx (Poli(2-biitil-2-oksazolin))
polimerleri serumla inkiibe edildikten sonra, orta diizeyde ancak negatif kontroliin
anlamli derecede iistiinde bir kompleman aktivasyonu sergiledikleri bildirilmistir
(222). Ayrica PMeOx kaplanmig silica nanopartikiillerinin insan serumunda Clq
aracili kompleman aktivasyonunu tetikledigi Tavano ve arkadaslar1 (223) tarafindan
bildirilmistir. PEG ve PEtOx’un karsilagtirmali olarak incelendigi ¢alismada fare
fibroblastlar1 ve kirmizi kan hiicreleri tarafindan iyi tolere edildikleri ve ancak uzun
donem (12 ve 24 saat) inkiibasyon ve yiiksek konsantrasyonda orta derecede sitotoksik
etkiler gozlendigi ve sitotoksisitenin polimer konsantrasyonu, molekiil agirlik ve
polimer safligina bagimli oldugu bildirilmistir (8).

POx polimerlerinin klinik olarak kullanimi ag¢isindan giivenli olduklarini
dogrulamak i¢in 6zellikle immiinojenisite ve genomik gibi daha pek ¢ok ¢alismanin
yapilmas1 gerekmektedir ancak mevcut veriler giivenli bir materyal olarak kabul
edilebilecegi agisindan umut vericidir (210).

POx polimerleri PMeOx ve PEtOx'un hidrofilik ve biyouyumlu karakteri
nedeniyle amfifilik polimerlerin eldesi i¢in iyi adaylardir. Ayrica, PEtOXx, FDA
tarafindan dolayl bir gida temas ajani (biyomedikal uygulamalar i¢in onaylanmadan
once PEO'nun baslangi¢ durumu) olarak onaylanmistir (224). POx tiirevi amfifilik
blok kopolimerler ile antikanser ilag yiiklii misellerin hazirlandig: gesitli ¢alismalar
mevcuttur. Lee ve arkadaslar1 (141) PEtOx-PCL blok kopolimerlerini kullanarak
paklitaksel ytiklii miseller hazirlamislardir. Yaklagik 18-23 nm partikiil biiytikliigiine
sahip misellerin etkin madde yiikleme etkinligi % 0,5-7,6 araliginda olup, polimerlerin
bilesimleri, kullanilan organik ¢oziicii ve paklitaksel:polimer oranina bagli olarak

PO

degistigi bildirilmistir. Paklitaksel yiikli misellerin KB hiicreleri iizerinde
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Cremophore EL-paklitaksel formiilasyonlar1 ile karsilastirilabilir sitotoksik etki
gosterdigi belirtilmistir (141).

PEtOx-b-PLA diblok kopolimerleri kullanilarak Hsiue ve arkadaslar1 (215)
tarafindan hazirlanan misellere diyaliz yontemi kullanilarak doksorubisin yliklenmistir
ve etkin madde yiikli misellerin ortalama partikiil biyiikligii 170 nm olarak
bildirilmistir. Misellerin yapilarindaki PEtOx nedeniyle pH’ya duyarli salim
sergiledigi ve kiiclik hiicreli akciger karsinomu CL3 hiicrelerinin canliligini etkili bir
sekilde azalttig1 belirtilmistir (215). Shieh ve arkadaslar1 (225) fotodinamik tedavi igin,
PEtOx-b-PLA blok kopolimerlerini kullanarak olusturduklari misellere meta-
tetra(hidroksifenil)klorin (mTHPC) enkapsiile etmisler ve bu miseller ile fare timor
modelinde serbest MTHPC ¢ozeltisine benzer antitiimor etki elde ederken mTHPC
yuiklii miseller ile daha diistik bir deri fototoksitesi saglanmistir. Peng ve arkadaslar
(226) hidrofobik blok olarak poli(4-metil-g-kaprolakton) veya poli(4-fenil-¢-
kaprolakton) ve hidrofobik blok olarak PEtOx kullanarak sentezledikleri blok
kopolimerler ile indometazin yiikli miseller hazirlamislardir. Ilag yiikleme
etkinliginin blok kopolimer bilesimine bagli oldugunu ve insan serviks kanseri
hiicreleri (HeLa hiicreleri) ile yapilan alim g¢alismalarinda hiicresel doksorubisin
almmnin 2 saat i¢inde tamamlandigini ve doksorubisinin hiicre ¢ekirdegine
erigebildigini bildirmislerdir (226). Schulz ve arkadaslar1 (227) hidrofilik blok olarak
PMeOx ve hidrofobik blok olarak poli(2-n-biitil-2-oxazoline) ya da poli(2-n-nonil-2-
oksazolin) kullanarak sentezledikleri triblok kopolimerleri kullanarak biiyiikliikleri 50
nm’nin altinda ve etkin madde yiikleme kapasiteleri %40’a ulasan paklitaksel yiiklii
miseller hazirlamiglardir. Paklitaksel yiiklenmesinin misellerin stabilitesini arttirdig:
ve misellerin morfolojisinin ¢gubuktan kiiresele doniistiigiinii bildirmislerdir (227).

Qui ve arkadaglarinin (228) folik asit ile modifiye edilmis PEtOx-PCL
kopolimeri ile hazirladiklart doksorubisin yiiklii misellerin, folik asit reseptoriinii
eksprese eden kanser hiicrelerinde modifiye edilmemis misellere gore daha yiiksek bir
hiicresel alim ve sitotoksisite gosterdikleri bildirilmistir. Ayrica in vivo timor
modelinde serbest doksorubisine gore daha etkili bir timor inhibisyonu sagladig:
bildirilmistir (228). Gaspar ve arkadaglart (151) PEtOx-b-PLA-g-PEI triblok
kopolimerini kullanarak hazirladiklar1 misellere doksorubisin enkapsiile etmis ve ayn1

zamanda PEI blogunun DNA ile etkilesimiyle misellere DNA yiikleyerek
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doksorubisin ile beraber tasinmasini saglayan bir sistem gelistirmislerdir. Elde edilen
miseller ile gen aktariminin bagarili oldugu ii¢ boyutlu timdr modellerinde gosterilmis
ve antitiimor aktivitenin MCF-7 hiicrelerinde serbest doksorubisine gore daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (151). Redoks duyarli disiilfit baglarinin PEI grubuna
eklenmesiyle elde edilen PEtOx-b-PLA-g—PEI-SS kopolimeriyle hazirlanan
doksorubisin ve DNA yiiklii misellerin fare tiimér modelinde kanser hiicrelerinin
canlili@1 ve tiimor hacminde kayda deger bir diisiis sagladigi bildirilmistir (229).
Zhao ve arkadaslar1 (230) PEtOx-b-PLA kopolimeri ile ligand aracili
hedeflendirme saglamak i¢in DSPE-PEG-folat ile karisik miseller hazirlamislardir.
Doksorubisin ve D-alfa-tokoferil polietilen glikol 1000 siiksinati birlikte enkapsiile
etttikleri misellerin pH’ya duyarli olarak asidik pH’da hizli bir salim gosterdiklerini
ve c¢oklu ilag direnci gosteren insan oral epidermoid karsinom hiicrelerini (folat
reseptor-pozitif KBv hiicreleri) basarili bir sekilde hedefledikleri bildirilmistir. KBv
hiicreleriyle farelerde olusturulan tiimoér modelinde folat ile hedeflendirilmemis
misellere gore hedeflendirilmis miseller timor bolgesinde daha yogun bir sekilde
birikmislerdir (230). Raveendran ve arkadaslar1 (231) 2- (biit-3-enil) -2-oksazolin
(ButenOx) ve 2-ethyl-2-oxazoline (EtOx) monomerlerini kullanarak farkli molekiil
agirliklarinda Poli(EtOx-b-ButenOx) blok kopolimerlerini hazirlamiglardir. Bu
polimerler ile yaklasik olarak 100 nm biiyiikliige sahip kurkumin yiikli miseller
hazirlanmistir. Kurkumin yiiklii misellerin pH’ya duyarli salim sagladigi ve C6 glioma
hiicrelerinde hiicresel alimlarinin serbest kurkumine gore daha yiliksek oldugu ve

kurkumin ¢6zeltisine gore anlamli bir sitotoksik etki gosterdikleri bildirilmistir (231).



3. GEREC VE YONTEM

3.1.

Diklorometan

Dimetil formamit (DMF)

Dimetil siilfoksit

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium), 4.5 g/L glikoz, sodyum piriivat,
stabil glutamin i¢eren

Doksorubisin hidrokloriir

Fetal s1gir serumu (FBS)

Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi, Phosphate
buffered saline (PBS) tabletleri
Hidroklorik asit

Kloroform

L929 fare fibroblast hiicre hatt1

MCF-7 insan meme adenokarsinom hiicre hatt1

Metanol

Penisilin / Streptomisin

PEtOx-b-PCL ve PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerleri
Piren (Pyrene)

SKBR-3 insan meme adenokarsinom hiicre hatti

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum hidroksit
Tetrahidrofuran

Thiazolil mavisi tetrazolyum bromiir (MTT)

Trietilamin
Tripan mavisi
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi

Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Maddeler

Merck, Almanya
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD

Biochrom AG, Almanya
Deva ilag, Tiirkiye
Biochrom AG, Almanya

Sigma-Aldrich, ABD
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD

American Type Culture
Collection (ATCC), ABD
American Type Culture
Collection (ATCC), ABD
Sigma-Aldrich, ABD

Biochrom AG, Almanya
Tiibitak-MAM
Sigma-Aldrich, ABD

American Type Culture
Collection (ATCC), ABD
Sigma-Aldrich, ABD

Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD

Applichem GmBH,
Almanya
Sigma-Aldrich, ABD

Biochrom AG, Almanya

Biochrom AG, Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar

'H-NMR spektroskopisi, Biospin 300 MHz
96 ve 24 kuyucuklu steril plakalar

Akis sitometrisi cihazi, Accuri C6

Amicon santrifiij filtre {initesi (100 kDa)
Biyogiivenlik kabini, Class 2, BHG 2004
Cok noktalt manyetik karistirici, Variomag
Diyaliz membran (2000 Da)

Enjektor ucu filtre 0,22 um, steril

Evaporator, RV 10 basic

Floresan mikroskop, Leica DMIL, DFC 320

Gecirimli elektron mikroskobu (TEM),
Tecnai G? Spirit Biotwin

Hassas terazi

Hiicre kiiltiir kaplar (flask, 25 ve 75 cm?)
Isiticili manyetik karistiric
Karbondioksit inkiibator

Mikropipet ucu

Mikroplaka okuyucu

pH metre

Polipropilen tiip, kapakli, 15 mL ve 50 mL
Santrifiij

Spektroflorimetre, Spectramax M2

Steril polistiren serolojik pipet

Su banyolu yatay calkalayici

Ultra saf su cihazi, Mili-Q Integral 5

Bruker, ABD

Grenier Bio-one, Almanya
BD Biosciences, ABD
Merck Millipore, Almanya
Faster, italya

Thermo, ABD

SpectraPor, ABD
Sartorius Stedim, Almanya
IKA, Almanya

Leica, Almanya

FEI, Hollanda

Schimadzu, Japonya
Grenier Bio-one, Almanya
Heidolph, Almanya
Sanyo, Japonya
Eppendorf, Almanya
Molecular Devices, ABD
Hanna Instruments, ABD
Corning, ABD

Hettich, Almanya
Molecular Devices, ABD
Capp, Danimarka

Memmert, Almanya
Millipore, ABD
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UV kiiveti, QS
UV spektrofotometresi, UV-1800
Vorteks

Zetasizer Nano-ZS
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Hellma, Almanya
Shimadzu, Japonya
IKA, Almanya

Malvern Ins., ingiltere
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3.3. Misel Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Misel formiilasyonlarmi hazirlamak icin kullanilan polimerler TUBITAK
MAM Malzeme Enstitiisii calisma ekibi tarafindan 213M760 numarali TUBITAK
1003 projesi kapsaminda sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Blok kopolimerin
hidrofobik ve hidrofilik bloklarinin molekiil agirliklart misel olusumunu ve misel
biiytikligiinii etkilemektedir. Bu nedenle 6ncelikle farkli molekiil agirliklarina sahip
PEtOx-b-PCL blok kopolimerleri (7 adet) sentezlenmis ve bu polimerler ile misel
hazirlanarak partikiil ~biytiklikleri Ol¢lilmiistir.  Sentezlenen PEtOx-b-PCL
polimerleri molekiil agirliklari ile birlikte Tablo 3.1.de verilmistir. Partikiil biiyiikliigii
6l¢tim sonuglarina goére en uygun misel biyiikliigiinin elde edildigi PEtOx-b-PCL
polimerinin molekiil agirligi temel alinarak katyonik PEtOx-ko-PEI-b-PCL
polimerleri sentezlenmistir. PEtOX polimerinin ii¢ farkli derecede (%30, %60 ve %70)
kismi hidrolizi ile elde edilen PEtOx-ko-PEI blogu, PCL grubu ile konjuge edilerek
farklt molekiil agirligina sahip PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerleri (Tablo 3.2.)
sentezlenmistir. TUBITAK MAM calisma ekibi tarafindan sentezlenen blok
kopolimerlerin molekiil agirliklart ayni ekip tarafindan GPC ile belirlenmistir. Blok
kopolimerlerin GPC analizleri hidrofobik blok i¢in Agilent Instrument (Model 1100)
ve hidrofilik blok i¢in ViscoTek TDA 302 GPC cihazlan kullanilarak ayri ayn iki

farkli sistem ile gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1. Sentezlenen PEtOx-b-PCL polimerlerinin molekiil agirliklart.

Blok Kopolimer Molekiil Agirlig: (Da)

PEtOx PCL
P1 3800 1900
P2 4500 2250
P3 9200 5100
P4 7400 2600
P5 7400 1500
P6 6400 1500

P7 10700 2100
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Tablo 3.2. PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerlerinin molekiil agirliklari.

Polimer kodu  PEtOx-ko-PEI PCL (Da) Hidroliz
yiizdesi, %
PEtOx (Da)  PEI (Da)
P7-30 7500 1400 2100 30
P7-60 4300 2800 2100 60
P7-70 2750 3600 2100 70

Doksorubisin yiiklii miselleri hazirlamak i¢in en uygun misel biiylikliigiiniin
elde edildigi PEtOX10700-b-PCL2100 polimeri ve bu polimerden hareketle sentezlenen
ti¢ farkli hidroliz derecesine sahip PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerleri kullanilmistir.
Doksorubisin yiiklii miselleri hazirlamak igin farkli molekiil agirliklarina ve molekiil
yapilarina sahip polimerler kullanilarak, etkin madde yiikleme kapasiteleri, misel
biiyiikliikleri ve biyolojik ortamda dayanikliliklar1 acisindan en uygun sistemin
belirlenmesi amaglanmustir. Peptit 18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii miselleri
hazirlamak i¢in PEtOx-ko-PEI-b-PCL blok kopolimerinin PEtOx bloguna peptit 18
konjuge edilerek peptit 18 ile modifiye edilmis blok kopolimer TUBITAK MAM
calisma ekibimiz tarafindan sentezlenmistir. Doksorubisin yiiklii miselleri hazirlamak
i¢in kullanilan polimerlerin yapilar1 Ortadogu Teknik Universitesi (ODTU) Merkez
Laboratuvari’nda bulunan Bruker Biospin 300 MHz NMR cihaz1 kullanilarak proton
niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (*H-NMR) analizleri ile dogrulanmistir.

Analizler cihazdan sorumlu uzman tarafindan gergeklestirilmistir.
3.3.1. PEtOx-b-PCL Polimerlerinin Sentezi

PEtOx-b-PCL polimerlerinin sentezlenmesi igin Oncelikle azid ile
sonlandiriimis PEtOX ve alkin ile sonlandirilmis PCL bloklar1 sentezlenmis ardindan
cit-¢it reaksiyonlar: ile bloklar konjuge edilerek kopolimerler elde edilmistir (Sekil
3.1)).
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Sekil 3.1. PEtOx-b-PCL polimerinin sentez reaksiyon semasi. (Kaynak (232)’deki
sekil temel alinarak yeniden ¢izilmistir.)

Azid Sonlandirilmis PEtOx-N3 Polimerinin Sentezi

PEtOx-N3zpolimerini sentezlemek igin dncelikle iginde manyetik balik bulunan
bir reaksiyon tiipii 1s1 tabancasiyla 1sitilmistir. Ardindan tiip bir lastik ile kapatildiktan
sonra vakum altinda tekrar 1sitilmistir. Vakum altinda tiip sogutulduktan sonra, oda
sicakliginda inert atmosferde 2-etil-2-oksazolin monomerinin asetonitrildeki
¢ozeltisine baslatict metil p-toluensiilfonatin (metil tosilat) eklenmesi ile PEtOX-N3
polimeri katyonik halka agilmasi polimerlesmesi yontemiyle hazirlanmistir. 130°C’de
24 saat boyunca gerceklesen polimerlesmeden sonra, reaksiyon karigimi oda
sicakligina sogutulmustur. Polimerlesmeyi sonlandirmak i¢in sodyum azid (NaN3)
eklenmis ve karanlikta 65°C’de 24 saat boyunca karistirilmistir. Polimerlesmenin
sonlandirilmasindan sonra ¢6ziici vakum altinda uzaklastirilmis ve kalinti
diklorometanda ¢oziindiiriiliip soguk dietileterde ¢oktiirilmistiir. Coktiiriilerek elde

edilen polimer vakum altinda bir giin boyunca kurutulmustur (232).
Alkin Sonlandirilmis PCL-Alkin Polimerinin Sentezi

Baglatict olarak propargil alkol ve katalizor olarak kalay oktoat (Sn(Oct)z)
kullanilarak  e-kaprolaktonun halka acilma polimerlesmesiyle ~PCL-AIlKin
sentezlenmistir. PCL-Alkin polimerini hazirlamak i¢in e-kaprolakton ve propargil

alkol ve toliien i¢cindeki kalay oktoat ¢ozeltisi kurutulmus tiipe eklenmistir ve tiip azot
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gazi ile doldurularak hava uzaklastirilmistir. Sonra tiip 120°C’de termostatl bir yag
banyosunda 5 saat boyunca tutulmustur. Coziicii diisiikk basing ile uzaklastirilmis ve
kalint1 diklorometan igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Soguk metanolde ¢oktiiriilen

polimer vakum altinda bir giin boyunca kurutulmustur (232).
Cit-Cit Reaksiyonu ile PEtOx-b-PCL Polimerinin Sentezi

PCL-AIkin, PEtOx-Ns, bakir siilfat (CuSOs4) ve askorbik asit N,N-
dimetilformamid (DMF) i¢inde ¢ozindiiriliip, kurutulmus bir reaksiyon tiipiine
siringa yardimiyla eklenmistir. Daha sonra karisimdan azot gazi gegirilerek hava
uzaklagtirllmig ve karisim 24 saat boyunca oda sicakliginda karanlikta karigtirilmastir.
Reaksiyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan reaksiyon karisima silika bir kolondan
gegirilerek saflagtirilmis ve diisiik basing altinda ¢6ziicii uzaklagtirilmigtir. Son olarak
kalinti diklorometan igerisinde ¢oziindiiriilmistiir ve soguk dietileterde ¢oktiiriilen

polimer vakum altinda bir giin boyunca kurutulmustur (232).
3.3.2. PEtOx-ko-PEI-b-PCL Polimerlerinin Sentezi

Oncelikle daha once sentezlenen PEtOx-b-PCL polimerleri ile ¢esitli
yontemlerle miseller hazirlanmis (Bkz. Bolim 3.6.1.) ve en uygun misel
blyiikliginiin elde edildigi polimer molekiil agirhigi ve blok uzunluklarindan
hareketle PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerleri sentezlenmistir. PEtOx-ko-PEI-b-PCL
blok kopolimerinin sentezi i¢in ilk olarak PEtOx polimerinin farkli oranlarda hidrolizi
ile lineer PEI igeren PEtOX-ko-PEI polimeri elde edilmis ve ardindan PCL ile ¢it-¢it
reaksiyonu yapilarak blok kopolimer elde edilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerinin sentez reaksiyon semasi. (Kaynak
(233)’deki sekil temel alinarak yeniden ¢izilmistir.)

Azid uclu PEtOx Polimerinin Hidrolizi

Azid uglu PEtOxio700 polimerinin PEtOx-ko-PEI polimerine hidrolizi geri
sogutucu altinda kaynatma ile gergeklestirilir. Bunun i¢in azid u¢lu PEtOX10700 (0,48
M, amit konsantrasyonu) polimeri ve HClsuw, iginde manyetik balik bulunan bir
reaksiyon tiiptine konulmus ve 100°C’de 1sitilarak hidroliz reaksiyonunun
gerceklesmesi saglanmistir. Farkli oranlarda hidroliz saglamak i¢in farkli reaksiyon
siirelerinin tamamlanmasi1 saglanmistir. Reaksiyon siiresi tamamlanan karisim
sogutulmus ve 5 M NaOH ile nétralize edilmistir. Olusan tuzlar filtre edilmis ¢oziicii
disik basing altinda uzaklastinlmis ve kalintt diklorometan igerisinde
¢oziindiiriilmiistiir. Soguk dietileterde ¢oktiiriilen polimer vakum altinda bir giin

boyunca kurutulmustur (232, 233).
Cit-Cit Reaksiyonu ile PEtOx-ko-PEI-b-PCL Polimerinin Sentezi

I¢inde manyetik balik bulunan reaksiyon tiipii 1s1 tabancasiyla 1sitilmis ve agz1
tipa ile kapatilmistir. Tilip soguduktan sonra PCL-Alkin ve azid ile sonlandirilmis
poli(2-etil-2-oksazolin)-polietilenimin polimerleri, bakir siilfat ve sodyum askorbat
ilave edilmistir. Coziicli olarak diklorometan, metanol karigimi kullanilmistir. Daha
sonra vakum ile gazlardan arindirilan reaksiyon tiipii argon gazi ile doldurulmustur.
48 saat boyunca reaksiyon karisimi manyetik karigtirict ile oda sicakliginda

karistirllmis ve sonra silika kolondan gegirilmistir. Coziicli diisiik basing altinda
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uzaklagtirllmig ve kalint1 diklorometanda ¢oziilmiistiir. Soguk dietileterde ¢oktiiriilen

polimer vakum altinda bir giin boyunca kurutulmustur (232, 233).

3.3.3. Peptit-18 Konjuge Edilmis PEtOx-ko-PEI-b-PCL Polimerinin

Sentezi

Ilk olarak iginde manyetik balik bulunan reaksiyon tiipii 1s1 tabancasiyla
1sitilarak kurutulmus ve agzi tipa ile kapatilmistir. Tilip soguduktan sonra allil-PEtOx-
ko-PEI-b-PCL, Peptit 18 ve 2,2-dimetoksi-2-fenil asetofenon, diklorometan ve
metanol karisiminda c¢oziindiiriilerek tiipe ilave edilmistir. Tiipe argon gazi
doldurularak inert atmosfer olusturulmus ve 48 saat boyunca 365 nm UV 15181 altinda
reaksiyon karigiminin manyetik karistiricida karismast saglanmistir. Reaksiyon siiresi
sonunda karigim silika kolondan gegirilmis ve ¢oziicii vakum ile uzaklastirilmistir.
Elde edilen kalint1 diklorometanda ¢oziindiiriilmiis ve soguk dietileterde ¢oktiiriilen
polimer vakum altinda bir giin boyunca kurutulmustur. Peptit-18 konjuge edilmis
PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerinin sentezi reaksiyon semasi 213M760 proje gelisme

raporunda daha 6nce verilmis olup tekrar ¢izilerek Sekil 3.3.’de verilmistir.
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Sekil 3.3. Peptit-18 konjuge edilmis PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerinin sentez
reaksiyon semasi.



54

3.4. Doksorubisinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi
3.4.1. Doksorubisinin FT-IR Spektrumu

Doksorubisinin FT-IR spektrumu, doksorubisine ait toz numunesi ile Perkin
Elmer FT-IR System Spectrum BX cihazi kullanilarak elde edilmistir. Analiz 4000 —

600 cm™ dalga sayilari arasinda gergeklestirilmistir.
3.4.2. Doksorubisinin Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Analiz i¢in DSC Q100 V9.9 Build 303 (Universal V4.5A TA Instruments)
cihazt kullanilmistir. Doksorubisinin toz numunesi alimiinyum hiicre igerisine
konulmus ve sicaklik dakikada 10°C arttirtlarak 100°C’den 270°C’ye ¢ikarilmistir.
Referans olarak bos bir alimiinyum hiicre kullanilmistir. Elde edilen termogram ile

etkin maddenin erime derecesi tayin edilmistir.
3.4.3. Doksorubisinin UV Spektrumu

Doksorubisin HCI’in 10 pg/mL konsantrasyondaki sudaki ¢ozeltisinin UV
spektrumu, kuartz kiivetler kullanilarak 200 - 800 nm arasinda taranmis ve ¢ozeltinin

Amaks degeri tespit edilmistir.

3.5. Doksorubisinin UV-Goriiniir Bolge Spektroskopisi ile Miktar
Tayini

Doksorubisinin  hazirlanan formiilasyonlar igindeki ve in vitro salim
caligmalarindaki miktar tayininin yapilabilmesi i¢in UV Spektrofotometre
kullanilmistir. Doksorubisin Hidrokloriir’iin dimetil siilfoksit (DMSO) iginde Stok
¢Ozeltisi hazirlanmis ve bu stoktan hazirlanan standartlar kullanilarak 482,5 nm
dalgaboyunda kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir.

Doksorubisin  HCI formiilasyonlara yiiklenirken trietilamin ile muamele
edilerek HCI uzaklastirilacaktir. Bu islem ile doksorubisin hidrofobik hale getirilerek
hidrofobik misel c¢ekirdegi ile etkilesiminin arttiritlmasi ve misellere yiiklenen
doksorubisin miktarinin arttirillmas: amaglanmistir (144). Bu nedenle doksorubisin
hidrokloriir ile hazirlanmis kalibrasyon dogrusu ile formiilasyonlardaki baz

doksorubisinin tayin edilebilecegini gostermek icin doksorubisin hidrokloriir ve baz
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doksorubisinin DMSO i¢indeki spektrumlar1 karsilastirilarak ayni spektrumun elde
edildigi gosterilmistir. Bu amagla sudaki Doksorubisin Hidrokloriir (0,5 mg/mL)
¢Ozeltisine 3 molar ekivalani trietilamin eklenmis ve elde edilen baz doksorubisin
kloroform ile ekstrakte edildikten sonra kloroform rotavaporda ugurulmus ve
doksorubisin vakum altinda 48 saat boyunca kurutulmustur. Elde edilen baz
doksorubisin DMSO igerisinde ¢oziindiiriilerek UV spektrofotometrede spektrumu
alinmistir ve doksorubisin hidrokloriiriin DMSO igerisindeki ¢zeltisinin spektrumu

ile karsilagtirilmastir.
3.6.  Analitik Yontem Validasyonu

Doksorubisinin miktar tayini i¢in gelistirilen yontemin validasyonu, yontemin
amagclanan uygulamalara, uygunlugunu gostermek {izere yapilmigtir. Analitik yontem
validasyonu i¢in, 6zgiilliik, dogrusallik, teshis ve tayin alt sinirlari, dogruluk, kesinlik,

uygulama aralig1 parametreleri incelenmistir (234).
Ozgiilliik

Ozgiilliik, bir metodun, analiti, bir 6rnek matriksindeki diger bilesenler
varliginda ve deneyde belirtilen kosullar altinda, diger bilesenlerin girisimi olmaksizin
dogru ve oOzgiil olarak tayin edebilme yetenegidir. Bu amagla formiilasyonda
kullanilacak polimerlerin girisim yapip yapmadig1 etkin madde analizinin yapildigi
kosullarda incelenmistir. Doksorubisin Hidrokloriir ve etkin madde yiikleme
calismalarinda kullanilan polimerlerin DMSO igerisinde ¢ozeltileri hazirlanmig ve
200-800 nm arasinda spektrumlar1 kaydedilmistir. Doksorubisin ile polimerlerin
spektrumlart incelenmis ve analiz dalga boyu olan 482,5 nm’de doksorubisinin
absorbans degeri ile girisim yapmayacak sekilde polimerlerin absorbans vermedigi

gosterilmistir.
Dogrusallik

Bir analitik yontemin belirli bir araliktaki deney bulgularinin 6rnek i¢indeki
madde konsantrasyonu ile orantili olarak elde edilebilmesi bu yontemin dogrusalligin
ifade eder. Bu amagla dogrusallik parametresinin saglandigini gdstermek igin

hazirlanan standart c¢ozeltilerin konsantrasyonlar1 ile absorbanslarinin arasinda
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regresyon analizi yapilarak kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Doksorubisin
Hidroklortir'iin DMSO igindeki stok c¢ozeltisinden (100 pg/mL) faydalanilarak
hazirlanan standart ¢ozeltilerin (8-32 ug/mL) 482,5 nm’de absorbanslari lglilmiis ve
konsantrasyona karsi absorbans grafigi cizilerek kalibrasyon dogru denklemi elde
edilmistir. Korelasyon katsayisinin 0,999’dan biiyiik olmasi genellikle verilerin

kalibrasyon dogrusuna uyumunun kanit1 olarak kabul edilmektedir (235).
Uygulama Arahg

Uygulama araligi dogrusallik c¢alismalarindan elde edilir ve amaglanan
uygulama prosediiriine baghdir. Analitik prosediiriin belirtilen uygulama araligi
icindeki konsantrasyonlarda ya da bu araligin u¢ konsantrasyonlarindaki drnekler i¢in
kabul edilebilir bir diizeyde dogrusallik, dogruluk, kesinliginin prosediir tarafindan

saglandiginin teyit edilmesi ile gosterilir.
Teshis Alt Sinir1

Bir analitik prosediiriin analiti, sistemin giiriiltii sinyalinden giivenilir olarak
teshis edebildigi en diisiik konsantrasyona karsilik gelen sinyal teshis alt siniridir
(LOD). LOD cevabin standart sapmasindan ve egimden faydalanilarak hesaplanabilir.
LOD asagida verilen esitlik ile hesaplanmistir (Esitlik 3.1.)

LOD = 3,30/S (3.1.)

o: Kalibrasyon denkleminde cevabin standart sapmasi

S: Kalibrasyon dogrusunun egimi
Tayin Alt Sinir1

Ornek igindeki analitin uygun kesinlik ve dogrulukta tayin edilebildigi en
diisiik miktar tayin alt sinir1 (LOQ) olarak tanimlanir. LOQ asagida verilen esitlik ile
hesaplanmistir (Esitlik 3.2.)

LOD = 100/S (3.2.)

o: Kalibrasyon denkleminde cevabin standart sapmasi

S: Kalibrasyon dogrusunun egimi
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Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen sonuglarin kabul edilen
gercek ya da referans degere yakinlhigidir. Dogruluk farkli  yollardan
degerlendirilebilir. Bu yollardan biri; yontemin sonuglarini, iyi karakterize edilmis
yontemlerden birinin sonuglar ile karsilagtirmaktir. Digeri referans materyal ile
karsilastirmaktir. Dogruluk ¢aligmalar1 geri alma-recovery testleri ile de yapilabilir.
Dogruluk, en az 3 konsantrasyon ile en az 3 tayin yapilarak ol¢iilmelidir. Dogruluk
calismasi i¢cin muhtemel konsantrasyon araliginda {i¢ konsantrasyon secilmis, bu
bilinen konsantrasyonlarda geri kazanim c¢aligsmalar1 yapilmistir. Dogruluk asagidaki
esitlik ile degerlendirilmistir (Esitlik 3.3.). Geri kazanim dogruluk igin %97- %103
araliginda olmalhidir (236, 237).

Geri Kazanim (%) = X/Y x100 (3.3)

X= Olgiilen konsantrasyon (pg/mL)

Y= Hazirlanan konsantrasyon (pg/mL)
Kesinlik

Kesinlik bir yontemin aymi Ornekten alinan bir seri Ol¢limii arasindaki
yakinligin derecesini ifade etmektedir. Standart sapma ve varyasyon katsayisi ile ifade
edilir. Kullanilan yontemin kesinliginin aragtirilmasi i¢in {i¢ farkli konsantrasyonda
giin i¢1 ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 yapilmistir. Kesinlik bagil standart
sapma ile degerlendirilmistir. Varyasyon katsayisi, kesinlik Slgiimleri icin %2’den
kiiciik olmalidir (236).

3.7.  Misel Formiilasyonlarimn Hazirlams1 ve Misellere Doksorubisin

Yiiklenmesi

3.7.1. Uygun Polimer Molekiil Agirhginin Belirlenmesi I¢in PEtOx-b-
PCL Polimerleri ile Yapilan On Calismalar

Miselleri hazirlamak i¢in kullanilacak polimerler ticari olarak temin edlmeyip
sentezlenerek hazirlanacagi icin 6ncelikle farkli molekiil agirliklarina sahip polimerler
sentezlenmis ve bu polimerlerin istenilen biiylikliikte miselleri olusturup

olusturmadiklart arastirilmigtir. Misel biiyiikliigli acisindan en uygun polimeri
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belirlemek amaciyla, sentezlenen PEtOx-b-PCL polimerleri (7 adet) ile cesitli
yontemler kullanilarak miseller hazirlanmigtir. Hazirlanan misellerin dinamik 1s1k
sacilimi yontemi ile partikiil biiyiikliikleri belirlenmis ve en kiigiik partikiil
biiyiikliigiine sahip misel formiilasyonunu meydana getiren polimer etkin madde
yiikleme ¢alismalart i¢in seg¢ilmistir. Ayrica polimer yapisina katyonik PEI grubunun
eklenmesinin, misellerin negatif yiiklii hiicre membrani ile etkilesimini arttiracagi
distiniildiigiinden 6n calismalar sonucunda belirlenen PEtOx-b-PCL polimerinin
molekiil agirligindan hareketle PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerleri sentezlenmistir.
Polimer bloklarinin kimyasal yapisinin etkin madde yiikleme etkinligini etkiledigi
literatlirde bildirilmistir (59, 81, 93). Farkli oranlarda PEI iceren PEtOx-ko-PEI-b-PCL
polimerleri sentezlenerek tez calismasinin ileriki asamalarinda polimer yapisinin
doksorubisinin enkapsiilasyon etkinligine etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.
PEtOx-b-PCL polimerleri ile yapilan 6n ¢aligmalarda, sentezlenen
polimerlerin misel hazirlamak i¢in kullanilmadan oOnce diyaliz islemi ile
saflastirilmasimin misel blytikliigiine etki edip etmedigini incelemek amaciyla
sentezlenen polimerlerden bazilarina diyaliz ile saflagtirma islemi uygulanmistir. Bu
on c¢alisma ile polimerlerin sentez islemleri sirasinda meydana gelen muhtemel
safsizliklar1 ve kalintilar1 uzaklastirmak amaglanmistir. Bu amacla 400 mg polimer 4
mL ultra saf su igerisinde dagitilmis ve 2 L ultra saf suya kars1 diyaliz edilmistir.
Diyaliz iglemi 6 giin boyunca devam ettirilmis ve her giin 2 kez diyaliz ortami
yenilenmistir. Diyaliz islemi igin ilk olarak molekiil agirlik sinir1 (Molecular weight
cut-off, MWCO) 3500 Da olan rejenere seliiloz diyaliz membran kullanilmistir ancak
diyaliz esnasinda asir1 madde kaybi yasandigi icin sonraki saflastirma islemlerinde
MWCO 2000 Da olan diyaliz membran kullanilmistir. Saflastirma isleminde
kullanilan membranlar % 0,05 sodyum azit iceren bir koruyucu ¢ozelti i¢inde 1slak
olarak paketlenmis olup kullanima hazir diyaliz membranlaridir. 6 giinliik diyaliz
sonrasi polimerler -20C’de bir gece dondurulmus ve ardindan 48 saat siireyle liyofilize
edilmislerdir. Suyun liyofilizasyon ile uzaklastirilmasi sonucu kuru toz halinde elde
edilen polimerler ile misel formiilasyonlar1 hazirlanmig ve partikiil biiyiikligii ve zeta
potansiyel ol¢iimleri yapilmistir. Saflagtirma oncesi ayni polimerler ile hazirlanan

misel formiilasyonlarmin partikiil biiyiikligii ve zeta potansiyel Sl¢iimleri ile bu
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Olctimlerin karsilastirilmas1 sonucu ileriki agamalarda kullanilacak polimerlerin
saflastirilarak kullanilmasi kararlastirilmistir.

PEtOx-b-PCL polimerleri kullanilarak etkin madde igermeyen miseller
literatiirde siklikla karislasilan diyaliz (141), ¢6ziicti buharlastirma (238) ve ince film
hidratasyonu (239) yontemleriyle ve bu yontemlerde kiigiik degisiklikler yapilarak

hazirlanmistir. Bu yontemler asagida verilmistir.
Diyaliz Yontemi:

20 mg polimer (PEtOx-b-PCL) tartilarak 4 mL tetrahidrofuran (THF)
igerisinde 40°C’de 5 dakika manyetik karistirma altinda ¢oziindiiriilmiis ardindan
polimer ¢ozeltisi oda sicakliginda bir gece karigtirildiktan sonra rejenere seliiloz
diyaliz membran igerisine alinip (MWCO 2000 Da) 48 saat boyunca ultra saf suya
kars1 diyaliz edilmistir. Diyaliz sonrast misel formiilasyonu 0,22 pm seliilloz asetat
enjektor ucu filtrelerinden siiziilmiis ve polipropilen tiiplere konularak bir gece -
20°C’de dondurulmustur. Dondurulan drnekler 48 saat siireyle liyofilize edilmislerdir.
Liyofilizasyon isleminden sonra miseller konsantrasyon 2 mg/mL olacak sekilde ultra
saf su icerisinde redisperse edilmislerdir ve partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyel

Olctimleri yapilmustir.
Coziicii Buharlastirma Yontemi

Bu yontemde 20 mg polimer (PEtOx-b-PCL) 1 mL THF igerisinde
¢Oziindiiriilmiis ve manyetik karistirma altindaki 20 mL ultra saf su iizerine enjektor
yardimiyla damla damla eklenmistir. 5 dakika boyunca manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra karigim balona alinarak rotavaporda vakum altinda ve 30°C’de
2 saat siireyle tutularak organik ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi saglanmistir. Elde edilen
misel formiilasyonu 0,22 pm’lik filtrelerden siiziilmiis, polimer konsantrasyonu 1
mg/mL olacak sekilde ultra saf su ile seyreltilmistir ve partikiil biiyiikliigli ve zeta

potansiyel dl¢limleri yapilmigtir.
Ince Film Hidratasyonu Yéntemi

Ince film hidratasyonu yénteminde 20 mg polimer (PEtOx-b-PCL) tartilarak

4 mL THF igerisinde manyetik karigtiricida 1 saat boyunca karistirilarak
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¢Oziindiiriilmistiir. Daha sonra polimer ¢ozeltisi balona alinarak film olusumunun
saglanmasi i¢in organik ¢oziicii rotavaporda vakum altinda ve 60°C sicaklikta 20
dakika siire buharlastirilmistir. Olusan ince film tabakasini hidrate etmek icin balona
60°C sicakliktaki 10 mL ultra saf su eklenmis ve 5 dakika boyunca vorteks yardimiyla
siddetle kanistirilmistir. Elde edilen misel silispansyonu 0,22 pm’lik filtrelerden

stizlilmiis ve partikiil biiylikliigii ve zeta potansiyel dlglimleri yapilmaistir.
3.7.2. Etkin Madde icermeyen Misellerin Hazirlamsi

Etkin madde igermeyen miseller film hidratasyonu yontemi ile
hazirlanmislardir. Oncelikle sentezlenen polimerlerin ¢oziindiigii organik ¢oziiciiler
belirlenmistir. 1 mg polimere, polimeri ¢oziip berrak bir ¢ozelti olusturana kadar
organik ¢oziiciiler (metanol, tetrahidrofuran, kloroform, diklorometan) kisim kisim
eklenmis ve polimeri ¢ozebilen minimum organik ¢oziicii miktarlar1 ve ¢ozeltilerin
berrakligi karsilastirilarak en uygun organik ¢oziiciiye deneysel olarak karar
verilmistir. PEtOX-b-PCL i¢in en uygun ¢dziicii tetrahidrofuran (THF), PEtOx-ko-
PEI-b-PCL polimerleri i¢in de diklorometan (DCM) olarak belirlenmistir. Polimer (10
mg) belirlenen organik ¢oziiciide ¢oziindiiriildiikten sonra, olusan ¢ozelti bir balona
alinip rotavapor yardimiyla organik ¢o6ziici (2 mL) vakum altinda 60 °C’de
buharlagtirilmistir. Olusan film iizerine 10 mL 60 °C’deki ultra saf su eklenmis ve 5
dakika boyunca vorteks kullanilarak siddetli bir ¢alkalama islemiyle film rehidrate
edilmistir. Elde edilen misel dispersiyonu 0,22 um por capina sahip filtrelerden

stizlilerek agregatlar uzaklastirilmistir.
3.7.3. Doksorubisin Enkapsiile Edilmis Misellerin Hazirlanisi

Etkin madde yiiklii miselleri hazirlamak igin ince film hidratasyonu (229) ve
yag/su emiilsiyonu (144) olmak iizere iki yontem kiigliik degisiklikler yapilarak
denenmistir. Doksorubisinin misellerin hidrofobik ¢ekirdegine yiliklenme oranini
arttirmak i¢in Oncelikle doksorubisin hidrokloriir uygun bir baz ile muamele edilerek
hidrokloriiriin uzaklastirilmasi saglanir. Kataoka ve arkadaslari (144) doksorubisin
hidrokloriiriin sulu ¢dzeltisini (50 pg/mL), degisen oranlarda trietilamin (0-10
ekivalan) ile muamele etmisler ve ardindan bir ayirma hunisi kullanarak kloroform ile

doksorubisini ekstrakte etmislerdir. Doksorubisinin sulu fazdaki konsantrasyonunu
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485 nm’de tayin ederek doksorubisinin iki faz arasindaki dagilimini belirlemislerdir.
Doksorubisinin kloroform fazina ekstraksiyonunun, 3 ve {izeri ekivalani trietilamin
kullanildigi zaman yaklasik % 100 oraninda basarildigini bildirmislerdir (144). Bu
nedenle c¢alismamizda doksorubisinin hidrofobiklestirilmesi i¢in doksorubisin
hidrokloriir (5 mg/mL) ve 3 molar ekivalani olacak sekilde trietilamin kloroform
icerisinde 1 gece karistirilmistir.

Film yonteminde (Sekil 3.4.) polimer (10 mg) uygun ¢6ziiciide (THF/DCM)
¢Oziindiiriildiikten sonra iizerine kloroformdaki doksorubisin ¢ozeltisinden (5 mg/mL)
gerekli miktar eklenir ve ¢ozelti karistirilir. Ardindan rotavapor kullanilarak organik
¢oziicii 60 °C’de buharlastirilir ve olusan film 60 °C’deki ultra saf suda vorteks
yardimiyla karigtirilarak hidrate edilir. Olusan agregatlarin uzaklastirilmast i¢in misel
dispersiyonu 0,22 um’lik filtrelerden siiziiliir. Misellere hapsolmayan serbest etkin
maddeyi uzaklastirmak i¢in misel dispersiyonu Amicon santrifiij filtreleri yardimiyla
4,146 g’de 10 dakika santrifiij edilir. Bu ultrafiltrasyon islemi {i¢ kez tekrarlanir.
Ardindan miseller baglangigtaki hacimlerine seyreltilerek karakterize edilirler.

Yag/su emilsiyonu yonteminde (Sekil 3.5.) ise Oncelikle etkin madde
icermeyen misel dispersiyonu film yontemi ile hazirlanir. Doksorubisinin
kloroformdaki ¢ozeltisi misel dispersiyonuna 400 rpm manyetik karistirma altinda
enjektér yardimiyla damla damla eklenir. Bir gece karstirilarak kloroformun
buharlagmasi saglanir. Serbest doksorubisini uzaklastirmak i¢cin Amicon ultrasantrifiij
filtreleri ile 3 kez ultrafiltrasyon yapilir. Ultrasantrifiij sonras1 miseller baslangictaki

hacimlerine seyreltilerek karakterize edilirler.
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1 0.22 pm’lik
Rf)t.a'w.e-lp?rda organik Vorteks yardimiyla filtreden
st 60°C’de su ile filmn =
SRR hidrate edilmesi
’ "
Doksorubisin +polimer Ince film olusumu
cozeltisi
Doksorubisin
yitklii miseller

Sekil 3.4. Doksorubisin yiiklii misellerin film yontemi ile hazirlanisi.

Ince polimer filmi
olusumu

Polimer ¢ozeltisinin organik J

¢oziiclistiniin rotavapor
yardimiyla buharlagtirilmasi

Vorteks yardimiyla
polimer filminin
60°C’deki suda
hidrate edilmesi

Bir gece kanigma

ile kloroformun .
buharlastiriimast Doksorubisin enkapsiile

edilmis miseller

Misellere kloroformdaki doksorubisin
¢ozeltisinin damla damla eklenmesi

Sekil 3.5. Doksorubisin yiiklii misellerin yag/su emiilsiyonu yontemi ile hazirlanisi.
Ince film hidratasyonu yontemi ve yag/su emiilsiyonu ydntemi Kullanilarak

hazirlanan doksorubisin yiikli misel formiilasyonlarinin bilesimi ve kullanilan

doksorubisin: polimer oranlar1 asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 3.3. Doksorubisin enkapsiile edilmis formiilasyonlarin bilesimi.

Yontem  Formiilasyon No Kullanilan Polimer: Doksorubisin orani
Polimer Kodu (mg/mg)
c F1 P7 10:5
S= FR2 P7-30 10:5
EZ§
ES2E F3 P7-60 10:5
Sc S F4 P7-70 10:5
-—C =
F5 P7 10:5
F6 P7 10:2,5
F7 P7 10:1,25
- F8 P7-30 10:5
5 Fo P7-30 10:2,5
S F10 P7-30 10:1,25
= F11 P7-60 10:5
2 F12 P7-60 10:2,5
% F13 P7-60 10:1,25
° F14 P7-70 10:5
o0 F15 P7-70 10:2,5
= F16 P7-70 10:1,25

3.7.4. Peptit-18 ile Modifiye Edilmis Misellerin Hazirlanis

Ligand ile modifiye edilmis miseller hazirlanmasi igin peptit-18 konjuge
edilmis polimer ile ayn1 yapidaki peptit-18 ile modifiye edilmemis polimerin karigimi
kullanilmigtir. Toplam polimer agirliginin %20’sini peptit-18 konjuge edilmis polimer
olusturacak sekilde bir polimer karistmi hazirlanmistir. Bu karisimi hazirlamak i¢in
peptit-18 konjuge edilmis polimer metanolde (MTH) ve peptit-18 konjuge edilmemis
polimer diklorometanda ¢oziindiiriilmiis ve her birinden gerekli miktarlarda alinarak
karigtirilmistir. Toplam polimer miktar1 10 mg ve ¢oziicii bilesimi %50 MTH: %50
DCM (h/h) olacak sekilde polimer ¢ozeltisi hazirlanmistir. Etkin madde igermeyen
ligand ile hedeflendirilmis miselleri hazirlamak i¢in bu polimer ¢dzeltisi balona alinir
ve rotavaporda organik ¢oziicli buharlastirilir. Olusan film ultra saf suda vorteks
yardimiyla hidrate edilir ve misel dispersiyonu 0,22 pm’lik filtrelerden siiziiliir. Bu
misellere doksorubisin yiikklemek i¢in yag/su emiilsiyonu yonteminin yukarida

anlatilan agsamalar1 uygulanir (Bkz. Boliim 3.6.2.).
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3.8.  Misel Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu
3.8.1. Kiritik Misel Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hazirlanan misellerin CMC degerleri hassas bir yontem olan floresan
spektroskopisi ile tayin edilmistir. Bu amagla piren floresan probu kullanilmistir.
Pirenin THF i¢inde ¢ozeltisi hazirlanmistir ve siselere esit hacimde eklenmistir. THF
azot gazi altinda ugurulduktan sonra her sisede son piren konsantrasyonu 6x107 M
olacak sekilde 1’er mL farkli konsantrasyonda sudaki misel dispersiyonlar1 siselere
eklenmigtir. Oda sicakliginda bir gece karistirildiktan sonra Orneklerin floresan
intensiteleri iki farkli eksitasyon dalga boyunda (eksitasyon: 332 ve 336 nm,
emisyon:390 nm) spektroflorimetre ile 6l¢iilmiistiir.

Pirenin 300-360 nm arasindaki eksitasyon spektrumunda (0,0) bandi piren
sudayken 332 nm’de iken piren misel ¢ekirdegine gegtiginde 336 nm’ye kaymaktadir
ve ayni zamanda pirenin floresan intensitesi polimer konsantrasyonu arttikga
artmaktadir. Pirenin maksimum intensitesinin bu iki dalga boyunda her 6rnek igin
Ol¢iilmesi ve bu intensitelerin oranlanmasi (Izzs/l332) ile CMC hesaplanabilir. Piren
sudayken ls3s/1332 orani sabit bir degerde kalacaktir ancak belirli bir konsantrasyondan
(CMC) sonra, misel olusmasiyla bu oran artmaya baslayacaktir. Izss/l1332 degerine karsi
polimer konsantrasyonunun logaritmasinin grafige gecirilmesi ve bu grafikteki iki
dogrunun kesim noktasindaki konsantrasyonun hesaplanmasi ile CMC degeri
belirlenebilir (240, 241).

3.8.2. Misel Olusumunun ‘H-NMR ile Dogrulanmasi

Misel olusumunun dogrulanmasi i¢in polimerlerin ve misellerin CDClz ve DO
coziiciileri i¢inde 'H-NMR analizleri yapilmistir. Ortadogu Teknik Universitesi
Merkez Laboratuvari’nda bulunan Bruker Biospin 300 MHz NMR cihazi kullanilarak
yapilan analizler cihazdan sorumlu uzman tarafindan gerceklestirilmistir. Film
yontemi ile hazirlanan miseller analiz Oncesi 24 saat siireyle liyofilize edilerek
kurutulmuslardir. Misel formiilasyonu D>O ve blok kopolimerler CDCIsz iginde
¢oziilerek 'H-NMR analizleri yapilmustir.

Farkli ¢oziiciilerdeki polimer ve misel *H-NMR spektrumlar1 incelendiginde

CDCls'teki blok kopolimerin rezonans piklerinin agik¢a goériilmesi beklenirken, PCL
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blogunun piklerinin, misel olusumu nedeniyle PCL blogunun kisitli hareketliligi

sonucu D>0'da kaybolmasi beklenmektedir (141).

3.8.3. Misellerin Partikiil Bityiikliigii ve Zeta Potansiyel Ol¢iimleri

Misellerin partikiil biiyiikliikleri ve zeta potansiyellerinin Ol¢iilmesinde
Malvern NanoZS cihazi kullanilmistir. Ultrasaf su iginde hazirlanan misel
dispersiyonlar1 tek kullanimlik 6l¢tim kiivetlerine konulmus ve Once partikiil
blyiikligli ardindan zeta potansiyel Glgiimleri yapilmistir. Her bir 6l¢iim ii¢ defa

tekrarlanmugtir.

3.8.4. Doksorubisinin Misellere Yiikleme Etkinligi

Doksorubisin yiiklii misellerin enkapsiilasyon etkinligi ve etkin madde
yiikleme kapasitelerini belirlemek i¢in elde edilen taze misel formiilasyonlar1 24 saat
boyunca liyofilize edilmislerdir ve kuru toz haline getirilen misel formiilasyonlari
tartilarak toplam misel miktar1 belirlenmistir. Liyofilize edilen formiilasyonlar DMSO
icinde c¢oziindiiriilerek UV spektrofotometrede 482,5 nm’de analiz edilmistir.
Analizler birbirinden bagimsiz olarak hazirlanan formiilasyonlar iizerinde 3 tekrarli
olarak yapilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi ve etkin madde yiikleme kapasitesi
asagidaki formiillere gore hesaplanmistir (Esitlik 3.4. ve 3.5.).

Misellerdeki ilac miktart
; (3.4)

%Enkapsiilasyon etkinligi = 100x

Baslangicta kullanilan ilag miktari

Misellerdeki ilag miktart

% Etkin madde ylikleme kapasitesi = 100x (3.5.)

Elde edilen misellerin agirligt
3.8.5. Doksorubisinin Misellerden In Vitro Salim

Misel formiilasyonlarindan doksorubisin salimini incelemek i¢in sink kosulun
saglandigi, salim ortaminin hacminin oldukga yiiksek tutuldugu Ponta ve Bae (242)
tarafindan bildirilen dinamik diyaliz yontemi kullanilmistir (242). Bu amagla,
hazirlanan misel fomiilasyonlar1 (750 pL) diyaliz kasetleri (MWCO 3500) igine
konulmus ve farkli pH’lardaki salim ortamina (2 L) kasetler yerlestirilmistir. Salim
ortami manyetik olarak deney siiresince karistirtlmis ve sicaklik 37°C’de sabit
tutulmustur. Deney 72 saat siirdliriilmiis ve salim ortami bu siire iginde ii¢ kez

degistirilmistir. Ornek alma zaman araliklar1 3, 6, 9, 12, 24, 48 ve 72 saat olarak
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belirlenmistir. Her bir deney i¢in iki kaset kullanmlmustir. ilk kaset 3, 6, 9 saatlik zaman
noktalarinda 6rnek almak i¢in kullanilmistir ve ikinci kaset 12, 24, 48,72 saatlik zaman
noktalarinda 6rnek almak i¢in kullanilmistir. Salim ortami olarak pH 5 ftalat tamponu
ve pH 7,4 fosfat tamponu pH’ya bagimli olarak doksorubisin saliminda bir degisiklik
olup olmayacagini arastirmak igin kullanilmistir. Belirli zaman araliklarinda diyaliz
kasetlerinden 50 pl 6rnek alinmis ve 6rnekler DMSO ile seyreltilerek, drneklerdeki
doksorubisin miktar1 UV spektrofotometrede, analiz edilmistir. Salim ¢alismalar1 {i¢

tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
3.8.6. Misellerin TEM ile Goriintiilenmesi

Misel formiilasyonlarinin goriintiilemek i¢in TEM cihaz1 kullanilmistir. TEM
analizi i¢in misel formiilasyonunun bir damlas1 (10 uL) karbon film kapli bakir 1zgara
tizerine damlatilmistir. Izgara atmosfer kosullarinda kurutulduktan sonra goriintiileme
yapilmistir. TEM analizi ODTU Merkez Laboratuvari’nda bulunan FEI Tecnai G2

Spirit BioTwin cihazi kullanilarak cihazdan sorumlu uzman tarafindan yapilmustir.
3.8.7. Misel Formiilasyonlarinin Stabilitesi

Hazirlanan doksorubisin yiiklii misel formiilasyonlarinin protein varligindaki
stabilitesini incelemek i¢in, miseller %10 fetal sigir serumu igeren fosfat
tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) ortaminda ve 37°C’de inkiibe edilmis ve misellerin
partikiil biiytikliigiindeki degisim Malvern NanoZS cihazi kullanilarak izlenmistir.

Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii miseller hazirlandiktan sonra
4 °C’de ve oda sicakliginda saklanmis ve 6 ay siiresince takip edilmislerdir. Belirli
araliklarla Ornekler alinarak formiilasyonlarin partikiill biyiikliikleri, zeta
potansiyellerinin l¢iimii Malvern NanoZS cihazi kullanilarak yapilmistir. Olgiimler

ti¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
3.9. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

3.9.1. Etkin Madde icermeyen Misellerin Hiicre Canhhg Uzerine

Etkisinin Arastirilmasi
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Misel formiilasyonlarinin hazirlanmasinda yeni sentezlenen polimerler
kullanildig1 i¢in etkin madde icermeyen misellerin biyouyumlulugunu degerlendirmek
tizere 1929 fare fibroblast hiicreleri kullanilmistir. L.929 hiicre hatti Uluslararasi
Standardizasyon Orgiitii (ISO) tarafindan in vitro biyouyumluluk testi icin
onerilmektedir (243).

1929 hiicreleri %10 (h/h) FBS, 50 U/mL Penisilin ve 50 pg/mL Streptomisin
iceren DMEM kullanilarak 25 cm? flasklarda 37°C’de %35 COz igeren inkiibatorlerde
biiyiitiilmiislerdir. Hiicreler konfluent hale (flaskin yiizeyinin %80’ini kapladiklarinda)
geldiklerinde 90,25 Tripsin ve %0,02 EDTA igeren Tripsin-EDTA ¢ozeltisi
yardimiyla flask yilizeyinden kaldirilip taze kiiltlir ortaminda siispande edilmislerdir.
Hiicreler deney Oncesi tripan mavisi kullanilarak mikroskop yardimiyla sayilmis ve
kuyucuk basina 5000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmislerdir. Bir
gece inkiibasyon sonrasi kiiltiir ortaminda hazirlanan misel dispersiyonu seyreltilerek
farkli konsantrasyonlarda kuyucuklara uygulanmistir. Kontrol grubu olarak sadece
kiiltiir ortami1 uygulanan hiicreler kullanilmistir. Uygulama sonrasi plakalar 24, 48 ve
72 saat siireyle inkiibatérde bekletilmislerdir. Inkiibasyon siiresi sonunda PBS iginde
hazirlanan MTT ¢ozeltisinden (5 mg/mL) her bir kuyucuga 25 pL eklenmistir. 4
saatlik inkiibasyon sonunda her kuyucuga 80 uL %23 SDS pH 4,7 (%45 DMF: %55
su (h/h) i¢inde) ¢ozeltisi eklenmistir. Plakalar 1 gece inkiibatorde bekletildikten sonra
570 nm’de mikroplaka okuyucuda absorbanslar Ol¢lilmiistiir. Sonuclar kontrol
grubunun hiicre canliligi %100 kabul edilerek hesaplanmistir. Deneyler ti¢ tekrarli

olarak (farkli giinlerde) yapilmstir.
3.9.2. Doksorubisin Yiiklii Misellerin Sitotoksisitesinin Arastirilmasi

Doksorubisin yiiklii hedeflendirilmemis misellerin sitotoksisitesi MCF-7 insan
meme adenokarsinom hiicreleri kullanilarak aragtirilmistir. Peptit-18 ile modifiye
edilmis doksorubisin yiiklii misellerinin sitotoksisitesi, peptit-18 tarafindan
hedeflendigi literatiirde (199, 201, 244, 245) bildirilen MCF-7 hiicreleri ve literatiirde
bu konuda bir bilgi bulunmayan SKBR-3 hiicreleri (insan meme adenokarsinom hiicre
hatt1) kullanilarak arastirilmistir. SKBR-3 ve MCF-7 hiicreleri %10 (h/h) FBS, 50
U/mL Penisilin ve 50 pg/mL Streptomisin iceren DMEM kullanilarak 37°C’de %35
COgzigeren inkiibatorlerde biiyiitilmislerdir.
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Hiicreler deney icin kuyucuk basma 5000 hiicre olacak sekilde ekilmis ve bir
gece inkiibasyon sonrasinda  formiilasyonlar kuyucuklara uygulanmistir.
Doksorubisinin sudaki stok ¢ozeltisi ve misel formiilasyonlar1 (doksorubisin igeren ve
icermeyen), hiicre kiiltiirii ortaminda seyreltilerek kuyucuklara uygulanacak
konsantrasyonlar hazirlanmistir. Formiilasyonlarla hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibe
edildikten sonra her bir kuyucuga 25 pL MTT ¢ozeltisi eklenmistir. Plakalar
inkiibatorde 4 saat bekletildikten sonra her kuyucuga 80 pL %45 DMF i¢inde %23
SDS (pH 4,7) ¢ozeltisi eklenmistir. Ertesi glin plakalarin 570 nm’deki absorbanslari
mikroplaka okuyucu kullanilarak olgiilmiistiir. Kontrol grubu olarak formiilasyonlar
ile ayn1 oranda su igeren kiiltiir ortam1 ve sadece kiiltiir ortami kullanilmigtir. Deneyler
bagimsiz giinlerde li¢ kez tekrar edilerek yapilmistir. Sonuglar hesaplanirken kontrol

grubunun hiicre canlilig1 %100 kabul edilmistir.

3.9.3. Doksorubisin Yiikli Misellerin Hiicresel Alminin Floresan

Mikroskop ile incelenmesi

Doksorubisin floresan o6zellik gdsteren bir etkin madde oldugu icin
doksorubisin enkapsiile edilmis misellerin hiicresel alimi floresan mikroskop ile
dogrudan goriintiilenebilir. Doksorubisin yiiklii hedeflendirilmemis misellerin hiicre
icine girisini goriintiilemek icin MCF-7 hiicreleri kuyucuk basina 100 bin hiicre
diisecek sekilde 24 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicreler 24 saat inkiibatorde
bekletildikten sonra kuyucuklardaki ortam atilmis ve doksorubisin ¢ozeltisi ve
doksorubisin yiiklii misel formiilasyonlar: kiiltiir ortamu ile seyreltilerek kuyucuklara
uygulanmistir. Kuyucuklardaki doksorubisin konsantrasyonu 5 pug/mL olarak sabit
tutulmustur. Plakalar 37°C’de 1 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon siiresi sonunda
kuyucuklardaki ortam atilmis ve kuyucuklar soguk PBS ile li¢ kez yikandiktan sonra
plakalara birer mL PBS eklenmis ve plakalar floresan mikroskop ile goriintiilenmistir.
Peptit-18 ile modifiye edilmis doksorubisin yiiklii misellerin hiicresel alimi
hedeflendirilmemis miseller i¢in kullanilan deney kosullar1 uygulanarak ve MCF-7,
SKBR-3 hiicreleri kullanilarak arastirilmistir. Farkli olarak SKBR-3 hiicreleri
kuyucuk basina 100 bin hiicre diisecek sekilde 24 kuyucuklu plakalara ekildikten sonra
yapisip konfluent olmalari i¢in 48 saat beklenmis ve bu siire sonunda formiilasyonlar

uygulanarak goriintiileme c¢alismalar1 yapilmistir.
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3.9.4. Peptit Ile Hedeflendirilmis Doksorubisin Yiikli Misellerin

Hiicresel Allmmin Akis Sitometrisi Ile incelenmesi

Peptit-18 ile hedeflendirilmis misellerin hiicresel aliminin MCF-7 ve SKBR-3
meme kanseri hiicreleri i¢in daha hassas ve nicel olarak belirlenebilmesi i¢in
hedeflendirilmis formiilasyonlarin hiicresel alimi akis sitometrisi ile incelenmistir.
L.929 hiicreleri ise kontrol olarak kullanilmigtir. Hiicreler kuyucuk bagina 500 bin
hiicre diisecek sekilde 24 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicreler 1 gece inkiibe
edildikten sonra tizerlerindeki ortam atilip, doksorubisin ¢ozeltisi, peptit-18 ile
modifiye edilmis doksorubisin yiiklii misel formiilasyonu ve kontrol olarak kiiltiir
ortam1 kuyucuklara uygulanmistir. Uygulanan doksorubisin konsantrasyonu 5 pg/mL
olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir. Bir saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
hiicrelerin tizerindeki ortam atilmis ve hiicreler ti¢ kez 1 mL soguk PBS ile yikanmustir.
Her kuyucuga 200 pL Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenmis ve 2 dakikalik inkiibasyon
sonunda hiicreler plaka yilizeyinden ayrilinca kuyucuklara 500 pL kiiltliir ortami
eklenmistir. Plaka yilizeyinden ayrilan hiicreler pipet ile plaka yiizeyi yikanarak
ependorf tiiplere alinmig ve 500 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
siipernatan atilmis ve hiicreler 200 pL %35 FBS igeren PBS icinde 2 saniye vorteks
yapilarak siispande edilmistir. Ornekler ayn1 giin analiz edilmistir ve analize kadar
4°C’de saklanmustir.

Hazirlanan  6mekler ODTU  Biyomalzeme ve Doku Miihendisligi
Miikemmeliyet Merkezi (BIOMATEN) Laboratuvari’nda bulunan Accuri C6 Flow
Cytometer (BD Biosciences, ABD) cihazi kullanilarak cihazdan sorumlu uzman
tarafindan analiz edilmislerdir. Analizler FL1 kanali kullanilarak ve gecitleme

bolgesindeki minimum 10 bin hiicre kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.10. Istatiksel Analiz

Bulgular ii¢ bagimsiz deneyin ortalama (X) + standart sapmasi (SS) ya da ortalama
(X) + standart hatas1 (SH) seklinde sunulmustur. Istatistiksel analizler GraphPad
Prizma 6 (GraphPad Software Inc., CA,USA) yazilimi ile tek/iki yonli ANOVA
analizi kullanilarak yapilmistir ve gruplar arasindaki farkliliklar Tukey testi ile

degerlendirilmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Polimerlerin Sentezi ve 'H-NMR ile Karakterizasyonu

Misel hazirlanmasinda kullanilan polimerler Boliim 3.3.°te verilen yontemlerle
sentezlenmistir. Azid u¢lu PEtOX-Nz polimerini sentezlemek i¢in metil tosilat baslatici
olarak kullanilmis ve reaksiyon sodyum azid ile sonlandirilmigtir. PCL-alkin
polimerini sentezlemek icin ise kalay oktoat kullanilmistir. PEtOX-N3 ve PCL-alkin
polimerlerinin ¢it-¢it reaksiyonu ile PEtOx-b-PCL polimerleri elde edilmistir.
Reaksiyon oda sicakliginda gerceklestirilmis olup bakir stilfat katalizor olarak
kullanilmis ve askorbik asit rediiktan olarak kullanilmistir. PEtOx-ko-PEI-b-PCL
polimerini sentezlemek igin azid u¢lu PEtOX-N3 (10700 Da) polimeri HCI kullanilarak
%30, 60 ve 70 oranlarinda hidroliz edilmis ve elde edilen PEtOX-ko-PEI polimeri ¢it
cit reaksiyonu ile PCL-alkin ile konjuge edilmistir. Farkli oranlarda lineer PEI igeren
PEtOx-ko-PEI polimeri elde etmek i¢in hidroliz reaksiyonunun siiresi degistirilmistir.

Doksorubisin yiiklii miselleri hazirlamak i¢in kullanilan polimerlerin dotero
kloroform igerisinde 'H-NMR analizleri ODTU Merkez laboratuvarinda
gerceklestirilmis olup polimerlere ait spektrumlar Sekil 4.1., 4.2. ve 4.3.“de verilmistir.
PEtOx-b-PCL (P7 kodlu polimer) polimerine ait spektrumda (Sekil 4.1.) PEtOx
blogunda yer alan -CHs (d) gruplarindan kaynakli hidrojenlere iliskin pik 1,14 ppm’de,
-CH2 (b,e) gruplarindaki hidrojenler ise 3,47 ppm’de goriilmektedir. PCL blogunda
yer alan karbonil grubuna komsu —CH2 (j) ve PEtOx blogunda karbonil grubuna
komsu —CH2 (c) gruplarindaki hidrojenler 2,30 ppm’de goriilmektedir. PCL blogunda
bulunan —CHz (k+m) gruplarindaki hidrojenler ise 1,6 ppm’de goriilmektedir. PEtOX
icin karakteristik d pikinin 1,14 ppm’de spektrumda goriilmesi ve PCL i¢in de 4
ppm’de gorilen n pikinin spektrumda yer almast PEtOx-b-PCL yapisini

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.2. PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerlerine ait *H-NMR spektrumlari, A: P7-30,

B:P7-60, C:P7-70.
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PEtOX-ko-PEI-b-PCL polimerlerine iliskin *H-NMR spektrumlar1 Sekil
4.2.”de verilmistir. PEtOX10700 polimerinin farkli oranlarda (%30, 60 ve 70) hidrolizi
ile elde edilen PEtOx-ko-PEI polimerlerinin, PCL2100 ile bloklanmasi sonucu farkli
molekiil agirliklarina ve farkli PEI oranlarina sahip PEtOX-ko-PEI-b-PCL polimerleri
sentezlenmistir. Sekil 4.2.°de yer alan A boliminde P7-30 kodlu polimerin
(PEtOX7500-k0-PEl1500-b-PCL2100), B boliimiinde P7-60 (PEtOxXaz00-ko-PEl3000-b-
PCL2100) ve C boliimiinde P7-70 kodlu polimerin (PEtOX2750-k0-PElI3600-b-PCL2100)
spektrumlar: birlikte incelendiginde, PEtOX polimerinin hidrolizi sonucu elde edilen
PEI polimerine ait NH-CH2 grubundaki protonlarin () 2,8 ppm civarinda ortaya
ciktig1 goriilmektedir. Spektrumlar incelendiginde tigiinde de PEtOx polimerine ait —
CH2—CH2-N- grubundaki protonlarin (d) her ii¢ polimer igin de 3,5 ppm civarinda
ortaya c¢iktigi goriilmektedir. P7-30 kodlu polimerin spektrumunda, polimerdeki
PEtOx yiizdesinin PEI yiizdesinden yiiksek olmasi ile uyumlu olarak, PEtOx kaynakli
—CH2—-CH2—N- grubundaki protonlarin pikinin (d) siddetinin, PEI polimerine ait NH-
CH2 grubundaki protonlarin pikinin (e) siddetine gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. P7-60 kodlu polimerin spektrumunda ise polimerdeki PEI yiizdesinin
artigina bagh olarak NH-CH2 grubundaki protonlarin pikinin (e) siddetinin PEtOx
polimerine ait —-CH2—CH2—N- grubundaki protonlarin pikinin (d) siddetinden daha
yiikksek oldugu goriilmektedir. P7-70 kodlu polimer i¢in de polimerdeki PEI
yiizdesinin artig1 nedeniyle 2,8 ppm’deki (e) pikinin siddetinin, PEtOX blogu kaynakl
3,5 ppm’deki (d) pikinin siddetinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Her ii¢
polimer i¢in de PCL blogunda yer alan karbonil grubuna komsu —CH2 (j) hidrojenleri
spektrumlarda 2,30 ppm’de goriilmektedir ve PCL blogundaki —CH2-CH>-CH2—
(k+m) gruplarindaki hidrojenler ise 1,6 ppm’de goriilmektedir. Spektrumlarda PEtOX,
PEI ve PCL gruplarina 6zgii piklerin bulunmasi, PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerlerinin
basaril bir sekilde sentezlenmis oldugunu gdstermektedir.

Peptit ile hedeflendirilmis miselleri hazirlamak ic¢in kullanilacak polimer,
formiilasyon c¢alismalar1 ile belirlenmis olup, bu calismalar sonucunda misel
biiytikligii, etkin madde yiikleme kapasitesi gibi parametreler agisindan en uygun
sonuglarin elde edildigi P7-30 kodlu polimeri Peptit-18 komjugasyonu igin segilmistir.
P7-30 kodlu polimere Peptit-18’in konjugasyonu ile elde edilen peptit-18 baglanmis
P7-30 polimerinin H-NMR spektrumu Sekil 4.3.’de verilmistir. Spektrum
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incelendiginde PEtOx (b,c,d), PEI (a), ve PCL (g,h,i,j,k) gruplarina 6zgii protonlarin
1-4 ppm arasinda ortaya ¢iktig1 ve peptit yapisinda bulunan amit grubundaki —NH
hidrojenin 8 ppm civarinda ve fenil gruplarinda yer alan hidrojenlerin 7,4 ppm
civarinda ortaya c¢iktig1 goriilmektedir. Peptit ve polimere 6zgii proton piklerinin
spektrumda bulunmasi Peptit-18 konjugasyonunun basar1 ile gergeklestigini

gostermektedir.

CDCh

Sekil 4.3. Peptit 18-PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerinin *H-NMR spektrumu.

4.2.  Doksorubisinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Tez ¢alismasinda kullanilan doksorubisin etkin maddesinin FT-IR Spektrumu
UV spektrumu alinarak ve DSC Analizi yapilarak etkin maddenin literatiirde verilen

ozellikleri sagladig1 dogrulanmistir.
4.2.1. Doksorubisinin FT-IR Spektrumu

Bolim 3.4.1.°de agiklandig1 sekilde doksorubisin hidrokloriiriin FT-IR
spekrumu ¢ekilmistir ve spektrum Sekil 4.4.’de verilmistir. Spektrum incelendiginde
doksorubisin i¢in daha dnce bildirilen bulgularla (246) uyumlu olarak O-H gerilme
bandimin 3525 cm™ dalga sayisinda, C-H gerilme bandinin 2900 cm™ dalga sayisinda,
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C=0 (keton) gerilme bandin1 1731 cm™ dalga sayisinda, 1071 cm™ dalga sayisinda C-

O-C (eter) gerilme bandinin bulundugu goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Doksorubisinin FT-IR spektrumu.
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4.2.2. Doksorubisinin Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Bolim 3.4.2.°de belirtilen kosullarda gerceklestirilen analizi sonucu elde
edilen DSC termogrami Sekil 4.5.’de verilmistir. Doksorubisinin erime endotermik
piklerinin literatiire uygun olarak 200 ile 240°C arasinda ortaya ¢iktigt DSC

termograminda goriilmektedir (247).

o

0.5 ™,

Is1 akisi (W/g)

in
1

- Sicaklik (°C) R—
Sekil 4.5. Doksorubisin Hidrokloriiriin DSC termograma.

4.2.3. Doksorubisinin UV Spektrumu

Doksorubisin hidrokloriiriin sudaki ¢ozeltisinin (10 pg/mL) UV spektrumu
Sekil 4.6.’da verilmistir. Spektrum incelendiginde maksimum absorbansin gozlendigi

dalga boyu 482,5 nm olarak tespit edilmistir.

4.u|:u:||- .

=]

g Absorbans g

o
)

2am " Dalga boyu (nm)**** B

Sekil 4.6. Doksorubisin Hidroklortiriin sudaki ¢ozeltisinin UV spektrumu.
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4.3. Doksorubisinin UV-Goériiniir Bolge Spektroskopisi ile Miktar
Tayini

Doksorubisinin miktar tayini i¢in spektrofotometrik bir yontem kullanilmistir.
Bu amacla doksorubisin hidrokloriirin DMSO igerisindeki standart c¢ozeltileri
kullanilarak 482,5 nm’de kalibrasyon dogrusu c¢izilmistir. Formiilasyonlara
doksorubisin yiiklenirken trietilamin muamelesi ile HCL uzaklastilaracagl ig¢in
oncelikle doksorubisin hidrokloriir ve Boliim 3.5.°te anlatildig1 sekilde elde edilen
doksorubisin baz DMSO iginde ¢oOzlindirilerek spektrumlart alimmis ve
karsilagtiritlmisttr. DMSO iginde doksorubisin hidrokloriir ve doksorubisin baz
cozeltilerinin spektrumlart Sekil 4.7.°de verilmistir. Sekil 4.7. incelendiginde
spektrumlarda bir degisim olmadig1 ve kalibrasyon dogrusu ¢izilirken kullanilan 482,5

nm dalga boyunda iki ¢6zeltinin absorbanslarinin ayni oldugu goriilmektedir.

0 500 B Dhokisorubisin bas
E] Doksorubisin HCT

% Absorbans
- 0
ti

‘Ef

i

0168 L i

o Dalga boyu (nm) PR R

Sekil 4.7. DMSO igindeki doksorubisin HCI ve doksorubisin baz ¢ozeltilerinin UV
spektrumlari.

Doksorubisin hidrokloriiriin DMSO icindeki standart ¢ozeltileri kullanilarak
482,5 nm’de yapilan absorbans Ol¢limlerleri elde edilen kalibrasyon dogrusu Sekil

4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Doksorubisin hidrokloriiriin DMSO ig¢indeki kalibrasyon dogrusu ve
denklemi (X+£SS, n=6).

Analitik Yontem Validasyonu
Dogrusallik

Doksorubisin hidrokloiiriin DMSO i¢indeki stok ¢ozeltisinden faydalanilarak
hazirlanan standart ¢ozeltilerin, doksorubisinin maksimum absorbans dalga boyu olan
482,5 nm’deki absorbanslar 6l¢iilmiis ve konsantrsyona karsi grafige gecirilmistir.
Konsantrasyon ile absorbans arasindaki iliskinin 8-32 pg/mL araliginda dogrusal
oldugu gosterilmistir (R?=0.999; y-intersept= 0,0001; egim=0,0242).

Dogruluk ve Kesinlik

Y ontemin kesinlik ve dogrulugunun gosterilmesi i¢in yapilan deneylerden elde
edilen sonuglar Tablo 4.1. ve 4.2.’de verilmistir. Sonuglar incelendiginde varyasyon
katsayisinin %2’den kiigiik oldugu ve geri kazanimin %97-103 arasinda oldugu
goriilmektedir. Bulgular yontemin kesinlik ve dogruluk parametreleri agisindan

uygunlugunu gostermektedir.
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Tablo 4.1. Doksorubisin Hidrokloriiriin spektrofotometrik miktar tayini yonteminde
elde edilen giin i¢i dogruluk ve kesinlik bulgular1 (n=3).

Hazirlanan Olciilen VK % Geri
Konsantrasyon  Konsantrasyon (%) Kazanim
(ug/mL) (X£SS)

12 12,0+0,2 1,8 100,3£1,8
16 15,6+0,1 0,7 97,4+0,6
20 19,5+0,1 0,7 97,4+0,7

VK: Varyasyon katsayisi.

Tablo 4.2. Doksorubisin Hidrokloriiriin spektrofotometrik miktar tayini yonteminde
elde edilen giinler arast dogruluk ve kesinlik bulgulart (n=3).

Hazirlanan Olciilen VK % Geri
Konsantrasyon Konsantrasyon (%) Kazanim
(ng/mL) (X+£SS)

12 12,2+0,2 1,6  101,8£1,6
16 15,5+0,2 1,2 | 97,0£1,2
20 19,6+0,2 1,0  98,1+1,0

VK: Varyasyon katsayisi.

Teshis Alt Stmir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Teshis alt sinir1 etkin maddenin teshis edilebilen, en kiiclik miktar1 olup
kullanilan yontem i¢in 0,3 pg / mL olarak hesaplanmistir. Tayin alt sinir1 ise kullanilan
yontem ile kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte tayin edilebilen en kiigiik miktar

olup 1 pg / mL olarak hesaplanmistir.
Ozgiilliik

Doksorubisin yiiklii miselleri hazirlamak igin kullanilan polimerlerin
doksorubisinin analizi i¢in kullanilan maksimum dalga boyu 482,5 nm’de girisim
yapmadigiin gosterilmesi i¢in P7, P7-30, P7-60, P7-70 kodlu polimerlerin DMSO
i¢indeki ¢ozeltilerinin spektrumlari alimmistir. Spektrumlar (Sekil 4.9.) incelendiginde

polimerlerin 482,5 nm’de absorbans vermedikleri goriilmektedir.



80

200} 4
| C1p7
-~ £ Pp7-30
1,000 - y | E‘ P7-60 1
I 1 p7-70
[ Doksorubisin HC1
&
==
£ |
2 |
B i |
-
0,000 = —

0554 L 1
00,0 0] 000 Da]gﬂ hﬂ}ru (mm) S00.00 & .

Sekil 4.9. Polimerlerin (P7, P7-30, P7-60, P7-70 kodlu) ve doksorubisin hidrokloriiriin
DMSO i¢indeki spektrumlari.

4.4. Misel Formiilasyonlarimin Hazirlanisi
4.4.1. PEtOx-b-PCL Polimerleri ile Yapilan On Calismalar

Blok kopolimerlerin kimyasal yapilari, molekiil agirliliklart ve hidrofilik blok:
hidrofobik blok oranlari misel olusumunu ve olusan misellerin partikiil biiyiikliglini
etkilemektedir. Bu nedenle doksorubisin yiiklii miselleri hazirlamak i¢in en uygun
polimeri belirlemek iizere farkli molekiil agirliliklarina ve hidrofilik blok: hidrofobik
blok oranlarina sahip PEtOx-b-PCL polimerleri sentezlenmistir. Sentezlenen
polimerler ile Bolim 3.7.1.°de belirtilen yontemler kullanilarak etkin madde
icermeyen miseller hazirlanmistir ve partikiil biyiikliigi, polidispersite indeksi (PDI)
ve zeta potansiyel Olglimleri yapilmistir. Ayrica sentezlenen polimerlerin

kullanilmadan once diyaliz ile saflastirllmasinin partikiil biytkliigiine etkisini
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arastirmak iizere diyaliz ile saflagtirllmis ve saflastirilmamis polimerler kullanilarak
miseller hazirlanmistir ve partikiil biiyikligi o6l¢timleri yapilmistir. Elde edilen
bulgular saflastirma sonucu elde edilen polimerler ile daha diisik partikiil
biiyiikliigiine sahip miseller elde edilebildigini géstermistir (Tablo 4.3.) bu baglamda

tiim polimerlerin kullanilmadan once saflastirilmasina karar verilmistir.

Tablo 4.3. Diyaliz ile saflastirmanin PEtOX-b-PCL misellerinin biiyiikliigiine etkisi

(n=3, X+£SS).

Polimer Yontem Partikiil PDI Zeta Potansiyel

Kodu Biyiikliigii (nm) (mV)

P2 } Diyaliz ‘272,& 13,5 0,3+0,02  1,54+0,2
E _ Coziicii 369.6+36.6 0,4+0,03 | -5,4+0,2
= § Buharlastirma
B O
; Diyaliz ‘ 103,3+44,8 03+02 -49+04
E _ Cozici 278,2+16,7 0,5£0,1  -2,7:14
@ <
Ec: E Buharlastirma

P3 Diyaliz ‘ 105,6+5,6 0,5+0,1 -8+1,6
g Coziicii 164,8+12,8 03+0,1  -252+0,8
E’” g Buharlagtirma
3 S
; Diyaliz ‘ 116,4+2.4 0,8+0,05  -8,8+0,3
§ ~ Céziicii 132,3+11,2 0,4+0,1 | -17,2+0,2
> I
% § Buharlagtirma
[75] [75]

Saflagtirilmis PEtOx-b-PCL polimerleri ile organik ¢oziicii olarak THF
kullanilarak ve farkli yontemler denenerek hazirlanan misellerin partikiil biiytiklikleri
ve zeta potansiyel 6lgiimleri Tablo 4.4.‘de verilmistir. Bulgular incelendiginde misel
blytikligl agisindan en kiigiik deger P7 polimeri ile ve ince film hidratasyonu yontemi
ile elde edilmistir. Bu nedenle P7 polimeri doksorubisin yiiklii miseller hazirlamak i¢in
secilmistir. Ayrica PEtOx polimerinin hidrolizi ile elde edilecek katyonik PEtOx-ko-
PEI polimerini sentezlemek i¢in en diisiik misel biiyiikliigiiniin elde edildigi P7
polimerinin molekiil agirhigi temel alinmigtir. PEtOx polimerinin hidrolizi ile ti¢ farkli
molekiil agirliktaki PEtOx-ko-PEI polimerleri sentezlenerek PCL ile konjuge edilmis
ve elde edilen PEtOx-ko-PEI-PCL polimerleri doksorubisin yiiklii miselleri

hazirlamak i¢in kullanilmistir.
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Tablo 4.4. Farkli yontemlerle hazirlanan PEtOx-b-PCL misellerinin biiyiikliik ve zeta
potansiyel 6l¢iim sonuglart (n=3, X+SS).

Yontem

Polimer
kodu

Coziicii

Coziicii

Diyaliz

Ince film

Coziicu

Diyaliz

Ince film

Coziicii

Diyaliz

Ince film

buharlagtirma

buharlastirma

hidratasyonu

buharlastirma

hidratasyonu

buharlastirma

hidratasyonu

Boyut (nm) PDI
257,6+4.,6

0,2+0,01

278,2+16,7 0,5+0,1

116,4+£2.4 0,8+0,05

102,0+2,5

0,4+0,02

116,+21,2

119,2+7,5 0,7+0,1

87,3+£2,6 0,5+0,01

68,4+4,7

0,4+0,01

91,2+14,0

0,4+0,1

Zeta Potansiyel
m

-19,9+0,7

2,7+1,4

-13,2+0,5

-11,6+0,7

-13,8+0,5

79,8 £3,0

0,5+0,02

-9,9+0,2

39,7+0,5 0,3+0,0

-9,9+0,9
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4.4.2. Etkin Madde Icermeyen Misellerin Hazirlamis:

Doksorubisin enkapsiile edilmesine karar verilen polimerler ile (P7, P7-30,
P7-60, P7-70 kodlu polimerler) oncelikle etkin madde igermeyen miseller
hazirlanmistir. PEtOx-b-PCL polimeri ile yapilan 6n ¢alismalar ince film hidratasyonu
yontemi ile diger yontemlere nazaran daha kiigiik miseller elde edilebildigini
gostermistir. Bu nedenle etkin madde icermeyen miselleri hazirlamak i¢in bu yontem
Bolim 3.7.2.°de anlatildig: sekilde uygulanmistir. Yontem PEtOx-b-PCL ve PEtOx-
ko-PEI-b-PCL polimerleri i¢in basari ile uygulanmigtir. Elde edilen misel
dispersiyonlar1 gorsel olarak PEtOx-b-PCL (P7) polimeri i¢in renksiz ve PEtOx-ko-
PEI-b-PCL polimerleri (P7-30, P7-60, P7-70) igin hafif yesil tonda saydam 6zellik

gostermislerdir.
4.4.3. Doksorubisin Enkapsiile Edilmis Misellerin Hazirlanis

Doksorubisinin misellere enkapsiilasyonu i¢in Boliim 3.7.3.’te belirtilen ince
film hidratasyonu ve yag/su emiilsiyonu yontemleri farkli polimer:etkin madde
oranlar (agirlik¢a) i¢in sorunsuzca uygulanmistir. Elde edilen miseller doksorubisinin
karakteristik kirmizi rengini tasiyan saydam dispersiyonlar olup, yiiklenen etkin
madde miktar1 artttikca misel dispersiyonunun renginin yogunlagsmasi enkapsiile
edilen etkin madde miktarin1 gorsel olarak da takip etme imkani1 sunmustur. Misellere
hapsedilmeyen doksorubisinin ultrafiltrasyon ile uzaklastirilabilmis ve gorsel olarak
da silizintiinin kirmiz1 renginden serbest etkin maddenin uzaklastigi takip

edilebilmistir.
4.4.4. Peptit-18 ile Modifiye Edilmis Misellerin Hazirlamisi

Peptit-18 konjuge edilmis polimerin %20 oraninda formiilasyona katilmasi ile
hazirlanan etkin madde igermeyen miseller, metanol ve diklorometan ¢6ziicli karigimi
kullanilarak ince film hidratasyonu yontemi ile basarili bir sekilde hazirlanmigtir.
Formiilasyona giren peptit-18 bagli polimer olusan misel biiytlikliigiini etkiledigi i¢in,
hazirlama asamasinda 0,22 um filtreden siizme isleminin zorlastig1 gézlenmistir. Etkin
madde hapsedilmis hedeflendirilmis miseller, yag/su emiilsiyonu yontemi ile sorunsuz

bir sekilde hazirlanmistir.
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45. Misel Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu
45.1. Kritik Misel Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Doksorubisinin enkapsiilasyonu i¢in kullanilacak blok kopolimerlerin CMC
degerleri Bolim 3.8.1.°de anlatilan piren yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Oncelikle pirenin sudaki ve misel dispersiyonundaki eksitasyon spektrumu almarak
(300-360 nm arasinda) spektrumdaki karakteristik degisim gozlenmistir. Piren misel
olusumu ile birlikte apolar misel ¢ekirdegine girmeye basladiginda eksitasyon
spektrumunda karakteristik olarak bir bant kaymasi gergeklesmektedir. Sekil 4.10.‘da
verilen spektrumlar incelendiginde piren sudayken 332 nm’de olan maksimum
intensite piki, piren misel i¢cindeyken 336 nm’ye kaymistir ve ayni zamanda pirenin

floresan intensitesi artmastir.
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Sekil 4.10. Pirenin eksitasyon spektrumu, A:suda, B: misel dispersiyonu iginde.
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Sabit bir miktarda piren igeren tiiplere farkli kopolimer konsantrasyonlarindaki
misel dispersiyonlarinin eklenmesi ve sonrasinda floresan spektrofotometre ile her
ornegin pirenden kaynakli floresan intensitesinin 6l¢iilmesi ile polimerlerin CMC
degeri belirlenmistir. CMC grafigini ¢izmek i¢in pirenin suda ve misel
dispersiyonunda maksimum intensite gosterdigi dalga boylar1 olan 332 ve 336
nm’deki (emisyon dalga boyu 390 nm ) piren floresan intensiteleri (l3se/332)
oranlanmustir. I3ze332 degerine karsi kopolimer konsantrasyonunun (mg/mL, C)
logaritmas1 kullanilarak grafik c¢izilmis ve grafikteki iki dogrunun kesisim
noktasindaki konsantrasyonun hesaplanmasi ile CMC degeri belirlenmistir. 1336/332
orant belirli konsantrasyonlarda (piren su ortamindayken) sabitken, belli bir
konsantrasyondan (CMC) sonra yiikselmeye baslar. Bu yiikselis misel olusumunun
basladigini ve pirenin su ortamindan daha hidrofobik bir ortam olan misel ¢ekirdegine
gecerek artik apolar bir ortamda bulundugunu gostermektedir. Sekil 4.11.’de P7, P7-
30, P7-60 ve P7-70 polimerlerinin lsss332 oranina karst logC grafigi verilmistir. Bu
grafiklerden CMC P7 i¢in 2x107°, P7-30 icin 1,6x1073, P7-60 i¢in 0,8x103 ve P7-70
0,5x10°® mg/mL olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.11. P7, P7-30, P7-60, P7-70 kodlu polimerlerin olusturdugu misellerin
konsantrasyona kars1 I336/332 grafigi (XSS, n=3).
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4.5.2. Misel Olusumunun *H-NMR ile Dogrulanmas:

Misel olusumu sirasinda kopolimerin hidrofobik bloklarinin bir araya gelip
misel ¢ekirdegini olusturmasi *H-NMR ile misel olusumunun dogrulanmasina olanak
saglamaktadir. Miselleri olusturan blok kopolimerler CDCl3 i¢indeyken *H-NMR
spektrumlar1 alindiginda hidrofobik ve hidrofilik bloklarin her ikisine de ait gruplarin
pikleri goriilebilirken, kopolimerler D,0 icindeyken !H-NMR spektrumlari
alindiginda misel olusumu sonucu hidrofobik bloklarin piklerinin kaybolmasi
beklenmektedir.  Doksorubisinin  enkapsiilasyonu  i¢in  kullanilacak  blok
kopolimerlerin CDCls ve D20 ¢éziiciileri icerisinde H-NMR spektrumlar1 alinarak
misel olusumunun dogrulanmasi amaglanmistir. P7, P7-30, P7-60 ve P7-70
polimerlerinin CDCl; ve D20 ¢éziiciileri icerisinde *H-NMR spektrumlari sirastyla
Sekil 4.12.,4.13., 4.14., ve 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.12. P7 kodlu polimerin *H-NMR spektrumlari, A: CDCl; ve B: D20 iginde.
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P7 kodlu polimerin *H-NMR spektrumlari (Sekil 4.12.) incelendiginde; CDCls
icineki spektrum ile karsilagtirldiginda, polimerler D20 i¢indeyken PCL blogundan
kaynakl1 4 pmm’deki pikin (n) ve 1-2 ppm arasindaki piklerin (k+m ve 1) kayboldugu,
2-3 ppm arasindaki pikin PCL blogundan kaynakli hidrojenlerin (j) kaybolmasi
nedeniyle siddetinin azaldig1 goriilmektedir.

P7-30 kodlu polimerin *H-NMR spektrumlar1 (Sekil 4.13.) incelendiginde de
D20 igindeyken PCL blogundan kaynakli 4 pmm’deki pikin (n) ve 1-2 ppm arasindaki
piklerin (k+m ve I) kayboldugu, 2-2,5 ppm arasindaki pikin PCL blogundan kaynakli

hidrojenlerin (j) kaybolmasi nedeniyle siddetinin azaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.13. P7-30 kodlu polimerin *H-NMR spektrumlar1, A: CDCl3 ve B: D20 iginde.



.

75 70 65 60 55 50 ppm

¢ W e e e

B

T T T T T T T T T T T T T T T T

T T
g0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2.0 15 1.0 05 00 ppm

W R 1

90

Sekil 4.14. P7-60 kodlu polimerin *H-NMR spektrumlari, A: CDCl3 ve B: D20 iginde.
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Sekil 4.15. P7-70 kodlu polimerin *H-NMR spektrumlari, A: CDCls ve B: D20 iginde.
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Sekil 4.14. ve 4.15. incelendiginde P7-60 ve P7-70 polimerlerinin CDClI3
icindeki spektrumlarinda goriilen PCL blogu kaynakli 4 pmm’deki pikin (n) ve 1-2
ppm arasindaki piklerin (k+m ve 1) siddetlerinin oldukca azaldigi, neredeyse
kaybolduklar1 goriilmektedir. Ayrica CDCls i¢indeki spektrumlarinda goriilen 2-2,5
ppm arasindaki pikin PCL blogundan kaynakli hidrojenlerin (j) kaybolmasi nedeniyle
siddetinin azaldigi, polimerlerin D20 ig¢indeki spektrumlarinda net bir sekilde

goriilmektedir. Bu sonuglar misellerin kabuk-¢ekirdek yapisini dogrulamaktadir.
4.5.3. Misellerin Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyel Olciimleri

Doksorubisin enkapsiilasyonu igin kullanilacak polimerler ile 6ncelikle etkin
madde icermeyen misel formiilasyonlart hazirlanmis ve partikiil biiylikligii ve zeta
potansiyel dlciimleri yapilmustir. ince film hidratasyonu yontemi ile hazirlanan etkin
madde icermeyen misellere ait partikiil biiylikliigii ve zeta potansiyel 6l¢iimleri Tablo
4.5.’te verilmistir. Sonuglar hazirlanan misellerin 200 nm’den kiiglik partikiil
biiyiikliiklerine sahip olduklarin1 gostermektedir. Zeta potansiyel degeri PEtOX-b-
PCL (P7) polimeri ile hazirlanan misel i¢cin negatifken, katyonik PEI i¢eren polimerler
ile hazirlanan misellerde pozitiftir. Polimerdeki PEI yiizdesi arttik¢a pozitif zeta

potansiyel degerinin de arttig1 gériilmektedir.

Tablo 4.5. Ince film hidratasyonu ydntemiyle hazirlanan etkin madde igermeyen
misellerin partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyel bulgular1 (X+£SS, n=3).

Polimer Kodu Partikiil Biiyiikliigii (nm) PDI Zeta Potansiyel (mV)
P7 39,7+0,5 0,3+0,03 -9,9+0,9
P7-30 59,5+0,4 0,2+0,01 24,244,1
P7-60 108,843,2 0,3+0,01 27,1+£2,1
P7-70 139,6+0,4 0,1£0,02 48,7+2,5

Doksorubisinin misellere enkapsiilasyonu i¢in 6ncelikle ince film hidratasyonu
yontemi denenmistir. Bu yontemle hazirlanan misellerin partikiil biiyiikliigii ve zeta
potansiyel dlglimleri Tablo 4.6.’da verilmistir. Sonuglar incelendiginde P7 ve P7-30
kodlu polimerler ile hazirlanan misellerin 200 nm’den kii¢iik partikiil biiyiikliigiine
sahip olduklar1 goriilmektedir. Ancak P7-60 ve P7-70 polimerleri ile 200 nm altina

diisiillememistir. Polidispersite indeksi tiim formiilasyonlar (F1-F4) i¢in 0,4’{in {istiinde
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elde edilmistir. Zeta potansiyel 6lgiimlerinin ise etkin madde igermeyen misellere gore
daha yiiksek ve pozitif degerlere ulastigi goriilmektedir. Ince film hidratasyonu
yonteminde miseller 0,22 um’lik filtreden siliziilmektedir, buna ragmen partikiil
bliytikliiklerinin ve polidispersite indeksinin yiiksek olmasi misellerin agregasyonuna

isaret etmektedir.

Tablo 4.6. Ince film hidratasyonu yontemi ile hazirlanmis doksorubisin yiiklii
misellerin partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyel bulgulart (X£SS, n=3).

Formiilasyon Polimer Polimer:etkin Partikiil PDI Zeta
madde oram Biiyiikliigii (nm) Potansiyel
(a/a) (mV)

F1 P7 10:5 99,7+0,7 0,4+0,02  5,0+1,1

F2 P7-30 10:5 170,4+5,7 0,5+0,06 @ 43,3+1,6

F3 P7-60 10:5 328,4+9,0 0,4+0,03 | 47,4+0,2

F4 P7-70 10:5 396,0+43,8 0,6+0,06 | 61,5+0,6

Ince film hidratasyonu yontemi ile hazirlanan doksorubisin yiiklii misellerin
partikiil biytikliigii acisindan istenilen sonuglart vermemesi T{izerine yag/su
emiilsiyonu yontemi kullanilmistir. Bu yontemde 6nceden hazirlanmis sudaki misel
dispersiyonuna, doksorubisinin kloroformdaki ¢o6zeltisi eklenip, Kkloroformun
karistirma altinda kademeli olarak buharlagmas1 saglandigindan doksorubisinin misel
yapilarina hapsedilmesi yavas yavas gerceklesmektedir. Bu nedenle bu yontemle daha
diisiik partikiil biiyiikliiklerine sahip misellerin elde edilmesi hedeflenmistir. Tablo
4.7.°de yag/su emiilsiyonu yontemiyle hazirlanan misellerin partikiil biiyiikligii ve
zeta potansiyel dl¢iimleri verilmistir. Ug farkli polimer:etkin madde oran1 kullanilarak
hazirlanan misellerin partikiil biiytikliigii izerine bu oranlarin etkisi incelenmistir. P7
polimeri ile hazirlanan misel formiilasyonlarinin partikiil biyiikliigi bulgulari
incelendiginde oldukca yiiksek misel biiyiikliiklerine sahip olduklar1 goriilmektedir.
Her ne kadar en diisiik etkin madde miktarinin kullanildigr F7 formiilasyonu ile
yaklasik 156 nm biiyiikliige sahip miseller elde edilse de, polidispersite indeksinin 1
olmasi partikiil bliytikliigii dagiliminin oldukg¢a genis oldugunu gostermektedir. P7-30
polimeri ile hazirlanan misellerin partikiil biiytikliikleri 100 nm’nin altinda olup, F7
ve F8 formiilasyonlari igin PDI degerleri 0,4 ve altinda elde edilmistir. P7-60 polimeri

ile en disiik misel biuyikligi 10:2,5 (a/a) polimer:etkin madde oraninda elde
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edilmistir ve 0,3-0,2 arasindaki PDI degerleri dar partikiil biiyiikligi dagilimi elde
edildigini gostermektedir. P7-70 polimeri ile hazirlanan ii¢ formiilasyon ile de 100
nm’nin altinda miseller elde edilmistir. Zeta potansiyel degerleri polimerlerdeki PEI
oranlar1 uyumlu olarak tiim formiilasyonlar i¢in farkli derecelerde pozitif olarak elde

edilmistir.

Tablo 4.7. Yag/su emiilsiyonu yontemi ile hazirlanmis doksorubisin yiiklii misellerin
partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyel bulgular1 (X£SS, n=3).

Formiilasyon  Polimer  Polimer: Partikiil PDI Zeta
Doksorubisin  Biiyiikliigii (nm) Potansiyel
orani (a/a) (mV)
F5 P7 10:5 1056,7+37,5 0,4+0,19 8,2+0,2
F6 P7 10:2,5 1329,3+£279,4 0,2+0,22 | 7,4+0,1
F7 P7 10:1,25 156,8+3,3 1,0+0,05 8,5+0,4
F8 P7-30 10:5 91,3+2,4 0,4+0,04 = 21,4+0,7
F9 P7-30 10:2,5 66,4+6,2 0,3+0,05 16,7+0,4
F10 P7-30 10:1,25 80,1+2,7 0,6+0,01  20,3+0,9
F11 P7-60 10:5 223,0+5,0 0,3+0,01 18,4+1,0
F12 P7-60 10:2,5 105,7+1,7 0,2+£0,01 | 24,9+1,6
F13 P7-60 10:1,25 120,1+0,9 0,2+0,01 29,0+1,2
F14 P7-70 10:5 79,6+0,9 0,4+0,01 | 28,6+1,3
F15 P7-70 10:2,5 71,8+1,3 0,3+0,02  37,4+1,9
F16 P7-70 10:1,25 96,3+1,5 0,3+£0,04 | 32,1+0,6

Peptit-18 ile hedeflendirilmis miselleri hazirlamak igin partikiil bliylikligi ve
etkin madde yiikleme kapasitesi agisindan en uygun polimer olarak belirlenen ve en
diisiik miktarda PEI iceren polimer oldugu icin en diisiik sitotoksisiteye sahip
olabilecek P7-30 polimeri kullanilmistir. P7-30 polimerine peptit-18’in konjugasyonu
ile elde edilen polimerin agirlikga %20 oraninda P7-30 polimeri ile karistirilmasi ile
elde edilen polimer karisimi ile hazirlanan hedeflendirilmis misellerin partikiil
biiyiikliigii ve zeta potansiyel dlglimleri Tablo 4.8.’da verilmistir. P7-30 polimeri
kullanilarak ince film hidratasyonu ile elde edilen etkin madde icermeyen misel
formiilasyonunun biiyiikligi 59,5 nm civarindayken (Bkz. Tablo 4.5.), peptit-18

baglanmis P7-30 polimerinin formiilasyona eklenmesi ile partikiil biiyiikliigii yaklasik
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171 nm civarinda elde edilmistir. Yag/su emiilsiyonu yontemi ile elde edilen
doksorubisin hapsedilmis hedeflendirilmis miseller ise 148 nm misel biiyiikliigiine
sahipken, PDI degeri de peptit ile modifiye edilmemis F9 formiilasyonuna gore daha
yiiksek bulunmustur.

Tablo 4.8. Peptit-18 ile hedeflendirilmis misellerin partikiil biyiikligi ve zeta
potansiyel bulgular1 (X£SS, n=3).

Formiilasyon Polimer Polimer: Partikiil PDI Zeta
Doksorubisin  Biiyiikliigii Potansiyel
oram (a/a) (nm) (mV)

Etkin madde Peptit-18 = 170,9+10,7 0,4+0,08  15,6+1,4

icermeyen misel  baglanmig P7-30
(%20, a/a) ve
Doksorubisin | P7-30 (%80:2/2)  19: 5 1482451 | 0,5+0,01 32,1422
yiiklii misel
(F17)

4.5.4. Doksorubisinin Misellere Yiikleme Etkinligi

Ince film hidratasyonu ydntemi ile hazirlanan doksorubisin yiiklii misellere ait
enkapsiilasyon etkinligi ve etkin madde yiikleme kapasitesine iliskin bulgular Tablo
4.9.°da verilmistir. Bulgular incelendiginde en kiiciik partikiil biiyiikliigiiniin elde
edildigi P7 polimeri ile hazirlanan formiilasyonda (Bkz. Tablo 4.6.), diger
formiilasyonlara kiyasla etkin madde yiikleme kapasitesi (% 5) daha diisiik
bulunmustur. P7-30 polimeri kullanilarak hazirlanan formiilasyon ile yiiksek bir etkin
madde yiikleme etkinligine ulagilmistir. Ancak P7-60 ve P7-70 polimerleri ile
hazirlanan misellerin etkin madde yiikleme etkinlikleri yaklasik %6,5-7,5 arasinda
bulunmustur. Partikiil biiyiikliigii sonuglart ile birlikte degerlendirildiginde hedeflenen
biiyiikliik olan 200 nm altina P7-60 ve P7-70 polimerleri ile diisiillemedigi i¢in ve elde
edilen etkin madde yiikleme etkinlikleri de P7-30’a gore diistik oldugu i¢in yag/su
emiilsiyonu yonteminin denenmesine karar verilmistir. Yag-su emiilsiyonu
yonteminin Kataoka ve arkadaslari (144) tarafindan doksorubisin enkapsiilasyonu igin
(etkin madde yiikleme kapasitesi ve partikiil biiyiikligii a¢isindan) basarili bir sekilde

uygulandigi bildirildigi i¢in kullanilan doért polimer i¢in de bu yontem denenmistir.
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Tablo 4.9. Ince film hidratasyonu yontemi ile hazirlanmis doksorubisin yiiklii
misellerin enkapsiilasyon etkinligi ve etkin madde yiikleme kapasitesi
bulgular1 (X£SS, n=3).

Formiilasyon Polimer Enkapsiilasyon Etkin Madde Yiikleme
Kodu Etkinligi, % Kapasitesi, %o

F1 P7 ‘ 15,1£1,5 5,0+0,5

F2 P7-30 58,3+£2,0 19,4+0,7

F3 P7-60 ‘ 22,9+0,9 7,6+0,3

F4 P7-70 19,2+0,4 6,4+0,1

Tablo 4.10.’da yag/su emiilsiyonu yontemi kullanilarak hazirlanan misel
formiilasyonlarina ait bulgular verilmistir. F5-F16 formiilasyonlar1 incelendiginde
etkin madde yiikleme kapasitesinin baslangigta kullanilan etkin madde miktari arttik¢a
arttigr gorilmektedir. Genel olarak polimerik misellerde etkin madde yiikleme
kapasitesi diisiiktiir (248). Ancak yag/su emiilsiyonu yontemi ile % 48’¢ varan etkin
madde yiikleme etkinligi elde edilmistir. En yiiksek etkin madde yiikleme kapasitesi
F11 formiilasyonunda elde edilmistir, ancak bu formiilasyonun enkapsiilasyon
etkinligi sonucu F8 ve F14 formiilasyonlarina gore daha diisiiktiir bu da misel
formiilasyonunda daha az polimer oldugunu gostermektedir. F11 formiilasyonunda
agirlikca daha az polimer bulunmasma ragmen daha fazla etkin madde
hapsedilebilmistir. Partikiil bityiikliigii sonuglart ile birlikte degerlendirildiginde (Bkz.
Tablo 4.7.) F5-F6 formiilasyonlarinda 1000 nm’nin {izerinde biiyiikliiklere sahip
miseller elde edilmisken F7 ile 150 nm civar1 (PDI:1) miseller elde edilmistir. Ilag
yiikleme kapasiteleri, yiiksek partikiil bityiikliigiine sahip F5-F6 polimerleri igin misel
biiyiikliikleri ile orantili olarak yiiksek bulunmustur. P7-30, P7-60 ve P7-70
polimerleri ile hazirlanan formiilasyonlar igin partikiil biiyiikliikleri genel olarak 100
nm altinda elde edilmistir (Bkz. Tablo 4.7.). Bu bulgular incelendiginde farkh
oranlarda doksorubisin enkaspsiilasyonunun partikiil bityiikliigiine biiyiik bir etkisinin
olmadig1 goriilmektedir. En kiiglik partikiil biiylikligliniin elde edildigi F9
formiilasyonunun etkin madde yiikleme kapasitesinin de oldukga yiiksek (%18,3)
bulunmasi ile, peptit-18 ile modifiye edilmis misellerin hazirlanmast igin bu

formiilasyonun kullanilmasina karar verilmistir.
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Tablo 4.10. Yag/su emiilsiyonu yontemi ile hazirlanmis doksorubisin yiiklii misellerin
enkapsiilasyon etkinligi ve etkin madde yiikleme kapasitesi bulgulari

(XSS, n=3).

Formiilasyon Polimer  Polimer:

Doksorubisin

Enkapsiilasyon

Etkinligi, %

oram (mg/mg)

Etkin Madde
Yiikleme

Kapasitesi, %

F5 P7 10:5 50,3+0,8 19,0+0,3
F6 p7 10:2,5 39,6+0,7 10,1+0,2
F7 P7 10:1,25 14,3+0,2 2,5+0,04
F8 P7-30 10:5 81,3+7,1 32,6+3,9
F9 P7-30 10:2,5 70,5+16,5 18,3+4,2
F10 P7-30 10:1,25 62,2+11,8 8,7+1,9

F11 P7-60 10:5 68,6+3,2 48,3+2,3
F12 P7-60 10:2,5 62,9+2,1 35,3+1,2
F13 P7-60 10:1,25 60,5+7,3 10,7+1,3
F14 p7-70 10:5 77,8+2,2 34,8+1,0
F15 p7-70 10:2,5 68,7+7,4 17,8+1,9
F16 p7-70 10:1,25 11,7+0,5 1,9+0,1

Peptit-18 ile hedeflenfirilmis miseller yag/su emiilsiyonu yontemi ile

hazirlanmistir. Elde edilen enkapsiilasyon etkinligi ve etkin madde yiikleme kapasitesi

degerleri formiilasyonu hazirlamak i¢in O6rnek almman F9 formiilasyonuna yakin

cikmuistir.

Tablo 4.11. Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiikli misellerin
enkapsiilasyon etkinligi ve etkin madde yiikleme kapasitesi bulgulari

(X£SS, n=3).
Formiilasyon Polimer Enkapsiilasyon Etkin Madde
Etkinligi, % Yiikleme
Kapasitesi, %
F17 Peptit-18 baglanmis P7-  65,5+11,2 18,7+£2,2

30 (%20, a/a ) ve P7-30
(%80,a/a)

4.5.5. Doksorubisinin Misellerden in Vitro Salim

Doksorubisinin enkapsiile edildigi misel formiilasyonlarinin in vitro salim

profilleri pH 5 ve pH 7.4 tampon ¢ozeltilerinde incelenmistir. Salim {izerindeki pH
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etkisini net bir sekilde ortaya koymak igin 72 saatlik bir siire zarfinda toplam
doksorubisin salimi1 analiz edilmistir. Salim deneyleri icin farkli polimerlerle
hazirlanan ve partikiil blyiikligi, etkin madde yiikleme kapasiteleri agisindan en
uygun (en kii¢iik partikiil biiyiikliigiine sahip ve yeterli miktarda etkin madde
yiikklenmig) formiilasyonlar olarak belirlenen F7, F9, F12 ve F15 formiilasyonlari
secilmistir.

F7, F9, F12 ve F15 formiilasyonlarinin salim profilleri sirasi ile Sekil 4.16.,
4.17.,4.18. ve 4.19.’da verilmistir. F7 formiilasyonu polimer yapisinda en fazla PEtOx
barindiran polimer olan P7 polimeri ile hazirlanmistir. PEtOX polimerinin pH’ya
duyarl bir polimer oldugu daha 6nce bildirilmistir (215). F7 formiilasyonunun salim
profilleri incelendiginde pH’ya duyarli salimi dogrular nitelikte doksorubisin
sallmmin pH 5 tamponunda pH 7,4 tamponuna goére daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. F7 formiilasyonu igin ilk 24 saat igerisinde pH 5 tamponunda
doksorubisinin saliminin yaklasik %80’e ulagtig1 goriilmektedir, pH 7,4 tamponunda

ise 72 saat sonunda dahi salim ancak %51 civarindadir.

—e—pHS5 —E—-pH74

100

%o Doksorubisin Salim

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (Saat)

Sekil 4.16. pH 5 ve pH 7,4 tampon cozeltilerinde F7 formiilasyonundan
doksorubisinin salim profili (X+SH, n=3).

F9 formiilasyonunun salim profili incelendiginde (Sekil 4.17.) pH 5 ve pH 7,4
tampon ¢ozeltilerindeki doksorubisin salimi arasinda belirgin bir fark oldugu
goriilmektedir. pH 7,4 tampon ¢ozeltisinde doksorubisin salimi 72 saat sonunda %68,9

iken pH 5’te bu oran %84,7’ye ¢ikmustir.
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Sekil 4.17. pH 5 ve pH 7.4 tampon c¢ozeltilerinde F9 formiilasyonundan
doksorubisinin salim profili (X+SH, n=3).

F12 formiilasyonunun salim profili (Sekil 4.18.) incelendiginde pH 5 tampon
cozeltisinde ilk 24 saat i¢inde doksorubisin saliminin %64,3’e ulastig1 goriillmektedir.
[k ii¢ saat i¢inde pH 5 ortaminda hizl1 salim gériiliirken (%52,6), daha sonra salimda
kademeli bir artis gerceklesmistir. pH 7,4 ortaminda ise daha yavas bir salim
goriilmektedir ancak 24 saat sonunda % doksorubisin salim1 57,2’ye ulagmigtir. 48
saat sonunda doksorubisin salimi pH 5 ortaminda %68,2, pH 7,4 ortaminda ise %75,3
bulunmustur. 72 saatlik salim sonuglar1 ise pH 5 i¢cin % 79 ve pH 7,4’de %76
bulunmustur. Sonuglar salimdaki pH’ya bagiml fark: ilk 24 saatlik zaman dilimi
icindeki noktalarda net bir sekilde ortaya koymaktadir. Ancak devam eden siire
zarfinda bu belirgin fark ortadan kaybolmus ve her iki ortamdaki doksorubisin salimi
birbirine yaklasmistir. F15 formiilasyonunun salim profili (Sekil 4.19.) de benzer bir
sekilde ilk 48 saat iginde pH’ya bagiml1 salimi1 net bir sekilde gostermektedir. 48 saat
sonunda doksorubisin salimi pH 5 ortaminda %69,2, pH 7,4 ortaminda ise %55
bulunmustur. 72 saatlik salim sonuglar1 ise pH 5 i¢in %69,8 ve pH 7,4’de %75,2
seklindedir.
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Sekil 4.18. pH 5 ve pH 7,4 tampon c¢ozeltilerinde F12 formiilasyonundan
doksorubisinin salim profili (X+SH, n=3).
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Sekil 4.19. pH 5 ve pH 7,4 tampon c¢ozeltilerinde F15 formiilasyonundan
doksorubisinin salim profili (X+SH, n=3).

Peptit-18 ile hedeflendirilmis misel formiilasyonunun salim profili Sekil
4.20.’de verilmistir. pH 5 ortaminda doksorubisin salim1 24 saat sonunda %88,9, pH
7,4 ortaminda ise %44,3 olarak bulunmustur. 48 saat sonunda salim pH 5 ortaminda
%89,6, pH 7,4 ortaminda %46,1 ve 72 saat sonunda ise salim pH 5 ortaminda %89,6
degerine ulagsmistir. 72 saatlik salim siiresi boyunca pH 7,4 ortaminda miseller

kararliligin1 korurken pH 5 ortaminda yaklasik iki kat1 fazla bir salim gézlenmistir.
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Sekil 4.20. pH 5 ve pH 7,4 tampon ¢ozeltilerinde peptit-18 ile hedeflendirilmis misel
formiilasyonundan doksorubisinin salim profili (X£SH, n=3).

45.6. Misellerin TEM ile Goriintillenmesi

Doksorubisin yiiklii miselleri hazirlamak i¢in kullanilan P7, P7-30, P7-60 ve
P7-70 polimerleri ile hazirlanan etkin madde icermeyen miseller ve bu polimerlerle
hazirlanan doksorubisin yiiklii F7, F9, F12, F15 formiilasyonlarin TEM goriintiileri
Sekil 4.21. ve 4.22.°de verilmistir. Hazirlanan formiilasyonlar karbon gridler {izerine
damlatilmis ve oda kosullarinda kurutulduktan sonra goriintiilenmislerdir. Sekil 4.21.
incelendiginde P7 polimeri ile hazirlanan etkin madde icermeyen miseller kiiresel
yapidayken doksorubisin yiiklenmesi ile hazirlanan F7 formiilasyonu TEM
goriintiistinde gubuk seklinde (worm-like) miseller seklinde goriintiilenmistir. F7
formiilasyonu ile yapilan partikiil bliylikligl 6l¢timiinde misel biiyiikliigi i¢in 156,8
nm PDI ise 1 olarak 6l¢iilmiistiir. Misellerin ¢ubuk seklinde olustugunu gésteren TEM
goriintiileri ile bu dl¢iim sonuglart anlam kazanmistir. P7-30 polimeri ile hazirlanan
etkin madde icermeyen misellerin kiiresel yapida oldugu TEM goriintiisiinde
gorilmektedir (Sekil 4.21. 2A), goriintii incelendiginde 100 nm’nin {izerinde miseller
oldugu goriilse de misellerin genel olarak yaklagik 50 nm ve altinda bir biiyiikliige
sahip olduklar1 oldugu goriilmektedir. P7-30 polimeri ile hazirlanan doksorubisin
yiikli miseller (F9) de kiiresel yapida olup TEM goriintiilerinde yaklagik 10-50 nm
araliginda biiyiikliiklere sahip miseller goriilebilmektedir (Sekil 4.21., 2B).
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Sekil 4.21. P7 ve P7-30 polimerleri ile hazirlanan misellerin TEM goriintiileri. 1A:P7
polimeri ile hazirlanan bos misel, 1B: P7 polimeri ile hazirlanan
doksorubisin yiiklii misel, 2A:P7-30 polimeri ile hazirlanan bos misel, 2B:
P7-30 polimeri ile hazirlanan doksorubisin ytiklii misel.
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Sekil 4.22. P7-60 ve P7-70 polimerleri ile hazirlanan misellerin TEM goriintiileri.
1A:P7-60 polimeri ile hazirlanan bos misel, 1B: P7-60 polimeri ile
hazirlanan doksorubisin yiiklii misel, 2A:P7-70 polimeri ile hazirlanan
bos misel, 2B: P7-70 polimeri ile hazirlanan doksorubisin yiiklii misel.

P7-60 polimeri ile hazirlanan etkin madde icermeyen misellerin TEM
goriintiisii incelendiginde (Sekil 4.22., 1A) misel agregatlarinin varligr goriilmektedir,
bireysel olarak goriilen misellerin kiiresel benzeri bir yapida oldugu ve genel olarak
yaklagik 100 nm civari bir biiylikliigii sahip olduklar1 goriilmektedir. P7-60 polimeri
ile hazirlanan doksorubisin yiiklii misellerin TEM goriintiisti incelendiginde (Sekil
4.22., 1B) misellerin kiiresel yapida ve 50 nm’den kiigiik biiytikliiklere sahip olduklari

goriilmektedir.
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P7-70 polimeri ile hazirlanan etkin madde igermeyen misellerin TEM
goriintlisii incelendiginde (Sekil 4.22., 2A) yaklagik 500 nm biiytikliigiinde misel
agregatlarinin varligr goriilmektedir, goriintiilenebilen bireysel misellerin sayis1 az
olmakla beraber kiiresel benzeri bir yapida olduklari1 ve genel olarak yaklasik 100 nm
civart bir bliylikliigii sahip olduklar1 goriilmektedir. P7-70 polimeri ile hazirlanan
doksorubisin yiiklii misellerin TEM goriintiisii incelendiginde (Sekil 4.22., 2B)
misellerin kiiresel yapida ve yaklagik 100 nm civar1 biiyiikliiklere sahip olduklar
gorilmektedir.

Peptit-18 ile hedeflendirilmis etkin madde igermeyen misellerin TEM
goriintlisii incelendiginde (Sekil 4.23., A) yaklasik 100 nm biiytikliige sahip kiiresel
benzeri bir morfolojiye sahip oldugu miseller goriilmektedir. Peptit-18 ile
hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii misellerin TEM goriintiisii incelendiginde (Sekil
4.23., B) misellerin kiiresel yapida ve yaklasik 50 nm civar1 biiylikliiklere sahip

olduklar1 goriilmektedir.

B & A ’3 .t . gﬂwB
© o &5
> ? e '§* # ®
% & -] s ®
; e #
,’ Y L & o
. o ‘g;Q
Fho, - £ i o B
: 5®
¥ ; & 5
- .yﬁ W
# S
. * s . -
k3 & %&;g) : ’@ ;
fn g 5 : s 4‘;-:
: 3}% £ l %*

Sekil 4.23. Peptit-18 ile hedeflendirilmis misellerin TEM goriintiileri. A: Bos misel,
B: Doksorubisin yiiklii misel.

4.5.7. Misel Formiilasyonlarinin Stabilitesi

Miseller ile serum proteinleri arasinda bir etkilesim olup olmadigim
anlayabilmek i¢in hazirlanan misel formiilasyonlar1 (F7, F9, F12, F15 ve peptit-18 ile
hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii misel) %10 FBS igeren PBS ortaminda ve
37°C’de inkiibe edilmis ve misellerin partikiil biiyiikliigiindeki degisim izlenmistir
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(Sekil 4.24.). Misel biiyiikliigliniin F7 formiilasyonu i¢in FBS ile muamele edildikten
sonra zamanla kademeli olarak arttig1 goriilmektedir. F7 formiilasyonunun ¢ubuk
yapida miseller olmasi partikiil biiytikligii ol¢timlerini etkilemektedir. Bu nedenle
partikiil biiyiikliigiinde artis FBS ile etkilesimi degerlendirmek i¢in yeterli degildir.
F12 ve F15 formiilasyonlari i¢in partikiil biiylikliigli ani bir artis gostermis ardindan
belli bir degere diisiip bu degerde seyretmistir. F9 formiilasyonunda ise baslangigtaki
partikiil biiyiikligi ilk 10 saat icinde kademeli olarak artmis ve ilerleyen zaman
noktalarinda biiyiik bir degisiklik goriilmemistir. Peptit-18 ile hedeflendirilmis
doksorubisin yiiklii misellerin biiyiikligi ilk 10 saat i¢inde artmig, daha sonra belirli
bir diizeyde seyretmistir. F9 ve peptit hedeflendirilmis misellerin %10 FBS i¢eren PBS

ortaminda goreceli olarak daha kararli olduklar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.24. %10 FBS iceren PBS ortaminda misellerin biiylikliiklerindeki degisim.
Peptit-18: Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiikli misel
formiilasyonunu ifade etmektedir. (X£SS, n=3).

Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii misellerin 4 °C’de ve oda
sicakligindaki kolloidal stabilitesi 6 ay siiresince takip edilmistir ve bulgular Sekil
4.25. ve Sekil 4.26.da verilmistir. Misel dispersiyonu 25°C’de saklandiginda 1 ay
sonra gozle goriiliir agregasyonlar meydana gelmistir. 4°C’de saklanan formiilasyonda

6 ay siiresince gozle goriiliir agregasyon tespit edilmemistir. Doksorubisin yiikli misel
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formiilasyonu 4°C’de saklandiginda farkli zaman noktalarinda yapilan partikiil

blyiikliigli olgtimleri karsilagtinldiginda istatiksel acidan anlamli  bir fark
bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 4.25. Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii miselin 4 °C’deki
kolloidal stabilitesi (X+SS, n=3).
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Sekil 4.26. Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiikli miselin 25 °C’deki
kolloidal stabilitesi (X+SS, n=3).
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4.6. Hiicre Kiiltiirii Cahismalari

4.6.1. Etkin Madde Icermeyen Misellerin Hiicre Canhhg Uzerine

Etkisinin Arastirilmasi

Doksorubisin yiiklii miselleri hazirlamak i¢in kullanilan polimerler ile
hazirlanan misellerin biyouyumlulugunu degerlendirmek ig¢in L1929 fare fibroblast
hiicrelerinde MTT analizi ile hiicre canliliklar1 incelenmistir. P7, P7-30, P7-60, P7-70
polimerleri kullanilarak ince film hidratasyonu yontemi ile miseller hazirlanmis ve
farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanmistir. Misellerin hiicrelerle 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen hiicre canlilig1 sonuglari sirastyla Sekil 4.27.,
4.28., 4.29.’da verilmistir. Sonuglar incelendiginde 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
hiicre canliligmin P7-70 formiilasyonu disinda %60’1n lizerinde oldugu
goriilmektedir. P7-70 polimeri ile hazirlanan miseller igin canlilik % 42,8-56 arasinda
bulunmustur. Uygulanan biitiin konsantrasyonlar ile kontrol grubu arasindaki fark
istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,0001). P7-30 miselleri i¢in uygulanan bes
farkli konsantrasyonun cevaplar1 arasinda istatiksel acidan anlamli bir fark
bulunmamistir  (p>0,05). P7-30 misellerinden kaynaklanan toksisitenin ise
konsantrasyona bagimli olmadigi goriilmektedir.

48 saatlik inkiibasyon sonrasinda P7, P7-30 ve P7-60 miselleri i¢in canlilik
%42-71 arasinda bulunmustur (Sekil 4.28.). P7-70 polimeri ile hazirlanan miseller ile
yiiksek polimer konsantrasyonlarinda canlilik yaklasik %25’e kadar diismiistiir. P7 ve
P7-30 misellerinin farkli konsantrasyonlarina kars1 elde edilen cevaplar arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Kontrol grubu ile uygulanan tim
formiilasyonlarin cevabi arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,0001). 72 saatlik canlilik sonuglari incelendiginde (Sekil 4.29.) P7-30
misellerinin, P7 ve P7-60 misellerinden daha diisiik bir hiicre canliligina neden
olduklari, P7-70 misellerinin ise yiiksek polimer konsantrasyonlarinda oldukga diisiik
bir hiicre canliligina (%17-30) sebebiyet verdigi goriilmektedir. P7-70 misellerinin her
ic zaman noktasinda da biitiin konsantrasyonlari i¢in diger formiilasyonlar ile arasinda

istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,0001).
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Sekil 4.27. Etkin madde icermeyen misel formiilasyonlarinin L929 hiicre canliligi
tizerine 24 saatlik etkileri (X+SH, n=3). ¢ isareti bulunan grupta biitiin
konsantrasyonlarin cevaplar1 arasindaki fark istatiksel olarak anlamli
degildir, * isareti bulunan iki formiilasyon arasindaki fark istatiksel
olarak anlamli degildir P>0,05.
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Sekil 4.28. Etkin madde igermeyen misel formiilasyonlarinin L929 hiicre canlilig
tizerine 48 saatlik etkileri (X£SH, n=3). ¢ isareti bulunan grupta biitiin
konsantrasyonlarin cevaplar1 arasindaki fark istatiksel olarak anlaml
degildir, * isareti bulunan iki formiilasyon arasindaki fark istatiksel
olarak anlamli degildir P>0,05.



109

72 saat Konsantrasyon
166 (Hg/mL)
8 500

;\'g * 250
D 100 | £ — W25
= |—||_Jr_I |1y |
¥ F—|H I'jhlhl ; @ 33,75
(<] am” 5] H
B 50' st ! I_*I
: St

Formiilasyonlar

Sekil 4.29. Etkin madde icermeyen misel formiilasyonlarinin L1929 hiicre canliligi
tizerine 72 saatlik etkileri (X£SH, n=3). * isareti bulunan iki formiilasyon
arasindaki fark istatiksel olarak anlamli degildir P>0,05.

4.6.2. Doksorubisin Yiiklii Misellerin Sitotoksisitesinin Arastirilmasi

Doksorubisin hapsedilmis miselleri elde etmek i¢in dort farkli polimer
kullanilmistir. Kullanilan bu polimerler ile yag/su emiilsiyonu yontemi kullanilarak
hazirlanmis doksorubisin enkapsiile edilmis miseller (F7, F9, F12 ve F15), en kiigiik
partikiil biiyiikligiine sahip olmalar1 ve doksorubisin yiikleme kapasitelerinin
yeterince yiiksek olmasi nedeniyle daha ayrintili bir sekilde karakterize edilmek ve
degerlendirilmek iizere secilmislerdir. F7 formiilasyonu yiiksek bir polidispersite
indeksine sahiptir (PDI:1) ve TEM gorintileri ile agiga cikan gubuk sekilli
misellerden olusmaktadir. F7 formiilasyonu misel seklinin hiicre kiiltiiriinde olumlu
ya da olumsuz bir etkisinin olup olmadigimi degerlendirmek iizere hiicre kiiltiiriinde
degerlendirilecek formiilasyonlar arasina katilmistir. Miselleri olusturan polimer
yapisinin kanser hiicreleri lizerindeki etkisini arastirmak iizere farkli miktarlarda
katyonik PEI polimeri iceren doksorubisin yiiklii formiilasyonlar (F9, F12 ve F15) ve
F7 formiilasyonu MCF-7 hiicre hatti kullanilarak MTT testi ile degerlendirilmislerdir.
F7, F9, F12 ve F15 formiilasyonlarindan partikiil biiylikliigli, zeta potansiyel,
doksorubisin yiikleme kapasitesi, in vitro salim ve L929 hiicrelerinin canlilig:

tizerindeki etkileri gibi etkenler degerlendirilerek F9 formiilasyonunun peptit ile



110

hedeflendirilmis nihai formiilasyon olarak kullanilmasi karar1 alinmistir. Peptit-18 ile
hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii misel formiilasyonunun etkinligi MCF-7 ve
SKBR-3 hiicreleri kullanilarak degerlendirilmistir. Formiilasyonlar {i¢ farkli
doksorubisin konsantrasyonu i¢in (2, 1 ve 0,5 puM) i¢in degerlendirilmis olup,
grafiklerde etkin madde igermeyen misel formiilasyonlari, doksorubisin igeren
misellerin formiilasyon kodlarinin yanina bos misel ifadesi eklenerek verilmistir.

F7, F9, F12 ve F15 formiilasyonlarinin MCF-7 hiicrelerinin canlilig1 iizerine
etkisi 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri i¢in degerlendirilmis olup bulgular
sirastyla Sekil 4.30, 4.31. ve 4.32°de verilmistir. 24 saatlik hiicre canliligi sonuglari
incelendiginde F7 bos misellerinin hiicre canliligi sonuglarinin % 84 ve iizerinde
oldugu goriilmektedir. F7 formiilasyonu i¢in farkli konsantrasyonlardaki canlilik %57-
76,8 arasinda degismistir ve 2 ve 0,5 uM konsantrasyonlarindaki canlilik bulgulari ile
doksorubisinin ayn1 konsantrasyonlarindaki bulgular1 karsilastirildiginda aradaki fark
istatiksel agidan anlamli bulunmustur (2 uM p=0,0003, 0,5 uM i¢in p=0,0008). F9 bos
misel formiilasyonu i¢in canlilik bulgular1 % 55,3-59,8 arasinda ve F9 formiilasyonu
i¢in sonuglar %50,5-53,3 arasinda bulunmustur. F9 ile F9 bos misellerinin canlilik
bulgular1 arasinda istatiksel agidan anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05).
Doksorubisin ¢ozeltisinin hiicre canlilig1 sonuglar1 % 68,6-87,6 arasinda olup, F9
miselleri ile doksorubisin ¢dzeltisine gore daha diisiik canlilik sonuglari elde edilmistir
fakat F9 bos misellerinin toksisitesi, F9 formiilasyonu ile elde edilen diisiik canlilik
sonuglariin polimerden kaynakli bir toksisite oldugunu diisiindiirmiistiir. F12 bos
misel formiilasyonu i¢in canlilik degerleri %56,1-58,2 arasinda, F12 formiilasyonu
icin %57,4-59,7 arasinda, F15 bos misel formiilasyonu i¢in %57-58,1 arasinda ve F15
formiilasyonu i¢in %350,5-53,2 bulunmus olup, bos ve doksorubisin yiiklii miseller
arasinda istatiksel agidan anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05). F12 ve F15
formiilasyonlar1 ile doksorubisin c¢ozeltisi karsilastirildiginda uygulanan tiim
konsantrasyonlara karsi alinan cevaplar arasindaki fark istatiksel agidan anlamli
bulunmustur (p<0,0001). Ancak F12 ve F15 bos misellerinin toksisitesi, F12 ve F15
formiilasyonu ile elde edilen diisiik canlilik sonuglarinin polimerden kaynaklandigini
diistindiirmiistiir. Kullanilan biitiin formiilasyonlar ile kontrol arasinda istatiksel

acidan anlamli bir fark bulunmustur (p<0,0001). F9, F12 ve F15 formiilasyonlarinin
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hiicre canliliklar1 karsilagtirildiginda 24 saatlik bulgular arasinda anlami bir fark
bulunmamustir (p>0,05).

F7,F9, F12 ve F15 formiilasyonlarinin 48 saatlik hiicre canlilig1 sonuglar1 Sekil
4.31.°de verilmistir. 48 saatlik canlilik bulgular1 F7 bos misel formiilasyonu igin
%84,8-93,8, F7 formiilasyonu i¢in %31,3-61,0, arasinda bulunmustur. F7 bos misel
formiilasyonu 48 saatlik inkiibasyon sonucunda da toksik etki gdstermemistir ve F7
formiilasyonu ile aralarindaki fark tiim konsantrayonlar icin istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,0001). 2 uM doksorubisin konsantrasyonundaki canliliklar
karsilastirildiginda F7 formiilasyonunun serbest doksorubisin ¢ozeltisine gore daha
etkili oldugu goriilmektedir ve iki formiilasyon arasindaki fark istatiksel olarak anlamli
(p=0,0062) bulunmustur. Ancak daha diisiik doksorubisin konsantrasyonlarinda F7
formiilasyonuna goére doksorubisin ¢ozeltisi daha etkilidir. F9 bos misel formiilasyonu
icin 48 saatlik canlilik %47,3-48,2 ve F9 formiilasyonu i¢in %36,5-40,1 arasinda
bulunmustur. F12 bos misel formiilasyonu i¢in hiicre canliligi %46,2-49,2 arasinda
F12 formiilasyonu icin %40,4-42,9 arasinda bulunmustur. F15 bos misel
formiilasyonu i¢in ise hiicre canlilifi %43,8-50 arasinda F15 formiilasyonu i¢in 36-
39,2 arasinda bulunmustur. F9, F12 ve F15 formiilasyonlar1 doksorubisin ¢ozeltisi ile
karsilastirildiginda hiicre canliliklarinin birbirine yakin oldugu goriilmektedir ve
aralarinda istatiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir (p>0,05). F9, F12 ve F15
formiilasyonlarinin farkli konsantrasyonlart kendi aralarinda karsilastirildiginda
aralarindaki fark anlamli bulunmamistir (p>0,05). Genel olarak F9, F12 ve F15 bos
miselleri ayni polimerle hazirlanmig doksorubisin yiikli F9, F12 ve F15 misellerine
gore daha yiiksek bir canlilik yiizdesine sahiptirler ancak aralarindaki fark istatiksel

olarak anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4.30. Hedeflendirilmemis misel formiilasyonlarinin MCF-7 hiicre canliligi
iizerine 24 saatlik etkileri (X+SH, n=3). # isareti bulunan formiilasyon ile
tim formiilasyonlar ile arasindaki fark istatiksel olarak anlamlidir.+
isareti bulunan iki formiilasyon arasindaki fark istatiksel olarak
anlamlidir. * isareti bulunan formiilasyon gruplar1 ile doksorubisin

cozeltisi grubundaki ayni1 konsantrasyondaki formiilasyonlar arasindaki
fark istatiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.31. Hedeflendirilmemis misel formiilasyonlarimin MCF-7 hiicre canliligi
lizerine 48 saatlik etkileri (X+SH, n=3). # isareti bulunan formiilasyon
ile tiim formiilasyonlar ile arasindaki fark istatiksel olarak anlamlidir.+
isareti bulunan iki formiilasyon arasindaki fark istatiksel olarak
anlamlidir (p<0,05).

Hedeflendirilmemis misel formiilasyonlar1 i¢in 72 saatlik hiicre canlilig
sonuglart Sekil 4.32.°de verilmistir. F7 bos misel formiilasyonu i¢in 24 ve 48 saatlik
bulgulara benzer sekilde hiicre canlilig1 degerleri %80’in {izerinde bulunmustur. F7
formiilasyonu i¢in hiicre canliligt %17,8-38,6 arasindadir. 2 pM doksorubisin
konsantrasyonundaki hiicre canliliklar1 karsilagtirildiginda F7 formiilasyonunun
doksorubisin ¢ozeltisine gore daha etkili oldugu goriilmektedir ve iki formiilasyon
arasindaki fark istatiksel olarak anlamli (p=0,0056) bulunmustur. F9, F12 ve F15 bos
misel formiilasyonlar1 i¢in hiicre canlilig1 degerleri 48 saatlik deney bulgularina yakin
degerlerde bulunmustur. F9 misel formiilasyonu i¢in 72 saatlik hiicre canliligi
degerleri %28-33,2 arasinda F12 formiilasyonu ic¢in %33,9-40,8 arasinda, F15
formiilasyonu igin ise hiicre canlilig1 % 34-38,9 arasindadir. Doksorubisin yiikli F9,
F12 ve F15 formiilasyonlar1 ayni polimerden hazirlanan bos misel formiilasyonlari ile

karsilastirildiklarinda daha yiiksek bir canlilik yiizdesine sahip olduklar1 goriilmiis ve
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uygulanan tiim konsantrasyon seviyeleri i¢in aralarindaki fark istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Doksorubisin ¢ozeltisi ile 72 saat sonunda F9, F12 ve F15
formiilasyonlarindan daha diisiik % hiicre canlilligi degerleri elde edilmistir ve
aralarindaki fark tim konsantrasyon degerleri igin istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). 2 uM doksorubisin konsantrasyonunda misel formiilasyonlari
arasinda F7 formiilasyonu ile en diisiik hiicre canliligi elde edilmistir ve F7
formiilasyonunun F9, F12 ve F15 formiilasyonlari ile arasindaki fark istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). 1 uM doksorubisin konsantrasyonunda da misel
formiilasyonlar1 arasinda F7 formiilasyonu ile en diisiik hiicre canlilig1 elde edilmistir

ve F12 ve FI15 formiilasyonlar1 ile arasindaki fark istatiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.32. Hedeflendirilmemis misel formiilasyonlarmin MCF-7 hiicre canliligi
tizerine 72 saatlik etkileri (X+=SH, n=3). # isareti bulunan formiilasyon ile
tiim formiilasyonlar ile arasindaki fark istatiksel olarak anlamhdir. *, +
ve $ isaretleri bulunan gruplar ayni isareti tasiyan gruplardaki biitiin
konsantrasyonlar arasindaki fark istatiksel olarak anlamlidir. x isareti

bulunan iki formiilasyon arasindaki fark istatiksel olarak anlamlidir
(p<0,05).
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Peptit-18 ile modifiye edilmis misellerin hiicre kiiltiiriinde degerlendirilmesi
icin iki hiicre hatt1 kullanilmistir. Bunlardan biri olan MCF-7 hiicresini peptit-18’in
hedefledigi daha once bildirilmistir (200). Deneylerin yapilacagi ikinci hiicre hatti
olarak segilen SKBR-3 hiicresini peptit-18’in hedefledigine dair literatiirde bir bilgi
bulunmamaktadir. Peptit-18 ile hedeflendirilmis misellerin hiicre canliligi {lizerine
etkisi incelenirken, karsilastirma yapmak adina ayni polimer ile hazirlanan
hedeflendirilmemis F9 formiilasyonu da kullanilmistir.

MCF-7 hiicreleri ile peptit-18 ile hedeflendirilmis formiilasyonlarin ve ayni
polimer ile hazirlanmis hedeflendirilmemis formiilasyonun (F9) 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlar1 sonucu elde edilen bulgular Sekil 4.33.’de verilmistir. 24 saatlik
inkiibasyonda hiicre canliliklart F9 bos misel formiilasyonu i¢in %53,4-56 arasinda,
F9 formiilasyonu i¢in %45,7-47,9 arasinda, peptit-18 ile hedeflendirilmis bos misel
icin %56,9-57,9 arasinda ve peptit ile hedeflendirilmis doksorubisin yiikli misel i¢in
%53,4-54,9 arasinda bulunmustur. En diisiik canlilik F9 ile elde edilmistir ve
uygulanan biitiin formiilasyonlar doksorubisin ¢ozeltisinden daha diisiik canlilik
degerlerinin elde edilmesine neden olmuslardir. Doksorubisin ¢dzeltisi ile uygulanan
biitiin formiilasyonlar arasindaki fark istatiksel olarak anlamhidir (p<0,05). Peptit-18
ile hedeflendirilmis bos misel ile peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii
misel arasinda, ti¢ doksorubisin konsantrasyonu diizeyinde de anlamli bir fark
bulunamamistir  (p>0,05) 48 saatlik sonuglar incelendiginde peptit-18 ile
hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii miseller i¢in % hiicre canliligi 38,8-44,1 olarak
bulunmustur. F9 formiilasyonu i¢in %35,8-38,3 arasinda ve doksorubisin ¢dzeltisi igin
canlilik degerleri % 38,3-47,7 arasinda bulunmustur. Doksorubisin ¢ozeltisi ile peptit-
18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii miseller karsilastirildiginda i
doksorubisin konsantrasyonu diizeyinde de aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). 72 saatlik sonuglar incelendiginde doksorubisin ¢ozeltisi ile en diisiik hiicre
canliliklart (%24,3-28,9) eclde edilmistir. F9 ve peptit-18 ile hedeflendirilmis
doksorubisin yiiklii miseller i¢in elde edilen hiicre canlilig1 sonuglari (sirasiyla %39-
42,4 ve %32,6-39,3), doksorubisine yakin olup doksorubisin ¢ozeltisiyle aralarindaki
fark anlamli bulunmustur (p<0,0001). F9 bos misel formiilasyonu i¢in % hiicre
canliligt %55,9-57 arasinda olup, F9 formiilasyonu ile aralarindaki fark anlamlidir

(p<0,0001). F9 formiilasyonu ile peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii
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misellerin % hiicre canliliklar1 arasindaki fark 2 ve 1 uM konsantrasyonlarda istatiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001).
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Sekil 4.33. Hedeflendirilmis misel formiilasyonlarinin MCF-7 hiicre canlilig1 {izerine
A:24, B:48, C:72 saatlik etkileri (X+SH, n=3). # isareti bulunan
formiilasyon ile tiim formiilasyonlar ile arasindaki fark istatiksel olarak
anlamlidir. * isareti bulunan iki formiilasyon arasindaki fark istatiksel
olarak anlamlidir (p<0,05).

SKBR-3 hiicreleri ile peptit-18 ile hedeflendirilmis formiilasyonlarin 24, 48 ve

72 saatlik inkiibasyonlar1 sonucu elde edilen bulgular Sekil 4.34.’de verilmistir. 24

saatlik inkiibasyon siiresi sonunda F9 i¢in % hiicre canlilig1 degerleri %76,8-78,9

arasinda,

doksorubisin ¢ozeltisi

icin  %73,8-84,8 arasinda ve peptit-18 ile

hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii miseller i¢in %69,6-73,9 arasinda bulunmustur.
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Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiikli miseller ile hem doksorubisin
¢ozeltisi hem de F9 formiilasyonu arasindaki fark tiim konsantrasyonlar i¢in istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda en diisiik
canliliklar doksorubisin ¢ozeltisi ile elde edilmis olup (%47,3-56,9 arasinda), peptit-
18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii miseller ile arasindaki fark sadece 1 uM
konsantrasyonunda anlamli bulunmustur (p=0,0116). F9 formiilasyonunun canlilik
sonuglar1 her ti¢ konsantrasyon i¢in de peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin
yiiklii misellerden yliksek bulunmustur ve aralarindaki fark istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Peptit-18 ile hedeflendirilmis bos misellerin % hiicre canliligi
sonuglari, peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii misellerden daha yiiksek
bulunmus olup aralarindaki fark istatiksel olarak anlamlidir (p<0,0001). 72 saatlik %
hiicre canlilig1 sonuglar1 incelendiginde en diisiik % canlilik degerleri doksorubisin
¢ozeltisi ile elde edilmistir (%30,3-35,7). F9 formiilasyonu i¢in % hiicre canlilig
degerleri %43,1-57,7 arasinda, peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii
miseller i¢in %35,5-45,5 arasinda bulunmustur. F9 ile peptit-18 ile hedeflendirilmis
doksorubisin yiiklii miseller arasindaki fark tiim konsantrasyonlar i¢in istatiksel olarak

anlamlidir (p<0,0001).
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Sekil 4.34. Hedeflendirilmis misel formiilasyonlarinin SKBR-3 hiicre canlilig1 tizerine
A:24, B:48, C:72 saatlik etkileri (X+SH, n=3). # isareti bulunan
formiilasyon ile tiim formiilasyonlar ile arasindaki fark istatiksel olarak
anlamhdir. * isareti bulunan iki formiilasyon arasindaki fark istatiksel

olarak anlamlidir (p<0,05).
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4.6.3. Doksorubisin Yukli Misellerin Hiicresel Aliminin Floresan

Mikroskop ile incelenmesi

Misellere hapsedilmis doksorubisinin hiicre i¢gine alimini goriintiilemek i¢in
doksorubisinin floresan 6zelliginden faydalanilmistir. Bu amagla F7, F9, F12, F15
formiilasyonlar1 ve peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiikli misel
formiilasyonu, hiicrelerle bir saat inkiibe edildikten sonra floresan mikroskobu ile
goriintiileme ¢alismalar1 yapilmistir. Bir saatlik inkiibasyon sonrasi peptit-18 ile
hedeflendirilmis doksorubisin yiikli misel formiilasyonu ile F7, F9, F12, F15
formiilasyonlarinin doksorubisini basarili bir sekilde hiicrelerin igine tasidigi
goriilmustir. F7, F9, F12, F15 formiilasyonlar1 ve doksorubisin ¢ozeltisi MCF-7
hiicrelerine uygulanmiglardir ve 1 saat inkiibasyon sonunda ayni alan hem 151k
mikroskobu ile hem de floresan 1sik altinda N2.1 filtresi kullanilarak gériintiilenmistir.
F7, F9, F12, F15 formiilasyonlar1 ve doksorubisin ¢ozeltisinin mikroskop ile alinan
normal 151k ve floresan gorlintileri Sekil 4.35.te verilmigtir. Goriintiiler
incelendiginde hiicrelerin tamaminin doksorubisinden kaynaklanan kirmizi floresan
1simay1 gosterdigi goriilmektedir. Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiikli
misel formiilasyonu MCF-7 ve SKBR-3 hiicrelerine uygulanmistir ve kontrol olarak
doksorubisin ¢ozeltisi de hiicrelere uygulanmistir. Peptit-18 ile hedeflendirilmis
doksorubisin yiiklii misel formiilasyonunun MCF-7 ve SKBR-3 hiicreleri ile bir saat
inkiibasyonu sonrasi elde edilen goriintiiler Sekil 4.36.’da verilmistir. Bu goriintiiler
de hedeflendirilmis misel formiilasyonu ile doksorubisinin basarili bir sekilde hiicre
icine tasindigi goriilmiistiir. Elde edilen floresan mikroskop goriintiileri Image J
programi kullanilarak analiz edilmis ve her bir goriintii karesi i¢in diizeltilmis toplam
hiicre floresan1 degerleri hesaplanmistir. Formiilasyonlarin diizeltilmis toplam hiicre
floresan1 degerleri Sekil 4.37.’de verilmistir. Grafik incelendiginde en yiiksek hiicre
floresaninin MCF-7 hiicresi i¢in doksorubisin ¢ozeltisi ile elde edildigi goriilmektedir.
Peptit-18 ile  hedeflendirilmis formiilasyonun ~ MCF-7  hiicrelerinde,
hedeflendirilmemis formiilasyonlardan daha diisiik bir floresana neden oldugu
goriilmektedir ancak SKBR-3 hiicrelerine uygulandiginda doksorubisin ¢dzeltisine
gore daha yiiksek bir floresan elde edilmistir. Grafikteki uygulamalar istatiksel olarak

karsilastirildiginda anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Isitk mikroskobu Floresan

Sekil 4.35. F7 (A), F9 (B), F12 (C), F15 (D) formiilasyonlarinin ve doksorubisin
¢ozeltisinin (E) hiicresel aliminin floresan mikroskobu ile gosterilmesi.
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Isik mikroskobu Floresan

Sekil 4.36. Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiikli misel formiilasyonu ile
doksorubisin ¢ozeltisinin  hiicresel aliminin MCF-7 ve SKBR-3
hiicrelerinde floresan mikroskobu ile gosterimi. MCF-7 hiicresi ile alinan
goriintiiler A: peptit-18 ile hedeflendirilmis misel B: doksorubisin
cozeltisi, SKBR-3 hiicresi ile alinan goriintiler C: peptit-18 ile
hedeflendirilmis misel D: doksorubisin ¢ozeltisi.
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Sekil 4.37. Misel formiilasyonlar1 ve doksorubisin ¢ozeltisinin MCF-7 ve SKBR-3
hiicrelerindeki diizeltilmis toplam hiicre floresani.

4.6.4. Peptit ile Hedeflendirilmis Doksorubisin Yiikli Misellerin

Hiicresel Allmmin Akis Sitometrisi Ile incelenmesi

Peptit-18 ile hedeflendirilmis misellerin hiicresel alimini1 nicel olarak
degerlendirmek i¢in akim sitometrisi cihazi kullanilmistir. Doksorubisin yiiklii peptit-
18 ile hedeflendirilmis miseller hiicrelere uygulandiklarinda floresan acidan pozitif
hiicre miktar1 L.929 hiicreleri i¢in %0+0,0, MCF-7 hiicreleri i¢in %12,8+5,4 ve SKBR-
3 hiicreleri i¢in %4,1+1,6 oranlarinda bulunmustur. MCF-7 hiicrelerinin peptit-18
tarafindan hedeflendigi daha once bildirilmistir (200). Bulgular bu bilgiyi destekler
niteliktedir. Floresan pozitif hiicre yiizdesi MCF-7 hiicreleri i¢in SKBR-3
hiicrelerinden daha yiiksek bulunmustur. SKBR-3 hiicrelerinin de MCF-7 kadar
yiiksek olmasa da peptit-18 tarafindan hedeflendigi goriilmektedir.
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5. TARTISMA

5.1. Misel Hazirlanmasinda Kullanmilan Polimerlerin H-NMR ile

Karakterizasyonu

Doksorubisin hapsedilmis miselleri hazirlamak i¢in kullanilan polimerlerin (P7,
P7-30, P-60, P-70) basaril1 bir sekilde sentezlendigi Boliim 4.1.”de *H-NMR analizleri
ile dogrulanmistir. PEtOX-b-PCL (P7 kodlu polimer) polimerine ait spektrumda (Sekil
4.1.) goriilen pikler literatlir bulgulari ile karsilastirildiginda PEtOx ve PCL bloklarina
ait karakteristik piklerin spektrumda yer aldigi1 gorilmektedir. Sekil 4.1.
incelendiginde PEtOX blogunda yer alan -CH3 (d) gruplarindan kaynakli hidrojenlere
iligkin pik 1,14 ppm’de, PCL blogunda yer alan -CH>OCO (n) grubundaki hidrojenler
ise 4 ppm’de yer almaktadir. Lee ve arkadaslarinin (141) 2003 yilinda yayinladiklar
calismalarinda, sentezledikleri PEtOx-b-PCL polimerinin dotero kloroform igindeki
'H-NMR spektrumunda, elde ettigimiz spektrumdaki piklere benzer sekilde PEtOx
blogunda yer alan -CHj3 piki 1,10 ppm’de, PCL blogunda yer alan —-CH>OCO piki 4,02
ppm’de goriilmektedir.

PEtOX10700 polimerinin farkli oranlarda (%30, 60 ve 70) hidrolizi ile elde edilen
PEtOx-ko-PEI polimerlerinin PCL2100 ile bloklanmasi sonucu sentezlenen PEtOx-ko-
PEI-b-PCL polimerlerine (P7-30, P7-60, P7-70) iliskin H-NMR spektrumlar
incelendiginde (Sekil 4.2.) PEtOx polimerinin hidrolizi sonucu elde edilen PEI
polimerine ait NH-CH2 grubundaki protonlarin (e) 2,8 ppm civarinda ortaya ¢iktigi
goriilmektedir. PEtOx polimerine ait -CH2—CH2—N- grubundaki protonlarin (d) 3,5
ppm civarinda ortaya ¢iktigi goriilmektedir. PEtOx polimerinin hidroliz derecesi
arttik¢a, polimerdeki PEI miktar: artip, PEtOx miktar1 azalacagindan PEI polimerine
ait NH-CHz2 protonlarinin (e) 2,8 ppm’deki pik siddetinin, PEtOx polimerine ait CH2>—
CH2-N- grubundaki protonlarin (d) 3,5 ppm’deki pikinin siddetine goére arttig1
spektrumlarda goriilmektedir. Fernandes ve arkadaslarinin (249) lineer PEI elde etmek
icin PEtOx polimerinin asit hidrolizi ile elde ettikleri PEtOx-ko-PEI polimerlerinin
'H-NMR spektrumlari incelendiginde, elde ettigimiz bulgulara benzer sonuglar
bulduklar1 goriilmektedir. PEtOx-ko-PEl polimerlerinin spektrumlarinda PEI
polimerine ait NH-CH2 protonlarinin 2,9 ppm’de ve PEtOx polimerine ait —CH2>—CH2>—

N-— protonlarinin 3,45 ppm’de ortaya ¢iktigini ve PEtOx polimerinin hidroliz derecesi
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arttikca 2,9 ppm’deki PEI kaynakli pikin siddetinin ve 3,45 ppm’deki PEtOX kaynakli
pikin siddetine gore arttigini bildirmislerdir (249).

Hedeflendirilmis misel formiilasyonlarini hazirlamak igin kullanilacak peptit-18
baglanmis P7-30 polimerinin Sekil 4.3.’de verilen *H-NMR spektrumunda, polimere
peptit konjugasyonu peptit yapisinda bulunan amit grubundaki —NH hidrojenin 8 ppm
civarinda ve fenil gruplarinda yer alan hidrojenlerin 7,4 ppm civarinda ortaya ¢ikmasi
ile dogrulanmistir. Soudy ve arkadaslar1 (202) trifluoroetanol:su karistminda NMR
analizini yaptiklar1 peptit-18’in fenilalanin kaynakli fenil grubundaki protonlarin
spektrumda 7,28 ve 7,21 ppm’de ¢iktigini, peptit-18°deki NH gruplariin protonlarinin
7,5-8,97 ppm arasinda ¢iktigin1 bildirmiglerdir. Bu sonuglar bulgularimizla

ortismektedir ve polimere peptit-18 konjugasyonunu dogrulamaktadir.
5.2.  Doksorubisinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Doksorubisinin ~ formiilasyon  c¢alismalarinda  kullanilmadan  once,
fizikokimyasal Ozellikleri incelenerek ve elde edilen bulgular literatlir bulgular ile
karsilastirilarak maddenin safligi ve formiilasyon calismalarinda kullanilmak iizere
uygunlugu gosterilmistir. Bu amagla doksorubisinin FT-IR spektrumu ve UV
spektrumu alinmig ve DSC analizi yapilmistir.

IR spektroskopisinin temel prensibi dalga boyunun bir fonksiyonu olarak bir
numune tarafindan emilen (veya yayilan) IR radyasyon miktarinin 6l¢tilmesidir. Cok
atomlu bir bilesigin IR spektrumu, atomik kiitlelere, bag kuvvetlerine, molekiil i¢i ve
molekiiller arasi etkilesimlere bagli olan molekiiler titresimlere dayanmaktadir. Bu
nedenle bir bilesigin IR spektrumu, diger bilesiklerin IR spektumundan ayirt edilebilen
benzersiz bir parmak izi niteligindedir. FT-IR spektrumunda molekiildeki belli alt
gruplar karakteristik bir spektral bolgede bantlar olustururlar. Spektrumdaki bu
karakteristik bantlar bilesigin taninmasi igin kullanilabilirler (249). Doksorubisinin
Sekil 4.4.’de verilen FT-IR spektrumunda, O-H gerilme bandinin 3525 cm’
dalgasayisinda, C-H gerilme bandinin 2900 cm™ dalgasayisinda, C=0O (keton) gerilme
bandm 1731 cm? dalgasayisinda, C-O-C (eter) gerilme bandinin 1071 cm’
dalgasayisinda bulundugu goriilmektedir. Bu bulgular literatiir (246) ile uyumludur ve

molekiiliin doksorubisin oldugunu dogrulamaktadir.
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DSC termal bir analizdir, kristal organik bilesiklerin safligini belirlemek igin
kullanilabilen bir yontemdir. DSC analizinin safsizliklar1 tespit etmek i¢in dayandig:
temel prensip eriyikte ¢Ozlinmiis durumdayken, kati halde ¢dziinmeyen (yani kati
¢ozeltiler olusturmayan) safsizliklarin maddenin erime noktasini diisiirmesidir (250).
DSC kullanilarak doksorubisinin erime noktasinin tayin edilmesiyle safliginin
gosterilmesi hedeflenmistir. Sekil 4.5.°te verilen DSC termogrami doksorubisinin
erime pikinin baslangi¢ noktasinin yaklasik 205 °C oldugunu ve erime pikinin
sicakliginin 221,65°C oldugunu goéstermis olup bu bulgular literatiir ile uyumludur ve
etkin maddenin safligin1 géstermektedir (251, 252).

Doksorubisin hidrokloriiriin sudaki ¢ozeltisinin UV spektrumu (Sekil 4.6.)
incelendiginde maksimum absorbansin gézlendigi dalga boyu 482 nm olarak tespit

edilmistir ve bu bulgunun literatiir (253) ile uyumlu oldugu goériilmiistiir.

5.3. Doksorubisinin UV-Goriiniir Bolge Spektroskopisi ile Miktar
Tayini ve Analitik Yontem Validasyonu

Calismamizda misel ¢ekirdegine yiiksek miktarda etkin  madde
enkapsiilasyonu saglamak i¢in suda ¢oziinen doksorubisin hidrokloriir, Kloroform
icinde trietilamin ile muamele edilerek hidrofobik hale getirilmistir. Bu durum
doksorubisinin glikozidik amin grubunun deprotonasyonu ile saglanmaktadir (144).
Righetti ve arkadaslar1 doksorubisinin glikozidik amin grubunun deprotonasyon
davranigin1 inceledikleri ¢alismalarinda pH 7’nin {izerinde deprotonasyonun
gerceklestigini bildirmislerdir (254). Kataoka ve arkadaslar1 (144) ise pH’nin daha
fazla arttirllmasinin antrasiklin halkasinda fenolik OH gruplarinin ayrismasi nedeniyle
doksorubisinin kloroforma ekstraksiyon etkinligini azaltacagin1 ve doksorubisin
dekompozisyonunu hizlandiracagimi bu nedenle yag/su emiilsiyonu yonteminde
pH’nin dikkatli bir kontroliiniin gerektigini bildirmislerdir. Yaklasik 3 molar ekivalan
trietilamin ile muamele edilen doksorubisin hidrokloriiriin neredeyse tamaminin
kloforma ekstrakte edilebildigini ve pH’ nin 7 civarinda sabit kaldigini bildirmislerdir
(144). Bu baglamda caligmamizda antrasiklin halkasinda fenolik OH gruplarinin
etkilenmemesi i¢in doksorubisin hidrokloriir 3 molar ekivalan trietilamin ile muamele
edilerek glikozidik amin grubunun deprotonasyonu ve hidrofobik doksorubisin eldesi

saglanmstir.
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Doksorubisinin miktar tayini i¢in doksorubisin hidrokloriirin DMSO ig¢inde
standart ¢ozeltileri hazirlanmis ve UV-goriiniir bolge spektrofotometresi kullanilarak
kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Hidrofobik baz doksorubisinin kullandigimiz yontem
ile tayin edilebilecegini gostermek i¢in doksorubisin hidrokloriir ile hidrofobik
doksorubisinin spektrumlari alinarak spektrumlar karsilastirilmigtir. Doksorubisinin
kromofor grubu dihidroksiantrakinon grubundaki fenollerin deprotonasyonunun
absorpsiyon spektrumunda degisikliklere neden oldugu, ancak kromofor gruba olan
uzaklhigi nedeniyle glikozidik amin grubunun deprotonasyonunun absropsiyon
spektrumunda bir degisikligi neden olmadigi Fiallo ve arkadaglar1 tarafindan
bildirilmistir ~ (255).  Doksorubisin ~ HCIl  ile  doksorubisinin  spektrumu
karsilastirildiginda (Sekil 4.7.) Fiallo ve arkadaslarin1 (255) dogrulayacak sekilde
spektrumda bir degisiklik olmadigi goriilmiis ve yontemin hidrofobik doksorubisini

tayin etmek icin kullanilabilecegi gosterilmistir.
5.3.1. Analitik Validasyon

Doksorubisinin miktar tayini i¢in kolay uygulanabilir bir yontem olan UV-
goriiniir bolge spektroskopisi kullanilmistir. Kullanilan  yOntemin amaglanan
uygulama i¢in kabul edilebilirligini gostermek i¢in dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
teshis sinir1, tayin alt sinir1, uygulama aralig1 ve 6zgiilliik validasyon parametreleri
incelenmistir.

Kullanilan miktar tayini yonteminin dogrusalligi, belirli bir aralikta madde
konsantrasyonu ile alinan cevap arasinda orantisal bir iligski oldugunun gosterilmesi ile
ortaya konulmaktadir. 8-32 pg/mL konsantrasyon araliginda konsantrasyon ile
absorbans arasindaki iliskinin dogrusal oldugu gdsterilmistir (R?=0.999; y-intersept=
0,0001; egim=0,0242). Korelasyon katsayisinin 0,999’dan biiyiik olmas1 dogrusalligin
saglandigin1 gostermektedir (235). Dogruluk parametresi, kullanilan yontem ile elde
edilen bulgularin ger¢ek degerlere yakinligi ifade eder ve geri kazanim galismalari ile
gosterilmistir. Kesinlik ise belirli kosullar altinda aynt homojen O6rnegin coklu
orneklemesinden elde edilen bir dizi 6l¢lim arasindaki uyumun yakinligini ifade eder.
Yontemin kesinligini gdstermek adina gilin i¢i ve glinler arasi tekrarlanabilirlik
caligmalar1 yapilmistir ve kesinlik % varyasyon katsayisi ile ifade edilmistir. Tablo

4.1. ve 4.2. incelendiginde yontemin kesinlik ve dogruluk parametreleri acgisindan
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uygunlugu, varyasyon katsayisinin %2’den kiigiik olmasi (236) ve geri kazanimin
%97-103 arasinda olmasi ile gosterilmistir (236, 237). Analitik yontemin belirtilen
uygulama araligi (8-32 pg/mL) igindeki konsantrasyonlarda kabul edilebilir bir
diizeyde dogrusalligi, dogrulugu ve kesinligi sagladig1 gosterilmistir. Yontemin teshis
alt stnir1 0,3 pg / mL olarak, tayin alt sinirt ise 1 pg / mL olarak hesaplanmistir.
Ozgiilliik parametresinin saglandigim gostermek igin analiz ortaminda bulunan
polimerlerin spektrumlar1t alinarak doksorubisinin ayni kosullardaki spektrumu ile
karsilastirilmistir. Spektrumlar incelendiginde (Sekil 4.9.) analiz dalga boyunda (482,5
nm) polimerin absorpsiyonunun baseline ¢izgisinde oldugu ve doksorubisin ile girisim

yapmadig1 gorilmiistir.
5.4. PEtOx-b-PCL Polimerleri ile Yapilan On Cahsmalar

Misel hazirlamak i¢in en uygun polimerin belirlenmesi amaciyla farkli molekiil
agirliklarina ve farkli blok uzunluklarina sahip PEtOx-b-PCL polimerleri kullanilarak
ve farkli hazirlama yontemleri kullanilarak miseller hazirlanmis ve partikiil biiyiikligi
ve zeta potansiyel dl¢iimleri yapilmistir.

Oncelikle sentezlenen polimerlerin diyaliz ile saflastrmasinin  partikiil
bliytikliigline etkisini incelemek i¢in polimerler saflastirilmadan ve saflastirildiktan
sonra kullanilarak ayni yontemlerle misel hazirlanmistir. Diyaliz ve ¢oziici
buharlastirma yontemi kullanilarak hazirlanan misellerin partikiil biiyiikliiklerindeki
degisim sebebiyle (Tablo 4.3.) ve polimerlerin diyalizle saflastirilarak kullanilmasinin
ileriki ¢aligmalar (doksorubisin yiikleme galismalari, hiicre kiiltiirii gibi) i¢in de daha
yararli olacagi disiiniildiiglinden polimerler formiilasyon c¢alismalart icin
kullanilmadan 6nce suya kars1 diyalizle saflastirilmislardir.

Tablo 4.4.’te verilen misel biiyiikliikleri incelendiginde genellikle ¢oziicii
buharlastirma yontemi ile hazirlanan misellerin daha biiyiik bir partikiil biiyiikliigiine
sahip olduklart goriilmektedir. Diyaliz ve ince film hidratasyonu yontemi ile genel
olarak daha kiiciik partikiil biytlikligiine sahip miseller elde edildigi
goriilebilmektedir. Tablo 4.4.’te agirlik¢a hidrofilik:hidrofobik blok oran1 birbirinden
farkl1 olan veya ayni hidrofilik:hidrofobik blok oranina sahip olup farkli zincir
uzunluklarina sahip polimerlerle hazirlanan misellere ait partikiil biiyiikliigii ve zeta

potansiyel degerleri yer almaktadir. Partikiil biiyiikliikleri incelendiginde 50 nm altina
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P7 polimeri ve ince film hidratasyonu yontemiyle diisiilmiistiir. P7 polimerin
hidrofilik:hidrofobik blok orani 5:1 olup ve Lee ve arkadaslar1 (141) tarafindan da
benzer sekilde hidrofilik:hidrofobik blok orami yaklasik 5:1 olan PEtOx-b-PCL
polimeri ile kiiclik partikiil biiylikliigline (20,8 nm) sahip miseller elde edilmistir.

5.5. Misel Formiilasyonlarinin Hazirlanis1 ve Misellere Doksorubisin

Yiiklenmesi

Misel formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in 6n ¢alismalarda literatiirde siklikla
kullanilan diyaliz, ¢6ziicii buharlastirma ve ince film hidratasyonu (59, 141, 146, 230)
yontemleri kullanilmistir. Genel olarak her {i¢ yontemle birbirine biiytikliik agisindan
yakin miseller elde edilse de ince film hidratasyonu yontemi ile polimerlerin ¢ogu ile
daha kii¢iik biiyiikliikte miseller elde edilebildigi (Tablo 4.4.) goriilmiistiir. Ayrica ince
film hidratasyonu yonteminin diger yontemlere gére daha hizli ve kolay olusu etkin
madde igermeyen miselleri hazirlamak i¢in en uygun yontem olarak belirlenmesini
saglamistir.

Etkin madde iceren miselleri hazirlamak i¢in dncelikle ince film hidratasyonu
yontemi denenmistir. Ancak bu yontem ile elde edilen miseller 0,22 um’lik filtreden
stiziilmesine ragmen elde edilen misel biiyiikliikleri agisindan P7-30, P7-60 ve P7-70
polimeri ile hazirlanan misellerde 200 nm altina diisiilememistir. Ince film
hidratasyonu yontemi kullanilarak P7 polimeri ile hazirlanan miseller ile ise oldukga
diisiik bir doksorubisin yiikleme kapasitesine (%5) ulagilmistir. Ayrica ince film
hidratasyonu yontemi ile etkin madde hapsedilmis miseller hazirlanirken son asamada
yapilan 0,22 pm’lik siringa ucu filtreden siizme isleminin giicliikle gerceklestirilmesi
ve stizme islemi ile agrege haldeki/biiylik misellerin filtre {izerinde kalmasi ile etkin
madde kaybmin yiliksek olmasi bu yontemin kullanimini sinirlamaktadir. Bu
nedenlerle Kataoka ve arkadaslar1 (144) tarafindan doksorubisinin misellere yiiksek
oranda hapsedilmesini sagladigi bildirilen yag/su emiilsiyonu ydnteminin
denenmesine karar verilmistir. Bu yontemde oncelikle etkin madde igermeyen Su
igindeki misel dispersiyonu ince film hidratasyonu yontemi ile hazirlanmaktadir ve
ardindan kloroform igerisindeki doksorubisin ¢ozeltisi misellere eklenerek,
doksorubisinin misellere hapsedilmesi saglanmaktadir. Kloroformun oda sicakliginda

zamanla buharlagsmast ile etkin maddenin misel c¢ekirde§ine hapsolmasi
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gerceklesmektedir. Yag/su emiilsiyonu yonteminde P7-30, P7-60 ve P7-70 polimerleri
icin farkli etkin madde polimer oranlarinda 200 nm altinda miseller elde edilmistir ve
yaklagik % 48’e varan doksorubisin yiikkleme etkinlikleri elde edilmistir. P7 polimeri
ile ise yag/su emiilsiyonu yonteminde gubuk sekilli miseller elde edildigi igin misel
biiyiikliikleri 6lciildiigiinde oldukca yiiksek partikiil biiyiiklikleri veya yiiksek
polidispersite indeksleri elde edilmistir.

Peptit-18 ile hedeflendirilmis miseller misel biiyiikliigii ve doksorubisin
yiikleme kapasitesi acisindan daha iyi sonuglarin elde edildigi yag/su emiilsiyonu
yontemi ile hazirlanmistir. Peptit-18 bagli polimerin % 20 (a/a) oraninda misel
formiilasyonuna katilmasi ile hazirlanan misellerin misel biiytikligii peptit-18 ile
modifiye edilmemis misellere gore daha yiiksek bulunmustur ancak enkapsiilasyon

etkinligi modifiye edilmemis misellere yakin bulunmustur.
5.6. Misel Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu
5.6.1. Kritik Misel Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Miseller ilag tastyict sistemler olarak intravenoz yolla verildiklerinde asir1 bir
seyreltmeye maruz kalirlar. Bu nedenle misellerin termodinamik stabilitesini
belirleyen CMC degerlerinin bilinmesi olduk¢a 6nemlidir. CMC degerinin {istiindeki
bir konsantrasyonda miseller termodinamik olarak dayaniklidir dolayisiyla in vivo
misel dayanikliliginin saglanmasi ic¢in polimer konsantrasyonunun CMC degerinin
altina diismemesi 6nemlidir. Baz1 durumlarda daha konsantre veya daha yiiksek bir
hacimdeki bir misel ¢6zeltisinin intravenoz olarak verilmesi ile enjeksiyondan hemen
sonra kopolimer konsantrasyonunun CMC degerinin altina diisiilmesi Onlenebilir.
Ancak diistik bir CMC degerine sahip bir kopolimer ile ilag tastyict sistem
tasarlanmas1 seyreltmeye karsi daha dayanikli bir sistem elde etmek igin daha
yararlidir (135).

CMC degerleri P7 igin 2x107°, P7-30 igin 1,6x107, P7-60 i¢in 0,8x10 ve P7-
70 0,5x10° mg/mL olarak hesaplanmustir. Lee ve arkadaslar1 (256) P7 polimeri ile
benzer yapidaki blok kopolimerlerin (PEtOx-b-PCL), CMC degerlerinin 1-6,2x107
mg/mL arasinda bulmuslardir. Blok kopolimerlerde PEtOx polimerinin miktar1 sabit
tutulup agirlikca PCL miktar arttikca daha diisik CMC degerleri elde ettiklerini
bildirmislerdir. Diger bir ¢alismada sentezlenen PEtOx-b-PCL polimerlerinin CMC
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degerleri 1,8-3,9x10° mg/mL arasinda bulunmus olup, hidrofobik blogun uzunlugu
arttikca CMC degerinin diistiigli bildirilmistir (141). Kim ve arkadaslar1 (257) ise
kopolimerin agirlikga PCL yiizdesinin %0,09-30 arasinda degistigi PEtOx-b-PCL
polimerlerinin CMC degerlerini 4,6-35x10 mg/mL arasinda bulmuslardir. Qui ve
arkadaglar1 (228) ise sentezledikleri PEtOX-b-PCL polimerinin CMC degerini 12x10°
3 mg/mL olarak bildirmislerdir. Literatiir bulgular1 degerlendirildiginde hidrofobik
blogun agirlik¢a oraninin daha yiiksek oldugu polimerlerin CMC degerinin daha diisiik
oldugu gorilmiistiir. P7 polimerinin hidrofobik blogu toplam polimerin agirlik¢a
yaklasik %19’unu olusturmaktadir ve CMC degeri literatiir ile karsilastirildiginda
daha diisiik bulunmustur. P7 polimerinin CMC degerinin diisiik olmas1 tasarlanan
polimerin hidrofobik blogunun hidrofilik bloga oraninin istenen CMC degerlerini elde
etmek igin uygun oldugunu goéstermektedir. P7-30, P7-60 ve P7-70 polimerlerinin
CMC degerleri literatiirdeki g¢esitli blok polimerlerin bulgular1 (141, 256) ile
karsilastirilabilir seviyede olup PEtOx-ko-PEI-b-PCL yapisi ile ayni yapida
polimerlere literatiirde heniiz rastlanmamustir. PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerine
benzer bloklari igeren fakat farkli bir yapida olan PEtOx-PLA-g-PEI polimeri igin ise
CMC degeri 1,63x102 mg/mL olarak bildirilmistir (151). P7-30, P7-60 ve P7-70
polimerlerinin CMC degerleri kendi aralarinda karsilastirildiginda, CMC degerleri
arasinda biiylik bir fark goriilmemekle birlikte polimerdeki PEI miktar1 arttikca daha
diisiik bir CMC degerinin elde edildigi goriilmektedir. Bu durum PEtOXx polimerine
gore daha hidrofobik olan PEI polimerinin toplam polimerdeki miktarinin artarken,
hidrofilik PEtOx polimerinin miktarinin azalmasi sonucu polimerin hidrofobikliginin
artmasi ile agiklanabilir.

Kullanilan polimerlerin diisik CMC degerleri misellerin intavendz olarak
verilmesi durumunda kan dolagimindayken asir1 seyreltmeye ragmen misel yapisini
koruyacaklarinin gostergesidir. Diisik CMC degerlerine sahip miseller kan
dolagimindayken misel yapilarin1 koruyacaklar: i¢in hedef bolgeye varmadan erken
etkin madde salimi Onlenebilecektir. Ayrica seyreltmeye dayanikli miseller
tinimerlerine ayrilmadiklart i¢in bdbreklerden atilmalar1 gecikecek ve dolayisiyla

kanda kalis siiresi uzatilmig sistemlerin eldesi miimkiin olabilecektir.



132

5.6.2. Misel Olusumunun ‘H-NMR ile Dogrulanmasi

Blok kopolimerlerin farkl ¢dziiciilerdeki davranislart H-NMR spektroskopisi
ile misel olusumunun dogrulanmasina olanak saglamaktadir. Polimerler organik
¢oziicii (CDCl3) igindeyken alinan spektrumlarda polimerin tiim bloklarina iliskin
pikler goriilebilirken, polimer D20 igindeyken misel olusumu nedeniyle polimerlerin
hidrofobik bloklarina iliskin pikler kaybolmakta ya da siddetleri azalmaktadir. Sekil
4.12.-4.15. incelendiginde hidrofobik PCL bloguna iligkin piklerin D20 ig¢indeki
spektrumlarda kayboldugu ya da siddetinin azaldig1 goriilmektedir. Lee ve arkadaslari
(141) PEtOx-b-PCL polimerinin *H-NMR ile analizinde D,O icindeki spektrumlarda,
bulgularimiza benzer sekilde PCL polimerine ait piklerin kayboldugunu
bildirmislerdir. Bu durum D20 iginde blok kopolimerlerin misel olusturmasi nedeniyle
PCL polimerinin sinirli hareket kabiliyetine baglanmistir. P7, P7-30, P7-60 ve P7-70
polimerlerinin ¢ekirdek-kabuk yapsina sahip miseller olusturdugu *H-NMR analizi ile

dogrulanmistir.
5.6.3. Misellerin Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyel Ol¢iimleri

P7, P7-30, P7-60 ve P7-70 polimerleri ile hazirlanan etkin madde icermeyen
misellerin partikiil biiytikliikleri 200 nm altinda elde edilmistir (Tablo 4.5.). En diisiik
misel biiyiikligi (39,7+0,5 nm) P7 polimeri ile elde edilmis olup, polimerlerdeki PEI
orani arttik¢a partikiil biiyiikligiiniin de arttigi gériilmektedir. PEtOX10700 polimerinin
%30 hidrolizi ile elde edilen P7-30 polimeri ile 100 nm’nin altinda miseller (59,5+0,4
nm) elde edilebilirken daha yiiksek PEI oranlar1 misel biiyiikliigiiniin 100 nm’nin
lizerine ¢ikmasina neden olmustur. Partikiil biiytlikliikleri arasindaki fark istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001). Misellerin polidispersite indeksleri dort
polimer i¢in de kabul edilebilir bir deger olan 0,3 ve altinda (258) bulunmustur. Zeta
potansiyel degerleri PEtOx-b-PCL yapisindaki P7 polimeri ile hazirlanan misel igin
negatifken, polimer yapisina katyonik PEI grubunun katilmasi ile pozitif degerlere
ulagmstir. En yiiksek PEI oranina sahip P7-70 polimeri i¢in 48,7+2,5 mV gibi yiiksek
bir pozitif zeta potansiyel degeri elde edilmistir.

P7 polimeri icin literatiirde daha Once benzer yapida polimerlerle yapilan
calismalar mevcuttur. Lee ve arkadaslar1 (256) PEtOX-b-PCL polimerleri ile ¢6ziicti
buharlastirma yontemini kullanarak 149-192 nm (PDI=0,13-0,36) arasinda
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biiyiikliiklere sahip miseller elde etmislerdir. Polimerdeki PCL yiizdesi arttik¢a daha
yiiksek partikiil biiytikliikleri elde edilmistir (256). Diger bir ¢alismada (141) PEtOx-
b-PCL yapisindaki polimerlerle diyaliz yontemi kullanarak 19,4-22,5 nm arasinda
(PDI= 0,08-0,16) miseller elde edilmistir. Bu ¢alismada polimerlerin bloklarinin
biribirine orani bir onceki ¢alisma ile benzer olup blok zincirlerinin uzunluklari
farklidir. Ayrica polimer yapisindaki PCL oraninin degismesinin misel biiylikliiglini
onemli derecede etkilemedigi goriilmiistiir (141). P7 polimeri ile de ince film
hidratasyonu yontemiyle misel biiylikliigii agisindan literatiirdeki bulgulara yakin
sonuglar elde edilmistir. Literatiir bulgulariyla birlikte sonuglar degerlendirildiginde
polimerin yapisinin, bloklarin birbirine oraninin ve molekiil agirliklarinin ve hazirlama
yonteminin misel biliylikliigiine etkili olabilecegi goriilmektedir.

Ince film hidratasyonu ile hazirlanan doksorubisin yiiklii misel
formiilasyonlarinin partikiil biyiikliikleri F1 formiilasyonu i¢in 99,7+0,7 (PDI1=0,4),
F2 i¢in 170,445,7 (PDI=0,5), F3 i¢in 328,4+9,0 (PDI=0,4) ve F4 igin 396,0+43,8
(PDI=0,6) nm olarak bulunmustur. Partikiil biiyiikliikleri arasindaki fark istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). En kiiciik partikiil biiyiikliigii yapisinda PEI
igermeyen P7 polimeri ile elde edilmistir. Farkli oranlarda PEI igeren polimerlerle
hazirlanan F2-F4 formiilasyonlar1 i¢in partikiil biiylikliigii polimerdeki PEI orani
artikca artmustir. Zeta potansiyel degerleri etkin madde igcermeyen misellerle
karsilastirildiginda doksorubisin yiiklii miseller i¢in daha yiiksek bulunmustur. Bu
durum misellerin yiizeyine adsorbe olmus pozitif yiiklii doksorubisinin varligi ile
aciklanabilmistir (259). Doksorubisinin antrasiklin halkasi hidrofobik ¢ekirdekte
yerlesmis sekilde ve amin grubu yiizeyde acgiga ¢ikmis sekilde, ¢ekirdek-kabuk
araylizeyinde dagildigi daha oOnce gosterilmistir (260). Bu durumda ince film
hidratasyonu yontemi ile hazirlanan doksorubisin yiiklii misellerde, doksorubisinin
misel ylizeyinde bulunan amin grubunun pozitif yiikiinden dolayi, etkin madde
icermeyen misellerden daha yiiksek bir zeta potansiyel degeri elde edildigi yorumu
yapilabilmistir.

Yag/su emiilsiyonu yontemi ile hazirlanan misellerin partikiil biiytikliikleri
incelendiginde (Tablo 4.7.) P7 polimeri ile hazirlanan F5-F6 formiilasyonlarinin misel
biiyiikliiklerinin 1000 nm’in {istiinde oldugu F7 formiilasyonunun ise misel

biiyiikliigiiniin 156,8 nm olup PDI degerinin 1 oldugu goriilmektedir. Bu partikiil
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biiyiikliikleri ve partikiil biiyiikliigii dagilimi ilk olarak akla agregasyonu getirmistir
ancak TEM analizi sonucu F7 formiilasyonunun ¢ubuk seklinde morfolojiye sahip
miseller oldugunu gostermistir. Zeta potansiyel F5-F7 formiilasyonlar1 i¢in ayni
polimerle hazirlanmis etkin madde igermeyen misele gore daha yiiksek ve pozitif
degerlerde bulunmustur. Bu durum doksorubisinin misel kabuk-gekirdek arayiizeyine
yerlesmesi ve doksorubisinin NHz grubunun ylizeyde pozitif yiiklenmesi ile
aciklanabilir (259).

PEtOx-b-PCL polimerleri ile doksorubisin yiiklii miseller hazirlamak igin Qiu
ve arkadaglart (228) diyaliz yontemini kullanmislardir. Elde ettikleri misel
biiytikliikleri 159-187 nm (PDI=0,134-0,175) arasinda olup zeta potansiyel degerleri -
5,1-2,1 arasindadir. Hsiue ve arkadaslar1 (215) ise benzer yapida bir polimer olan
PEtOx-b-PLA ile doksorubisin yiiklii miselleri diyaliz yontemi ile hazirlamislardir ve
170-210 nm arasinda bir partikiil biiyiikliigii elde etmislerdir. Zhao ve arkadaslar
(230) da PEtOx-b-PLA ile doksorubisin yiikli miselleri diyaliz yontemi ile
hazirlamislardir ve partikiil biiyiikliigiinii 41,7 nm (PDI=0,28) olarak bildirmislerdir.
Literatiir bulgular farkli yontem ve benzer polimerlerle fakli biiyiikliiklerde miseller
elde edildigini ortaya koymaktadir ancak etkin madde yiiklenmesi ile morfoloji
degisimi PEtOx-b-PCL polimeri i¢in heniiz bildirilmemistir.

P7 polimeri ile hazirlanan etkin madde icermeyen miseller kiiresel bir
yapidayken, bu misellere yag/su emiilsiyonu yontemi ile doksorubisin hapsedilmesi
sonucu ¢ubuk sekilli miseller olusmustur. Partikiil seklinin hiicresel alimi1 ve in vivo
dagilimi etkiledigi bilinmektedir (261). Geng ve arkadaslar1 (262) filament sekilli
polimerik misellerin kiiresel misellerle karsilastirildiginda kanda kalis stirelerinin 10
kat daha uzun oldugunu bildirmiglerdir. Champion ve Mitragotri (263) ise makrofajlar
tarafindan hiicre i¢ine alimin partikiiliin ilk temas noktasinda teget acilarla dlciilen
lokal partikiil sekli ile belirlendigini bildirmislerdir. Kiiresel partikiiller makrofajlar
tarafindan hizli bir sekilde fagosite edilirken, eliptik disklerin uzun ekseninden
makrofajlarla ilk temasin1 gergeklestirmesi durumunda fagosite edildiklerini, eger ilk
temas diiz yiizeyi ya da kisa ekseninden olursa fagositozun gerceklesmedigini
bildirmislerdir (263). Poli(etiloksazolin) tiirevi polimerler ile hazirlanan misellerin
etkin madde hapsedilmesi sonucu morfoloji degisimine ugradigi daha oOnce de

aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (227, 264). Schulz ve arkadaglar (227)



135

hidrofilik blok olarak PMeOx ve hidrofobik blok olarak poli(2-n-biitil-2-oxazoline) ya
da poli(2-n-nonil-2-oksazolin) kullanarak sentezledikleri triblok kopolimerlerle
hazirladiklar1 misellere paklitaksel yiiklenmesinin misellerin morfolojisinin ¢gubuktan
kiiresele doniistiirdiigiinii bildirmislerdir. Wan ve arkadaslar1 (264) poli(2-metil-2-
oksazolin-blok-2-biitil-2-oksazolin-blok-2-metil-2-oksazolin) polimerini kullanarak
hazirladiklar1 misellere etopozid yiiklediklerinde veya etopozid ve sisplatini birlikte
yiiklediklerinde misellerin kiireselden ¢ubuk sekline doniistiigiini bildirmislerdir.
Etopozid ve sisplatin birlikte hapsetmis misellerin, etkin maddeleri tek basina igeren
miseller, bunlarin kombinasyonu ya da serbest etkin madde kombinasyonuna gore
kiictik hiicreli ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hayvan modellerinde iistiin
antitimor  etki  gosterdigini  bildirmislerdir ~ (264).  Literatiir ~ bulgulari
degerlendirildiginde ¢ubuk sekilli misellerin yiiksek etkin madde yiikleme kapasitesi
saglamasi, makrofajlarla etkilesimlerinin daha az olmasi ve bu misellerle daha iyi bir
farmakokinetik ve artmig bir timor dagiliminin elde edilebilmesi, ¢ubuk sekilli
miselleri kanser tedavisi i¢in arastirmaya deger kilmaktadir. Bu nedenle F7
formiilasyonunun hiicre kiiltliriinde de degerlendirilmesine karar verilmistir.

PEI igeren polimerlerle yag/su emiilsiyonu yontemi kullanilarak hazirlanan
misellerin biiytikliikleri incelendiginde (Tablo 4.7.) F11-F13 formiilasyonlar1 diginda
100 nm altinda partikiil biiyiikliikleri elde edilmistir. Partikiil biiytiikliikleri arasindaki
fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Her polimer i¢in denenen ii¢
fakli polimer:etkin madde oraninda en diisiik partikiil biiyiikligi 10:2,5 (mg/mg)
polimer etkin madde oraninda elde edilmistir. P7-60 ve P7-70 polimerleri ile
hazirlanan doksorubisin hapsedilmis miseller ayni polimerlerle hazirlanan etkin
madde icermeyen misellere gore daha kiiciik partikiil biiyiikliiklerine sahiptirler. Zeta
potansiyel degerleri ise etkin madde yiiklii miseller i¢in ayni polimerlerle hazirlanan
etkin madde igermeyen misellerden daha diisiik (P7-30ve P7-70) veya ayni1 seviyede
(P7-60) elde edilmistir. Bu durum misellerin etkin madde yiiklenmesi ile daha iyi
paketlendigini ve PEI polimerinin —-NH gruplarmin bir kisminin sulu ortamla temas
etmedigini ve doksorubisin molekiiliiniin de miselin hem kabuk hem de ¢ekirdek
kisimlar1 arasinda dagilmak yerine tamamen misel ¢ekirdegine hapsolarak sulu
ortamla baglantisinin olmadigini ya da ¢ok azaldigmi diisiindiirmektedir. Misel

stabilitesinin  etkin madde yiiklenmesi ile artabildigi bilinmektedir (87).
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Doksorubisinin antrasiklin gruplari arasindaki ©-n etkilesimlerinin doksorubisinin
misel ¢ekirdegine yiiklenmesinin stabilizasyonunu ve miselin  kendisinin
stabilizasyonu sagladig1 disiiniilmektedir (144). Ayrica PEI grubundaki sekonder
amin gruplar ile doksorubisinin karbonil, hidroksil ve amin gruplarinin arasinda
molekiiller arast hidrojen baglarinin olusmasi ile misel stabilitesinin arttig1
distiniilmektedir.

PEI igeren polimerlerle hazirlanan formiilasyonlardan polimer:etkin madde
orant 10:2,5 (mg/mg) olan F9, F12 ve FI5 formiilasyonlar1 diisiik partikiil
biyiikliikleri (F9:66,4 nm, F12:105,7 nm, F15:71,8 nm) ve dar partikiil biyiikligii
dagilimlar1 (PDI<0,3) nedeniyle hiicre kiiltiirii caligmalarinda degerlendirilmek {izere
secilmislerdir. Bu formiilasyonlar kullanilarak farkli oranlarda pozitif yiik tasiyan
misellerin hiicreler iizerindeki etkisini degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Peptit-18 ile hedeflendirilmis misellerin hazirlanmasi i¢in kullanilacak polimer
partikiil biyiikliigii, PDI, zeta potansiyel ve etkin madde yiikleme etkinligi, in vitro
salim ve etkin madde icermeyen misellerin L.929 hiicreleri iizerindeki etkileri gibi
bulgular degerlendirilerek secilmistir. En kiigiik partikiil biiytikligi (66,4 nm) ve
yiiksek bir etkin madde yiikleme etkinligi (%18,3+4,2) F9 formiilasyonu ile elde
edilmistir. F9 formiilasyonu zeta potansiyel degeri acisindan F12 ve FI5
formiilasyonlarindan daha diisiik, F7 formiilasyonundan daha yiiksek bir pozitif degere
sahiptir. F9 formiilasyonunun pozitif yiikiiniin kaynagi PEI polimeri katyonik bir
polimer olup PEI daha ¢ok gen tranfeksiyonu g¢aligmalarinda kullanilmaktadir fakat
PEI pH duyarl sistemlerde de kullanilabilecek bir polimerdir (265). PEI yapisinda
bulunan amin gruplar1 sayesinde asidik ortamlarda pozitif yiiklenebilmektedir ve
protonlanmis aminlerin biribirini itmesi sonucu misel yapis1 siserek bozulmaktadir.
PEI ayn1 zamanda nanopartikiil endositoz ile hiicre i¢ine alindiginda ve endozomdan
asidik lizozom kompartmanina gecildiginde, doyurulmamig amino gruplan ile, v-
ATPaz proton pompasi tarafindan saglanan protonlar tutabilme kabiliyetine sahiptir.
Bu durum proton pompasinin ¢alismasini devam ettirmesini saglar ve her proton
basina bir CI” ve bir su molekiilii tutulur. Devaminda meydana gelen lizozom sigmesi
ve parcalanmasi nanopartikiiliin sitoplazmaya birakilmasini saglar. PEI’nin bu etkisi
proton-siingeri adi ile anilmaktadir ve bu etki endositoz ile alinan nanopartikiiliin

lizozomda degredasyonunu 6nlemektedir (266).
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PEI polimerinin PEtOx polimerinin hidrolizi ile kolayca elde edilebilmesi
misel hazirlanacak blok kopolimerler tasarlanirken PEI yapisini igeren polimerlerin de
sentezlenmesiyle PEI’nin katyonik 6zelliginden faydalanmay1 diisiindiirmiistiir. Her
ne kadar pozitif yiik misellerin hiicrelerle etkilesimini saglayip etkinligini arttirsa da
katyonik yiik ayni zamanda polimerin toksisitesini de arttirmaktadir (267). Ayrica
yiizey yiikiiniin misellerin in vivo kaderini etkileyebilecegi de gz oniine alinmalidir
(261). Pozitif yiiklii nanopartikiillerin akciger, karaciger ve dalak makrofajlari
tarafindan tutuluma nétr ve hafif negatif yiiklii partikiillere gore daha yatkin olduklar
ve notr ve hafif negatif yiikli (<-10 mV) partikiillerin daha uzun bir kan dolasim
stiresine sahip olduklart bildirilmistir (268). Fagositik alimdan kagmak igin zeta
potansiyelin 15 mV altinda tutulmas1 gerektigi He ve arkadaslar1 tarafindan
bildirilmistir (269). F9 formiilasyonunun zeta potansiyelinin yaklasik 16 mV oldugu
distintildiigiinde, olasi biri intravenéz uygulamada makrofajlar tarafindan tutulma
yatkinlig diisiik, ancak ayn1 zamanda doksorubisinin hapsedilmesine ve pH duyarl
salima katkida bulunabilecek ve negatif hiicre zan ile etkilesimi saglayabilecek
miktarda PEI igeren bir formiilasyon elde edildigi goriilebilir. Biitiin bunlar géz 6niine
alindiginda P7-30 polimerine peptit-18 konjuge edilmis ve elde edilen polimer, P7-30
polimeri ile %20 oraninda karistirilarak peptit ile hedeflendirilmis miseller
hazirlanmastir.

Peptit-18 ile konjuge polimerin yapiya katilmasi ile elde edilen bos misel
formiilasyonunun partikiil biiyiikliigiiniin P7-30 polimeri ile hazirlanan etkin madde
icermeyen miselden daha yliksek oldugu, zeta potansiyel degerinin ise daha diistik
oldugu goriilmektedir. Qiu ve arkadaslar1 (228) da folik asit konjuge ettikleri PEtOx-
b-PCL polimeri ile hazirlanan misel biyiikligini (175 nm), folik asit konjuge
etmedikleri polimerle hazirlanan misele (162 nm) gore daha yliksek bulmuslardir.

Doksorubisin yiiklii peptit-18 ile hedeflendirilmis miseller hazirlandiginda
partikiil biiyiikliigiintin 148,2 nm (PDI: 0,5) ve zeta potansiyel degerinin 32,1 mV
oldugu goriilmektedir. ilag yiiklenmesi ile partikiil biiyiikliigii kiigiilmiistiir ancak PDI
0,3’lin iizerinde bulunmustur. Zeta potansiyel degerinin ise doksorubisinin molekiiler
olarak tamamen miselin ¢ekirdek kisminda bulunmayip, kabuk-¢ekirdek yapisinda

dagilmis bir vaziyette yer almasi ve miselin kabuk kisminda yer alan doksorubisinin
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amino gruplarinin protonlanmasi nedeniyle etkin madde icermeyen misele gore daha

pozitif oldugunu gostermistir.
5.6.4. Doksorubisinin Misellere Yiikleme Etkinligi

Bolim 4.5.4°te verilen Tablo 4.9. incelendiginde ince film hidratasyonu
yontemi ile hazirlanmis doksorubisin hapsedilmis misellerin enkapsiilasyon etkinligi
ve etkin madde yiikleme kapasiteleri goriilmektedir. Ince film hidratasyonu yontemi
ile hazirlanan misellerin enkapsiilasyon etkinligi F1, F3 ve F4 formiilasyonlar1 igin
%22,9’un altinda bulunmustur. F2 formiilasyonu i¢inse enkapsiilasyon etkinligi %58,3
olarak bulunmustur. Miseller hazirlanirken film hidratasyonu sonras1 0,22°1ik filtreden
stizme agsamast giicliikle gerceklestirilmistir. Bu durum olusan doksorubisin yiiklii
misellerin partikiil biiytikliigiiniin oldukca yiiksek oldugunu ya da agregasyon
meydana geldigini ve siizme ile etkin maddenin biiyiik bir kisminin kaybedildigini
diistindiirmektedir. Ayrica serbest doksorubisini uzaklagtirmak igin yapilan amicon
santrifiij filtreleri ile yikama islemi sirasinda misel yiizeyine adsorbe olan
doksorubisinin uzaklastiritlmas1 ya da bu islem sirasinda yeterince stabil olmayan
misellerin dagilip doksorubisini agiga ¢ikarmalart ve agiga ¢ikan doksorubisinin
filtrasyon ile uzaklastirilmasi sonucu etkin madde kayb1 yasandigi diisiiniilmektedir.
F2 formiilasyonu ile diger formiilasyonlara gore daha yiiksek bir miktarda
doksorubisin hapsedilebilmistir. Bu durum daha stabil miseller olusmasi ve hazirlama
asamasinda cesitli asamalarda daha az madde kaybi yasanmasi ile acgiklanabilir.
Gaspar ve arkadaslar1 (151) ince film hidrastasyonu yontemi ile PEtOx-PLA-g-PEI
polimerini kullanarak doksorubisin yiiklii miseller hazirlamislardir. Enkapsiilayon
etkinligini %63 civarinda etkin madde yiikleme etkinligini ise mg polimer basina
yaklagik 36 ng olarak bildirmislerdir. Gaspar ve arkadaslar1 (229) diger bir calismada
PEtOx-PLA-g-PEI-SS polimerini kullanarak ince film hidratasyonu yontemi ile %74
civarinda doksorubisin enkapsiilasyonunu sagladiklarini bildirmiglerdir. Qiu ve
arkadaglar1 (228) ise diyaliz yontemi ile PEtOx-b-PCL polimerini ve folat
hedeflendirilmis PEtOx-b-PCL polimerlerini kullanarak hazirladiklar1 doksorubisin
yiiklii miseller i¢in enkapsiilasyon etkinligini %61,8-77,4 arasinda etkin madde
yiikleme kapasitesini %10,2-12,9 arasinda bulmuslardir.
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Tablo 4.10. incelendiginde yag/su emiilsiyonu yontemi ile hazirlanan
misellerin  enkapsiilasyon etkinligi ve etkin madde yiikleme kapasiteleri
goriilmektedir. Bu yontem ile baslangigta kullanilan etkin madde miktari arttik¢ca daha
cok etkin madde hapsedilebilmistir. Polimer etkin madde orami 10:1,25 (mg/mg)
olarak hazirlanan formiilasyonlarda enkapsiilasyon etkinligi diger formiilasyonlara
gore daha diisiik bulunmustur. Bu durum misellerin ¢ekirdegine hapsolan doksorubisin
miktar1 azaldikga misellerin daha kararsiz bir hale geldigine isaret etmektedir.
Misellerin kararliliginin serbest doksorubisini uzaklagtirmak i¢in amicon tiipleri ile
yapilan santrifiij islemi sirasinda misellerden ayrilan doksorubisin miktarini etkiledigi
ve bu nedenle polimer:etkin madde oran1 10:1,25(mg/mg) olan formiilasyonlarda daha
kararsiz miseller elde edildigi i¢in enkapsiilasyon etkinliginin diisiik bulundugu
diisiiniilmektedir. Ayrica partikiil biiytikliiklerinin verildigi Tablo 4.7. incelendiginde
cubuk sekilli miseller olusturan P7 polimeri ile hazirlanan formiilasyonlar disinda
yiiklenen etkin madde miktari arttikca misel biiyiikliklerinde 6nemli bir degisim
olmadig1 goriilmektedir. Bu yontem ile daha stabil miseller elde edilmistir. Hazirlama
islemi sirasinda yapilan amicon santrifij filtreleri ile yikama iglemi ile filtrasyon ile
uzaklasan serbest doksorubisin miktarinin az oldugu filtrelenen ¢ozeltinin rengi takip
edilerek gorsel olarak da teyit edilmistir. Bu yontemde kloroform damlaciklari iginde
bulunan doksorubisinin karistirma esnasinda hidrofobik misel ¢ekirdeklerine gecisi ve
sonrasinda kloroformun zamanla buharlasmasi ile iyi paketlenmis miseller elde
edilmistir. Misel ¢ekirdegine hapsolan etkin madde miktar arttikga dis faktorlere karsi
daha dayanikli miseller elde edilmistir. Doksorubisin misel ¢ekirdegi ile arasindaki
hidrofobik etkilesimler ve kendi antrasiklin halkalar1 arasindaki n-w etkilesimleri misel
cekirdeklerine basari ile yiiklendigini disiindirmektedir. Ortamdaki etkin madde
miktart arttikga m-m etkilesimleri sayesinde misel ¢ekirdegine daha fazla etkin madde
hapsedilmesi saglanmistir. Kataoka ve arkadaslari (144) yag/su emiilsiyonu yontemini
kullanarak doksorubisini benzer sekilde yliksek oranlarda misellere yiiklemeyi
basarmislardir. Doksorubisinin misel ¢ekirdeginde geri doniisebilir bir reaksiyonla

dimer olusturdugunu, bu dimerlerin de misel stabilitesini arttirdigin1 bildirmislerdir.
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5.6.5. Doksorubisinin Misellerden In Vitro Salim

Doksorubisinin pH 5 ve pH 7,4 tamponlarinda salim profilleri incelendiginde
(Sekil 4.16.-4.21.) tim formiilasyonlar i¢in pH’ya duyarli bir salim oldugu
goriilmektedir. F7 formiilasyonu i¢in 24 saatte pH 7,4 te salim %30 civarindayken ve
pH 5°te salim %80’e ulasmistir. F9 formiilasyonu i¢in 24 saatte pH 7,4 tamponu igin
salim %33 civarindayken ve pH 5’te salim %47’ye ulagsmistir. F9 formiilasyonunun
pH 5 tamponundaki salimi F7 ortamindaki ile karsilastinldiginda, F7
formiilasyonunundan ayni siire zarfinda daha ¢ok doksorubisin salimi gerceklestigi
goriilmektedir. F9 formiilasyonu F7 formiilasyonuna kiyasla etkin madde yiikleme
kapasitesi yiiksek bir formiilasyondur. Misel ¢ekirdeginde yiiksek oranda doksorubisin
bulunmasinin n-n etkilesimleri ile miselin kararliligini arttirdig: diisiiniildiigiinde, F9
formiilasyonundan salimin daha yavas olmasi bu misellerin daha kararli olmasi ile
aciklanabilir. F12 ve F15 iginse salinan doksorubisin miktar1 agisindan iki ortam
arasindaki fark ilk 24 ve 48 saatte belirginken daha sonra birbirine yaklagsmigtir. F12
ve F15 misel formiilasyonlart PEtOX polimerinin %60 ve 70 hidrolizi ile elde edilen
PEtOx-ko-PEI polimerini igermektedir. Bu misellerde PEtOx polimerinin miktar1 F7
ve F9’a gore daha azdir ve PEI grubunun mikar1 daha fazladir. Misellerin pH 7,4
ortaminda belli bir siire sonunda kararliligin1 koruyamamas: ve pH 5 ortamindaki
salima yaklasmas1 polimerlerin kimyasal yapisindaki bu farklilik ile agiklanabilir.
Bulgular PEI polimerinin pH 7,4’te dahi kismen protonlanmasinin (270) zamanla
misel stabilitesini bozup, pH 7,4 ortamindaki salimmn artmasina neden oldugunu
distindiirmiistiir.

Hsiue ve arkadaslar1 (215) doksorubisin yiiklii PEtOx-b-PLA misellerinin
salim profillerini pH 7,4 ve pH 5 tampon ¢ozeltilerinde incelediklerinde, PH 7,4’te
%20’lik salimin ilk asamada elde edildigini ve 8 giinliik deney siiresince salimin
yaklasik %40 civarinda bir platoda seyrettigini, pH 5 tamponunda ise ilk 24 saat iginde
% 65’in ilizerinde bir salim gergeklestigi, 8 giinliik deney sonunda ise %100 salima
ulagildigini  bildirmislerdir. PEtOx yapisinda bulunan tersiyer amin yapisinin
protonlanmasi sonucu molekiil i¢i ve molekiiller aras1 etkilesimler meydana gelmesi
ve bunun sonucunda biiyiik agregatlar meydana gelmesi nedeniyle misellerin dagilip
deforme olmasinin PEtOx polimerinin pH’ya duyarli olmasini sagladigi seklinde bir

yorum yapmiglardir (248). Qiu ve arkadaslar1 (228) da doksorubisin yiiklii folat
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hedeflendirilmis PEtOx-b-PCL misellerinin salimmin pH’ya duyarli oldugunu, pH
7,4’te 60 saat sonunda salim %31’e ulagirken pH 5’te 60 saat sonunda %64,8’¢
ulastigini bildirmislerdir. PEI polimerini pH duyarli bir polimer olarak misel yapisinda
kullanan arastirmacilar 6 giin sonunda pH 7,4’te %32 doksorubisin salimi elde
edereken pH 5’te %65 salim elde ettiklerini bildirmislerdir (265). PEI polimerinin
amin gruplarinin  asidik ortamda protonlanmast sonucu meydana gelen
konformasyonel degisikliklerin misellerin sismesine neden oldugunu ve bunun sonucu

olarak pH 5 ortaminda daha hizli bir salim gergeklestigini bildirmislerdir (265).
5.6.6. Misellerin TEM ile Goriintiilenmesi

F7, F9, F12 ve F15 formiilasyonlar ile peptit-18 ile hedeflendirilmis misel
formiilasyonlarinin Sekil 4.21.-4.23.’te verilen TEM goriintiileri incelendiginde genel
olarak grid iizerine damlatilan 6rnek kururken misellerin biiziismesi ya da ¢okmesi
gibi sebeplerden hidrodinamik c¢aplarindan daha kiigiik misel biyiiklikleri
goriilmiistiir (265). F7 formiilasyonunun doksorubisin yiiklenmesi sonucu kiiresel
morfolojiden c¢ubuk sekline gecisi TEM goriintiileri ile net bir sekilde ortaya
konmustur. Qiu ve arkadaslarinin (228) PEtOx-b-PCL polimeri ile hazirladig
doksorubisin yiiklii misellerin F7 formiilasyonundan farkli olarak kiiresel bir
morfolojide olduklar1 gériilmiistiir. Ilag yiiklii misellerin kururken bos misellere gore
daha cok biiziistiikleri ve bu nedenle bos misellerden daha kiigiik biiytikliiklerde
goriintiilendikleri diislinilmektedir. F15 formiilasyonunun goriintiileri incelendiginde
(Sekil 4.22.) agrege olmus miseller goriilmektedir. Misel dispersiyonu grid {izerine
birakildiktan sonra, kururken suyun ortadan kalkmasi ile diger polimerlerden daha
hidrofobik olan P7-70 polimerinin misellerinin birlesip birbirlerine yapismalari
sonucu bu gorilintiillerin ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir. F7 disindaki biitlin

formiilasyonlar ile kiiresel benzeri sekillere sahip miseller goriintiilenmistir.
5.6.7. Misel Formiilasyonlarinin Stabilitesi

Miseller ile serum proteinleri arasinda bir etkilesim olup olmadig1 %10 FBS
ile muamele sonrasi partikiil biiylikligiindeki degisimin izlenmesi ile (Sekil 4.24.)
tespit edilmeye ¢alisilmistir. F7 formiilasyonu ¢ubuk sekilli misellerden olustugu icin

saglikli bir Olglim yapilamamistir. F12 ve F15 formiilasyonlarinin serumla
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muameleden kisa bir siire sonra ¢okmeye basladig1 bu nedenle partikiil biiyiikliiglinde
biiyilik bir degisim olmadig1 saptanmistir. FBS ile etkilesiminin daha yiiksek olmasi
beklenen katyonik PEI orani yiiksek bu formiilasyonlarin misel biiyiikliigliniin ilk
zaman noktalarinda yiikselip daha sonra diismesi, agrege olan partikiillerin ¢cokmesi
ve boyut Ol¢limiiniin saglikli yapilamamasma baglanmistir. F9 formiilasyonun ve
peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii misellerin ise baslangigtaki partikiil
buytikligil ilk 10 saat icinde kademeli olarak artmis ve ilerleyen zaman noktalarinda
biiyiik bir degisiklik goriilmemistir. F9 ve peptit hedeflendirilmis misellerin %10 FBS
iceren PBS ortaminda goreceli olarak daha kararli olduklari goriilmektedir. Hsiue ve
arkadaglar1 (215) doksorubisin yiiklii PEtOx-b-PLA misellerini %5 BSA (s1gir serum
alblimini) ile inkiibe ettiklerinde, miseller ilk 30 saat daha kararl1 iken 30 saat sonrasi
agregatlarin olusmaya basladigini bildirmislerdir.

Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii misellerin Kkolloidal
stabilitesi incelendiginde 25°C’de ilk bir ay sonunda gozle goriiliir agregasyonlar
oldugu goriilmiistiir ve partikiil biiyiikliigli 6l¢timleri agrege olarak ¢oken miseller
yiiziinden zamanla daha diisiik sonuglar vermistir (Sekil 4.25.). 4°C’de ise misellerin
partikiil biiyiikliigiinde 6 ay siiresince anlamli bir degisme olmamistir (Sekil 4.25.).
Misellerin kolloidal stabilitesini korumasi i¢in 4°C’de saklanmasinin uygun oldugu

gorilmiistiir.
5.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

5.7.1. Etkin Madde Icermeyen Misellerin Hiicre Canlihgi Uzerine

Etkisinin Arastirilmasi

L929 hiicre canlilig1 iizerine, P7, P7-30, P7-60 ve P7-70 polimerleri ile
hazirlanan etkin madde igermeyen misellerin etkisi genel olarak yiiksek ve diigiik
konsantrasyonlarda birbirine yakin bulunmustur (Sekil 4.27-4.29.). Katyonik PEI
polimerinin toksisitesinin molekiil agirhigmna, yiik yogunluguna ve lineer veya dalli
PEI yapisinda olmasina gore degistigi daha once bildirilmistir (271). Fernandes ve
arkadaglar1 (272) PEtOX10000 polimerini %30, %70 ve %96 oranda hidroliz ederek elde
ettikleri  lineer PEI  polimerlerinin  toksisitesini  HelLa hiicreleri  iizerinde

arastirmiglardir. 1 mg/mL polimer konsantasyonu ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda

%30 ve %70 oraninda hidroliz ile elde edilen polimerlerin toksik olmadiklarini ve
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%96 oranda hidroliz olan polimerin ise canliligi %8,7’ye kadar diisiirdiigiini
bildirmislerdir. PEI oranmin en yiiksek oldugu polimer olan P7-70 polimeri ile
hazirlanan miseller, diger misellerden daha fazla % canlilik degerlerini diigiirmiistiir.
Katyonik PEI polimerini en yiiksek oranda igeren P7-70 polimeri ile hazirlanan
miselllerin diger misellere gore daha diisiik canlilik sonuglar1 vermesi polimerin
kimyasal yapist ile uyumlu olarak degerlendirilmistir

24, 48 ve 72 saatlik canlilik sonuglar1 birarada degerlendirildiginde, P7, P7-30,
P7-60 polimerleri ile hazirlanan misellerin % hiicre canliliklarini inkiibasyon siiresine
bagli olarak 6nemli bir derecede diistirmedigi goriilmiistiir. Hiicre canlilig1 P7, P7-30,
P7-60 miselleri i¢in her ii¢ inkiibasyon siiresinde yaklagik %50 ve iizerinde
bulunmustur. Hiicre canliligi saglikli hiicrelerin mitokondrilerinin metabolik
aktivitesinin Olcililmesine dayanan MTT testi ile degerlendirilmistir. Bu nedenle
kopolimerlerin sitotoksik etkisinin, hiicre proliferasyonunu durdurmalarindan mi
yoksa hiicre Oliimiine sebep olmalarindan mi1 kaynaklandigt net olarak
belirlenememistir. Farkli molekiil agirliklara sahip ve farkli mol oranlarinda PEI igeren
PEtOX-PEI polimerlerinin sitotoksisitesini degerlendiren arastirmacilar propidyum
iyodiir ile boyanan 6lii hiicreler varliginda optik dansitenin 48 saat sonunda 24 saate
gore artmasmin polimerlerin  sitotoksik etkisinin hiicre proliferasyonunun
inhibisyonundan ziyade hiicre 6liimii kaynakli oldugunu bildirmislerdir (273). Ayrica
3T3 fare fibroblastlari, pankreas BTC3 hiicreleri ve fare lenfoid makrofajlar1 P388.D1
hiicrelerini kullanarak PEtOx-PEl polimerlerinin sitotoksisitesini degerlendiren
arastirmacilar hidroliz derecesinin arttirilmasi ile biitiin hiicre tiplerinde canliligin
diistiiglinii  bildirmislerdir. Farkli molekiill agirliklarina sahip PEtOX-PEI
polimerlerinin 24 saatlik inkiilbasyonda ve 5 mg/mL konsantrasyonda 3T3 hiicre
canliliklart iizerinde anlaml1 bir etkisi olmadig1 ve % 33 ve 60 mol oraninda PEI iceren
PETOx-co-PEI (9,6 kDa) polimerleri 20 mg/mL konsantrasyonda 3T3 hiicreleri ile 24
ve 48 saat inkiibe edildiginde ise % 33 mol PEI iceren polimerin hiicre canliligini
etkilemedigi, %60 mol PEI igeren polimerin ise hiicre canliligini 24 saatte %64’ten 48
saatte %35’e diislirdiigiinii bildirilmistir (273). Gaspar ve arkadaslari ise (272) PEtOx-
PLA-g-PEl2500 misellerinin insan fibroblast hiicreleri (hFIBs) ve MCF-7 hiicrelerinin
canliliklar1 tizerindeki etkisini 24, 48 ve 72 saat i¢in arastirdiklarinda 1 mg/mL

konsantrasyonda dahi %90 ve iizeri canlilik goriildiigiinii bildirmislerdir. Literatiir
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bulgular1 ¢alismamizda kullanilan polimerler ile kismen benzer yapida ve molekiil
agirlikta olan polimerler i¢in farkli hiicre hatlarinda daha yiiksek konsantrasyonlarda
daha yiiksek hiicre canliliklar elde edildigini gostermektedir. Ancak bu calismalarda

bildirilen artan PEI oranina bagli olarak canliligin diigmesi bulgularimizla uyumludur.
5.7.2. Doksorubisin Yiiklii Misellerin Sitotoksisitesinin Arastirilmasi

Hedeflendirilmemis misellerin 24, 48, 72 saatlik hiicre canliligt sonuglari
degerlendirildiginde (Sekil 4.30.-4.32.) F7 bos misel formiilasyonunun toksik bir etki
gostermedigi, F9, F12 ve F15 bos misel formiilasyonlar: ile yaklasik olarak %44-60
arasinda hiicre canliligina sebep olduklar1 goriilmiistiir. F9, F12 ve F15 bos miselleri
PEI igeren polimerlerle hazirlandiklart icin toksik etki gostermeleri beklenmektedir.
F9, F12 ve F15 bos misellerinin 48 saat ile 72 saat arasindaki bulgular birbirine ¢ok
yakin bulunmustur. Bu durum ilk inkiibasyon siiresi boyunca belirli bir hiicre sayisinin
6limiine neden olduktan sonra canliligi etkilemediklerini diisiindiirmektedir. F9, F12
ve F15 bos miselleri ile canlilik inkiibasyon siiresi arttik¢a degismezken doksorubisin
yiikli F7, F9, F12 ve F15 miselleri i¢in inkiibasyon siiresi arttik¢ca daha diisiik canlilik
degerleri elde edilmistir. F7 formiilasyonu i¢in ayn1 inkiibasyon siiresinde uygulanan
doksorubisin konsantrasyonu azaldikc¢a % hiicre canlilig1 degerleri artarken; F9, F12
ve F15 formiilasyonlari i¢in ayni inkiibasyon siiresindeki farkli konsantrasyonlarda
benzer canlilik sonuglart elde edilmistir. Bu durum polimer kaynakli toksisitenin
doksorubisinin farkli konsantrasyonlarindan kaynakli sitotoksisitenin net bir sekilde
goriilmesini engelledigini diisiindiirmistiir. 24 ve 48 saatlik bulgularda doksorubisin
yiiklii tiim formiilasyonlar i¢in doksorubisin ¢ozeltisinden daha diisiik ya da aym
seviyede canliliklar elde edilmistir ancak 72 saat sonunda doksorubisin ¢ozeltisi daha
etkili bulunmustur. Farkli derecelerde katyonik PEI igeren polimerlerin
kullanilmasiyla hiicre canlililiklari arasinda biiyiik bir fark bulunmamstir. Bu bulgular
151g8inda ¢ubuk sekilli misel F7 formiilasyonunun MCF-7 hiicrelerinin biiylimesini
etkili bir sekilde inhibe ettigi, goriilmiistir. F9, F12 ve F15 bos misellerinin PEI
icermelerinin bir sonucu olarak hiicreler lizerinde belirli bir diizeyde toksik etki
gosterdikleri ancak bu toksik etkinin zamanla Onemli derecede artmadigi ve
doksorubisin yiikli F9, F12 ve F15 formiilasyonlarinin da MCF-7 hiicrelerinin

bliylimesini etkili bir sekilde inhibe ettigi sonucuna varilmistir.



145

Qiu ve arkadaglar1 (228) F7 formiilasyonu ile benzer yapida bir polimer
kullanilan doksorubisin yiiklii PEtOx-b-PCL miselleri ile folat hedeflendirilmis
doksorubisin yiiklii PEtOx-b-PCL misellerini, folat eksprese eden HeLa, KB ve MCF-
7/ADR ve folat eksprese etmeyen Ab49 hiicrelerine uygulamislardir.
Hedeflendirilmemis doksorubisin yiikliic PEtOx-b-PCL miselleri ile ICsp (hiicrelerin
%50’sini inhibe eden konsantrasyon) degeri HeLa, KB hiicrelerinde doksorubisin
¢ozeltisinden yiiksekken, folat hedeflendirilmis doksorubisin yiikli PEtOx-b-PCL
miselleri ile ICso degerleri doksorubisin ¢ozeltisiyle elde edilen degerlere yakin
miktarlara diismiistiir. MCF-7/ADR hiicrelerinde ise ICso degeri hedeflendirilmemis
misellerle doksorubisin ¢ozeltisinden daha diisiik elde edilmistir ve folat
hedeflendirilmis misellerle bu deger yari yariya diigmiistiir. A549 hiicreleri igin
hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis misellerle elde edilen ICso degerleri arasinda
anlaml1 bir fark bulunamamistir (228).

Hedeflendirilmis misellerin etkinli§i MCF-7 ve SKBR-3 hiicrelerinde
arastirtlmisttr. MCF-7 hiicreleri tizerinde F9 ve peptit-18 ile hedeflendirilmis
misellerin 24 saatlik inkiibasyonda doksorubisin c¢ozeltisinden daha etkili oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.33.). Ancak etkin madde i¢ermeyen misellerin 24 saatlik
inkiibasyon siiresince doksorubisin yiiklii misellere yakin % hiicre canlilifina sebep
oldugu gorilmistir. Bu durum toksisitenin  polimerden kaynaklandigini
diistindiirmektedir. MCF-7 hiicreleri ile 48 saatlik inkiibasyon sonucunda doksorubisin
cozeltisi, F9 ve peptit hedeflendirilmis misel ile benzer canlilik sonuclarina neden
olmustur. 72 saatlik inkiibasyon siiresinde ise MCF-7 hiicresi lizerinde peptit 18 ile
hedeflendirilmis misellerin F9 formiilasyonundan daha etkili oldugu net bir sekilde
goriilmektedir ve doksorubisin yiiklii miseller, bos misellerden anlamli derece daha
diistik hiicre canliliklarina sebep olmuslardir. Peptit-18 ile hedeflendirilmis misellerin
MCF-7 hiicresi lizerindeki etkinliginin inkiibasyon siiresi arttikga belirgenlestigi
gosterilmistir. Bulgular degerlendirildiginde MCF-7 hiicresinin polimerden kaynakli
sitotoksisiteye olduk¢a hassas oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmaigtir.

SKBR-3 hiicreleri iizerinde hedeflendirilmis misellerin etkinligi F9
formiilasyonu ile Kkarsilastirilarak  verilmistir  (Sekil 4.34.). Peptit-18 ile
hedeflendirilmis doksorubisin hapsedilmis misellerin, hedeflendirilmemis F9

formiilasyonuna gére SKBR-3 hiicresinde daha etkili oldugu ii¢ inkiibasyon siiresi i¢in
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de gorilmektedir. Doksorubisin ¢o6zeltisi ile karsilastirildiginda, peptit-18 ile
hedeflendirilmis doksorubisin hapsedilmis misellerin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
daha etkili oldugu ve 48 ve 72 saatlik siirelerde ise doksorubisin ¢ozeltisi ile benzer
bir sitotoksisite gosterdigi goriilmiistiir. Bos misellerin hiicre canliligi bulgular
incelendiginde ii¢ zaman noktasi i¢in de canliliklarin %50 nin iizerinde olmasi1 SKBR-
3 hiicrelerinin polimer toksisitesine MCF-7 hiicresine gore daha az duyarli oldugunu

ortaya koymustur.

5.7.3. Doksorubisin Yiiklii Misellerin Hiicresel Alminin Floresan

Mikroskop ile incelenmesi

Doksorubisin yiiklii hedeflendirilmemis formiilasyonlar MCF-7 hiicrelerine
uygulanarak bir saat inkiibasyon sonrasi floresan mikroskop ile goriintiileri alinmastir.
Uygulanan biitiin formiilasyonlarin doksorubisini basarili bir sekilde hiicre icine
tagidig1 goriilmektedir. Hedeflendirilmis misel formiilasyonlart MCF-7 ve SKBR-3
hiicrelerine uygulanmislardir. Doksorubisinin peptit-18 ile hedeflendirilmis miseller
tarafindan da basarili bir sekilde hiicre i¢ine tasindig1 goriilmektedir. MCF-7 hiicresi
i¢in diizeltilmis toplam hiicre floresan1 degerleri incelendiginde en diisiik floresan
intesitesinin peptit-18 ile hedeflendirilmis misel ile elde edildigi gorilmektedir. Bu
durum doksorubisin ¢oOzeltisi diflizyon ile hizli bir sekilde hiicre icine girerken
hedeflendirilmis misellerin doksorubisini difiizyondan daha yavas endositoz gibi
yontemlerle hiicre igine tagidigimi disiindiirmiistiir. SKBR-3 i¢in ise peptit-18 ile
hedeflendrilmis misel ile hiicre igine giren doksorubisinin floresan intensitesi
doksorubisin ¢ozeltisinden daha yiiksek bulunmustur. Doksorubisinin peptit-18 ile
hedeflendirilmis misel ile hiicre i¢ine daha ¢ok girmesi, serbest doksorubisinin girisine

kars1 SKBR-3 hiicrelerinin daha direngli oldugunu gostermistir.

5.7.4. Peptit ile Hedeflendirilmis Doksorubisin Yiikli Misellerin

Hiicresel Almimin Akis Sitometrisi Ile incelenmesi

MCF-7 hiicrelerinin peptit-18 tarafindan hedeflendigi daha 6nce bildirilmistir
(200) ancak SKBR-3 hiicresi igin literatiirde boyle bir bilgiye rastlanmamistir.
Doksorubisin  yiiklii ~ peptit-18  ile  hedeflendirilmis  miseller hiicrelere

uygulandiklarinda floresan acidan pozitif hiicre miktar1 1.929 hiicreleri i¢in %0+0,0,
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MCF-7 hiicreleri i¢in %12,8+5,4 ve SKBR-3 hiicreleri i¢in %4,1£1,6 oranlarinda
bulunmustur. Peptit-18 ile hedeflendirilmis misellerin MCF-7 hiicresine SKBR-3
hiicresinden yaklasik 3 kat daha fazla bir afinitesi oldugu goriilmektedir. Bulgular daha
once literatiirde belirtilen peptit-18°in  MCF-7 hiicrelerine olan afinitesini
dogrulamaktadir. Mathews arkadaslar1 (200) peptit-18'i polimerik misellere konjuge
ederek ya da polimerik misellerle fiziksel olarak karistirarak hazirladiklart misellerin,
cesitli kanser hiicreleri tarafindan aliminmi akis sitometrisi ile incelemislerdir. Dil
boyasi yiikli ve peptit-18 igeren polimerik misellerin hiicresel alim1 MDA-MB-435
melanoma hiicresi, MDA-MB-231, ve MCF-7 meme kanseri hucreleri ile kontrol
olarak HUVEC ve MCF10A hiicreleri kullanilarak incelenmistir ve misellerin peptit-
18 ile modifikasyonunun kanser hiicrelerinde hiicresel alimi, p160, c-RGD peptitleri
ile modifiye edilmis miseller ile modifiye edilmemis misellere gore arttirdigi
bildirilmistir. Ayrica peptit ile misellerin fiziksel karisiminin, misellere kovalent
olarak konjuge edilmis peptitlere gore daha yiiksek hiicresel alim sagladigi ancak
hiicresel alimin kanser hiicrelerine olan seciciliginin de fiziksel karisimlar icin
azaldigini bildirmislerdir (200). Baska bir ¢alismada altin nanopartikiillerine konjuge
edilen peptit-18’in MCF-7 hiicreleri tarafindan aliminin konsantrasyona bagli oldugu
goriilmiis olup, peptit-18 ile konjuge 8 nM altin partikiilii uygulandiginda floresan
pozitif bolgede bulunan hiicrelerin %10 civarinda oldugu ve negatif kontrol olarak
kullanilan 3T3 fibroblast hiicrelerinde ise floresan pozitif bolgede bulunan hiicrelerin

yaklasik %1 civarinda oldugu bildirilmistir (201).
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6. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismasi kapsaminda ilag¢ tasiyici sistemlerin tasarlanmasinda “goriinmezlik
etkisi” nedeniyle altin standart olan PEG polimerine alternatif olarak sunulan
PEtOx temelli kopolimerler ile yeni ilag tasiyict sistemler gelistirilmistir.

Bu amagla PEtOx ve bir poliester olan PCL polimerleri kullanilarak sentezlenen
PEtOx-b-PCL polimerleri ile misel formiilasyonlar1 hazirlanmis ve bu
formiilasyonlarin partikiil biytklikleri degerlendirilerek en kiiciikk partikiil
biiyiikliigiine sahip miseli olusturan kopolimerin belirlenmesi saglanmistir.

En uygun misel biiyiikliiglintin elde edildigi kopolimer temel alinarak, PEtOx
polimerinin asit hidrolizi ile elde edien PEtOx-ko-PEI polimerinin PCL polimeri
ile konjugasyonuyla sentezlenen PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerleri ile misel
formiilasyonlar1 hazirlanmstir.

PEtOx-b-PCL ve PEtOx-ko-PEI-b-PCL kopolimerleri kullanilarak doksorubisin
enkapsiile edilmis misel formiilasyonlar1 hazirlanmistir ve karakterize edilmistir.
Doksorubisin hapsedilmis miselleri hazirlamak i¢in kullanilan polimerlerin CMC
degerleri piren yontemi ile belirlenerek, elde edilen diisiik CMC degerleri ile
misellerin in vivo kosullardaki seyreltmeye dayaniklilig1 gosterilmistir.
PEtOXx-b-PCL ve PEtOx-ko-PEI-b-PCL kopolimerleri ile *H-NMR spektroskopsi
kullanilarak misel olusumunun dogrulanmasi gergeklestirilmistir.

Doksorubisinin  PEtOx-b-PCL ve PEtOx-ko-PEI-b-PCL misellerine yiiksek
oranda enkapsiilasyonu i¢in yag/su emiilsiyonu yonteminin etkili bir yontem
oldugu gosterilmistir.

Farkli oranlarda polimer:doksorubisin kullaniminin misel biyiikliigiine ve etkin
madde yiikleme kapasitesine etkisi arastirtlmistir. Kullanilan etkin madde miktari
arttikga daha ytiksek bir etkin madde yiikleme kapasitesi elde edildigi ve daha
stabil miseller elde edildigi gosterilmistir.

PEtOx-ko-PEI-b-PCL kopolimeri ile 100 nm’nin altinda partikiil biiyiikligiine
sahip doksorubisin yiiklii miseller hazirlanabildigi gosterilmistir.

PEtOx ve PEI polimerlerinin asidik pH’ya duyarlilik 6zelliklerinden yararlanarak
notr pH’da kararli ancak tiimor ¢evresinin asidik pH’sinda salim yapan uyaran

duyarh tasiyici sistemler gelistirilmistir.
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PEtOx-b-PCL polimeri kullanilarak hazirlanan misellerin  doksorubisin
hapsedilmesi {izerine kiiresel morfolojiden ¢ubuk sekline gecisi TEM analizi ile
gosterilmistir.

Peptit-18 konjuge edilmis PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerinin kullanimi ile
doksorubisin yiikli peptit-18 ile hedeflendirilmis miseller hazirlanmis ve
karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Peptit-18 konjuge edilmis PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerinin %20 (a/a) oraninda
misel formiilasyonunda kullanilmasi ile misel biiyiikliigiiniin arttig1 gosterilmistir.
PEtOx-b-PCL, PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerleri hazirlanan doksorubisin
hapsedilmis misellerin ve doksorubisin hapsedilmis peptit-18 ile hedeflendirilmis
misellerin %10 FBS ile etkilesimi incelenmistir. PEtOX polimerinin %30 hidrolizi
ile elde edilen PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimeri ile hazirlanan misellerin diger
polimerlere gore daha kararli oldugu bulunmustur.

Doksorubisin hapsedilmis peptit-18 ile hedeflendirilmis misellerin 4 ve 25°C’deki
kolloidal stabiliteleri incelenmis ve 4°C’de stabil olduklar1 gosterilmistir.
PEtOx-b-PCL ve PEtOx-ko-PEI-b-PCL kopolimerleri kullanilarak hazirlanan
etkin madde icermeyen misellerin biyouyumlulugu L929 fare fibroblast hiicreleri
ile degerlendirilmistir. Ilk 24 saatte hiicre proliferasyonunda inhibisyonu takiben
hiicrelere toksik olmadig1 saptanmaistir.

Cubuk sekilli doksorubisin hapsedilmis PEtOx-b-PCL miselleri ile kiiresel sekilli
katyonik Ozellikte doksorubisin hapsedilmis PEtOx-ko-PEI-b-PCL misellerinin
MCF-7 hiicresi tizerindeki etkileri incelenmistir. Farkli oranlarda katyonik PEI
iceren misellerin hiicre canliliklarin1 benzer bir sekilde etkiledigi ve diistirdiigi
gosterilmistir. Katyonik PEI igeren etkin madde hapsedilmemis misellerin MCF-7
hiicresi lizerinde toksik etki gosterdigi ancak bu toksik etkinin zamanla artmadigi
gosterilmistir. Katyonik misellerde, katyonik PEI’den kaynakli toksisitenin
doksorubisin konsantrasyonuna bagli toksisitenin net bir sekilde goriilmesini
engelledigi gosterilmistir. Cubuk sekilli doksorubisin hapsedilmis PEtOx-b-PCL
misellerinin MCF-7 hiicre canliligin1 polimer kaynakli bir sitotoksisite olmadan
diistirdligli gosterilmistir.

Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin hapsedilmis misellerin, MCF-7

hiicresinde 24 ve 48 saatlik iniibasyon siirelerinde hedeflendirilmemis
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doksorubisin hapsedilmis misellerden anlamli bir fark gostermedigi ancak 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hedeflendirilmis misellerin, hedeflendirilmemis
doksorubisin hapsedilmis misellerden daha etkin oldugu gosterilmistir.

e Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin hapsedilmis misellerin SKBR-3
hiicresinde hedeflendirilmemis doksorubisin hapsedilmis misellerden daha etkili
oldugu, doksorubisin ¢ozeltisinden ise 24 saatlik inbiibasyon siiresi sonunda daha
etkili olup, 48 ve72 saatlik inkiibasyon siirelerinde doksorubisin ¢dzeltisine benzer
bir etkilerinin oldugu gosterilmistir.

o PEtOx-b-PCL, PEtOx-ko-PEI-b-PCL polimerleri hazirlanan doksorubisin
hapsedilmis misellerin ve doksorubisin hapsedilmis peptit-18 ile hedeflendirilmis
misellerin MCF-7 hiicresi ile bir saatlik inkiibasyon sonrasinda doksorubisinin
hiicre i¢ine alimin1 sagladiklari floresan mikroskop ile gosterilmistir.

e Peptit-18 ile hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii misellerin MCF-7 hiicresine
SKBR-3 hiicresine gore yaklasik 3 kat daha fazla afinitesi oldugu akis sitometrisi
deneyleri ile gosterilmistir.
lleriye doniik ¢alismalarda farkli meme kanseri hiicreleri kullanilarak peptit-18 ile

hedeflendirilmis doksorubisin yiiklii misellerin sitotoksik etkisinin ve hedefleme

etkinliginin daha genis bir hiicre popiilasyonunda arastirilmasi yapilabilir. Peptit-18
ile hedeflendirilmis misellerin hiicre i¢ine alim mekanizmalar1 arastirilabilir. Meme
kanseri hayvan modellerinde in vivo etkinlik calismasi yapilarak Peptit-18 ile
hedeflendirilmis PEtOx-ko-PEI-b-PCL misellerinin in vivo biyodagilimi arastirilip

PEtOx polimerinin goriinmezlik etkisini saglayip saglamadig: incelenebilir.



10.

11.

12.

13.

151

7. KAYNAKLAR

Vanneman M, Dranoff G. Combining immunotherapy and targeted therapies
in cancer treatment. Nat Rev Cancer. 2012;12(4):237-51.

Miller KD, Siegel RL, Lin CC, Mariotto AB, Kramer JL, Rowland JH, ve ark.
Cancer treatment and survivorship statistics, 2016. CA Cancer J Clin.
2016;66(4):271-89.

Brannon-Peppas L, Blanchette JO. Nanoparticle and targeted systems for
cancer therapy. Adv Drug Del Rev. 2012;64:206-12.

Kobayashi H, Watanabe R, Choyke PL. Improving conventional enhanced
permeability and retention (EPR) effects; what is the appropriate target?
Theranostics. 2014;4(1):81-9.

Nishiyama N, Kataoka K. Current state, achievements, and future prospects of
polymeric micelles as nanocarriers for drug and gene delivery. Pharmacol
Ther. 2006;112(3):630-48.

Ishida T, Kiwada H. Accelerated blood clearance (ABC) phenomenon upon
repeated injection of PEGylated liposomes. Int J Pharm. 2008;354(1-2):56-62.

Lila ASA, Kiwada H, Ishida T. The accelerated blood clearance (ABC)
phenomenon: clinical challenge and approaches to manage. J Control Release.
2013;172(1):38-47.

Bauer M, Lautenschlaeger C, Kempe K, Tauhardt L, Schubert US, Fischer D.
Poly (2-ethyl-2-oxazoline) as alternative for the stealth polymer poly (ethylene
glycol): comparison of in vitro cytotoxicity and hemocompatibility. Macromol
Biosci. 2012;12(7):986-98.

Cancer [Internet]. 2018 [Erisim Tarihi 28.11.2018]. Erisim adresi:
http://www.who.int/cancer/en/.

Gelband H, Sloan FA. Cancer control opportunities in low-and middle-income
countries. Washington (DC): National Academies Press; 2007.

Torre LA, Siegel RL, Ward EM, Jemal A. Global cancer incidence and
mortality rates and trends—an update. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev.
2016;25(1):16-27.

Ferlay J, Soerjomataram I, Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M, ve ark.
Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods and major
patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer. 2015;136(5):E359-E86.

Wang H, Naghavi M, Allen C, Barber RM, Bhutta ZA, Carter A, ve ark.
Global, regional, and national life expectancy, all-cause mortality, and cause-
specific mortality for 249 causes of death, 1980-2015: a systematic analysis
for the global burden of disease study 2015. The Lancet.
2016;388(10053):1459-544.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

152

Kaminska M, Ciszewski T, Lopacka-Szatan K, Miotta P, Starostawska E.
Breast cancer risk factors. Przeglad menopauzalny= Menopause review.
2015;14(3):196-202.

Gradishar WJ, Anderson BO, Balassanian R, Blair SL, Burstein HJ, Cyr A, ve
ark. Breast cancer version 2.2015. J Natl Compr Canc Netw. 2015;13(4):448-
75.

Wicki A, Witzigmann D, Balasubramanian V, Huwyler J. Nanomedicine in
cancer therapy: challenges, opportunities, and clinical applications. J Control
Release. 2015;200:138-57.

Mitra AK, Agrahari V, Mandal A, Cholkar K, Natarajan C, Shah S, ve ark.
Novel delivery approaches for cancer therapeutics. J Control Release.
2015;219:248-68.

Ventola CL. Progress in nanomedicine: approved and investigational
nanodrugs. P T. 2017;42(12):742-55.

Arcamone F, Cassinelli G, Fantini G, Grein A, Orezzi P, Pol C, ve ark.
Adriamycin, 14-hydroxydaimomycin, a new antitumor antibiotic from S.
Peucetius var. caesius. Biotechnol Bioeng. 1969;11(6):1101-10.

Carvalho C, Santos RX, Cardoso S, Correia S, Oliveira PJ, Santos MS, ve ark.
Doxorubicin: the good, the bad and the ugly effect. Curr Med Chem.
2009;16(25):3267-85.

Arcamone F, Cassinelli G, Franceschi G, Penco S, Pol C, Redaelli S, ve ark.
Structure and physicochemical properties of adriamycin (doxorubicin). In:
Carter SK, Di Marco A, Ghione M, Krakoff IH, Mathé G, editors. International
symposium on adriamycin; 9th-10th September, 1971; Milan: Springer, Berlin,
Heidelberg; 1972. p. 9-22.

Speth P, Van Hoesel Q, Haanen C. Clinical pharmacokinetics of doxorubicin.
Clin Pharmacokinet. 1988;15(1):15-31.

Tacar O, Sriamornsak P, Dass CR. Doxorubicin: an update on anticancer
molecular action, toxicity and novel drug delivery systems. J Pharm
Pharmacol. 2013;65(2):157-70.

Foglesong PD, Reckord C, Swink S. Doxorubicin inhibits human DNA
topoisomerase |. Cancer Chemother Pharmacol. 1992;30(2):123-5.

Hilmer SN, Cogger VC, Muller M, Le Couteur DG. The hepatic
pharmacokinetics of doxorubicin and liposomal doxorubicin. Drug Metab
Disposition. 2004;32(8):794-9.

Gewirtz D. A critical evaluation of the mechanisms of action proposed for the
antitumor effects of the anthracycline antibiotics adriamycin and daunorubicin.
Biochem Pharmacol. 1999;57(7):727-41.

Minotti G, Menna P, Salvatorelli E, Cairo G, Gianni L. Anthracyclines:
molecular advances and pharmacologic developments in antitumor activity and
cardiotoxicity. Pharmacol Rev. 2004;56(2):185-229.



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

153

Ashley N, Poulton J. Mitochondrial DNA is a direct target of anti-cancer
anthracycline drugs. Biochem Biophys Res Commun. 2009;378(3):450-5.

Meredith AM, Dass CR. Increasing role of the cancer chemotherapeutic
doxorubicin in cellular metabolism. J Pharm Pharmacol. 2016;68(6):729-41.

Kanwal U, Irfan Bukhari N, Ovais M, Abass N, Hussain K, Raza A. Advances
in nano-delivery systems for doxorubicin: an updated insight. J Drug Target.
2018;26(4):296-310.

Danesi R, Fogli S, Gennari A, Conte P, Del Tacca M. Pharmacokinetic-
pharmacodynamic relationships of the anthracycline anticancer drugs. Clin
Pharmacokinet. 2002;41(6):431-44.

Gabizon A, Catane R, Uziely B, Kaufman B, Safra T, Cohen R, ve ark.
Prolonged circulation time and enhanced accumulation in malignant exudates
of doxorubicin encapsulated in polyethylene-glycol coated liposomes. Cancer
Res. 1994;54(4):987-92.

Gabizon AA, Lyass O, Berry GJ, Wildgust M. Cardiac safety of pegylated
liposomal doxorubicin (Doxil®/Caelyx®) demonstrated by endomyocardial
biopsy in patients with advanced malignancies. Cancer Invest. 2004;22(5):663-
9.

Son YJ, Jang J-S, Cho YW, Chung H, Park R-W, Kwon IC, ve ark.
Biodistribution and anti-tumor efficacy of doxorubicin loaded glycol-chitosan
nanoaggregates by EPR effect. J Control Release. 2003;91(1-2):135-45.

Subedi RK, Kang KW, Choi H-K. Preparation and characterization of solid
lipid nanoparticles loaded with doxorubicin. Eur J Pharm Sci. 2009;37(3-
4):508-13.

Cao X, Luo J, Gong T, Zhang Z-R, Sun X, Fu Y. Coencapsulated doxorubicin
and bromotetrandrine lipid nanoemulsions in reversing multidrug resistance in
breast cancer in vitro and in vivo. Mol Pharm. 2014;12(1):274-86.

Banu H, Sethi DK, Edgar A, Sheriff A, Rayees N, Renuka N, ve ark.
Doxorubicin loaded polymeric gold nanoparticles targeted to human folate
receptor upon laser photothermal therapy potentiates chemotherapy in breast
cancer cell lines. J Photochem Photobiol B. 2015;149:116-28.

Dinan NM, Atyabi F, Rouini M-R, Amini M, Golabchifar A-A, Dinarvand R.
Doxorubicin loaded folate-targeted carbon nanotubes: preparation, cellular
internalization, in vitro cytotoxicity and disposition kinetic study in the isolated
perfused rat liver. Mater Sci Eng, C. 2014;39:47-55.

Diao Y-Y, Li H-Y, Fu Y-H, Han M, Hu Y-L, Jiang H-L, ve ark. Doxorubicin-
loaded PEG-PCL copolymer micelles enhance cytotoxicity and intracellular
accumulation of doxorubicin in adriamycin-resistant tumor cells. Int J
Nanomed. 2011;6:1955-62.

What is nanotechnology? [internet]. 2018 [Erisim Tarihi 28.11.2018]. Erisim
adresi: https://www.nano.gov/nanotech-101/what/definition.

Farokhzad OC, Langer R. Impact of nanotechnology on drug delivery. ACS
Nano. 2009;3(1):16-20.



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

154

European Science Foundation. ESF Scientific Forward Look on
Nanomedicine, European Science Foundation Policy Briefing 2005: 2018
[Erigim Tarihi 28.11.2018]. Erisim adresi:
http://archives.esf.org/fileadmin/Public_documents/Publications/Nanomedici
ne_01.pdf.

Duncan R, Gaspar R. Nanomedicine (s) under the microscope. Mol Pharm.
2011;8(6):2101-41.

Peer D, Karp JM, Hong S, Farokhzad OC, Margalit R, Langer R. Nanocarriers
as an emerging platform for cancer therapy. Nat Nanotechnol. 2007;2(12):751-
60.

Kataoka K, Harada A, Nagasaki Y. Block copolymer micelles for drug
delivery: design, characterization and biological significance. Adv Drug Del
Rev. 2012;64:37-48.

Torchilin V. Targeted polymeric micelles for delivery of poorly soluble drugs.
Cell Mol Life Sci. 2004;61(19-20):2549-59.

Yokoyama M, Miyauchi M, Yamada N, Okano T, Sakurai Y, Kataoka K, ve
ark. Polymer micelles as novel drug carrier: adriamycin-conjugated poly
(ethylene glycol)-poly (aspartic acid) block copolymer. J Control Release.
1990;11(1-3):269-78.

Kabanov AV, Chekhonin V, Alakhov VY, Batrakova E, Lebedev A, Melik-
Nubarov N, ve ark. The neuroleptic activity of haloperidol increases after its
solubilization in surfactant micelles. FEBS Lett. 1989;258(2):343-5.

Yokoyama M, Miyauchi M, Yamada N, Okano T, Sakurai Y, Kataoka K, ve
ark. Characterization and anticancer activity of the micelle-forming polymeric
anticancer drug adriamycin-conjugated poly (ethylene glycol)-poly (aspartic
acid) block copolymer. Cancer Res. 1990;50(6):1693-700.

Yokoyama M, Anazawa H, Takahashi A, Inoue S, Kataoka K, Yui N, ve ark.
Synthesis and permeation behavior of membranes from segmented multiblock
copolymers containing poly (ethylene oxide) and poly (B-benzyl L-aspartate)
blocks. Die makromolekulare chemie. 1990;191(2):301-11.

Almeida M, Magalhaes M, Veiga F, Figueiras A. Poloxamers, poloxamines
and polymeric micelles: Definition, structure and therapeutic applications in
cancer. J Polym Res. 2018;25(31).

Valle JW, Armstrong A, Newman C, Alakhov V, Pietrzynski G, Brewer J, ve
ark. A phase 2 study of SP1049C, doxorubicin in P-glycoprotein-targeting
pluronics, in patients with advanced adenocarcinoma of the esophagus and
gastroesophageal junction. Invest New Drugs. 2011;29(5):1029-37.

Cabral H, Kataoka K. Progress of drug-loaded polymeric micelles into clinical
studies. J Control Release. 2014;190:465-76.

Kato K, Chin K, Yoshikawa T, Yamaguchi K, Tsuji Y, Esaki T, ve ark. Phase
Il study of NK105, a paclitaxel-incorporating micellar nanoparticle, for
previously treated advanced or recurrent gastric cancer. Invest New Drugs.
2012;30(4):1621-7.



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

155

Riess G. Micellization of block copolymers. Prog Polym Sci. 2003;28(7):1107-
70.

Hamley IW. The physics of block copolymers. New York: Oxford University
Press.; 1998.

Mai Y, Eisenberg A. Self-assembly of block copolymers. Chem Soc Rev.
2012;41(18):5969-85.

Zhang L, Eisenberg A. Multiple morphologies of" crew-cut" aggregates of
polystyrene-b-poly  (acrylic  acid)  block  copolymers.  Science.
1995;268(5218):1728-31.

Gaucher G, Dufresne M-H, Sant VP, Kang N, Maysinger D, Leroux J-C. Block
copolymer micelles: preparation, characterization and application in drug
delivery. J Control Release. 2005;109(1-3):169-88.

Zhang S, Qing J, Xiong C, Peng Y. Synthesis of end-functionalized AB
copolymers. Il. Synthesis and characterization of carboxyl-terminated poly
(ethylene glycol)—poly (amino acid) block copolymers. J Polym Sci, Part A:
Polym Chem. 2004;42(14):3527-36.

Harada A, Kataoka K. Formation of polyion complex micelles in an aqueous
milieu from a pair of oppositely-charged block copolymers with poly (ethylene
glycol) segments. Macromolecules. 1995;28(15):5294-9.

Itaka K, Yamauchi K, Harada A, Nakamura K, Kawaguchi H, Kataoka K.
Polyion complex micelles from plasmid DNA and poly (ethylene glycol)—poly
(I-lysine)  block copolymer as serum-tolerable polyplex system:
physicochemical properties of micelles relevant to gene transfection efficiency.
Biomaterials. 2003;24(24):4495-506.

Nishiyama N, Yokoyama M, Aoyagi T, Okano T, Sakurai Y, Kataoka K.
Preparation and characterization of self-assembled polymer— metal complex
micelle from cis-dichlorodiammineplatinum (II) and poly (ethylene glycol)—
poly (a, B-aspartic acid) block copolymer in an aqueous medium. Langmuir.
1999;15(2):377-83.

Plummer R, Wilson R, Calvert H, Boddy A, Griffin M, Sludden J, ve ark. A
Phase I clinical study of cisplatin-incorporated polymeric micelles (NC-6004)
in patients with solid tumours. Br J Cancer. 2011;104(4):593-8.

Yokoyama M. Polymeric micelles as drug carriers: their lights and shadows. J
Drug Target. 2014;22(7):576-83.

Choi HS, Liu W, Misra P, Tanaka E, Zimmer JP, Ipe BI, ve ark. Renal
clearance of quantum dots. Nat Biotechnol. 2007;25(10):1165-70.

Zapotoczny B, Szafranska K, Kus E, Chlopicki S, Szymonski M.
Quantification of fenestrations in liver sinusoidal endothelial cells by atomic
force microscopy. Micron. 2017;101:48-53.

Braet F, Wisse E. Structural and functional aspects of liver sinusoidal
endothelial cell fenestrae: a review. Comp Hepatol. 2002;1(1).



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

156

Horn T, Christoffersen P, Henriksen JH. Alcoholic liver injury: defenestration
in noncirrhotic livers—a scanning electron microscopic study. Hepatology.
1987;7(1):77-82.

Zhang Y-N, Poon W, Tavares AJ, McGilvray ID, Chan WC. Nanoparticle—
liver interactions: Cellular uptake and hepatobiliary elimination. J Control
Release. 2016;240:332-48.

Moghimi SM. Mechanisms of splenic clearance of blood cells and particles:
towards development of new splenotropic agents. Adv Drug Del Rev.
1995;17(1):103-15.

Chen L-T, Weiss L. The role of the sinus wall in the passage of erythrocytes
through the spleen. Blood. 1973;41(4):529-37.

Deplaine G, Safeukui I, Jeddi F, Lacoste F, Brousse V, Perrot S, ve ark. The
sensing of poorly deformable red blood cells by the human spleen can be
mimicked in vitro. Blood. 2011;117(8):e88-e95.

Moghimi SM, Porter C, Muir I, lllum L, Davis S. Non-phagocytic uptake of
intravenously injected microspheres in rat spleen: influence of particle size and
hydrophilic coating. Biochem Biophys Res Commun. 1991;177(2):861-6.

Anraku Y, Kishimura A, Kobayashi A, Oba M, Kataoka K. Size-controlled
long-circulating PICsome as a ruler to measure critical cut-off disposition size
into normal and tumor tissues. Chem Commun. 2011;47(21):6054-6.

Yuan F, Dellian M, Fukumura D, Leunig M, Berk DA, Torchilin VP, ve ark.
Vascular permeability in a human tumor xenograft: molecular size dependence
and cutoff size. Cancer Res. 1995;55(17):3752-6.

Hobbs SK, Monsky WL, Yuan F, Roberts WG, Griffith L, Torchilin VP, ve
ark. Regulation of transport pathways in tumor vessels: role of tumor type and
microenvironment. Proc Natl Acad Sci USA. 1998;95(8):4607-12.

Patil YP, Jadhav S. Novel methods for liposome preparation. Chem Phys
Lipids. 2014;177:8-18.

Jahn A, Vreeland WN, DeVoe DL, Locascio LE, Gaitan M. Microfluidic
directed formation of liposomes of controlled size. Langmuir.
2007;23(11):6289-93.

Cabral H, Matsumoto Y, Mizuno K, Chen Q, Murakami M, Kimura M, ve ark.
Accumulation of sub-100 nm polymeric micelles in poorly permeable tumours
depends on size. Nat Nanotechnol. 2011;6(12):815-23.

Glavas L, Olsén P, Odelius K, Albertsson A-C. Achieving micelle control
through core crystallinity. Biomacromolecules. 2013;14(11):4150-6.

Garofalo C, Capuano G, Sottile R, Tallerico R, Adami R, Reverchon E, ve ark.
Different insight into amphiphilic PEG-PLA copolymers: influence of
macromolecular architecture on the micelle formation and cellular uptake.
Biomacromolecules. 2013;15(1):403-15.



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

157

Somekawa S, Masutani K, Hsu Y-I, Mahara A, Kimura Y, Yamaoka T. Size-
controlled nanomicelles of poly (lactic acid)—poly (ethylene glycol)
copolymers with a multiblock configuration. Polymers. 2015;7(6):1177-91.

Nishiyama N, Matsumura Y, Kataoka K. Development of polymeric micelles
for targeting intractable cancers. Cancer Sci. 2016;107(7):867-74.

Bae Y, Fukushima S, Harada A, Kataoka K. Design of environment-sensitive
supramolecular assemblies for intracellular drug delivery: Polymeric micelles
that are responsive to intracellular pH change. Angew Chem.
2003;115(38):4788-91.

Kim KS, Park W, Hu J, Bae YH, Na K. A cancer-recognizable MRI contrast
agents using pH-responsive polymeric micelle. Biomaterials. 2014;35(1):337-
43.

Shi Y, Lammers T, Storm G, Hennink WE. Physico-Chemical Strategies to
Enhance Stability and Drug Retention of Polymeric Micelles for Tumor-
Targeted Drug Delivery. Macromol Biosci. 2017;17(1):1600160.

Gillies ER, Fréchet JM. A new approach towards acid sensitive copolymer
micelles for drug delivery. Chem Commun. 2003(14):1640-1.

Li Y, Kwon GS. Methotrexate esters of poly (ethylene oxide)-block-poly (2-
hydroxyethyl-L-aspartamide). Part |: Effects of the level of methotrexate
conjugation on the stability of micelles and on drug release. Pharm Res.
2000;17(5):607-11.

Alani AW, Bae Y, Rao DA, Kwon GS. Polymeric micelles for the pH-
dependent controlled, continuous low dose release of paclitaxel. Biomaterials.
2010;31(7):1765-72.

Hu Q, Rijcken CJ, Bansal R, Hennink WE, Storm G, Prakash J. Complete
regression of breast tumour with a single dose of docetaxel-entrapped core-
cross-linked polymeric micelles. Biomaterials. 2015;53:370-8.

McRae Page S, Martorella M, Parelkar S, Kosif I, Emrick T. Disulfide cross-
linked phosphorylcholine micelles for triggered release of camptothecin. Mol
Pharm. 2013;10(7):2684-92.

Lim Soo P, Luo L, Maysinger D, Eisenberg A. Incorporation and release of
hydrophobic probes in biocompatible polycaprolactone-block-poly (ethylene
oxide) micelles: implications for drug delivery. Langmuir. 2002;18(25):9996-
10004.

Samarajeewa S, Shrestha R, Li Y, Wooley KL. Degradability of poly (lactic
acid)-containing nanoparticles: enzymatic access through a cross-linked shell
barrier. J Am Chem Soc. 2011;134(2):1235-42.

Yan J, Ye Z, Chen M, Liu Z, Xiao Y, Zhang Y, ve ark. Fine tuning micellar
core-forming block of poly (ethylene glycol)-block-poly (e-caprolactone)
amphiphilic copolymers based on chemical modification for the solubilization
and delivery of doxorubicin. Biomacromolecules. 2011;12(7):2562-72.



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

158

Jones M-C, Leroux J-C. Polymeric micelles—a new generation of colloidal drug
carriers. Eur J Pharm Biopharm. 1999;48(2):101-11.

Yu B, Okano T, Kataoka K, Kwon G. Polymeric micelles for drug delivery:
solubilization and haemolytic activity of amphotericin B. J Control Release.
1998;53(1-3):131-6.

Aliabadi HM, Mahmud A, Sharifabadi AD, Lavasanifar A. Micelles of
methoxy poly (ethylene oxide)-b-poly (e-caprolactone) as vehicles for the
solubilization and controlled delivery of cyclosporine A. J Control Release.
2005;104(2):301-11.

Chen H, Kim S, He W, Wang H, Low PS, Park K, ve ark. Fast release of
lipophilic agents from circulating PEG-PDLLA micelles revealed by in vivo
forster resonance energy transfer imaging. Langmuir. 2008;24(10):5213-7.

Letchford K, Burt HM. Copolymer micelles and nanospheres with different in
vitro stability demonstrate similar paclitaxel pharmacokinetics. Mol Pharm.
2012;9(2):248-60.

Nakanishi T, Fukushima S, Okamoto K, Suzuki M, Matsumura Y, Yokoyama
M, ve ark. Development of the polymer micelle carrier system for doxorubicin.
J Control Release. 2001;74(1-3):295-302.

Hamaguchi T, Matsumura Y, Suzuki M, Shimizu K, Goda R, Nakamura I, ve
ark. NK105, a paclitaxel-incorporating micellar nanoparticle formulation, can
extend in vivo antitumour activity and reduce the neurotoxicity of paclitaxel.
Br J Cancer. 2005;92(7):1240-6.

Harada M, Bobe I, Saito H, Shibata N, Tanaka R, Hayashi T, ve ark. Improved
anti-tumor activity of stabilized anthracycline polymeric micelle formulation,
NC-6300. Cancer Sci. 2011;102(1):192-9.

Nishiyama N, Okazaki S, Cabral H, Miyamoto M, Kato Y, Sugiyama Y, ve
ark. Novel cisplatin-incorporated polymeric micelles can eradicate solid
tumors in mice. Cancer Res. 2003;63(24):8977-83.

Desale SS, Cohen SM, Zhao Y, Kabanov AV, Bronich TK. Biodegradable
hybrid polymer micelles for combination drug therapy in ovarian cancer. J
Control Release. 2013;171(3):339-48.

Kim SH, Tan JP, Nederberg F, Fukushima K, Colson J, Yang C, ve ark.
Hydrogen bonding-enhanced micelle assemblies for drug delivery.
Biomaterials. 2010;31(31):8063-71.

Maeda H. Macromolecular therapeutics in cancer treatment: the EPR effect and
beyond. J Control Release. 2012;164(2):138-44.

Matsumura Y, Maeda H. A new concept for macromolecular therapeutics in
cancer chemotherapy: mechanism of tumoritropic accumulation of proteins
and the antitumor agent smancs. Cancer Res. 1986;46(12 Part 1):6387-92.

Liu M, Du H, Zhang W, Zhai G. Internal stimuli-responsive nanocarriers for
drug delivery: design strategies and applications. Mater Sci Eng, C.
2017;71:1267-80.



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

159

Zhou Q, Zhang L, Yang T, Wu H. Stimuli-responsive polymeric micelles for
drug delivery and cancer therapy. Int J Nanomed. 2018;13:2921-42.

Wang C-H, Wang C-H, Hsiue G-H. Polymeric micelles with a pH-responsive
structure as intracellular drug carriers. J Control Release. 2005;108(1):140-9.

Wu H, Zhu L, Torchilin VP. pH-sensitive poly (histidine)-PEG/DSPE-PEG co-
polymer micelles for cytosolic drug delivery. Biomaterials. 2013;34(4):1213-
22.

Li Y, Leng M, Cai M, Huang L, Chen Y, Luo X. pH responsive micelles based
on copolymers mPEG-PCL-PDEA: The relationship between composition and
properties. Colloids Surf B Biointerfaces. 2017;154:397-407.

Zhang CY, Yang YQ, Huang TX, Zhao B, Guo XD, Wang JF, ve ark. Self-
assembled pH-responsive MPEG-b-(PLA-co-PAE) block copolymer micelles
for anticancer drug delivery. Biomaterials. 2012;33(26):6273-83.

Car A, Baumann P, Duskey JT, Chami M, Bruns N, Meier W. pH-responsive
PDMS-b-PDMAEMA micelles for intracellular anticancer drug delivery.
Biomacromolecules. 2014;15(9):3235-45.

Zhang H, Wang K, Zhang P, He W, Song A, Luan Y. Redox-sensitive micelles
assembled from amphiphilic MPEG-PCL-SS-DTX conjugates for the delivery
of docetaxel. Colloids Surf B Biointerfaces. 2016;142:89-97.

Huo M, LiuY,Wang L, YinT, QinC, Xiao Y, ve ark. Redox-sensitive micelles
based on O, N-hydroxyethyl chitosan—octylamine conjugates for triggered
intracellular delivery of paclitaxel. Mol Pharm. 2016;13(6):1750-62.

Chen W-H, Luo G-F, Lei Q, Jia H-Z, Hong S, Wang Q-R, ve ark. MMP-2
responsive polymeric micelles for cancer-targeted intracellular drug delivery.
Chem Commun. 2015;51(3):465-8.

Zhang X, Wang X, Zhong W, Ren X, Sha X, Fang X. Matrix
metalloproteinases-2/9-sensitive peptide-conjugated polymer micelles for site-
specific release of drugs and enhancing tumor accumulation: preparation and
in vitro and in vivo evaluation. Int J Nanomed. 2016;11: 1643-61.

Chen CJ, Liu GY, Shi YT, zZhu CS, Pang SP, Liu XS, ve ark. Biocompatible
micelles based on comb-like PEG derivates: formation, characterization, and
photo-responsiveness. Macromol Rapid Commun. 2011;32(14):1077-81.

Jin Q, Mitschang F, Agarwal S. Biocompatible drug delivery system for photo-
triggered controlled release of 5-fluorouracil. Biomacromolecules.
2011;12(10):3684-91.

Rezaei SJT, Nabid MR, Niknejad H, Entezami AA. Folate-decorated
thermoresponsive micelles based on star-shaped amphiphilic block copolymers
for efficient intracellular release of anticancer drugs. Int J Pharm. 2012;437(1-
2):70-9.

Glover AL, Bennett JB, Pritchett JS, Nikles SM, Nikles DE, Nikles JA, ve ark.
Magnetic heating of iron oxide nanoparticles and magnetic micelles for cancer
therapy. IEEE Trans Magn. 2013;49(1):231-5.



124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

160

Marin A, Muniruzzaman M, Rapoport N. Acoustic activation of drug delivery
from polymeric micelles: effect of pulsed ultrasound. J Control Release.
2001;71(3):239-49.

Zhang H, Xia H, Wang J, Li Y. High intensity focused ultrasound-responsive
release behavior of PLA-b-PEG copolymer micelles. J Control Release.
2009;139(1):31-9.

Cai M, Zhu K, Qiu Y, Liu X, Chen Y, Luo X. pH and redox-responsive mixed
micelles for enhanced intracellular drug release. Colloids Surf B Biointerfaces.
2014;116:424-31.

Yu H, Cui Z, Yu P, Guo C, Feng B, Jiang T, ve ark. pH-and NIR light-
responsive micelles with hyperthermia-triggered tumor penetration and
cytoplasm drug release to reverse doxorubicin resistance in breast cancer. Adv
Funct Mater. 2015;25(17):2489-500.

Zhang H, Fan X, Li F, Suo R, Li H, Yang Z, ve ark. Thermo and pH dual-
controlled charge reversal amphiphilic graft copolymer micelles for
overcoming drug resistance in cancer cells. J Mater Chem B. 2015;3(22):4585-
96.

Lin Y-K, Yu Y-C, Wang S-W, Lee R-S. Temperature, ultrasound and redox
triple-responsive poly (N-isopropylacrylamide) block copolymer: synthesis,
characterization and controlled release. RSC Adv. 2017;7(68):43212-26.

Owen SC, Chan DP, Shoichet MS. Polymeric micelle stability. Nano today.
2012;7(1):53-65.

Adams ML, Kwon GS. The effects of acyl chain length on the micelle
properties of poly (ethylene oxide)-block-poly (N-hexylL-aspartamide)-acyl
conjugates. J Biomater Sci Polym Ed. 2002;13(9):991-1006.

Ranger M, Jones MC, Yessine MA, Leroux JC. From well-defined diblock
copolymers prepared by a versatile atom transfer radical polymerization
method to supramolecular assemblies. J Polym Sci, Part A: Polym Chem.
2001;39(22):3861-74.

Lee J, Cho EC, Cho K. Incorporation and release behavior of hydrophobic drug
in functionalized poly (D, L-lactide)-block—poly (ethylene oxide) micelles. J
Control Release. 2004;94(2-3):323-35.

Yokoyama M, Sugiyama T, Okano T, Sakurai Y, Naito M, Kataoka K.
Analysis of micelle formation of an adriamycin-conjugated poly (ethylene
glycol)-poly (aspartic acid) block copolymer by gel permeation
chromatography. Pharm Res. 1993;10(6):895-9.

Allen C, Maysinger D, Eisenberg A. Nano-engineering block copolymer
aggregates for drug delivery. Colloids Surf B Biointerfaces. 1999;16(1-4):3-
27.

Van Domeselaar GH, Kwon GS, Andrew LC, Wishart DS. Application of solid
phase peptide synthesis to engineering PEO—peptide block copolymers for
drug delivery. Colloids Surf B Biointerfaces. 2003;30(4):323-34.



137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

161

Creutz S, Van Stam J, De Schryver FC, Jérome R. Dynamics of poly
((dimethylamino) alkyl methacrylate-block-sodium methacrylate) micelles.
Influence of hydrophobicity and molecular architecture on the exchange rate
of copolymer molecules. Macromolecules. 1998;31(3):681-9.

Yokoyama M, Fukushima S, Uehara R, Okamoto K, Kataoka K, Sakurai Y, ve
ark. Characterization of physical entrapment and chemical conjugation of
adriamycin in polymeric micelles and their design for in vivo delivery to a solid
tumor. J Control Release. 1998;50(1-3):79-92.

Azagarsamy MA, Yesilyurt V, Thayumanavan S. Disassembly of dendritic
micellar containers due to protein binding. J Am Chem Soc.
2010;132(13):4550-1.

Gou M, Zheng X, Men K, Zhang J, Wang B, Lv L, ve ark. Self-assembled
hydrophobic honokiol loaded MPEG-PCL diblock copolymer micelles. Pharm
Res. 2009;26(9):2164-73.

Lee SC, Kim C, Kwon IC, Chung H, Jeong SY. Polymeric micelles of poly (2-
ethyl-2-oxazoline)-block-poly (e-caprolactone) copolymer as a carrier for
paclitaxel. J Control Release. 2003;89(3):437-46.

Vangeyte P, Gautier S, Jérome R. About the methods of preparation of poly
(ethylene oxide)-b-poly (e-caprolactone) nanoparticles in water: Analysis by
dynamic light scattering. Colloids Surf Physicochem Eng Aspects.
2004;242(1-3):203-11.

Elhasi S, Astaneh R, Lavasanifar A. Solubilization of an amphiphilic drug by
poly (ethylene oxide)-block-poly (ester) micelles. Eur J Pharm Biopharm.
2007;65(3):406-13.

Kataoka K, Matsumoto T, Yokoyama M, Okano T, Sakurai Y, Fukushima S,
ve ark. Doxorubicin-loaded poly (ethylene glycol)—poly (B-benzyl-l-aspartate)
copolymer micelles: their pharmaceutical characteristics and biological
significance. J Control Release. 2000;64(1-3):143-53.

Tyrrell ZL, Shen Y, Radosz M. Fabrication of micellar nanoparticles for drug
delivery through the self-assembly of block copolymers. Prog Polym Sci.
2010;35(9):1128-43.

Aliabadi HM, Elhasi S, Mahmud A, Gulamhusein R, Mahdipoor P, Lavasanifar
A. Encapsulation of hydrophobic drugs in polymeric micelles through co-
solvent evaporation: the effect of solvent composition on micellar properties
and drug loading. Int J Pharm. 2007;329(1-2):158-65.

Zhao L, Du J, Duan Y, Zhang H, Yang C, Cao F, ve ark. Curcumin loaded
mixed micelles composed of Pluronic P123 and F68: preparation, optimization
and in vitro characterization. Colloids Surf B Biointerfaces. 2012;97:101-8.

Fournier E, Dufresne M-H, Smith DC, Ranger M, Leroux J-C. A novel one-
step drug-loading procedure for water-soluble amphiphilic nanocarriers. Pharm
Res. 2004;21(6):962-8.

Abouzeid AH, Patel NR, Torchilin VP. Polyethylene glycol-
phosphatidylethanolamine (PEG-PE)/vitamin E micelles for co-delivery of



150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

162

paclitaxel and curcumin to overcome multi-drug resistance in ovarian cancer.
Int J Pharm. 2014:464(1-2):178-84.

Zhang C, Ding Y, Yu LL, Ping Q. Polymeric micelle systems of
hydroxycamptothecin based on amphiphilic N-alkyl-N-trimethyl chitosan
derivatives. Colloids Surf B Biointerfaces. 2007;55(2):192-9.

Gaspar VM, Gongalves C, de Melo-Diogo D, Costa EC, Queiroz JA, Pichon
C, ve ark. Poly (2-ethyl-2-oxazoline)-PLA-g-PEI amphiphilic triblock
micelles for co-delivery of minicircle DNA and chemotherapeutics. J Control
Release. 2014;189:90-104.

Hadjichristidis N, Pispas S, Floudas G. Block copolymers: synthetic strategies,
physical properties, and applications. Hoboken, New Jersey: John Wiley &
Sons; 2003.

Khougaz K, Gao Z, Eisenberg A. Determination of the critical micelle
concentration of block copolymer micelles by static light scattering.
Macromolecules. 1994;27(22):6341-6.

Gohy J-F. Block copolymer micelles. In: Abetz V, editor. Block copolymers
I1. Advances in Polymer Science. Berlin, Heidelberg: Springer; 2005. p. 65-
136.

Gohy J-F, Willet N, Varshney SK, Zhang J-X, Jérome R. pH Dependence of
the morphology of aqueous micelles formed by polystyrene-block-poly (2-
vinylpyridine)-blockpoly (ethylene oxide) copolymers. e-Polym. 2002;2(1).

Goldraich M, Talmon Y. Direct-imaging cryo-transmission electron
microscopy in the study of colloids and polymer solutions. In: Alexandridis
PL, Bjorn editor. Amphiphilic block copolymers. Amsterdam: Elsevier
Science; 2000. p. 253-80.

Connell SD, Collins S, Fundin J, Yang Z, Hamley IW. In situ atomic force
microscopy imaging of block copolymer micelles adsorbed on a solid substrate.
Langmuir. 2003;19(24):10449-53.

Erhardt R, Zhang M, Boker A, Zettl H, Abetz C, Frederik P, ve ark.
Amphiphilic Janus micelles with polystyrene and poly (methacrylic acid)
hemispheres. J Am Chem Soc. 2003;125(11):3260-7.

Moghimi SM, Hunter AC, Murray JC. Long-circulating and target-specific
nanoparticles: theory to practice. Pharmacol Rev. 2001;53(2):283-318.

Nie S. Understanding and overcoming major barriers in cancer nanomedicine.
Nanomedicine. 2010;5(4):523-8.

Cabral H, Miyata K, Osada K, Kataoka K. Block copolymer micelles in
nanomedicine applications. Chem Rev. 2018;118(14):6844-92.

Torchilin V. Polymer-coated long-circulating microparticulate
pharmaceuticals. J Microencapsul. 1998;15(1):1-19.

Vonarbourg A, Passirani C, Saulnier P, Benoit J-P. Parameters influencing the
stealthiness of colloidal drug delivery systems. Biomaterials.
2006;27(24):4356-73.



164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

163

Yamamoto Y, Nagasaki Y, Kato Y, Sugiyama Y, Kataoka K. Long-circulating
poly (ethylene glycol)-poly (d, I-lactide) block copolymer micelles with
modulated surface charge. J Control Release. 2001;77(1-2):27-38.

Knop K, Hoogenboom R, Fischer D, Schubert US. Poly (ethylene glycol) in
drug delivery: pros and cons as well as potential alternatives. Angew Chem Int
Ed. 2010;49(36):6288-308.

Savitz JA, Durning SJ. A rare case of anaphylaxis to bowel prep: a case report
and review of the literature. Mil Med. 2011;176(8):944-5.

Hoogenboom R. Poly (2-oxazoline) s: a polymer class with numerous potential
applications. Angew Chem Int Ed. 2009;48(43):7978-94.

Kainthan RK, Hester SR, Levin E, Devine DV, Brooks DE. In vitro biological
evaluation of high molecular weight hyperbranched polyglycerols.
Biomaterials. 2007;28(31):4581-90.

Takeuchi H, Kojima H, Yamamoto H, Kawashima Y. Evaluation of circulation
profiles of liposomes coated with hydrophilic polymers having different
molecular weights in rats. J Control Release. 2001;75(1-2):83-91.

Torchilin VP, Shtilman MI, Trubetskoy VS, Whiteman K, Milstein AM.
Amphiphilic vinyl polymers effectively prolong liposome circulation time in
vivo. Biochim Biophys Acta. 1994;1195(1):181-4.

Han Y, He Z, Schulz A, Bronich TK, Jordan R, Luxenhofer R, ve ark.
Synergistic combinations of multiple chemotherapeutic agents in high capacity
poly (2-oxazoline) micelles. Mol Pharm. 2012;9(8):2302-13.

Poly(2-ethyl-2-oxazoline): 2018 [Erisim Tarihi 28.11.2018]. Erisim adresi:
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/fdcc/index.cfm?set=IndirectAdditives
&id=POLYETHYLOXAZOLINE.

Fang J, Sawa T, Maeda H. Factors and mechanism of “EPR” effect and the
enhanced antitumor effects of macromolecular drugs including SMANCS. In:
Maeda H, Kabanov A, Kataoka K, Okano T, editors. Polymer drugs in the
clinical stage. Advances in Experimental Medicine and Biology. Boston, MA:
Springer; 2004. p. 29-49.

Maeda H. SMANCS and polymer-conjugated macromolecular drugs:
advantages in cancer chemotherapy. Adv Drug Del Rev. 2001;46(1-3):169-85.

Maeda H, Bharate G, Daruwalla J. Polymeric drugs for efficient tumor-targeted
drug delivery based on EPR-effect. Eur J Pharm Biopharm. 2009;71(3):409-
19.

Maeda H, Greish K, Fang J. The EPR effect and polymeric drugs: a paradigm
shift for cancer chemotherapy in the 21st century. In: Satchi-Fainaro R, Duncan
R, editors. Polymer therapeutics Il. Advances in Polymer Science. Berlin,
Heidelberg: Springer; 2006. p. 103-21.

Seki T, Fang J, Maeda H. Tumor-targeted macromolecular drug delivery based
on the enhanced permeability and retention effect in solid tumor. In: Lu Y,
Mahato R, editors. Pharmaceutical perspectives of cancer therapeutics. New
York, NY: Springer; 2009. p. 93-120.



178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

164

Torchilin V. Tumor delivery of macromolecular drugs based on the EPR effect.
Adv Drug Del Rev. 2011;63(3):131-5.

Maeda H, Sawa T, Konno T. Mechanism of tumor-targeted delivery of
macromolecular drugs, including the EPR effect in solid tumor and clinical
overview of the prototype polymeric drug SMANCS. J Control Release.
2001;74(1-3):47-61.

Dvorak HF, Brown LF, Detmar M, Dvorak AM. Vascular permeability
factor/vascular endothelial growth factor, microvascular hyperpermeability,
and angiogenesis. Am J Pathol. 1995;146(5):1029-39.

Matsumoto Y, Nichols JW, Toh K, Nomoto T, Cabral H, Miura Y, ve ark.
Vascular bursts enhance permeability of tumour blood vessels and improve
nanoparticle delivery. Nat Nanotechnol. 2016;11(6):533-8

Tang L, Yang X, Yin Q, Cai K, Wang H, Chaudhury I, ve ark. Investigating
the optimal size of anticancer nanomedicine. Proc Natl Acad Sci USA.
2014;111(43):15344-9.

Wang J, Mao W, Lock LL, Tang J, Sui M, Sun W, ve ark. The role of micelle
size in tumor accumulation, penetration, and treatment. ACS Nano.
2015;9(7):7195-206.

Danbhier F, Feron O, Préat V. To exploit the tumor microenvironment: passive
and active tumor targeting of nanocarriers for anti-cancer drug delivery. J
Control Release. 2010;148(2):135-46.

Trapani G, Denora N, Trapani A, Laquintana V. Recent advances in ligand
targeted therapy. J Drug Target. 2012;20(1):1-22.

Hatakeyama H, Akita H, Harashima H. A multifunctional envelope type nano
device (MEND) for gene delivery to tumours based on the EPR effect: a
strategy for overcoming the PEG dilemma. Adv Drug Del Rev.
2011;63(3):152-60.

Yu M, Huang S, Yu KJ, Clyne AM. Dextran and polymer polyethylene glycol
(PEG) coating reduce both 5 and 30 nm iron oxide nanoparticle cytotoxicity in
2D and 3D cell culture. Int J Mol Sci. 2012;13(5):5554-70.

Torchilin VVP. Multifunctional, stimuli-sensitive nanoparticulate systems for
drug delivery. Nat Rev Drug Discov. 2014;13(11):813-27.

Ishii T, Miyata K, Anraku Y, Naito M, Yi Y, Jinbo T, ve ark. Enhanced target
recognition of nanoparticles by cocktail PEGylation with chains of varying
lengths. Chem Commun. 2016;52(7):1517-9.

Gao J, Zhong W, He J, Li H, Zhang H, Zhou G, ve ark. Tumor-targeted
PE38KDEL delivery via PEGylated anti-HER2 immunoliposomes. Int J
Pharm. 2009;374(1-2):145-52.

Ahn J, Miura Y, Yamada N, Chida T, Liu X, Kim A, ve ark. Antibody
fragment-conjugated polymeric micelles incorporating platinum drugs for
targeted therapy of pancreatic cancer. Biomaterials. 2015;39:23-30.



192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

165

Farokhzad OC, Cheng J, Teply BA, Sherifi I, Jon S, Kantoff PW, ve ark.
Targeted nanoparticle-aptamer bioconjugates for cancer chemotherapy in vivo.
Proc Natl Acad Sci USA. 2006;103(16):6315-20.

Zhu D, Wu S, Hu C, Chen Z, Wang H, Fan F, ve ark. Folate-targeted
polymersomes loaded with both paclitaxel and doxorubicin for the
combination chemotherapy of hepatocellular carcinoma. Acta Biomater.
2017;58:399-412.

Kirpotin DB, Drummond DC, Shao Y, Shalaby MR, Hong K, Nielsen UB, ve
ark. Antibody targeting of long-circulating lipidic nanoparticles does not
increase tumor localization but does increase internalization in animal models.
Cancer Res. 2006;66(13):6732-40.

Makino J, Cabral H, Miura Y, Matsumoto Y, Wang M, Kinoh H, ve ark.
cRGD-installed polymeric micelles loading platinum anticancer drugs enable
cooperative treatment against lymph node metastasis. J Control Release.
2015;220:783-91.

Miura Y, Takenaka T, Toh K, Wu S, Nishihara H, Kano MR, ve ark. Cyclic
RGD-linked polymeric micelles for targeted delivery of platinum anticancer
drugs to glioblastoma through the blood—brain tumor barrier. ACS Nano.
2013;7(10):8583-92.

Quader S, Liu X, Chen Y, Mi P, Chida T, Ishii T, ve ark. cRGD peptide-
installed epirubicin-loaded polymeric micelles for effective targeted therapy
against brain tumors. J Control Release. 2017;258:56-66.

Aina OH, Sroka TC, Chen ML, Lam KS. Therapeutic cancer targeting
peptides. Pept Sci (Hoboken). 2002;66(3):184-99.

Ahmed S, Mathews AS, Byeon N, Lavasanifar A, Kaur K. Peptide arrays for
screening cancer specific peptides. Anal Chem. 2010;82(18):7533-41.

Mathews AS, Ahmed S, Shahin M, Lavasanifar A, Kaur K. Peptide modified
polymeric micelles specific for breast cancer cells. Bioconjug Chem.
2013;24(4):560-70.

Galbiati E, Gambini L, Civitarese V, Bellini M, Ambrosini D, Allevi R, ve ark.
"Blind" targeting in action: From phage display to breast cancer cell targeting
with peptide-gold nanoconjugates. Pharmacol Res. 2016;111:155-62.

Soudy R, Gill A, Sprules T, Lavasanifar A, Kaur K. Proteolytically stable
cancer targeting peptides with high affinity for breast cancer cells. J Med
Chem. 2011;54(21):7523-34.

Soudy R, Etayash H, Bahadorani K, Lavasanifar A, Kaur K. Breast cancer
targeting peptide binds keratin 1: a new molecular marker for targeted drug
delivery to breast cancer. Mol Pharm. 2017;14(3):593-604.

Maysinger D, Berezovska O, Savic R, Soo PL, Eisenberg A. Block copolymers
modify the internalization of micelle-incorporated probes into neural cells.
Biochim Biophys Acta. 2001;1539(3):205-17.



205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

166

Allen C, Yu Y, Eisenberg A, Maysinger D. Cellular internalization of PCL 20-
b-PEOQ 44 block copolymer micelles. Biochim Biophys Acta. 1999;1421(1):32-
8.

Luo L, Tam J, Maysinger D, Eisenberg A. Cellular internalization of poly
(ethylene oxide)-b-poly (e-caprolactone) diblock copolymer micelles.
Bioconjug Chem. 2002;13(6):1259-65.

Zhang Z, Xiong X, Wan J, Xiao L, Gan L, Feng Y, ve ark. Cellular uptake and
intracellular trafficking of PEG-b-PLA polymeric micelles. Biomaterials.
2012;33(29):7233-40.

Chen H, Kim S, Li L, Wang S, Park K, Cheng J-X. Release of hydrophobic
molecules from polymer micelles into cell membranes revealed by Forster
resonance energy transfer imaging. Proc Natl Acad Sci USA.
2008;105(18):6596-601.

Hu X, Guan X, Li J, Pei Q, Liu M, Xie Z, ve ark. Hybrid polymer micelles
capable of cRGD targeting and pH-triggered surface charge conversion for
tumor selective accumulation and promoted uptake. Chem Commun.
2014;50(65):9188-91.

Luxenhofer R, Han Y, Schulz A, Tong J, He Z, Kabanov AV, ve ark. Poly (2-
oxazoline) s as Polymer Therapeutics. Macromol Rapid Commun.
2012;33(19):1613-31.

Donev R, Koseva N, Petrov P, Kowalczuk A, Thome J. Characterisation of
different nanoparticles with a potential use for drug delivery in
neuropsychiatric disorders. World J Biol Psychiatry. 2011;12(supl):44-51.

Luxenhofer R, Sahay G, Schulz A, Alakhova D, Bronich TK, Jordan R, ve ark.
Structure-property relationship in cytotoxicity and cell uptake of poly (2-
oxazoline) amphiphiles. J Control Release. 2011;153(1):73-82.

Tong J, Zimmerman MC, Li S, Yi X, Luxenhofer R, Jordan R, ve ark. Neuronal
uptake and intracellular superoxide scavenging of a fullerene (C 60)-poly (2-
oxazoline) s nanoformulation. Biomaterials. 2011;32(14):3654-65.

Waschinski CJ, Herdes V, Schueler F, Tiller JC. Influence of satellite groups
on telechelic antimicrobial functions of polyoxazolines. Macromol Biosci.
2005;5(2):149-56.

Hsiue G-H, Wang C-H, Lo C-L, Wang C-H, Li J-P, Yang J-L. Environmental-
sensitive micelles based on poly (2-ethyl-2-oxazoline)-b-poly (L-lactide)
diblock copolymer for application in drug delivery. Int J Pharm.
2006;317(1):69-75.

Wang X, Li X, Li Y, Zhou Y, Fan C, Li W, ve ark. Synthesis, characterization
and biocompatibility of poly (2-ethyl-2-oxazoline)—poly (d, I-lactide)—poly (2-
ethyl-2-oxazoline) hydrogels. Acta Biomater. 2011;7(12):4149-59.

Viegas TX, Bentley MD, Harris JM, Fang Z, Yoon K, Dizman B, ve ark.
Polyoxazoline: chemistry, properties, and applications in drug delivery.
Bioconjug Chem. 2011;22(5):976-86.



218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

167

Zhang N, Pompe T, Amin I, Luxenhofer R, Werner C, Jordan R. Tailored Poly
(2-oxazoline) Polymer Brushes to Control Protein Adsorption and Cell
Adhesion. Macromol Biosci. 2012;12(7):926-36.

Wang H, Li L, Tong Q, Yan M. Evaluation of photochemically immobilized
poly (2-ethyl-2-oxazoline) thin films as protein-resistant surfaces. ACS Appl
Mater Interfaces. 2011;3(9):3463-71.

Woodle MC, Engbers CM, Zalipsky S. New amphipatic polymer-lipid
conjugates forming long-circulating reticuloendothelial system-evading
liposomes. Bioconjug Chem. 1994;5(6):493-6.

Zalipsky S, Hansen CB, Oaks JM, Allen TM. Evaluation of blood clearance
rates and biodistribution of poly (2-oxazoline)-grafted liposomes. J Pharm Sci.
1996;85(2):133-7.

Luxenhofer R, Schulz A, Roques C, Li S, Bronich TK, Batrakova EV, ve ark.
Doubly amphiphilic poly (2-oxazoline) s as high-capacity delivery systems for
hydrophobic drugs. Biomaterials. 2010;31(18):4972-9.

Tavano R, Gabrielli L, Lubian E, Fedeli C, Visentin S, Polverino de Laureto P,
ve ark. C1lg-Mediated Complement Activation and C3 Opsonization Trigger
Recognition of Stealth Poly (2-methyl-2-oxazoline)-Coated Silica
Nanoparticles by Human Phagocytes. ACS Nano. 2018;12(6):5834-47.

Sedlacek O, Monnery BD, Filippov SK, Hoogenboom R, Hruby M. Poly (2-
Oxazoline) s—Are They More Advantageous for Biomedical Applications Than
Other Polymers? Macromol Rapid Commun. 2012;33(19):1648-62.

Shieh M-J, Peng C-L, Chiang W-L, Wang C-H, Hsu C-Y, Wang S-JJ, ve ark.
Reduced skin photosensitivity with meta-tetra (hydroxyphenyl) chlorin-loaded
micelles based on a poly (2-ethyl-2-oxazoline)-b-poly (d, I-lactide) diblock
copolymer in vivo. Mol Pharm. 2010;7(4):1244-53.

Peng KY, Wang SW, Lee RS. Amphiphilic diblock copolymers based on poly
(2-ethyl-2-oxazoline) and poly (4-substituted-g-caprolactone): Synthesis,
characterization, and cellular uptake. J Polym Sci, Part A: Polym Chem.
2013;51(13):2769-81.

Schulz A, Jaksch S, Schubel R, Wegener E, Di Z, Han Y, ve ark. Drug-induced
morphology switch in drug delivery systems based on poly (2-oxazoline) s.
ACS Nano. 2014;8(3):2686-96.

Qiu L-Y, Yan L, Zhang L, Jin Y-M, Zhao Q-H. Folate-modified poly (2-ethyl-
2-oxazoline) as hydrophilic corona in polymeric micelles for enhanced
intracellular doxorubicin delivery. Int J Pharm. 2013;456(2):315-24.

Gaspar VM, Baril P, Costa EC, de Melo-Diogo D, Foucher F, Queiroz JA, ve
ark. Bioreducible poly (2-ethyl-2-oxazoline)-PLA-PEI-SS triblock copolymer
micelles for co-delivery of DNA minicircles and Doxorubicin. J Control
Release. 2015;213:175-91.

Zhao'Y, Zhou Y, Wang D, Gao Y, Li J, Ma S, ve ark. pH-responsive polymeric
micelles based on poly (2-ethyl-2-oxazoline)-poly (D, L-lactide) for tumor-



231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

168

targeting and controlled delivery of doxorubicin and P-glycoprotein inhibitor.
Acta Biomater. 2015;17:182-92.

Raveendran R, Mullen KM, Wellard RM, Sharma CP, Hoogenboom R,
Dargaville TR. Poly (2-oxazoline) block copolymer nanoparticles for curcumin
loading and delivery to cancer cells. Eur Polym J. 2017;93:682-94.

Gulyuz S, Ozkose U, Kocak P, Telci D, Yilmaz O, Tasdelen M. In-vitro
cytotoxic activities of poly (2-ethyl-2-oxazoline)-based amphiphilic block
copolymers prepared by CuAAC click chemistry. Express Polym Lett.
2018;12(2):146-58.

Kara A, Ozturk N, Esendagli G, Ozkose UU, Gulyuz S, Yilmaz O, ve ark.
Development of novel self-assembled polymeric micelles from partially
hydrolysed poly (2-ethyl-2-oxazoline)-co-PEI-b-PCL block copolymer as non-
viral vectors for plasmid DNA in vitro transfection. Artif Cells Nanomed
Biotechnol. (in press). 2018. 10.1080/21691401.2018.1491478

ICH Harmonised Tripartite Guideline Validation of Analytical Procedures:
Text And Methodology Q2(R1): 2005 [Erisim Tarihi 05.12.2018]. Erisim
adresi:
https://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Q
uality/Q2_R1/Step4/Q2_R1__Guideline.pdf.

Shabir GA. Validation of high-performance liquid chromatography methods
for pharmaceutical analysis: Understanding the differences and similarities
between validation requirements of the US Food and Drug Administration, the
US Pharmacopeia and the International Conference on Harmonization. J
Chromatogr A. 2003;987(1-2):57-66.

Gonzalez AG, Herrador MA. A practical guide to analytical method validation,
including measurement uncertainty and accuracy profiles. TrAC, Trends Anal
Chem. 2007;26(3):227-38.

APPENDIX 1 — ORA Validation and Verification Guidance for Human Drug
Analytical Methods: 2018 [Erisim Tarithi 28.12.2018]. Erisim adresi:
https://www.fda.gov/downloads/ScienceResearch/FieldScience/UCM173090.
pdf.

Lee KY, Kwon IC, Jeong SY. Physicochemical characteristics of poly (2-ethyl-
2-oxazoline)/poly (e-caprolactone) block copolymer micelles in water. Polym
Bull. 2006;56(4-5):385-93.

Gao Y, LiY,LiY, YuanL, ZhouY, LiJ, ve ark. PSMA-mediated endosome
escape-accelerating polymeric micelles for targeted therapy of prostate cancer
and the real time tracing of their intracellular trafficking. Nanoscale.
2015;7(2):597-612.

Kwon G, Naito M, Yokoyama M, Okano T, Sakurai Y, Kataoka K. Micelles
based on AB block copolymers of poly (ethylene oxide) and poly (. beta.-
benzyl L-aspartate). Langmuir. 1993;9(4):945-9.



241.

242.

243.

244,

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

169

Wilhelm M, Zhao CL, Wang Y, Xu R, Winnik MA, Mura JL, ve ark. Poly
(styrene-ethylene oxide) block copolymer micelle formation in water: a
fluorescence probe study. Macromolecules. 1991;24(5):1033-40.

Ponta A, Bae Y. PEG-poly (amino acid) block copolymer micelles for tunable
drug release. Pharm Res. 2010;27(11):2330-42.

Zange R, Kissel T. Comparative in vitro biocompatibility testing of
polycyanoacrylates and poly (D, L-lactide-co-glycolide) using different mouse
fibroblast (L929) biocompatibility test models. Eur J Pharm Biopharm.
1997;44(2):149-57.

Etayash H, Jiang K, Azmi S, Thundat T, Kaur K. Real-time detection of breast
cancer cells using peptide-functionalized microcantilever arrays. Sci Rep.
2015;5:13967.

Liu L, Tian X, Ma Y, Duan Y, Zhao X, Pan G. A Versatile Dynamic Mussel-
Inspired Biointerface: From Specific Cell Behavior Modulation to Selective
Cell Isolation. Angew Chem Int Ed. 2018;57(26):7878-82.

Das G, Nicastri A, Coluccio ML, Gentile F, Candeloro P, Cojoc G, ve ark. FT-
IR, Raman, RRS measurements and DFT calculation for doxorubicin. Microsc
Res Tech. 2010;73(10):991-5.

Li F, Zheng C, Xin J, Chen F, Ling H, Sun L, ve ark. Enhanced tumor delivery
and antitumor response of doxorubicin-loaded albumin nanoparticles
formulated based on a Schiff base. International journal of nanomedicine.
2016;11:3875-90.

Kim S, Shi Y, Kim JY, Park K, Cheng J-X. Overcoming the barriers in micellar
drug delivery: loading efficiency, in vivo stability, and micelle—cell interaction.
Expert Opin Drug Deliv. 2010;7(1):49-62.

Fernandes JC, Qiu X, Winnik FM, Benderdour M, Zhang X, Dai K, ve ark.
Linear polyethylenimine produced by partial acid hydrolysis of poly (2-ethyl-
2-oxazoline) for DNA and siRNA delivery in vitro. Int J Nanomed.
2013;8:4091-102.

Mathkar S, Kumar S, Bystol A, Olawoore K, Min D, Markovich R, ve ark. The
use of differential scanning calorimetry for the purity verification of
pharmaceutical reference standards. J Pharm Biomed Anal. 2009;49(3):627-
31.

Doustgani A. Doxorubicin release from optimized electrospun polylactic acid
nanofibers. J Ind Text. 2017;47(1):71-88.

Vigevani A, Williamson MJ. Doxorubicin. In: Florey K, editor. Analytical
Profiles of Drug Substances. 9: Academic Press; 1981. p. 245-74.

Huang D, Zhou Y, Xiang Y, Shu M, Chen H, Yang B, ve ark.
Polyurethane/doxorubicin nanoparticles based on electrostatic interactions as
pH-sensitive drug delivery carriers. Polym Int. 2018;67(9):1186-93.



254,

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

170

Righetti PG, Menozzi M, Gianazza E, Valentini L. Protolytic equilibria of
doxorubicin as determined by isoelectric focusing and ‘electrophoretic titration
curves’. FEBS Lett. 1979;101(1):51-5.

Fiallo MML, Garnier-Suillerot A, Matzanke B, Kozlowski H. How Fe3+ binds
anthracycline antitumour compounds: The myth and the reality of a chemical
sphinx. J Inorg Biochem. 1999;75(2):105-15.

Lee SC, Chang Y, Yoon J-S, Kim C, Kwon IC, Kim Y-H, ve ark. Synthesis
and micellar characterization of amphiphilic diblock copolymers based on poly
(2-ethyl-2-oxazoline)  and  aliphatic ~ polyesters.  Macromolecules.
1999;32(6):1847-52.

Kim C, Lee SC, Kang SW, Kwon IC, Jeong SY. Phase-transition
characteristics of amphiphilic poly (2-ethyl-2-oxazoline)/poly (e-caprolactone)
block copolymers in aqueous solutions. J Polym Sci, Part B: Polym Phys.
2000;38(18):2400-8.

Heydenreich AV, Westmeier R, Pedersen N, Poulsen HS, Kristensen HG.
Preparation and purification of cationic solid lipid nanospheres—effects on
particle size, physical stability and cell toxicity. Int J Pharm. 2003;254(1):83-
1.

Cunningham AJ, Robinson M, Banquy X, Leblond J, Zhu X. Bile acid-based
drug delivery systems for enhanced doxorubicin encapsulation: Comparing
hydrophobic and ionic interactions in drug loading and release. Mol Pharm.
2018;15(3):1266-76.

Wang J, Xing X, Fang X, Zhou C, Huang F, Wu Z, ve ark. Cationic amphiphilic
drugs self-assemble to the core—shell interface of PEGylated phospholipid
micelles and stabilize micellar structure. Phil Trans R Soc A.
2013;371(2000):201203009.

Blanco E, Shen H, Ferrari M. Principles of nanoparticle design for overcoming
biological barriers to drug delivery. Nat Biotechnol. 2015;33(9):941-51.

Geng Y, Dalhaimer P, Cai S, Tsai R, Tewari M, Minko T, ve ark. Shape effects
of filaments versus spherical particles in flow and drug delivery. Nat
Nanotechnol. 2007;2(4):249-55.

Champion JA, Mitragotri S. Role of target geometry in phagocytosis. Proc Natl
Acad Sci USA. 2006;103(13):4930-4.

Wan X, Min Y, Bludau H, Keith A, Sheiko SS, Jordan R, ve ark. Drug
combination synergy in worm-like polymeric micelles improves treatment
outcome for small cell and non-small cell lung cancer. ACS Nano.
2018;12(3):2426-39.

Ng KE, Amin MCIM, Katas H, Amjad MW, Butt AM, Kesharwani P, ve ark.
pH-Responsive Triblock Copolymeric Micelles Decorated with a Cell-
Penetrating Peptide Provide Efficient Doxorubicin Delivery. Nanoscale Res
Lett. 2016;11(1):539.



266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

171

Nel AE, Midler L, Velegol D, Xia T, Hoek EMV, Somasundaran P, ve ark.
Understanding biophysicochemical interactions at the nano—bio interface. Nat
Mater. 2009;8:543-57.

Frohlich E. The role of surface charge in cellular uptake and cytotoxicity of
medical nanoparticles. Int J Nanomed. 2012;7:5577-91.

Xiao K, Li Y, Luo J, Lee JS, Xiao W, Gonik AM, ve ark. The effect of surface
charge on in vivo biodistribution of PEG-oligocholic acid based micellar
nanoparticles. Biomaterials. 2011;32(13):3435-46.

He C,Hu Y, Yin L, Tang C, Yin C. Effects of particle size and surface charge
on cellular uptake and biodistribution of polymeric nanoparticles.
Biomaterials. 2010;31(13):3657-66.

Curtis KA, Miller D, Millard P, Basu S, Horkay F, Chandran PL. Unusual salt
and pH induced changes in polyethylenimine solutions. PL0oS One.
2016;11(9):e0158147.

Jeong JH, Song SH, Lim DW, Lee H, Park TG. DNA transfection using linear
poly(ethylenimine) prepared by controlled acid hydrolysis of poly(2-ethyl-2-
oxazoline). J Control Release. 2001;73(2):391-9.

Fernandes JC, Qiu X, Winnik FM, Benderdour M, Zhang X, Dai K, ve ark.
Linear polyethylenimine produced by partial acid hydrolysis of poly(2-ethyl-
2-oxazoline) for DNA and siRNA delivery in vitro. International journal of
nanomedicine. 2013;8:4091-102.

Shah R, Kronekova Z, Zahoranova A, Roller L, Saha N, Saha P, ve ark. In vitro
study of partially hydrolyzed poly(2-ethyl-2-oxazolines) as materials for
biomedical applications. J Mater Sci Mater Med. 2015;26(4):157.



172

8. EKLER
EK-1: Turnitin Dijital Makbuz
turnitinkJ)
Digital Receipt
This receipt acknowledges that Tumnitin recelved your paper. Below you will find the receipt
information regarding your submission.

The first page of your submissions is displayed below.

Submissbon author:  Malle Ozt
Assignment tike:  HEDEFLENDIRILMIS ANT KANSER ...
Suterission tik:  HEDEFLENDIRILMIS ANT KANSER ...
Filla name:  TEZ--kapak_ve_ana_metindoc:
File aize:  25.58M
Page counl: 154
Word count: 31,647
Character count: 237 176
Submssion dale:  08-Feb-2018 07 15AM (UT C+0300)
Submission D0 1074831373

3




EK-2: Tez Calismasi Orijinallik Raporu

Lo N el 1]

Turnitin Originality
Report

Foooamed on: CO-Tas-2000 0735 +23
I0: 4 EELIT]

Word Cousiz JLI4T

Subrnitied: L

HEDEFLENDIRILMIS
LLI

POLIMERTK
NAROTASIYICILARIN
FORMULASYOMLART VE
KARAKTERIZASYONLARI By

< 1% match [Internit from 03-Now-2017)

Naile Oztirk
Smiarity by Sowos
Similarity [ndiex ; y —
Fublicstizen: b=
I% Shudert Fapam: E=e ]
OifReinandus, Mo, o AL 5]
mﬂﬂ-y&ﬂgmﬁ-!

< 1% mabch [student papers from 1E-Feb-2015)
Submitied to Dismilupinasr Wnlversity on 2015-02-13

« 1% match [publications)

ENHAN, Haban and AVHAN, Fatma. "Kantrolly B3 sakemi igin fatocapraz ball
rolifetilen gikol] hidrojeller, Tk Sivokimya Demefl, 2004,

T.C. HACETTERE UNIVERSITES! SAGLIK BILIMLER] ENSTITUSD
HEDEFLENDIRILMIS ANTINANSER DAL YURLD POLIMERIE
MAMOTASIYVICILARIN FORMULASYOMLARL WE KARAKTERIZASYOMNLART Brz.
Maile OZTURK Farmashti Teknoboji Frogram DOXTDRA TEZLD ANKARA 2019
1 1. GIRLS Kanser tim dinyada Snde gelen Gl0m seheplerinden Dirdir.,
Kanser tedavisinds kullamilan plntemier gened olarak cenahd middahale,
radyoterapl we kemoterapi olarak snMandmilabilie. By Of yhnbem kadar
geniy Sikbde olmasa da hormaonal tedaviler, kik hlcre neadi, iImmonoterapd
we hedefe sinelik tedaviler (RESOk molekiller v monoidonal antikorisr) die
kanser tedawisinde kullardmaktader [1, 2]. Kemoberapl ve radyoterapl e
amadanan, sa4kkll hiorelers ghre poik daha huizl bayOmeke nedeniyle
lackyra ve radyasyona Karp daha duyar clan timor hdorelerinin
Sbd0rilmesidin Etidll bir tedasd igin, tedavi ydnteminin kanser hdcrelerin
hedefeyip Sidirmesi ve mimkin oldufunc az saghkh hicreyl ctklemesi
gersomektedir (2. Kanser kemoferapisinde kullanlam konvansiyonel
iaclunn, salilikk dokulards toksicibe ghstermeler], d0gk stabiliteye sship
cimalan ve ilag dirend geligmes! gibl kullamimianns sinifayio azellidens
sahip olmalan yend tedawi yintemlerinin aragtnimasing gencidl kalmaktader,
Mannmetre boyuti ilag sy sktemier (ranotapyolar) kulardarak pasir
w aktif hedeflendirme yoluyla kemaberapdtik dagiann timds bilgesinde
birikmesi sadlanp, sabjlids dokulardakl miktan azathiabilin Deglar bu
sistembene ylklenerek degredasyondan konunabilic ve stabilibekeri

T Biry D _Raperi_BI7TENI I bimd

173



174

9. OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Naile Oztiirk

Yazisma Adresi: inonii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji

Anabilim Dal1 Malatya

e-mail: naileozturk@gmail.com, naile.ozturk@hacettepe.edu.tr,

naile.ozturk@inonu.edu.tr

Egitim:

Lisans: 2006-2011

Inonii Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Malatya

Doktora: 2013-...

Hacettepe Universitesi, Farmasétik Teknoloji Doktora Programi, Ankara

Akademik ve Mesleki Deneyim:

(2013-...)

Arastirma Gorevlisi (OYP)

Inonii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji A.D.

(2014-2018)

Arastirma Gorevlisi (OYP)

Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmasétik Teknoloji A.D.

Yayinlar

SCI ve SCI-E indekslerine giren makaleler

1. Unal, H, Oztirk, N, Bilensoy, E. Formulation development, stability and
anticancer efficacy of core-shell cyclodextrin nanocapsules for oral chemotherapy
with camptothecin. (2015) Beilstein Journal of Organic Chemistry, 11, pp. 204-
212.

2. Ozturk, N, Kaynak, M.S, Sahin, S. Comparison of dissolution profiles of
commercially available Lamivudine tablets. (2015) Dissolution Technologies, 22
(4), pp. 38-43.

3. Gulsun, T, Ozturk, N, Kaynak, M.S, Vural, |, Sahin, S. Preparation and evaluation
of furosemide containing orally disintegrating tablets by direct compression.
(2017) Pharmazie, 72 (7), pp. 389-394.

4. Ozturk, N, Kara, A, Vural, 1. Evaluation of antitumor activity of a non-steroidal
anti-inflammatory drug, ibuprofen, by a targeted nanoparticulate system. (2017)
Latin American Journal of Pharmacy, 36 (1), pp. 44-52.

5. Sekerdag, E, Liile, S, Bozdag Pehlivan, S, Oztiirk, N, Kara, A, Kaffashi, A, Vural,
I, Isikay, I, Yavuz, B, Oguz, K K, Séylemezoglu, F, Giirsoy-Ozdemir, Y, Mut, M.
A potential non-invasive glioblastoma treatment: Nose-to-brain delivery of
farnesylthiosalicylic acid incorporated hybrid nanoparticles. (2017) Journal of
Controlled Release, 261, pp. 187-198.

6. Timur, S.S, Sahin, A, Aytekin, E, Oztiirk, N, Polat, K.H, Tezel, N, Giirsoy, R.N,
Calis, S. Design and in vitro evaluation of tenofovir-loaded vaginal gels for the
prevention of HIV infections. (2018) Pharmaceutical Development and
Technology, 23 (3), pp. 301-310.

7. Kara, A, Ozturk, N, Esendagli, G, Ozkose, U.U, Gulyuz, S,Yilmaz, O, Telci, D,
Bozkir, A, Vural, I. Development of novel self-assembled polymeric micelles from
partially hydrolysed poly(2-ethyl-2-oxazoline)-co-PEI-b-PCL block copolymer as
non-viral vectors for plasmid DNA in vitro transfection. (2018) Artificial Cells,



175

Nanomedicine and Biotechnology,
https://doi.org/10.1080/21691401.2018.1491478.

Kitap Boliimii

1.

Kara, A, Ozturk, N, & Vural, 1. In Vitro CNS Models. (2017) In Nanotechnology
Methods for Neurological Diseases and Brain Tumors (pp. 151-185).

Bildiriler
Poster Bildirileri (Uluslararasi)

1.

10.

Genes M, Oztiirk N, Kaynak M.S, Sahin S. “Comparision of Dissolution Profiles
of Two Commercially Available Furosemide Tablets” MAGUM-DRD 2011,
International Symposium on Drug Research and Development “From Chemistry
to Medicine”, 27-29 May, 2011, Antalya-Turkey.

Oztiirk N, Kaynak M.S, Sener M, Erdemoglu M, Sahin S. “ Investigation Of
Dissolution Characteristics Of Amorphous Furosemide Prepared By Ball Milling
Technique’” International Multidiciplinary Symposium on Drug Research &
Development 28-30 November 2013, Kervansaray Hotel Lara, Antalya, Turkey
Oztiirk N, Kaynak M.S, Biiyktuncel S.E, Sahin S. “Development And Validation
Of A Rp-Hplc Method For Determination Of Lamivudine From Drug Dissolution
Studies’” International Multidiciplinary Symposium on Drug Research &
Development 28-30 November 2013, Kervansaray Hotel Lara, Antalya, Turkey
Ozturk N, Kara A, Vural 1. “Preparation And Cytotoxic Evaluation Of Antibody
Targeted lbuprofen Loaded-Plga Nanoparticles’’, 17th  International
Pharmaceutical Technology Symposium, 8-10 September 2014, Antalya, Turkey
Kara A, Anuta V, Barbuceanu S.F, Nitulescu G.M, Ozturk N, Pehlivan S, Sahin S,
Sarisozen C, Uivarosi V, Velescu B.S, Vural I. “Cytotoxicity Of Some New
Ruthenium (1I1) Complexes With Improved Solubility Conjugated With
Quinolone’’, 17th International Pharmaceutical Technology Symposium, 8-10
September 2014, Antalya, Turkey

Ozturk N, Kara A, Vural 1. “Investigate the Effect Of lbuprofen And Paclitaxel
Combination To Determine The Cytotoxicity In L929 Fibroblast Cells’’, 17th
International Pharmaceutical Technology Symposium, 8-10 September 2014,
Antalya, Turkey

Ozturk N, Gulsun Inal T, Sahin S, Vural 1. “Comparison Of Furosemide
Nanocrystals And Nanosuspensions In Terms Of Solubility And Permeability’’,
17th International Pharmaceutical Technology Symposium, 8-10 September 2014,
Antalya, Turkey

Ozturk N, Kara A, Vural I. “Ibuprofen Loaded Nanoparticles as an Anticancer
Agent: Cytotoxicity on MCF-7 Cell Line’” AAPS Annual Meeting and Exposition,
2-6 November 2014, San Diego, CA, USA

Ozturk N, Kara A, Vural 1. “ The combined treatment of nonsteroidal anti-
inflammatory drug ibuprofen and paclitaxel to suppress the viability of mcf-7
breast cancer cell line’’, AAPS Annual Meeting and Exposition, 2-6 November
2014, San Diego, CA, USA

Gulsun Inal T, Ozturk N, Pehlivan S, Sahin S, Vural 1. “ Effect of Milling Time on
the Formulation Parameters of Nanosuspensions’’, AAPS Annual Meeting and
Exposition, 2-6 November 2014, San Diego, CA, USA



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

176

Gulsun Inal T, Ozturk N, Kaynak M.S, Sahin S, Vural 1. “ Preparation and
Evaluation of Furosemide Containing Orally Disintegrating Tablets by Direct
Compression’’, AAPS Annual Meeting and Exposition, 2-6 November 2014, San
Diego, CA, USA

Ozturk N, Kara A, Gulsun Inal T, Pehlivan S, Vural I, Sahin S. “ Effect of
Precipitation Inhibitors on Supersaturation and Solubility of Furosemide’’, AAPS
Annual Meeting and Exposition, 2-6 November 2014, San Diego, CA, USA
Ozturk N, Gulsun Inal T, Kaynak M.S, Vural I, Sahin S. “ Development of Orally
Disintegrating Tablets Containing Olmesartan Medoxomil and Amlodipine
Besylate’’, AAPS Annual Meeting and Exposition, 2-6 November 2014, San
Diego, CA, USA

Ozturk N, Kara A, Vural 1. “In Vitro Characterization And Evaluation Of PLA
Nanoparticles Loaded With Telmisartan” GPSS 2015, Antalya, Turkey, 12-15
November 2015.

Kara A, Ozturk N, Vural 1. “Determination Of Cytotoxicity Of Dexamethasone
Sodium Phosphate On MCF-7 And L1929 Cell Lines” GPSS 2015, 12-15
November 2015, Antalya, Turkey.

Ozturk N, Kara A, Ozkose UU, Yilmaz O, Bozkir A, Vural 1. “Polymeric Micelles
Based On Poly (2-Ethyl-2-Oxazoline) As Drug Carriers” GPSS 2015, 12-15
November 2015, Antalya, Turkey.

Kara A, Ozturk N, Gulyuz S, Yilmaz O, Bozkir A, Vural 1. “The Effect Of
Preparation Method On Size Of Poly (2-Ethyl-2-Oxazoline)(Petox)-B-
Polycaprolactone (PCL) Polymeric Micelles” GPSS 2015, 12-15 November 2015,
Antalya, Turkey.

Sahin G, Ozturk N, Vural 1. “Development and Evaluation Of Orally
Disintegrating Tablets Of Fosinopril Sodium By Direct Compression Method”
GPSS 2015, 12-15 November 2015, Antalya, Turkey.

Ozturk N, Kara A, Vural . “Telmisartan loaded nanoparticles prepared by
emulsion solvent evaporation technique’’, 18th IPTS, 18-21 September 2016,
Antalya, Turkey.

Ozturk N, Kara A, Vural 1. “’Investigation of anti-tumor effect of telmisartan
loaded poly(d,I-lactide) nanoparticles on mcf-7 cells’’, 18th IPTS, 18-21
September 2016, Antalya, Turkey.

Kara A, Ozturk N, Vural 1. “’In vitro evaluation of dexamethasone sodium
phosphate (dex-np) loaded chitosan nanoparticles as an antitumor agent on mcf-7
cell line’’, 18th IPTS, 18-21 September 2016, Antalya, Turkey.

Kara A, Ozturk N, Gulyuz S, Ozkose U. U, Vural I, Yilmaz O, Bozkir A. “’Micellar
characteristics of poly-(2-ethyl-2-oxazoline)-co-poly(ethylenimine)-  block-
poly(e-caprolactone) (petox-co-pei-b-pcl) block copolymers of different
hydrolysis degrees of PEtOx’’, 18th IPTS, 18-21 September 2016, Antalya,
Turkey.

Sahin G, Ozturk N, Vural I. “’Dissolution profiles of fosinopril sodium
orodispersible tablets and orodispersible films’’, 18th IPTS, 18-21 September
2016, Antalya, Turkey.

Kara A, Ozturk N, Ozkose UU, Bolat ZB, Yilmaz O, Telci D, Bozkir A, Vural 1.
“Evaluation Of Morphological And Physical Characteristics Of Poly (2-Ethyl-2-
Oxazoline)-Co-Poly(Ethylenimine)-Block-Poly(€-Caprolactone)(Petox-Co-Pei-



25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

177

B-Pcl) Polymeric Micelle As A Gene Delivery Agent”, AAPS National
Biotechnology Conference, 1-3 May 2017, San Diego, USA.

Kara A, Ozturk N, Esendagli G, Bolat ZB, Gulyuz S, Telci D, Yilmaz O, Bozkir
A, Vural 1. “Novel Polymeric Micelles Based On Poly-(2-Ethyl-2-Oxazoline)-Co-
Poly(Ethylenimine)-Block-Poly(€-Caprolactone)  Petox-Co-Pei-B-Pcl  Block
Copolymer W.,th Various Hydrolysis Degree To Evaluate The Effect Of
Transfection Efficiency On Mcf-7 Cells”, AAPS National Biotechnology
Conference, 1-3 May 2017, San Diego, USA.

Kara A, Ozturk N, Vural 1. “Development And Characterization Of Novel Co-
Delivery System Based On Dexamethasone Sodium Phosphate (Dex-Np) Loaded
Chitosan With Plasmid DNA”, GPSS2017: 2nd Gazi Pharma Symposium Series,
11-13 October 2017, Ankara, Turkey.

Al-Heibshy FNS, Basaran E, Ozturk N, Demirel M, "Enhancement Of Solubility
Of Rosuvastatin Calciumby Complexation With Methyl-Betacyclodextrin®,
GPSS2017: 2nd Gazi Pharma Symposium Series, 11-13 October 2017, Ankara,
Turkey.

Al-Heibshy FNS, Basaran E, Ozturk N, Demirel M. "Inclusion Complexes Of
Rosuvastatin  Calcium  Withsulfobutylether-Beta-Cyclodextrin  (Captisol®)",
GPSS2017: 2nd Gazi Pharma Symposium Series, 11-13 October 2017, Ankara,
Turkey.

Ozturk N, Pezik E, Kara A, Vural 1. “Pullulan Based Orally Disintegrating Films
Of Telmisartan”, GPSS2017: 2nd Gazi Pharma Symposium Series, 11-13 October
2017, Ankara, Turkey.

Pezik E, Ozturk N, Vural 1. “Orally Disintegrating Tablets Of Telmisartan;
Formulation Development And Evaluation”, GPSS2017: 2nd Gazi Pharma
Symposium Series, 11-13 October 2017, Ankara, Turkey.

Sekerdag E, Liile S, Bozdag Pehlivan S, Oztiirk N, Kara A, Kaffashi A, Vural I,
Isikay I, Yavuz B, Oguz KK, Séylemezoglu F, Giirsoy-Ozdemir Y, Mut M. “The
Biodistribution Of Farnesylthiosalicylic Acid Incorporated Hybrid Nanoparticles
Following Intranasal Administration In Rats”, GPSS2017: 2nd Gazi Pharma
Symposium Series, 11-13 October 2017, Ankara, Turkey.

Ozturk N, Kara A, Ozkose U.U Gulyuz S,Yilmaz O, Bozkir A, Vural I.

“Preparation and Characterization of Docetaxel Loaded Polymeric Micelles” 19th
IPTS, 17-19 September 2018, Antalya, Turkey.

Ozturk N, Kara A, Ozkose U.U Gulyuz S ,Yilmaz O, Bozkir A, Vural I. “In Vitro
Evaluation of pH Sensitive Doxorubicin Loaded Micelles” 19th IPTS, 17-19
September 2018, Antalya, Turkey.

Ozturk N, Ugur A.B, Vural 1. Cetin M. “Investigation of Cytotoxic Effects of
Daidzein and Levetiracetam on RG2 Glioma Cell Line” 19th IPTS, 17-19
September 2018, Antalya, Turkey.

Kara A, Ozturk N, Esendagli G, Ozkose U.U, Gulyuz S, Bolat Z, Yilmaz O, Telci
D, Bozkir A, Vural 1. “Apoptic Gene Therapy by Novel Developed Partially
Hydrolysed PEtOx Based Micellar Nanocarriers on MCF-7 Breast Cancer Cells”
19th IPTS, 17-19 September 2018, Antalya, Turkey.

Kara A, Ozturk N, Gulyuz S, Ozkose U.U, , Bolat Z, Yilmaz O, Telci D, Bozkir
A, Vural 1. “Evaluation of Stealth Properties of PEtOx Based Micelle/Gene



178

Complexes by Stability Studies” 19th IPTS, 17-19 September 2018, Antalya,
Turkey.

37. Pezik E, Ozturk N, Celiker A, Sahin S, Vural I, “Effect of Lamotrigine on Viability

of MCF-7 and RG-2 Cells” 19th IPTS, 17-19 September 2018, Antalya, Turkey.

38. Tashan E, Karakucuk A, Ozturk N, Celebi N, “In Vitro Caco-2 Permeability

Studies of Ziprasidone Hydrochloride Monohydrate Nanosuspensions” 19th IPTS,
17-19 September 2018, Antalya, Turkey.

Sozlii Bildiriler (Uluslararasi)

1.

Oztirk N, Kaynak M.S, Sahin S. “Comparison Of Dissolution Profiles Of
Lamivudine Tablets Marketed In Turkey’’, International Multidiciplinary
Symposium on Drug Research & Development 28-30 November 2013,
Kervansaray Hotel Lara, Antalya, Turkey

Katildig: Bilimsel Toplantilar

1.

2.

o

~

MAGUM-DRD 2011, International Symposium on Drug Research and
Development “From Chemistry to Medicine”, 27-29 May, 2011, Antalya, Turkey.
International Multidiciplinary Symposium on Drug Research & Development, 28-
30 November 2013, Kervansaray Hotel Lara, Antalya, Turkey

17th International Pharmaceutical Technology Symposium, 8-10 September 2014,
Antalya, Turkey

AAPS Annual Meeting and Exposition, 2-6 November 2014, San Diego, CA, USA
GPSS 2015, 12-15 November 2015, Antalya, Turkey,

18th International Pharmaceutical Technology Symposium, 18-21 September
2016, Antalya, Turkey.

AAPS National Biotechnology Conference, 1-3 May 2017, San Diego, USA.
GPSS 2017: 2nd Gazi Pharma Symposium Series, 11-13 October 2017, Ankara,
Turkey.

19th International Pharmaceutical Technology Symposium, 17-19 September
2018, Antalya, Turkey.



