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OZET

Yerlikaya, F. Paklitaksel nanopartikiillerinin kalite tasarim ile gelistirilmesi ve
degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Teknoloji Programm Doktora Tezi, Ankara, 2013. Kalite Tasarimi, FDA tarafindan
baslatilan, bilgi ve bilimsel yaklasim esasl bir girisimdir. Bu tez ¢aligmasinin amaci
Y/S emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlagtirma yontemiyle hazirlanan paklitaksel
nanopartikiillerini kalite tasarimi yaklagimiyla gelistirmek ve karakterize etmektir.
Buna ek olarak; prosesteki degiskenlik kaynaklarini belirlemek ve kontrol etmek,
ayrica formiilasyon bilesenleri ve proses parametrelerinin nanopartikiillerin kritik
kalite ozellikleri iizerine etkisini anlamak da hedeflenmistir. Bunun i¢in oncelikle
cesitli formiilasyon ve proses parametrelerinin paklitaksel nanopartikiillerinin kritik
kalite ozellikleri (partikiil biiyiikliigli, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi)
tizerine etkilerinin degerlendirildigi bir risk degerlendirmesi calismasi yapilmistir.
Ishikawa diyagrami1 kullanilarak potansiyel risk faktorleri belirlendikten sonra
Plackett-Burman deney tasarimi kullanilarak 6nemsiz risk faktorleri elenmis ve son
olarak Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak paklitaksel nanopartikiilleri
optimize edilmistir. Optimize edilen paklitaksel nanopartikiil formiilasyonu daha
sonra FTIR, XRD, DSC, SEM, AFM ve gaz kromatografisi ile karakterize edilmistir.
Bu ¢aligmalar sonucunda paklitaksel ile PLGA arasinda herhangi bir gecimsizlik
olmadigi, paklitakselin nanopartikiillere tamamen enkapsiile oldugu ve
enkapsiilasyon sirasinda kristal halden amorf hale gectigi goriilmiistir. Gaz
kromatografisi ~ analizlerinde ise hazirlanan paklitaksel formiilasyonunda
diklorometan kalintis1 saptanmamistir. Yapilan in vitro sitotoksisite testi gelistirilen
paklitaksel nanopartikiillerinin serbest paklitaksele gore antitiimor aktivite yoniinden
daha etkin oldugunu gostermistir. Sonug olarak, bu tez calismasi1 formiilasyon ve
proses parametrelerinin kalite tasarimi yaklasimiyla anlasilmasinin kompleks ilag

tasiyici sistemlerinin optimizasyonundaki 6nemini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: paklitaksel, kalite tasarimi, deney tasarimi, Plackett-Burman,

Box-Behnken
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ABSTRACT

Yerlikaya, F. Development and evaluation of paclitaxel nanoparticles using
quality by design. Hacettepe University Institute of Health Sciences, Ph.D.
Thesis in Pharmaceutical Technology, Ankara, 2013. Quality by design is an FDA
initiative that is a science and knowledge-based approach to pharmaceutical
development. The aim of this study was to develop and characterize paclitaxel
nanoparticles prepared by o/w emulsification-solvent evaporation method and to
identify and control critical source of variability in the process, and understand the
impact of formulation components and process parameters on the critical quality
attributes using a quality by design approach. For this, a risk assessment study was
performed with various formulation and process parameters regarding their impacts
on critical quality attributes of paclitaxel nanoparticles which were determined as
particle size, zeta potential and encapsulation efficiency. The potential risk factors
were identified using an Ishikawa diagram and screened by Plackett-Burman design
and finally paclitaxel nanoparticles were optimized using Box-Behnken design. The
optimized nanoparticle formulation was further characterized by FTIR, XRD, DSC,
SEM, AFM and gas chromatography. These studies showed that there was no
incompatibility between paclitaxel and PLGA, paclitaxel completely encapsulated
into the nanoparticles and transformed from crystalline state to amorphous state
while encapsulating. In addition, no dichloromethane residue was detected in
paclitaxel nanoparticles. In vitro cytotoxicity test showed that the developed
paclitaxel nanoparticles were more efficient than free paclitaxel in terms of antitumor
activity. In conclusion, this study demonstrated that understanding the formulation
and the process parameters with the philosophy of quality by design is useful for the

optimization of complex drug delivery systems.

Keywords: paclitaxel, quality by design, design of experiments, Plackett-Burman,
Box-Behnken
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1. GIRIS

Kalite Tasarim1 (Quality by Design, QbD) bir {iriiniin tasarim asamasindan
ticarilestirildigi asamaya kadar, iirliniin tiim yasam donglsiinii kapsayacak sekilde
gelistirilmesini hedefleyen bir tasarim konseptidir ve Birlesik Devletler ila¢ ve Gida
Dairesi (United States Food and Drug Administration, FDA) tarafindan baslatilan bir
girigsimdir. QbD f{iriiniin ve prosesin iiriin gelistirme siireci igerisinde ve iirliniin biitiin
yasam dongiisii boyunca anlasilmasini vurgulayan yeni bir paradigmadir.
Literatiirdeki ¢aligmalardan da goriilecegi tizere QbD c¢alismalarinin temelini {iriiniin
ve prosesin bilimsel olarak anlasilmasi, dolayisiyla istatistiksel deney tasarimlari

(Design of Experiments, DoE) olusturmaktadir.

Konvansiyonel deney tasarimlarimin pek ¢ok dezavantaji vardir. Her bir
deneyde bir faktorii degistirip diger faktorleri sabit tutmak, 6zellikle degisken sayisi
fazla ise, ¢ok sayida deney yapilmasina neden olmaktadir. Ek olarak, konvansiyonel
tasarimlar ile faktorlerin etkilesim etkilerini incelemek miimkiin degildir. Istatistiksel
deney tasarimlar1 konvansiyonel yaklasima gore daha az deney sayisiyla daha dogru
sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. Ayrica, verilerin ekstrapolasyonu ve
grafiklenebilmesi sayesinde deney tasarimlar ile iiriin ve prosesin optimizasyonu
miimkiindiir. Literatiirde, deney sayisinin azaltilmasi ve daha kullanigh veri elde
edilmesini saglayabilecek ¢ok sayida deney tasarimi tanimlanmistir. Bir deney
tasariminda amag¢ eger ¢ok sayida degiskeni “etkili” ve “etkisiz” seklinde
siniflandirmak ise Plackett-Burman gibi birinci dereceden tasarimlar tercih edilebilir.
Ancak amag bir cevap degiskenini matematiksel olarak kestirimlemek (estimation)
veya bir prosesi optimize etmek ise Box-Behnken tasarimi gibi ikinci dereceden
modellerin tercih edilmesi gereklidir. Literatiir 6rneklerinde de gorildigi tizere
deney tasariminin olusturulmasinda ve analizinde uygun yazilimlarin kullanilmasi
calismadan elde edilecek verilerin niteligi yoniinden dnemlidir. Bu tez ¢aligmasinda
Minitab® 16 (Minitab Inc., ABD) yazilimi deney tasarimlarinin olusturulmasinda,

regresyon ve varyans analizlerinde ve grafiklerin olusturulmasinda kullanilmstir.

Farmaso6tik nanoteknoloji, kontrollii salim ve hedeflendirme gibi yenilikleri
sayesinde terapotik etkinligin arttirilmasi, yan etkilerin azaltilmasi ve ilag uygulama

sikliginin azaltilmasi gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir ve giinlimiizde modern



bilimin ilgi odaklarindan birisidir. Nanopartikiiller ilaclarin dokulardaki dagilimini
degistirebildiginden ilaclarin farmakokinetik 6zelliklerini iyilestirebilmekte ve yan
etkileri azaltabilmektedir. Buna ek olarak, nanopartikiiller, kiigiik partikiil
boyutlarinin bir fonksiyonu olarak tiimor dokularinin bir 6zelligi olan Artmis
Gegirgenlik ve Alikonma (Enhanced Permeation and Retention, EPR) etkisi
dolayisiyla bu dokularda toplanabilmekte ve pasif olarak
hedeflendirilebilmektedirler. Siralanan tiim bu 6zelliklerinden 6tiirii nanopartikiiller

antikanser ilaglarin tasinmasi i¢in uygun sistemler olarak goriilmektedir.

Paklitaksel kati1 tiimorlerin tedavisinde basarili bir antikanser ilagtir ve
metastatik over, meme ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde kullanimi
FDA tarafindan onaylanmistir. Bu calismada, sudaki diisik c¢oziiniirliigli ve
literatiirde cesitli ilag tasiyici sistemlerdeki fizikokimyasal o6zelliklerinin oldukga
detayli agiklanmis olmasi nedeniyle model etkin madde olarak paklitaksel

secilmistir.

Sunulan bu tez ¢alismasinin amaci paklitaksel yiikli poli(laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) nanopartikiilleri gelistirmek, gelistirilen paklitaksel nanopartikiillerinin
kritik kalite 6zellikleri olan partikiil biiyiikligl, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon
etkinligi izerine formiilasyon ve proses parametrelerinin etkisini Plackett-Burman ve
Box-Behnken istatistiksel deney tasarimlari kullanarak QbD konseptinde
degerlendirmek ve hazirlanan  nanopartikiillerin =~ fiziksel ve  kimyasal

karakterizasyonunu yapmaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kalite Tasarim

QbD bir iirliniin tasarim asamasindan ticarilestirildigi asamaya kadar, liriiniin
tiim yasam dongiisiinii kapsayacak sekilde gelistirilmesini hedefleyen bir tasarim
konseptidir ve FDA tarafindan baslatilan bir girisimdir (1). Beseri ilaglarmn
Ruhsatlandirilmalar1 i¢in  Teknik Gerekliliklerin  Uyumu {izerine Uluslararasi
Konferans (The International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, ICH), QbD’yi
asagidaki sekilde tanimlamaktadir (¢eviri) (2): “QbD onceden belirlenmis hedeflerle
baslayan ve iiriin ile prosesi ve proses kontroliinii anlamayr vurgulayan, giivenilir
bilime ve kalite risk yonetimine dayali sistematik bir farmasotik gelistirme

yvaklagimidir”

ICH’e gore (2) QbD konseptinde bir farmasotik gelistirme calismasinin

asagidaki bilesenleri icermesi gereklidir:

- Hedef iriin kalite profilinin belirlenmesi (Quality Target Product Profile,
QTPP): Hedef iriin kalite profili ilag driiniiniin giivenlik ve etkinlik
Ozelliklerini i¢ine alacak sekilde hedeflenen iiriin kalitesinin bir 6zetidir.

- Kiritik kalite 6zelliklerinin belirlenmesi (Critical Quality Attributes, CQAS):
Kritik kalite 6zellikleri bir ilag¢ iirliniiniin performansini belirlemek amaciyla
belirli sinirlar igerisinde olmasi gereken iriine iliskin fiziksel, kimyasal,
biyolojik ve mikrobiyolojik 6zelliklerdir. Kritik kalite 6zellikleri genellikle
hedef iiriin kalite profilinden tiiretilir.

- Hedef iirlin kalite profilini karsilayabilecek bir iiretim yoOnteminin ve
formiilasyonun belirlenmesi: On deneyler, arastirmacilarin bilgi birikimi ve
literatiirde yer alan bilgiler derlenerek hedeflenen {iriin 6zelliklerini tasiyacagi
Ongoriilen bir formiilasyon ve iiretim yontemi belirlenir.

- Kritik materyal 6zellikleri (Critical Material Attributes, CMAS) ile kritik
proses parametrelerinin (Critical Process Parameters, CPPs) belirlenmesi ve
kritik kalite 6zelliklerine risk yaklasimi ile baglanmasi: Bu basamakta, risk

degerlendirme yaklasimiyla kritik materyal o6zellikleri ve kritik proses



parametreleri belirlenir. Baslangi¢ asamasinda bu parametrelerin sayisi
oldukga yiiksek olabileceginden oOncelikle risk faktorlerinin belirlenmesi
caligmalar1 ve bu c¢alismalar1 takiben istatistiksel deney tasarimlar ile risk
faktorlerinin sayis1 basamakli olarak azaltilabilir. Daha diisiik sayidaki risk
faktorl ileri deney tasarimlar ile degerlendirilip formiilasyon ve prosesin
daha net bir sekilde anlasilmas1 saglanabilir.

- Tasarim araligmin kurulmasi (Design Space): Tasarim araligi {irliniin
performansin1 etkiledigi gosterilen degiskenlerin ve bu degiskenlerin
etkilesimlerinin ¢ok yonlii bir kombinasyonudur (3). Bu baglamda, tasarim
araliginin kritik materyal 6zellikleri ve kritik proses parametrelerinin kritik
kalite 6zellikleri ile iliskisi oldugu sdylenebilir.

- Materyallerden veya prosesten kaynaklanan degiskenligin  kontrol
edilebilmesi i¢in bir kontrol stratejisinin belirlenmesi: Bu asamada gelistirilen
formiilasyonun bitmis {riin Ozellikleri ve {iretim yontemindeki ara
basamaklar ile bu basamaklarda elde edilen yari {irlinlerin karakterizasyonu

yapilarak elde edilen sonuglarin kritik kalite 6zellikleri ile uyumu arastirilir.

QbD iiriiniin ve prosesin iiriin gelistirme siireci igerisinde ve triiniin biitiin
yasam dongiisii boyunca anlasilmasini vurgulayan yeni bir paradigmadir. FDA
tarafindan yayimlanan proses analitik teknoloji (Process Analytical Technology,

PAT) kilavuzunu (1) takiben bir ¢ok ¢alisma yayinlanmustir.

Shah ve dig., (4) kendiliginden emiilsifiye olan ilag tasiyici sistemleri (self-
nano-emulsified drug delivery systems, SNEDDSs) ultrasonik rezonator teknolojisi
kullanarak QbD yaklasimiyla Kkarakterize etmistir ve bu teknolojinin
nanoemiilsiyonlarin formiilasyon parametrelerinin fiziksel 6zellikleri iizerine etkisini
degerlendirmedeki Oonemini gostermistir. Benzer bir ¢alismada Zidan ve dig., (5)
siklosporin A igeren SNEDD sistemlerindeki degiskenligi QbD yontemiyle
aciklamistir ve nano-damlacik boyutlarinin bu sistemlerin degiskenligi {izerindeki
etkisini aciklamistir. Xie ve dig., (6) formiilasyon bilesenlerinin ve test
parametrelerinin  farmasotik  tozlarin  segregasyon sonuglarina etkisini  QbD
prensipleri ile degerlendirmistir ve toz karigimlarinin kritik fiziksel parametrelerinin

segregasyon egilimine etkisini goéstermistir. Verma ve dig., (7) bir nanosiispansiyon



iretim yontemini anlamak ve bir tasarim arali1 elde etmek amaciyla QbD konsepti
uygulamigtir. Wu ve dig., (8,9) toz karigtirma kinetiklerini, karistirma igleminin son
noktasinin tayini ve toz karigimlarinin tekdiizeligini incelemek igin QbD-PAT
yaklasimi uygulamistir ve kantitatif kemometrik yontemlerin karistirma islemi igin
gercek zamanli serbest birakmadaki etkisini gostermistir. Bir diger ¢calismada, Wu ve
Khan (10) bir farmasotik beraber ¢oktiirme islemini ger¢ek zamanli izlemek igin
QbD-PAT sistemini kullanmistir. Mockus ve dig., (11) liyofilize sodyum etakrinat
parenteral formiilasyonu gelistirmek ve formiilasyon ile proses parametrelerinin
etkilerini inceleyebilmek icin QbD prensiplerinden faydalanmigtir ve pH, etkin
madde konsantrasyonu ve tampon molaritesi ile bir tasarim araligi elde etmistir.
Aksu ve dig., (12,13) yapay zeka teknikleri kullanarak direkt basim ve yas
graniilasyon ile hazirlanan ramipril tabletlerin kritik kalite 6zelliklerini kontrol
etmistir. Xu ve dig., (14) dondurma-¢ézme yontemiyle hazirlanan siiperoksit
dismutaz igeren lipozomlarda D-optimal istatistik deney tasarimini kullanmis ve
formiilasyon bilesenlerinin matematiksel iliskisini ortaya koymustur. Bir baska
caligmada, Xu ve dig., (15) Plackett-Burman ve merkezi kompozit deney
tasarimlarini ardisik olarak kullanarak hidrofilik bir etkin madde iceren lipozom
formiilasyonlari tizerinde QbD prensiplerini uygulamistir. Awotwe-Otoo ve dig., (16)
kromatografik ~ yontemlerin  gelistirilmesi  amaciyla ~ QbD  yaklagimini
degerlendirmistir ve proteinlerin kromatografik analizlerinde QbD yaklagiminin etkin
olarak kullanilabilecegini gostermistir. Adam ve dig., (17) istatistiksel yontemlerin
ve kompleks bilgisayar sistemlerinin bir kombinasyonu olan Discrete Element
Method simiilasyonunu kullanarak bir karistirma islemi i¢in tasarim araligi elde

etmistir.

Literatiirdeki ¢aligmalardan da goriilecegi iizere QbD c¢alismalarinin temelini
iriinin ve prosesin bilimsel olarak anlagilmasi, dolayisiyla istatistiksel deney

tasarimlar1 olusturmaktadir.
2.2. Deney Tasarimi

Konvansiyonel deney tasarimlarinin pek c¢ok dezavantaji vardir. Her bir
deneyde bir faktorii degistirip diger faktorleri sabit tutmak, 6zellikle degisken sayisi

fazla ise, ¢ok sayida deney yapilmasina neden olmaktadir. Ek olarak, konvansiyonel



tasarimlar ile faktorlerin etkilesim etkilerini incelemek miimkiin degildir. Istatistiksel
deney tasarimlar1 konvansiyonel yaklasima gore daha az deney sayisiyla daha dogru
sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. Ayrica, verilerin ekstrapolasyonu ve
grafiklenebilmesi sayesinde deney tasarimi ile iiriin ve prosesin optimizasyonu

miimkiindiir (18).

Literatiirde, deney sayisinin azaltilmasi ve daha kullanigh veri elde edilmesini
saglayabilecek ¢ok sayida deney tasarimi tanimlanmistir. Bir deney tasariminda
amag¢ eger ¢ok sayida degiskeni “etkili” ve “etkisiz” seklinde smiflandirmak ise
Plackett-Burman gibi birinci dereceden tasarimlar tercih edilebilir. Ancak amag bir
cevap degiskenini matematiksel olarak kestirimlemek veya bir prosesi optimize

etmek ise Box-Behnken tasarimi gibi ikinci dereceden modellerin tercih edilmesi

gereklidir (19,20).
2.2.1. Plackett-Burman Deney Tasarimi

Plackett-Burman deney tasarimi  bagimsiz  degiskenlerin  anlamlilik
derecelerine gore elenmesini saglayan etkili ve sik kullanilan bir deney tasarimudir.
Bu tasarimda toplam deney sayisi dordiin kati olmakla birlikte ikinin kuvveti
olmayan bir sayidir (6r; 12, 20, 28, ...) ve incelenen maksimum faktor sayisi toplam
deney sayisindan bir azdir (11, 19, 27, ...) (Tablo 2.1). Sadece faktorlerin ana etkileri
degerlendirildiginde Plackett-Burman deney tasarimi son derece etkin bir
yaklagimdir. Ancak ana etkenler ile iki faktor etkilesmelerinin etkisi {iist tiste
gectiginden (counfound) iki faktor etkilesmelerinin ihmal edilmesi gerekmektedir.
Dolayistyla bu tasarim genellikle faktorlerin etkili/etkisiz seklinde siniflandirildig
baslangi¢ asamalarindaki calismalarda tercih edilmektedir. Bu ¢alismay1 takiben
belirlenen kritik faktorler daha ileri deney tasarimlarina dahil edilir. Plackett-Burman
tasarimi1 “doygun” bir tasarim olarak nitelendirilir ¢iinkii tiim serbestlik dereceleri

ana etkiler tarafindan kullanilmaktadir (20).



Tablo 2.1. 11 faktorlii ve 12 deneyli bir Plackett-Burman tasarim matrisi. Pozitif
degerler faktorlerin yiiksek diizeyini, negatif degerler ise faktorlerin disiik

diizeylerini gostermektedir.

Deney  Faktorler

X1 X2 X3 Xs X5 Xe X7 Xg Xo  Xipo X11

1 + - + - - - + + + - +
2 + + - + - - - + + + -
3 - + + - + - - - + + +
4 + - + + - + - - - + +
5 + + - + + - + - - - +
6 + + + - + + - + - - -
7 - + + + - + + - + - -
8 - - + + + - + + - + -
9 - - - + + + - + + - +
10 + - - - + + + - + + -
11 - + - - - + + + - + +

[EEN
N

1

1

1

1

1

1

1

!

!

1

1

Iki diizeyli tam faktoriyel tasarimlarda c¢ok sayida faktdr séz konusu
oldugunda deney sayisi son derece fazladir (2% k faktor sayisidir). Dolayisiyla, k
sayida faktoriin k + 1 sayida deney ile incelenebildigi Plackett-Burman gibi iki
diizeyli fraksiyonel faktoriyel tasarimlar kullanigsh olabilmektedir. Bu sekilde

harcanan zaman ve deney materyallerinde anlamli azalmalar s6zkonusu olur.

Plackett-Burman deney tasarimi Hadamard matrisleri baz alinarak

diizenlenmistir ve veriler birinci dereceden polinomiyal model ile agiklanir (Formdil

2.1) (18):
Y =B+ 2XBi X (2.1)
Model agik ifadesi asagidaki sekildedir (Formiil 2.2):

Y=PBo+ L1 X) + BrXy + B3 X5+ ...+ B, (2.2)



Burada, Y cevap degiskenini, X;-X; faktorleri, Sy sabiti ve p1-f; faktorlerin
katsayilarin1 gostermektedir (21).

Iki diizeyli deney tasarimlarinda bagimsiz degiskenlerin diizeylerini
belirlemek ¢ok onemli bir noktadir. Eger diisiik ve yliksek diizey arasindaki aralik
cok dar ise aslinda anlamli bir faktor anlamsiz olarak degerlendirilebilir veya tam
tersi bir durumda, iki diizey arasindaki aralik ¢ok genis ise normal sartlar altinda
anlamsiz bir faktor anlaml olarak degerlendirilebilir ve diger faktorlerin etkilerini

maskeleyebilir (22).

Literatiirde Plackett-Burman deney tasariminin kullanildigi ¢ok sayida

calisma bulunmaktadir:

Khan ve dig., (21) yedi faktorlii, on iki deneyli bir Plackett-Burman tasarimi
kullanarak ¢esitli yardimci maddeler ve proses parametrelerinin ana etkilerini
incelemisler ve X-Stat® yazilimint kullanmiglardir. Bu amagla cevap degiskeni
olarak kiimilatif ila¢ salimi belirlenmis ve gecikme siiresi ile ilacin toplam
%50’sinin salindig1 zaman kisitlayicilar olarak degerlendirilmistir. Yapilan kantitatif
analizde en anlamli faktorler belirlenmis ve varyans analizi ile bu faktorlerin

anlamlilig: test edilmistir.

Rahman ve dig., (23) yaptig1 bir diger calismada Y/S emiilsiyon olusturma-
¢Oziicii buharlagtirma yoOntemiyle hazirlanan siklosporin A igeren PLGA

nanopartikiilleri Plackett-Burman deney tasarimi ile incelenmistir.

Jin ve dig., (24) paroksetin HCI’nin matris tabletlerden salimi iizerine
formiilasyon bilesenlerinin etkisini yedi faktorlii, on iki deneyli bir Plackett-Burman
tasarmmu yardimiyla Design-Expert® yazilmim (Stat-Ease Inc., ABD) kullanarak
calismislardir. Calisilan bagimsiz degiskenlerle her bir bagimli degisken arasindaki
matematiksel iliskinin anlagilmasi i¢in polinomiyal denklemler kurulmustur. Varyans
analizi sonucunda faktorlerin cevap degiskenleri {izerinde anlamli etkilerinin oldugu

gorilmiistiir.

Literatiir 6rneklerinde de goriildiigii iizere deney tasariminin olusturulmasinda

ve analizinde uygun yazilimlarin kullanilmasi ¢aligmadan elde edilecek verilerin



niteligi yoniinden ¢ok onemlidir. Bu tez ¢alismasinda Minitab® 16 (Minitab Inc.,
ABD) yazilimi deney tasarimlarinin olusturulmasinda, regresyon ve varyans

analizlerinde ve grafiklerin olusturulmasinda kullanilmistir.
2.2.2. Box-Behnken Deney Tasarimi

Box-Behnken deney tasarimi bir yiizey cevap metodolojisidir ve cevap
degiskenlerinin optimize edilmesi amaciyla az sayida faktor s6z konusu oldugunda
tercih edilmektedir (19). Bu tasarim ikinci dereceden bir model olup deney
kombinasyonlar1 kiibik modelin kenarlar1 ve kenarlarin orta noktalarindan

olusmaktadir (Tablo 2.2) (25).

Tablo 2.2. Ug diizeyli ve ii¢ faktorlii bir Box-Behnken tasarim matrisi. Pozitif
degerler faktorlerin yiiksek diizeylerini, negatif degerler faktorlerin diisiik diizeyini,

sifir degeri ise faktorler i¢in orta diizeyi ifade etmektedir.

Deney Faktorler
X1 X2 X3

1 - - 0
2 + - 0
3 - + 0
4 + + 0
5 - 0 -
6 + 0 -
7 - 0 +
8 + 0 +
9 0 - -
10 0 + -
11 0 - +
12 0 + +
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
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Bu tasarimda tiim faktorler {i¢ diizey almaktadir. Her bir deneyde iki faktor ug
deger alirken (dislik veya yiiksek) bir faktor her zaman orta diizey almaktadir.
Boylece bu tasarim ii¢ diizeyli bir tam faktoriyel tasarimin alt kiimesi olmaktadir
(26). Faktor kombinasyonlarinda ayni anda tiim faktorler u¢ degerler almadig i¢in
deneylerin fiziksel olarak yapilmasi acisindan Box-Behnken deney tasarimi

literatlirde tanimlanmis diger tasarimlara gore avantajlidir.

Box-Behnken deney tasariminda deney sayisi (N) asagidaki sekilde
hesaplanir (Formiil 2.3) (27):

N = 2k(k-1)+C, (2.3)

Burada k faktor sayisini ve Cp merkez nokta sayisini gostermektedir. Boylece,
tic faktorlii ve lic merkez noktali bir deney tasariminda on bes deney sayisi s6z
konusu olmaktadir. Faktor sayisinin artmasi ile deney sayist da artmaktadir.
Literatirde Box-Behnken deney tasarimimnin kullanildigt ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir (4,16,25,28).

2.3.  Nanopartikiiler ila¢ Tastyic1 Sistemler

Farmaso6tik nanoteknoloji, kontrollii salim ve hedeflendirme gibi yenilikleri
sayesinde terapotik etkinligin arttirilmasi, yan etkilerin azaltilmasi ve ilag uygulama
sikliginin azaltilmasi gibi onemli avantajlar sunmaktadir ve gilinlimiizde modern

bilimin ilgi odaklarindan birisidir (21).

Nanopartikiiller ilaglarin dokulardaki dagilimini degistirebildiginden ilaglarin
farmakokinetik 6zelliklerini iyilestirebilmekte ve yan etkileri azaltabilmektedir. Buna
ek olarak, nanopartikiiller, kiiciik partikiil boyutlarinin bir fonksiyonu olarak timor
dokularinin bir 6zelligi olan EPR etkisi ile timor dokusunda toplanabilmekte ve bu
ozelliklerinden dolay1 pasif olarak hedeflendirilebilmektedirler. Siralanan tiim bu
ozelliklerinden otiirli nanopartikiiller antikanser ilaglarin tasinmasi i¢in uygun

sistemler olarak goriilmektedir (29).

Literatiirde nanopartikiil hazirlanmasi i¢in bir ¢ok yontem tanimlanmis olup,

bu yontemler arasinda en ¢ok tercih edilenlerden birisi de Y/S emiilsiyon olusturma-
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¢Oziicli buharlagtirma yoOntemidir. Bu yontemin siklikla tercih edilme nedenleri
arasinda uygulama kolaylig1 ve ¢ogu antikanser ilacin hidrofobik olmasi dolayisiyla
sadece su ile karismayan organik coziiciilerde coziinmesi gosterilmektedir. Bu
yontemde ilag ve polimer organik ¢6ziicii i¢erisinde ¢oziindiiriiliir ve elde edilen yag
faz1 bir siirfaktan iceren su fazi ile emiilsifiye edilir. Literatiirdeki bircok c¢alismada
organik ¢oOziicii olarak genellikle diklorometan ve siirfaktan olarak ise polivinil alkol
(PVA) tercih edilmektedir. Diklorometanin tercih edilme nedeni dis faza yavas
difiize olmasi nedeniyle polimerlerin hizli bir sekilde c¢cokmesini saglamasi ve
dolayistyla yiiksek enkapsiilasyon etkinligi degerlerine ulagilmasini saglamasidir.
Bununla beraber aseton ve etil asetat gibi su ile karisabilen yada yari-karisabilen
coziicliler emiilsifikasyon islemi esnasinda su fazina hizla difiize olurlar ve bu
sekilde daha kiiciik damlacik boyutlar1 elde edildiginden nanopartikiillerin de daha

kiiciik olmas1 miimkiindiir (30).

PLGA hem hidrofilik hem de hidrofobik etkin maddelerin tasinmasi igin
uygun bir polimerdir. PLGA, FDA tarafindan insanlarda kullanim igin onaylanmistir
ve Lupron Depot® (TAP, ABD), Nutropin Depot® (Genentech, ABD), Suprecur® MP
(Aventis, Fransa), Sandostatin LAR® Depot (Novartis, isvicre) gibi bazi PLGA bazl
formiilasyonlar giiniimiizde global olarak Kklinikte kullanilmaktadir (31). Etkin
maddelerin PLGA bazli ilag tasiyic1 sistemlerden salimi temel olarak polimerin
hidrolitik pargalanmasina baghidir ve kopolimer orani, polimer terminal grubu,
polimer molekiil agirligr gibi yapisal 6zellikleri degistirilerek salim hizi ayarlanabilir.
PLGA’nin parcalanma triinleri toksik degildir, dolayisityla PLGA biyoparcalanabilir
ve biyouyumlu bir polimerdir (32). PVA ise vinil asetat ve vinil alkoliin bir
kopolimeridir ve PLGA’nin ylizeyi ile etkilesme 6zelliginden Gtiirii tasiyici sistem
olarak PLGA’nin tercih edildigi nanopartikiil formiilasyonlarinda siklikla
kullanilmaktadir (30).

2.4. Paklitaksel

Paklitaksel kat1 timorlerin tedavisinde basarili bir antikanser ilagtir ve
metastatik over, meme ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde kullanimi
FDA tarafindan onaylanmistir. Paklitaksel bir diterpenoit psodoalkaloittir ve Taxus

brevifolia bitkisinin kabuklarindan izole edilmistir. Paklitakselin molekiiler formiili
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C47H5:NO14 seklindedir (33) (Sekil 2.1). Paklitakselin sudaki ¢oziintirligi ¢ok
distiktir (logP = 3,96) ve intestinal permeabilitesi de diisiik oldugundan
biyofarmasétik siniflandirma sistemine gére Sinif 4 ilag olarak kabul edilmektedir.
Yiksek molekiil agirligina sahip paklitaksel (853,9 Da), aymi zamanda bir P-
glikoprotein substratidir (34) ve metabolize edici enzimlere yiiksek afinite gosterir.
Sonug¢ olarak, paklitaksel oral olarak uygulandiginda %10’dan daha diisiik bir

biyoyararlanim gostermektedir (35).

Sekil 2.1. Paklitakselin kimyasal yapis1 (36).

2.4.1. Onaylanmis ve Arastirma Asamasindaki Uriinler

Taxol®

Taxol® Bristol-Myers Squibb (New York, ABD) firmasi tarafindan
gelistirilen bir ilag {riiniidiir. Paklitaksel, sudaki zayif ¢oziiniirliiglindan dolay1
¢oziiniirliigiini arttirmak ve parenteral uygulamay1 miimkiin kilmak i¢in Cremophor®
EL (polioksietilen kastor yagi) ve etanol karisimi (1:1) igerisindeki 6 mg/ml
konsantrasyondaki ¢ozeltisi ile formiile edilmistir. Bununla beraber, Cremophor® EL
hipersensitivite, nefrotoksisite ve norotoksisite gibi ciddi yan etkiler olusturabilmekte
ve endotelyal fonksiyonlarda neden oldugu degisikliklerden dolay1 vazodilatasyon,

nefes almada zorluk, letarji ve hipotansiyon riski yaratmaktadir (37). Ayrica,
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Cremophor® EL ile intravendz uygulama kitlerinde siklikla kullanilan polivinil

kloriir (PVC) arasinda kimyasal ge¢imsizlik oldugu da literatiirde bildirilmistir (38).
Abraxane®

Abraxane® Abraxis BioSciences (Los Angeles, ABD) tarafindan gelistirilmis
bir nanopartikiil formiilasyonudur ve bu formiilasyonda paklitaksel albumine
baglanarak tasiyici sistem elde edilmistir. Bu sistem 2005 yilinda FDA tarafindan

tekrarlayan metastatik meme kanseri tedavisi igin onaylanmustir (39).
Nanoxel™

Nanoxel™ (Dabur Pharma, Ghaziabad, Hindistan) heniiz arastirma
asamasinda olan ve Faz Il klinik ¢aligmalar1 devam eden bir ilag tasiyict sistemdir.
pH duyarl tiimor hedeflendirme mekanizmasi ile tasarlanan bu sistemin paklitakselin

etkinligini ve giivenligini arttirdigi iddia edilmektedir (40).
Nanotax®

Nanotax® (CritiTech, Inc., Lawrence, ABD) paklitakselin su igerisindeki bir
nanokristal siispansiyonudur ve over ile pankreatik tiimorlerin tedavisi igin
tasarlanmistir. Formiilasyonun Faz | klink calismalar1 2008 yilinda baglamistir ve

halen devam etmektedir (40).

Klinik c¢aligmalar1 devam eden lipozomal paklitaksel sistemleri de
bulunmaktadir (Faz IV, Shveong Luye Pharmaceutical Co., Ltd., Cin; Faz I, Insys
Therapeutics Inc., ABD) (40).

2.4.2. Paklitaksel ile Yapilan fla¢ Tasiyic1 Sistem Cahismalari
Literatiirde paklitaksel ve PLGA kullanilarak yapilan bir ¢ok ¢aligsma vardir.

Danhier ve dig., (41) PLGA-polietilen glikol bazli nanopartikiiler gelistirmis
ve Taxol” ile kiyaslandiginda daha diisiik 1Cso degerlerini hem in vitro hem de in
vivo olarak elde etmislerdir. EK olarak, Danhier ve dig., (42) yaymladig1 baska bir

caligmada ilk caligmada gelistirilen formiilasyonlarin tiimore spesifik olmasi
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saglanmistir. Heslinga ve dig., (43) kiiresel olmayan paklitaksel yiikli PLGA
nanopartikiilleri gelistirmis ve bu sekliyle biyolojik membranlardan gegisi
iyilestirdiklerini iddia etmislerdir. Jin ve dig., (44) hipoksik insan tiimor hiicreleri
tizerinde paklitaksel yiiklii PLGA nanopartikiillerinin sitotoksik etkilerini incelemis
ve ilag tagyici sistemin serbest paklitaksele oranla daha etkin oldugunu gostermistir.
Bharwaj ve dig., (34) paklitaksel yikli PLGA nanopartikillerini katyonik bir
stirfaktan ile stabilize edip si¢anlardaki oral kullanim giivenligini incelemistir ve
paklitakselin oral olarak kullaniminin miimkiin oldugunu iddia etmistir. Ong ve dig.,
(45) mikroporéz matrisli PLGA kopiik formiilasyonlar1 gelistirmis ve ¢ok formlu
glioblastomanin ~ operasyon  sonrast  kemoterapisinde  paklitakselin ~ bu
formiilasyonlardan uzatilmig salimint in vitro ve in vivo olarak aragtirmig ve implant
sistemleri ile kopiik formiilasyonlarinin birlikte kullaniminin etkin oldugunu
gostermistir.  Shavi ve dig., (46) paklitaksel yiikli PLGA nanopartikiil
formiilasyonlarin1 emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlagtirma yontemiyle hazirlamis
ve gelistirilen formiilasyonlarin in vivo farmakokinetik parametrelerini
konvansiyonel ¢ozelti formiilasyonu ile karsilastirmis ve  nanopartikiil
formiilasyonunun egri altinda kalan alan degerinin ¢6zelti formiilasyonuna oranla
daha yiiksek oldugunu gostermistir. Reul ve dig., (47) ¢oziicii degistirme yontemi ile
lipofilik ve amfifilik dendritik polimerler kullanarak paklitaksel formiilasyonlar
gelistirmis ve partikiil boyutlar1 goreceli olarak kiigiik nanopartikiiller elde
etmislerdir. Kollipara ve dig., (35) istatistiksel deney tasartmi kullanarak Kkritik
formiilasyon ve proses parametrelerinin paklitaksel nanopartikiilleri {izerine etkisini
incelemis ve oral kullanimda etkinligini gostermistir. Chakravarthi ve dig., (48)
intratimdr ve intravendz yollarla uygulanan paklitaksel nanopartikiilleri ve
mikropartikiilleri gelistirmis ve mukozaya adhezyon yetenekleri dolayisiyla

mikropartikiil formiilasyonlarin1 daha etkin olarak degerlendirmislerdir.

Sunulan bu tez caligmasinda QbD yaklagimiyla paklitaksel nanopartikiilleri
gelistirilmis ve formiilasyon ile proses parametrelerinin gelistirilen nanopartikiillerin
kritik kalite ozellikleri ilizerine etkileri risk degerlendirmesi ve istatistiksel deney

tasarimlar1 kullanilarak aragtirilmistir.



15

3. GEREC VE YONTEM
3.1.  Kullanilan Maddeler ve Ekipman

Tez galismasi kapsaminda kullanilan tiim maddeler Tablo 3.1°de, ekipman ise

Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan maddeler.

Madde Marka

Paklitaksel Sigma-Aldrich Co., ABD
Poli(laktik-ko-glikolik  asit) (PLGA) (laktik  Sigma-Aldrich Co., ABD
asit:glikolik asit oranit 50:50, asit ve ester terminal

gruplari, 7-17 kDa ve 24-38 kDa molekiil agirliklart)

Diklorometan

Polivinil alkol (PVA)

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Polisorbat 80

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Dimetilformamid (DMF)
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromid (MTT)

Metanol

Formik asit

Fosfat tampon tuzu (PBS) tabletleri

Fetal bovin serumu (FBS)
Penisilin-Streptomisin

L-Glutamin

Dulbecco’s modifiye Eagle’s ortami1 (DMEM)

Sigma-Aldrich Co., ABD
Sigma-Aldrich Co., ABD
Sigma-Aldrich Co., ABD
Sigma-Aldrich Co., ABD
Sigma-Aldrich Co., ABD
Sigma-Aldrich Co., ABD
Sigma-Aldrich Co., ABD

Sigma-Aldrich Co., ABD
Sigma-Aldrich Co., ABD
Sigma-Aldrich Co., ABD
BioChrom AG, Almanya
BioChrom AG, Almanya
BioChrom AG, Almanya
BioChrom AG, Almanya

Kullanilan tiim kimyasallar ekstra saf veya kromatografi kalitesindedir.
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Ekipman Marka Kurum*
Manyetik karistirict Variomag, Almanya
Homojenizator IKA Ultra Turrax,

Almanya
Evaporator IKA Rotary Evaporator,

Almanya
Santrifiij Hermle Z 383 K, Almanya
Liyofilizator Heto PowerDry PL3000,

Danimarka

Istatistik yazilimi

Ultra ytiksek basingli sivi
kromatografisi-kiitle
spektrometresi (UPLC-MS)

Fourier doniisiimlii kizilotesi
(FTIR) spektrometresi

X-Isim1 Difraktometresi

Termogravimetre (TGA)

Diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC)

Taramali elektron mikroskobu

(SEM)

Atomik kuvvet mikroskobu
(AFM)

Partikiil biiyiikliigli dagilimi ve
zeta potansiyeli 6l¢lim cihazi

Yatay calkalayicili su banyosu

Gaz kromatografisi

Minitab® 16, ABD
Waters Acquity, ABD

Shimazdu IRPrestige-21,
Japonya
Miniflex System, Japonya

Perkin-Elmer Pyris 1,
ABD

TA Instruments Tzero™
Q200, ABD

FEI, ABD
Veeco MultiMode V, ABD

Malvern Instruments
Zetasizer Nano ZS,
Ingiltere

Memmert, Almanya

Agilent 7697A Headspace,
ABD

Drogsan ilaglar1 San.
ve Tic. A.S., Ankara

Drogsan ilaglar1 San.
ve Tic. A.S., Ankara
ODTU Fen Fakiiltesi
Fizik Bolimi,
Ankara

Hacettepe
Universitesi Fen
Fakiiltesi Kimya
Boliimii, Ankara

Drogsan Ilaglar1 San.
ve Tic. A.S., Ankara
ODTU Merkez
Laboratuvari, Ankara

ODTU Merkez
Laboratuvari, Ankara

Drogsan Ilaglar1 San.
ve Tic. A.S., Ankara

*Kurumu belirtilmemis ekipman Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji

Anabilim Dali’nda bulunmaktadir.
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3.2.  Paklitaksel Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Nanopartikiiller Y/S emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemiyle
hazirlanmistir (49). Paklitaksel ve PLGA 5 ml diklorometanda ¢6ziindiiriilmiis ve
elde edilen yag fazi siirfaktan iceren 40 ml hacimdeki su fazi {izerine dokiilmiis ve
hemen homojenize edilmistir. Homojenizasyondan sonra diklorometan vakum
altinda ugurulmustur. Nanopartikiilleri iceren silispansiyon oda sicakliginda, 13500
devir/dk hizda, 30 dk boyunca santrifiij edilmis (Z 383 K, Hermle, Almanya) ve
siipernatan fazi ayrilmistir. Yiiklenmemis paklitaksel ve siirfaktan kalintilarim
uzaklastirmak i¢in elde edilen pellet deiyonize su ile iki defa yikanmistir. Santrifiij
ile toplanan nanopartikiiller 1 ml deiyonize suda disperse edilip, 24 saat boyunca, -60
°C sicaklikta, 0,04 hPa basing altinda liyofilize edilmistir (Heto PowerDry PL3000,
Danimarka). Liyofilize nanopartikiiller daha sonra kullanilmak amaciyla desikator

igerisinde, 4 °C sicaklikta saklanmistir (Sekil 3.1).

1—77
Paklitaksel + PLGA _=| Yag Fazi
. Deiyonize Su ) =
Surfaktan _=| SuFazi

S
| ;o\ Cozicu

Yag Fazi Homojenizasyon ’,f'/ \. Buharlastirma ;

Su Fazi Emidilsiyon Silspansiyon

=
Santrifiii Li Fili | gl
antrifiij % lyotifizasyon / \ NANOPARTIKULLER

Sekil 3.1. Paklitaksel nanopartikiillerinin tiretim akis semasi.
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3.3.  Risk Faktorlerinin Belirlenmesi: Ishikawa Diyagram

Paklitaksel nanopartikiillerinin kritik kalite ozelliklerini etkileyebilecek
formiilasyon ve proses parametrelerini belirlemek ve faktorlerin potansiyel etkilerini
degerlendirmek amaciyla Ishikawa diyagrami olusturulmustur (50). Bilimsel bilgi
birikimine dayanarak ortalama partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon
etkinligi parametrelerinin paklitaksel nanopartikiillerinin terapdtik —etkinligini
etkileyecegi diistintildiiglinden bu parametreler kritik kalite 6zellikleri olarak kabul
edilmistir. Olusturulan Ishikawa diyagrami tizerinde yapilan risk degerlendirilmesi

sonucunda belirlenen parametreler ileri ¢calismalara dahil edilmistir.
3.4.  Risk Analizi: Plackett-Burman Deney Tasarim

Paklitaksel nanopartikiillerinin kritik kalite 6zelliklerini etkileyebilecegi
ongoriilen formiilasyon ve proses parametrelerinin anlamliliginin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi igin Plackett-Burman deney tasarimi uygulanmistir (23). Oniki
deney ile sekiz faktor incelenmistir. Faktorlerin diizeyleri 6n deneylerin sonuclar1 ve
literatiir Dbilgisi esas alinarak belirlenmistir. Formiilasyonlarin hazirlanmasi
asamasinda meydana gelen bazi teknik problemlerden dolay: (asir1 kopiirme, diisiik
verim vb.) organik ¢6ziicii tipi ve yag-su fazi hacimleri oran1 gibi bazi potansiyel risk
faktorleri deney tasarimina dahil edilmemistir. Segilen faktorler ve diizeyleri Tablo

3.3’te gosterilmisgtir.



Tablo 3.3. Plackett-Burman deney tasariminda kullanilan faktorler ve diizeyleri.
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Faktor Diizey

Diistik Yiiksek
Xi: Paklitaksel miktar1 (mgQ) 1 2
Xz: PLGA miktar1 (mg) 20 40
X3: PLGA molekiil agirhigr (kDa) 7-17 24-38
X4: PLGA terminal grubu Asit Ester
Xs: Stirfaktan tipi SDS PVA
X Stirfaktan konsantrasyonu (%) 1 3
X7: Homojenizasyon hizi (devir/dk) 11000 16000
Xg: Homojenizasyon siiresi (dk) 1 3

Deney matrisinin olusturulmasi, randomizasyonu ve istatistiksel analizler igin

Minitab® 16 (Minitab Inc., ABD) yazilimi kullanilmistir (Tablo 3.4). Birinci

dereceden polinomiyal modelin olusturulmast icin ¢oklu dogrusal regresyon

analizleri ve varyans analizi uygulanmistir (Formiil 3.1):

faktorlerin katsayilarim1 gostermektedir.

Y=PBo+ [1X) + Xy + B3 X5+ ...+ B Xg

3.1)

Bu esitlikte Y cevap degiskenini, X;-Xg faktorleri, fp sabiti ve pi-fs ise



Tablo 3.4. Plackett-Burman tasarimi deney matrisi.

20

Formiilasyon X1 X X3 X4 Xs Xs X7 Xg
kodu (mg) (mg) (kDa) (%)  (devir/dk) (dk)
PBDO1 2 20 24-38  Ester SDS 1 16000 3
PBDO02 2 40 7-17 Asit SDS 1 11000 3
PBDO03 1 40 24-38  Ester PVA 1 11000 1
PBD04 2 20 24-38  Asit SDS 3 11000 1
PBDO05 2 40 7-17 Asit PVA 1 16000 1
PBD06 2 40 24-38  Ester PVA 3 11000 3
PBDO07 1 40 24-38  Asit SDS 3 16000 1
PBDO08 1 20 24-38  Asit PVA 1 16000 3
PBD09 1 20 7-17 Asit PVA 3 11000 3
PBD10 2 20 7-17 Ester PVA 3 16000 1
PBD11 1 40 7-17 Ester SDS 3 16000 3
PBD12 1 20 7-17 Ester SDS 1 11000 1

Biitiin formiilasyonlar iicer defa hazirlanmistir. Cevap degiskenleri ortalama

partikiil biiytikliigi (Y1), zeta potansiyeli (Y2) ve enkapsiilasyon etkinligidir (Y3).

3.5.  Paklitaksel Nanopartikiillerinin Optimizasyonu: Box-Behnken Deney

Tasarmm

Plackett-Burman deney tasarimini ve istatistiksel olarak anlamli bulunan

kritik formiilasyon ve proses parametrelerinin belirlenmesini takiben paklitaksel

nanopartikiillerinin optimizasyonu i¢in {i¢ diizeyli-lic faktorlii bir ylizey cevap

yontemi olan Box-Behnken deney tasarimi uygulanmistir. Diisiik ve yiiksek diizeyler

Plackett-Burman deney tasarimindan dogrudan alinmistir ve ii¢lincii diizey olarak

diisiik ve yiiksek diizeylerin ortasindaki deger kabul edilmistir (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. Box-Behnken deney tasariminda kullanilan faktorler ve diizeyleri.

Faktor Diizey
Diisik Orta Yiiksek
X1: PLGA miktar1 (mg) 20 30 40
Xa: Siirfaktan konsantrasyonu (%) 1 2 3
X3: Homojenizasyon hizi (devir/dk) 11000 13500 16000

Plackett-Burman deney tasarimi kapsaminda degerlendirilen ancak etkileri
istatistiksel olarak anlamli bulunmayan veya belirli bir diizeyde kullaniimalari
zorunlulugu ortaya ¢ikan bes faktoriin Box-Behnken deney tasariminda kullanilan

sabit diizeyleri Tablo 3.6’da gosterilmistir.

Tablo 3.6. Box-Behnken deney tasariminda sabit diizeyde kullanilan formiilasyon ve

proses parametreleri.

Formiilasyon ve proses parametreleri Diizey
Paklitaksel miktar1 (mQ) 2
PLGA molekiil agirligi (kDa) 7-17
PLGA terminal grup tipi Asit
Stirfaktan tipi PVA
Homojenizasyon siiresi (dk) 3

Deney matrisinin olusturulmasi, deneylerin randomize edilmesi ve
istatistiksel analizler igin Minitab® 16 (Minitab Inc., ABD) yazilimi kullanilmistir

(Tablo 3.7). Biitiin formiilasyonlar {iger defa hazirlanmistir.
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Tablo 3.7. Box-Behnken tasarimi deney matrisi.

Formiilasyon kodu X1 (mg) X (devir/dk) X3 (%)
BBDO1 20 11000 2
BBDO02 40 11000 2
BBDO3 20 16000 2
BBD04 40 16000 2
BBDO05 20 13500 1
BBDO06 40 13500 1
BBDO07 20 13500 3
BBDO08 40 13500 3
BBD09 30 11000 1
BBD10 30 16000 1
BBD11 30 11000 3
BBD12 30 16000 3
BBD13 30 13500 2
BBD14 30 13500 2
BBD15 30 13500 2

Her bir cevap degiskeni i¢in uygulanan ¢oklu regresyon analizinin ardindan

kurulan ikinci dereceden polinomiyal model asagidaki sekildedir (Formiil 3.2):

Y=PBy + BiX) + BoXo + B3 X + B1oXi Xs + BisXi Xs + PosXoXs + P11 XT + BonXs + B33 X3
(3.2)

Esitlikte Y cevap degiskenini, X;-X3 faktorlerin ana etkilerini, X;X3, X1Xs,
XoXs faktorlerin etkilesim etkilerini, X!, X.%, X3° faktorlerin ikinci dereceden
(quadratic) etkilerini, o sabiti ve f1-f3 faktorlerin katsayilarin1 gostermektedir.
Faktorlerin cevap degiskenleri lizerindeki etkilerinin anlamliliginin ve modelin
biitiiniiniin test edilmesi i¢in regresyon katsayilarinin (f1-f3) p degerleri varyans

analizi ile belirlenmistir.

Faktorlere ve cevap degiskenlerine iligkin  polinomiyal esitlikler
olusturulduktan sonra gelistirilen matematiksel model kullanilarak formiilasyon ve

proses degiskenleri paklitaksel nanopartikiillerinin ortalama partikiil biytikligi (Y1),
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zeta potansiyeli (Y2) ve enkapsiilasyon etkinligi (Y3) esas alinarak optimize edilmistir
(25). Bunun i¢in kontur ve yilizey cevap grafikleri olusturularak bir tasarim aralig

elde edilmistir.

Optimize edilen paklitaksel nanopartikiil formiilasyonu cevap degiskenlerinin
kestirimlenen ve gozlenen degerlerinin  korelasyonunu degerlendirmek ve

fizikokimyasal 6zelliklerini inceleyebilmek amaciyla karakterize edilmistir.

3.6. Enkapsiilasyon Etkinligi ve In Vitro Ilac Salimm Cahsmalarinda

Kullanilan Analitik Yontemin Validasyonu

Nanopartikiillere yiiklenen ve in vitro ila¢ salim ¢alismalarinda
nanopartikiillerden salinan paklitaksel miktarinin tayini amactyla bir analitik yontem
gelistirilmis ve valide edilmistir (51). Yontem detaylar1 ve incelenen analitik yontem

parametreleri ilerleyen bdliimlerde verilmistir.
3.6.1. Kromatografik Sartlar ve Sistem

Gelistirilen analitik yontem ultra yiiksek basingli sivi kromatografisi (ultra
high pressure liquid chromatography, UPLC) ile ayirim ve kiitle spektroskopisi
(mass spectroscopy, MS) ile tayin esasina dayanmaktadir. UPLC-MS cihazi dortlii
pompa sistemi, otomatik Ornekleyici, termostatli kolon kompartmani ve tek
kuadrupollii kiitle spektrometresinden olusmaktadir. Verilerin islenmesi i¢in
Empower® 2 yazilimi kullanilmistir. Sabit fazi igeren kolon olarak Acquity UPLC
BEH Phenyl (1,7 um; 100 mm X 2,1 mm) tercih edilmistir. Hareketli fazin akis hiz1
izokratik sartlarda 0,5 ml/dk, enjeksiyon hacmi 1,7 ul ve termostatli kolon sicaklig

40 °C olarak ayarlanmistir.

Analizler i¢in elektrosprey iyonizasyon kaynagi igeren tek quadrupollii bir
kiitle spektrometresi kullamilmistir ve kiitle spektrometresi pozitif iyon modunda
uygulanmistir. Nebiilizasyon (30 I/saat) ve kurutma (500 |/saat) gazi olarak azot
tercith edilmistir. Kaynak ve desolvasyon sicakliklar1 sirastyla 120 °C ve 250 °C
olarak ayarlanmistir. Kapiler gerilim 3 kV, koni gerilimi 50 V ve ekstraktor gerilimi
3 V’tur. Molekiil 876,0 Da (m/z) atom agirliginda iyonlagmaktadr.
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Hareketli faz ise metanol:su:formik asitten (70:30:1) olusmaktadir ve

analizlerden Once bes dakika boyunca degaze edilmistir.
3.6.2. Stok ve Standart Cozeltiler

Paklitakselin stok ¢ozeltileri 1 mg paklitakselin 10 ml’lik balon joje igerisinde
DMSO ile ¢oziindiiriillmesi ve hacmine tamamlanmasiyla hazirlanmistir (n = 3).
Standart ¢ozeltiler ise 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0 ve 10,0 ug/ml konsantrasyonlar elde
edilecek sekilde stok c¢ozeltinin DMSO ile seyreltilmesinden elde edilmistir.
Hazirlanan Ornekler analizlerden oOnce 0,22 um politetrafloroetilen (PTFE)

filtrelerden siizlilmiistiir.
3.6.3. Sistem Uygunlugu

Kromatografik sistemin performansini degerlendirmek i¢in 5 pg/ml

paklitaksel standart ¢ozeltisi kullanilarak sistem uygunluk testi yapilmistir (n = 6).
3.6.4. Ozgiinliik

Gelistirilen analitik yontemin analizi yapilacak maddeyi ortamda bulunan
diger maddelerden ayirt edebilme yetenegini gosterebilmek icin 6zgiinliik testleri
yapilmistir.  Bunun i¢in DMSO’nun, DMSO igerisinde ¢oziindiiriilen plasebo
nanopartikiillerin, in vitro salim ortaminin ve paklitakselin DMSO igerisindeki 5
ug/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisinin kromatogramlari alinmis ve gorsel olarak

karsilastirilmistir.
3.6.5. Dogrusallik ve Arahk

Geligtirilen analitik yontem ile elde edilen sonuglarin paklitaksel
konsantrasyonu ile korelasyonunu incelemek i¢in 0,10-10,0 pg/ml konsantrasyon
araliginda dogrusallik calismalar1 yapilmistir. En kiiclik kareler yontemi kullanilarak
basit dogrusal regresyon analizi uygulanmig ve t testi ile regresyon katsayist ve
interseptin anlamlilig: test edilmistir (n = 3). Enkapsiilasyon etkinligi ve in vitro ilag
salim c¢alismalarindan elde edilebilecek konsantrasyon degerleri gbéz Oniinde
bulundurularak gelistirilen yontem 0,10 ile 10,0 pug/ml konsantrasyon araliginda

valide edilmistir.
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3.6.6. Dogruluk ve Kesinlik

Gelistirilen analitik yontemin ger¢ek degerlere ne derece yakin sonug
verdigini ve elde edilen degerlerin tekrarlanabilirligini test edebilmek i¢in ii¢ ayri
konsantrasyonda (0,10, 1,0 ve 10,0 ug/ml) paklitaksel standart ¢6zeltileri tiger defa
hazirlanmis ve plasebo nanopartikiiller eklenerek bu Ornekler analiz edilmistir.
Yontemin giinler arasindaki degiskenligini gézlemleyebilmek igin ayni prosediir ii¢
ardisik giin boyunca tekrarlanmistir. Dogruluk parametresi i¢in validasyon sonuglari

geri kazanim (%), kesinlik i¢in ise bagil standart sapma (%) olarak ifade edilmistir.
3.6.7. Saptama ve Tayin Sinir1

Analitik yontemin duyarlilik parametresinin degerlendirilmesi i¢in saptama
limiti (limit of detection, LOD) ve tayin limiti (limit of quantitation, LOQ) degerleri

sinyal-giiriiltii oran1 yontemi kullanilarak hesaplanmistir.
3.7.  Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

Paklitaksel ve PLGA’min formiilasyonlardaki molekiiler durumlarimni
degerlendirmek igin paklitaksel, PLGA, paklitaksel-PLGA fiziksel karigimi ve
paklitaksel nanopartikiillerinin Fourier doniisimlii kizilotesi (Fourier transform
infrared, FTIR) spektrumlari incelenmistir. Bunun i¢in IRPrestige-21 spektrometresi
(Shimadzu, Japonya) ile 4000-750 cm™ dalga sayisi arahiginda, 4 cm™ ¢oziiniirliikte
her bir drnek icin 10 tarama yapilmistir. Ornekler herhangi bir hazirlama islemine

tabi tutulmadan, dogrudan analiz edilmistir.
3.8.  X-Isim Difraktometrisi

Nanopartikiillere yiiklenen ve/veya ylizeye adsorbe olan paklitakselin kristal
veya amorf olup olmadiginin anlasilmasi i¢in X-151m1 difraktometresi (X-ray
diffraction, XRD) analizleri yapilmistir. Bunun igin siirekli modda Miniflex System
(Rigaku, Japonya) XRD cihazi kullanilmistir. Paklitaksel ve paklitaksel
nanopartikiilleri herhangi bir 6rnek hazirlama prosediiriine tabi tutulmadan dogrudan

analiz edilmistir. 20 tarama araligi 10-90°, tarama hizi 2°/dk ve adim biytkligi
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0,05° olarak belirlenmistir. X-1s1n1 kaynagi olarak Cu Ko (A = 1,54 A) secilmis,
gerilim 30 kV ve akim 15 mA olarak ayarlanmistir.

3.9. Termogravimetrik Analiz

Paklitaksel ve PLGA maddelerinin parcalanmaya baslama sicakliklarinin
belirlenebilmesi igin termogravimetrik analizler (TGA) Perkin-Elmer  Pyris 1
(Massachusetts, ABD) cihazi kullanilarak yapilmistir. Bunun i¢in yaklasik olarak 1
mg paklitaksel tartilmis ve TGA firin sicakligi 25 °C’den 300 °C’ye 10 °C/dk hizla
arttirllmistir. PLGA i¢in yaklasik olarak 6 mg 6rnek tartilmis ve 25-400 °C sicaklik
araliginda ¢alisilmistir. Her iki analiz i¢in 20 ml/dk debide ve 1,5 bar basingta azot

gaz1 orneklerin iizerinden gegirilmistir.
3.10. Diferansiyel Taramah Kalorimetri

Paklitaksel ve PLGA arasindaki olasi fizikokimyasal gegimsizliklerin
belirlenmesi ve enkapsiilasyon Oncesi-sonrasi paklitakselin fiziksel halinin
degerlendirilmesi amaciyla diferansiyel taramali kalorimetri (differential scanning
calorimetry, DSC) analizleri indiyum ile kalibre edilmis Tzero™ Q200 DSC (TA
Instruments, ABD) cihazi ile yapilmistir. Bunun igin 2’ser mg paklitaksel, PLGA,
paklitaksel-PLGA fiziksel karisimi ve paklitaksel nanopartikiilleri tartilmis ve bu
orneklerin herbiri aliiminyum panlara alinarak hermetik olarak kapatilmigtir. Ornek
icermeyen esdeger bir pan referans olarak kullanilmistir. Tiim 6rnekler 20 °C/dk hiz
ile 30-240 °C araliginda taranmustir. 50 ml/dk debide azot gazi drneklerin iizerinden

gecirilerek oksidasyon olusumu engellenmistir.
3.11. Taramah Elektron Mikroskopisi

Nanopartikiillerin yiizey o6zelliklerinin, kiireselliklerinin ve dagilimlarinin
incelenmesi igin taramali elektron mikroskopisi (scanning electron microscopy,
SEM) caligmalar1 Quanta 400F yiiksek ¢oziiniirliiklii alan emisyonu SEM (FEl,
ABD) cihazi ile gergeklestirilmistir. Yiiksek vakum ortaminda hizlandirma gerilimi
10 kV olarak uygulanmistir. Analizden 6nce liyofilize nanopartikiiller ¢ift tarafli
karbon bantlara yerlestirilmis ve altin-palladyum alagimi ile 3-5 nm kalinlikta

puskiirterek kaplanmistir.
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3.12. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

SEM caligmalarina ek olarak gelistirilen nanopartikiillerin seklillerini,
boyutlarmi ve dagilimimi degerlendirebilmek i¢in atomik kuvvet mikroskopisi
(atomic force microscopy, AFM) calismalar1 yapilmistir. Goriintiilemeler MultiMode
V AFM (Veeco, ABD) ve AS-12 prob ile vurmali modda yapilmistir.
Nanopartikiillerin deiyonize su igerisindeki dispersiyonundan bir damla mikroskop
lamma alinmis ve 24 saat boyunca kurumaya birakildiktan sonra goriintiileme

yapilmistir.
3.13. Partikiil Bityiikliigii Dagilim

Nanopartikiillerin hidrodinamik ¢aplar1 foton korelasyon spektroskopisi
esastyla calisan Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Ingiltere) cihazi
kullanilarak 173° agida ol¢iilmiistiir. Bu amagla 1 mg liyofilize nanopartikiil 10 ml
%0,5 (a/h) polisorbat 80 ¢ozeltisi iginde 5 dk sonikasyon yardimiyla disperse edilmis
ve Olclimler 25 °C’de yapilmistir. Ortalama degerler ve polidispersite indeksleri
(PDI) ¢ tekrar iizerinden hesaplanmistir. Veri analizleri Zetasizer 7 (Malvern

Instruments Ltd., Ingiltere) yazilimu ile yapilmustir.
3.14. Yiizey Yiikii

Nanopartikiil ~dispersiyonlarinin ~ stabilitesinin  6nemli  bir  gdstergesi
oldugundan gelistirilen  paklitaksel nanopartikiillerinin zeta potansiyelleri
Olglilmiistiir. Analizler igin standart kapiler elektroforez tiipleri tercih edilmis ve
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., ingiltere) cihazi kullanilmistir. 1 mg
nanopartikiil deiyonize suda disperse edilmis ve her bir 6rnek icin zeta potansiyelleri

ticer defa ol¢ililmiistiir.
3.15. Enkapsiilasyon Etkinligi

Enkapsiilasyon etkinligi nanopartikiillere yiiklenen paklitaksel miktarinin
formiilasyon hazirlama asamasinda yag fazina eklenen paklitaksel miktarina orani
olarak hesaplanmistir (Formiil 3.3). Bu oranin belirlenebilmesi i¢in 1 mg

nanopartikiil 10 ml DMSO igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve 0,22 pm PTFE siringa
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filtresinden siiziilerek UPLC-MS sistemine enjekte edilmistir. Her bir analiz ii¢ defa

tekrarlanmigtir.

Nanopartikiillere yiiklenen paklitaksel miktar1

Enkapsiilasyon etkinligi (%) = x 100 (3.3)

Formiilasyonda kullanilan paklitaksel miktar1

3.16. In Vitro Ila¢ Salim

Nanopartikiillerden in vitro paklitaksel salimi pH 7,4 PBS ortaminda UPLC-
MS sistemi kullanilarak oOlgiilmistiir. Paklitakselin sudaki ¢oziiniirligii diisiik
oldugundan (~0,3 pg/ml) sink kosul saglanmasi igin %0,5 (a/h) konsantrasyonda
polisorbat 80 kullanilmistir (52). 1 mg nanopartikiil tartilarak 10 ml salim ortami
iceren polipropilen tiiplere aktarilmis ve yatay calkalayicil 1siticilt su banyosunda 37
+ 0,5 °C sicaklikta, 100 devir/dk hizda deney gerceklestirilmistir. Salim
calismalarinin birinci gilinlinde 1., 2., 4., 8. ve 24. saatlerde, takip eden giinlerde ise
bir hafta boyunca giinliikk Ornekler alinmistir. Belirlenen zaman noktalarinda
polipropilen tiipler 13500 devir/dk hizda, 30 dk boyunca santrifiij edilmis; Siipernatan
biitiin olarak alinarak 0,22 um PTFE filtrelerden siiziilmiis ve UPLC-MS sisteminde
dogrudan analiz edilmistir. Sink kosulun devamliligini saglayabilmek i¢in her 6rnek
alma isleminden sonra 10 ml taze salim ortamu tiiplere eklenmis ve ardindan tiipler
vortekslenerek agrege olan nanopartikiillerin tekrar disperse olmasi saglanmustir (53).

Salim analizleri her bir 6rnek i¢in tiger defa tekrarlanmastir.
3.17. Coziicii Kahintisi

Nanopartikiillerin iiretim yonteminde emiilsiyon olusturma basamaginda
organik ¢oziicii olarak diklorometan kullanildigindan ¢6ziicii buharlastirma isleminin
etkinligini degerlendirebilmek i¢in nanopartikiillerdeki diklorometan kalintisi
arastirilmistir. Bu amagla DB 624 kolon (30 m x 450 pm x 2,55 um) ve alev
iyonlastirict dedektor (flame ionization detector) igeren 7697A Headspace (Agilent,
ABD) gaz kromatografisi cihazi kullanilmigtir. 10 mg nanopartikiil 5 ml DMSO
igerisinde ¢Oziindiiriilmiis ve gaz kromatografisi sistemine enjekte edilmistir.
Diklorometanin DMSO igerisindeki 20 ppm (a/a) konsantrasyondaki c¢ozeltisi

referans olarak kullanilmistir.
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3.18. In Vitro Sitotoksisite

Paklitaksel nanopartikiillerinin in vitro sitotoksisite 6zellikleri insan meme
karsinomu (MCF-7) hiicre hatt1 kullanilarak incelenmistir. Kiiltiirii yapilan hiicreler
icin ortam FBS, penisilin-streptomisin ve L-glutaminin sirasiyla %10 (h/h), 50 U/ml-
50 pg/ml ve 2 mM konsantrasyonlar elde edilecek sekilde DMEM’e eklenmesiyle
hazirlanmistir. Nanopartikiillerin sitotoksisitesi MTT yontemiyle degerlendirilmistir
(54). Bu amagla MCF-7 hiicreleri 5 x 10° hiicre/kuyucuk yogunlugunda 96
kuyucuklu plakalara ekilmis ve inkiibatorde (37 °C, %5 CO,) 24 saat boyunca
hiicrelerin tutunmasi igin bekletilmistir. inkiibasyondan sonra ortam uzaklastirilmis
ve kiiltir ortaminda 100 pl paklitaksel ¢ozeltisi (10 nM, %1 DMSO igeren),
paklitaksel nanopartikiilleri siispansiyonu (10 nM paklitaksel igeren) ve plasebo
nanopartikiil siispansiyonu kuyucuklara eklenmistir (n = 5). Ornekler 48 saat
inkiibatorde tutulduktan sonra 25 pl MTT c¢ozeltisi (5 mg/ml) eklenmistir. Canli
hiicrelerin sar1 renkli MTT’yi koyu mavi renkli formazan kristallerine ¢evirmesini
saglamak i¢in Orneklerin 4 saat inkiibatorde tutulmasini takiben 80 pl, %23 SDS
(a/h) igeren %45 DMF (h/h) ¢ozeltisi kuyucuklara eklenmistir. Plakalar inkiibatorde
gece boyu bekletilmis ve her bir kuyucuktaki canli hiicre sayisi 490 nm dalga
boyunda bir ELISA mikroplaka okuyucu ile ol¢iilmiistir. Ornek eklenmemis

hiicreleri igeren kuyucuklar referans olarak ve kiiltiir ortami1 kor olarak kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Risk Faktorlerinin Belirlenmesi: Ishikawa Diyagram

Paklitaksel nanopartikiillerinin kritik kalite ozellikleri olarak belirlenen
ortalama partikiil biiyiikiiliigli, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi iizerine
formiilasyon ve proses parametrelerinin potansiyel risklerini belirleyebilmek i¢in bir
Ishikawa diyagrami olusturulmustur. Bu kapsamda sekiz potansiyel risk faktorii

belirlenmis ve ileri deney tasarimlarinda degerlendirmeye alinmistir (Sekil 4.1).

Paklitaksel Miktar:

Terminal Grup

Molekiil Agirhg:

Siirfaktan

Hacim Laktik-Glikolik Asit Orani
Coziic

\\\ -
\ Tip
\

i Tipi \
Yy PLGA
\

Miktar
\ Molekiil Agirhg

pH

Konsantr: n .
onsantrasyol Hacim

>} Paklitaksel Nanopartikiilleri

4/ Basing —>/
Hiz f Kriyoprotektan
/ Sicakhk
Tip /
Siire

Liyofilizasyon

Siire

Sekil 4.1. Nanopartikiil 6zelliklerini etkileyebilecek formiilasyon ve proses

degiskenlerini gosteren bir Ishikawa diyagrami.
4.2.  Risk Analizi: Plackett-Burman Deney Tasarim

Kritik formiilasyon ve proses degiskenlerini saptayabilmek ve etkilerini
degerlendirebilmek icin sekiz faktorlii, iki diizeyli, on iki deneyli bir Plackett-
Burman istatistiksel deney tasarimi uygulanmistir. Test edilen formiilasyonlar ve

cevap degiskenlerine iliskin degerler Tablo 4.1’de verilmistir.
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Tablo 4.1. Plackett-Burman deney tasarimi ile elde edilen bagimli degisken degerleri.

Formiilasyon kodu Y1: Partikil Y,: Zeta Y3: Enkapsiilasyon
biyiikligi (nm) potansiyeli (mV) etkinligi (%)

PBDO01 2455 -31,0 1,672
PBDO02 297,0 -42,6 1,443
PBDO03 552,3 -31,5 56,679
PBD04 443,2 -53,7 0,343
PBDO05 340,1 -30,8 64,402
PBD06 969,3 -31,2 33,617
PBDO07 297,8 -51,1 2,125
PBDO08 268,7 -25,7 20,790
PBD09 736,3 -30,3 20,075
PBD10 702,3 -34,7 19,493
PBD11 260,1 -56,0 1,492
PBD12 364,8 -59,5 0,272

Partikiil buyiikligi (Y1) sonuglari 2455 nm’den (PBDO01) 969,3 nm’ye
(PBDO06) kadar degiskenlik gostermistir (Tablo 4.1) (Sekil 4.2). En anlaml {i¢ faktor
sirastyla siirfaktan tipi (Xs), stirfaktan konsantrasyonu (Xg) Ve homojenizasyon hizi
(X7) olarak belirlenmistir (Tablo 4.2). Partikiil biiyiikligii tizerine faktorlerin
etkilerini aciklayan dogrusal model asagidaki sekildedir (Formiil 3.4):

Y1 = 100,750 + 86,500.X; - 0,358X; + 6,250.X; - 59,250X, + 138,417Xs + 111,750X; -
104,083X; + 6,416X; (3.4)

R? degeri 0,9555 olarak bulunmus ve test edilen modelin uyumunun anlamli
oldugunu gdostermistir. Pozitif degere sahip numerik faktorler cevap degiskeninde
artisa neden olurken, negatif degere sahip numerik faktorler cevap degiskeninde
azalmaya neden olmaktadir. Varyans analizinden elde edilen ana etkenlere iliskin p

degeri 0,057 olarak bulunmus ve anlamli olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.3).
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Sekil 4.2. Partikiil biiyiikliigii i¢in ana etken grafikleri.

Zeta potansiyeli (Yz) degerleri -59,5 mV (PBD12) ile -25,7 mV (PBDO08)
arasinda degismektedir (Tablo 4.1) (Sekil 4.3). Istatistiksel olarak en anlamli ii¢
faktor sirasiyla siirfaktan tipi (Xs), homojenizasyon siiresi (Xg) Ve siirfaktan
konsantrasyonu (Xs) olarak belirlenmistir (Tablo 4.2). Faktorlerin zeta potansiyeli

tizerine etkilerini agiklayan dogrusal model asagidaki sekildedir (Formiil 3.5):
Y,=-46,725+5,016X, - 0,069X, +2,475X; + 0,808X, + 9,141.X5 - 2,991.Xs + 1,625X;
+ 3,708 X; (3.5)

Zeta potansiyeli i¢in elde edilen dogrusal modelin R* degeri 0,9210 olarak
elde edilmis ve test edilen modelin uyumunun anlamli oldugu goriilmiistiir. Bununla
beraber, her ne kadar varyans analizinden elde edilen p degeri 0,126 olarak belirlense

de istatistiksel olarak en anlamli faktorler ileri analizlere dahil edilmistir (Tablo 4.3).
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Sekil 4.3. Zeta potansiyeli i¢in ana etken grafikleri.

Enkapsiilasyon etkinligi (Y3) sonuglart %0,272 (PBD12) ile %64,402
(PBDO05) arasinda bulunmustur (Tablo 4.1) (Sekil 4.4). En 6nemli ti¢ faktor olarak
sirastyla siirfaktan tipi (Xs), PLGA miktar1 (X;) ve siirfaktan konsantrasyonu (Xg)
belirlenmistir (Tablo 4.2). Faktorlerin enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkilerini

aciklayan dogrusal model asagidaki sekildedir (Formiil 3.6):
Y3=11,427 +3,256X; + 0,809X; + 0,670X5 - 0,337.X4 + 17,3095 - 5,676X¢ - 0,204.X7

- 5,352X; (3.6)

R* degeri 0,9205 olarak elde edilmis ve modelin uyumunun anlaml oldugu
goriilmistiir. Bununla beraber, her ne kadar varyans analizinden elde edilen p degeri
0,127 olarak belirlense de istatistiksel olarak en anlamli faktorler Box-Behnken

deney tasarimina dahil edilmistir (Tablo 4.3).
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Sekil 4.4. Enkapstilasyon etkinligi i¢in ana etken grafikleri.
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Tablo 4.2. Plackett-Burman deney tasarimi ile elde edilen bagimli degisken

degerlerinin istatistiksel analizi.

Faktorler Y.: Partikiil Y,: Zeta Y3: Enkapsiilasyon
biyiikligi (nm) potansiyeli (mV)  etkinligi (%)

Katsayr pdegeri Katsayr pdegeri Katsayr p degeri

Po: Sabit 100,750 <0,001 -46,725 <0,001 11,427 0,013
Xi: Paklitaksel 86,500 0,211 5,016 0,273 3,256 0,675
miktart (mg)

X2: PLGA miktari -0,358 0,904 -0,069 0,736 0,809 0,105
(mg)

X3: PLGA molekiil 6,250 0,833 2,475 0,278 0,670 0,861
agirligr (kDa)

Xq4: PLGA terminal  -59,250 0,118 0,808 0,695 -0,337 0,930

grubu
Xs: Stirfaktan tipi 138,417 0,015 9,141 0,016 17,309 0,016
Xe: Stirfaktan 111,750 0,026 -2,991 0,208 -5,676 0,205

konsantrasyonu (%)
X7: Homojenizasyon
hiz1 (devir/dk) 104,083

Xg: Homojenizasyon 6,416 0,829 3,708 0,142 -5,352 0,225
stiresi (dk)

0,032 1,625 0,449 -0,204 0,957
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Tablo 4.3. Bagimli degiskenler i¢in varyans analizi sonuglari.

Cevap Kaynak Serbestlik Kareler  Kareler F p
derecesi toplam1  ortalamasi  degeri degeri
A Ana etkiler 8 575457 71932 8,06 0,057
Hata 3 26776 8925
Toplam 11 602233
Y, Ana etkiler 8 1469,54 183,69 4,37 0,126
Hata 3 126,07 42,02
Toplam 11 1595,61
Y3 Ana etkiler 8 5150,62 643,83 4,34 0,127
Hata 3 444,73 148,24
Toplam 11 5595,35

Faktorlerin etkilerini gorsellestirmek icin Pareto grafikleri olusturulmustur

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Partikiil biiyiikliigi, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi igin

anlamli formiilasyon ve proses degiskenlerini gosteren Pareto grafikleri.
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4.3. Paklitaksel Nanopartikiillerinin Optimizasyonu: Box-Behnken Deney

Tasarim

Plackett-Burman deney tasarimi ile kritik formiilasyon ve proses
parametrelerinin belirlenmesinin ardindan t¢ faktorli, ti¢ diizeyli bir Box-Behnken
deney tasarimi uygulanmistir. Bu tasarim ile paklitaksel nanopartikiillerinin partikiil
biiyiikliigii, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi tizerine PLGA miktar1 (Xy),
stirfaktan konsantrasyonu (X;) ve homojenizasyon hizinin (X3) etkilerinin kesin

olarak agiklanmasi hedeflenmistir. Deneylerin sonuglar1 Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Box-Behnken deney tasarimi ile elde edilen bagimli degisken degerleri.

Formiilasyon  Y;: Partikiil biiytikligi Y,: Zeta Y3: Enkapsiilasyon
kodu (nm) potansiyeli (mV) etkinligi (%)
BBDO1 600,8 -15,5 27,29
BBD02 608,2 -15,4 55,23
BBDO03 491,0 -22,4 36,56
BBD04 562,5 -21,3 51,85
BBDO05 337,0 -24,5 38,61
BBDO06 4219 -30,0 66,12
BBDO7 674,8 -19,2 28,52
BBDO08 834,3 -22,8 41,94
BBD09 348,2 -23,0 48,83
BBD10 286,4 -22,8 54,22
BBD11 875,4 -24,0 41,91
BBD12 618,1 -12,9 35,31
BBD13 557,2 -20,3 46,75
BBD14 485,0 -16,9 42,20
BBD15 5729 -27,9 48,60

Faktorlerin matematiksel iligkisi ve katsayilar1 ile regresyon analizi yoluyla
elde edilen cevap degiskenlerine iliskin p degerleri Tablo 4.5°te sunulmustur. p

degerleri 0,05’ten kiiciik olan faktorler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Tablo 4.5. Faktorlerin kestirimlenen regresyon katsayilar ve ilgili p degerleri.

Y;: Partikiil Y,: Zeta Y3: Enkapsiilasyon
biiyiikligii (nm) potansiyeli (mV)  etkinligi (%)

Katsayr pdegeri Katsayr pdegeri Katsayr p degeri

Po: Sabit 336,472 <0,001 97,325 0,001 -124,578 <0,001
X1: PLGA miktari -27,012 0,072 -0,208 0,633 4,781 <0,001
(mg)

X: Stirfaktan 419,046 <0,001 -4,565 0,227 18,672 0,001

konsantrasyonu (%)
X3: Homojenizasyon 0,012 0,021 -0,0166 0,927 0,010 0,573

hiz1 (devir/dk)

X1X2 1,865 0492 00475 0870 -0,352 0,050
X1X3 0,0006 0,552  0,00001 0,931  -0,0001 0,069
XoX3 0019 0,110 00011 0,367 -0,0012 0,081
X2 0,311 0,288 -0,002 0947 -0,022 0,185
X2 2,483 0928 -2,225 0472 01140 0,925
X3? -6x107 0,889  5x107 0,307  -1x107 0,548

Modelin uyumu R? degerleri ile degerlendirilmistir. Partikiil biiyiikligii ve
enkapsiilasyon etkinligi icin R? degeri sirasiyla 0,9679 ve 0,9753 bulunmustur ve
modelin uyumunun anlamli oldugunu gostermistir (Sekil 4.6). Zeta potansiyeli i¢in
R degeri 0,5118 olarak bulunmus ve modelin uyumu anlamsiz olarak
nitelendirilmistir. Regresyon analizine ek olarak, regresyon katsayilarinin anlamlilik
testi icin varyans analizi de uygulanmis ve p degerleri partikiil biiyiikligii i¢in 0,003;
enkapsiilasyon etkinligi i¢in 0,002 olarak bulunmustur. Bu degerler ilgili cevap
degiskenleri i¢in kurulan matematiksel modelin anlamliligini gdstermektedir.
Regresyon analizinde oldugu sekilde, varyans analizinde de kurulan model zeta
potansiyeli i¢in anlamli bulunmamistir (p > 0,05). Dolayisiyla ileri
degerlendirmelerde ve tasarim araliginin olusturulmasinda zeta potansiyeli kapsam

disinda brrakilmastir.
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Sekil 4.6. Normal olasilik grafikleri: a) partikiil biiytikliigii, b) zeta potansiyeli ve c)

enkapsiilasyon etkinligi.
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Faktorlerin ana etkileri degerlendirildiginde paklitaksel nanopartikiillerinin
partikiil biiyiikliigii izerinde en anlamli etkiye sahip faktorler sirasiyla siirfaktan
konsantrasyonu, homojenizasyon hizi ve PLGA miktar1 olmustur. Artan siirfaktan
konsantrasyonu ve PLGA miktar1 partikiil biiytikliigli tizerinde pozitif bir etkiye
sahipken artan homojenizasyon hizi partikiil biiyiikligiinii azaltmistir. Etkilesim
etkileri ve ikinci dereceden etkiler anlamli bulunmamustir. Partikiil biiytikligi
degerinin kestirimi amaciyla kurulan ikici dereceden polinomiyal model asagidaki

sekildedir (Formiil 3.7):
Y, =336,472 - 27,012X; +419,046X, + 0,012X; + 1,865X,.X, + 0,0006.X,.X; -
0,019X,X; +0,311X7 - 2,483.X3 - 0,0000006X3 (3.7)

Enkapsiilasyon etkinligi degerlendirmesinde sirasiyla en etkili faktorler
PLGA  miktari, silirfaktan konsantrasyonu ve PLGA  miktari-siirfaktan
konsantrasyonu etkilesim etkisi olarak bulunmustur. Artan PLGA miktar
enkapsiilasyon etkinliginde artisa neden olmus, buna zit olarak, artan siirfaktan
konsantrasyonu enkapsiilasyon etkinligini azaltmistir. Buna ek olarak, PLGA
miktari-homojenizasyon hizi (p = 0,069) ve siirfaktan konsantrasyonu-
homojenizasyon hiz1 (p = 0,081) etkilesim etkileri neredeyse anlamli bulunmustur.
Yiizey cevap grafiklerinde gozlenen egrilik (curvature) etkilesim etkilerinin varligini
dogrulamaktadir. Paklitaksel nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinligi iizerinde

ikinci dereceden etkiler gozlenmemistir.

Enkapsiilasyon etkinliginin kestiriminde kullanilan ikinci dereceden

polinomiyal model asagidaki sekildedir (Formiil 3.8):
Y3;=-124,578 + 4,781X, + 18,672X; + 0,01.X5 - 0,352X;X; - 0,0001.X7 X5 - 0,0012X,X;
- 0,022X7 + 0,14X5 - 0,0000001.X3 (3.8)

Faktorlerin etkilerinin daha detayli degerlendirilmeleri i¢in partikiil
biyiikliigii (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8) ve enkapsiilasyon etkinligi (Sekil 4.9 ve Sekil

4.10) verileri kontur ve yiizey cevap grafikleri ile gorsellestirilmistir.
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Sekil 4.7. Paklitaksel nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigii tizerine PLGA miktari,
stirfaktan konsantrasyonu ve homojenizasyon hizinin etkisini gésteren kontur

grafikleri.
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Sekil 4.8. Paklitaksel nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigii tizerine PLGA miktari,
stirfaktan konsantrasyonu ve homojenizasyon hizinin etkisini gosteren yiizey cevap

grafikleri.
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Sekil 4.9. Paklitaksel nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinligi tizerine PLGA
miktar, stirfaktan konsantrasyonu ve homojenizasyon hizinin etkisini gosteren

kontur grafikleri.
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Sekil 4.10. Paklitaksel nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinligi tizerine PLGA
miktari, stirfaktan konsantrasyonu ve homojenizasyon hizinin etkisini gosteren ylizey

cevap grafikleri.
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Faktorlerin cevap degiskenleri iizerine etkisini agiklayan matematiksel
modeller kurulduktan sonra hedeflenen partikiil buyiikligia (< 400 nm) ve
enkapsiilasyon etkinligi (> 50%) degerlerine ulasmak i¢in gerekli faktor
kombinasyonlarini gosteren bir tasarim araligi elde edilmistir. Bu amagla, partikiil
biiyiikliigli ve enkapsiilasyon etkinligi degerlerini ayn1 anda gosteren kontur

grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Paklitaksel nanopartikiilleri i¢in tasarim aralig1. Beyaz bolgeler
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hedeflenen partikiil biiyiikliigii (< 400 nm) ve enkapsiilasyon etkinligi (> %50) i¢in

uygun faktor diizeylerini, kirmiz1 ve yesil ¢izgiler ise sirasiyla partikiil biiyiikligii

(400 nm) ve enkapsiilasyon etkinligi (%50) i¢in limit degerleri gostermektedir.
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Tasarim araligi olusturulduktan sonra hedeflenen partikiil biiyiikligi ve
enkapsiilasyon etkinligine sahip olabilecegi ongoriilen bir optimum formiilasyonun
hazirlanmasi igin arzulanabilirlik fonksiyonu (desirability function, d) ydntemi
kullamilmistir  (28). Bire yakin d degeri arzu edilen cevap degiskenlerine
yaklasildigin1 gosterirken sifira yakin d degeri, arzu edilen cevap degiskeninden
uzaklasildigim1 géstermektedir. Bu amagla, kisitlayici (constraint) olarak minimum
partikiil buytkligi (< 400 nm) ve maksimum enkapsiilasyon etkinligi (> 50%)
belirlenmistir. Tasarim araligi olusturulurken elde edilen bilgiler dogrultusunda
hedeflenen degerlere ulagmak igin siirfaktan konsantrasyonu en diisik (%1),
homojenizasyon hizi en yiiksek (16000 devir/dk) ve PLGA miktar1 orta diizeyde (30
mg) tutulmustur. Bu konfigiirasyon ile elde edilen d degeri 0,89’dur ve kestirimlenen

degerler ile gozlenen degerlere iliskin veriler Tablo 4.6”da verilmistir.

Tablo 4.6. Arzulanabilirlik fonksiyonu temel alinarak gelistirilen optimum

paklitaksel nanopartikiil formiilasyonuna iliskin deneysel ve kestirimsel degerler.

Cevap degiskeni Gozlenen  Kestirimlenen Artik Hata (%)
Partikiil bityiikliigi (nm) 286,4 320,4 -34,0 -10,61
Enkapsiilasyon etkinligi (%) 54,22 56,16 -1,94 -3,454

4.4. Enkapsiilasyon Etkinligi ve In Vitro ila¢ Salhm Calismalarinda

Kullanilan Analitik Yontemin Validasyonu

Paklitakselin nanopartikiillere yiiklenen ve nanopartikiillerden salinan
miktarinin tayini i¢in bir UPLC-MS analitik yontemi gelistirilmis ve valide
edilmistir. Sistem uygunluk testleri ve yontem validasyonu calismalart sonuglarina
dayanarak paklitaksel analizi i¢in optimum kromatografik sartlar belirlenmistir.
Ozgiin, dogru, kesin, dogrusal ve duyarli bir yontem elde etmek adina uygun
hareketli faz akis hizi, enjeksiyon hacmi, kolon firin1 sicakligi, kolon 6zellikleri ve
kiitle spektroskopisi sartlar1 belirlenmistir. Paklitakselin molekiiler iyon pikini

gosteren bir kiitle spektrumu Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Paklitakselin DMSO igerisindeki ¢ozeltisine iliskin kiitle spektrumu.
4.4.1. Sistem Uygunlugu

Paklitakselin DMSO igerisindeki 5 pg/ml konsantrasyondaki standart
cozeltisi kullanilarak sistem uygunluk testi uygulanmistir (n = 6). Kuyruklanma
faktorii (T < 2), enjeksiyon tekrarlanabilirligi (RSD < %1), kapasite faktorii (K* > 2)
ve teorik tabaka sayist (N > 2000) degerleri ilgili FDA kilavuzuna goére uygun
bulunmustur (55). Paklitakselin alikonma siiresi (tg) 1,56 dakika ve toplam analiz
stiresi 3 dakikadir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Paklitakselin DMSO igerisindeki 5 pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisine

iligkin 6rnek kromatogram.
4.4.2. Ozgiinliik

Gelistirilen analitik yontemde paklitaksel ile matris arasinda girisim
olmadigin1 gostermek amaciyla yapilan 6zgiinlik calismalarinda DMSO, DMSO
igerisinde ¢oziindirilmis plasebo nanopartikiiller, in vitro salim ortami ve
paklitakselin DMSO igerisindeki ¢6zeltisine iliskin kromatogramlar elde edilmis ve
gorsel olarak karsilastirilmistir. Kromatogramlarda paklitaksel piki ile girisim yapan
herhangi bir pik gozlenmemis ve yontemin paklitaksel analizi i¢in 6zgiin oldugu

sonucuna varilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Ornek kromatogramlar: @) plasebo nanopartikiiller, b) paklitakselin
DMSO igerisindeki ¢ozeltisi, ¢) DMSO, d) in vitro ilag salim ortami.

4.4.3. Dogrusallik ve Aralik

Geligtirilen analitik yontemin dogrusalligi basit dogrusal regresyon analizi
kullanilarak degerlendirilmistir ve 0,10-10,0 pg/ml konsantrasyon araliginda
paklitaksel icin yontem dogrusal olarak bulunmustur. Regresyon dogrusunun
tanimlayicihk katsayist (R?) 0,9999; intersept -7595 ve egim 175312 olarak
bulunmustur (Sekil 4.15). Yapilan t testi ile egimin sifirdan farkli, dolayisiyla
anlamli (p < 0,05) ve interseptin sifirdan farksiz, dolayisiyla anlamsiz (p > 0,05)
oldugu gosterilmistir. Regresyon analizinden kalibrasyon esitligi elde edilmis ve

analiz edilen paklitaksel 6rneklerinde hesaplamalar bu esitlige gore yapilmistir.
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Sekil 4.15. Paklitaksel analitik yontemine iligskin regresyon dogrusu. Y pik alanini ve

X paklitaksel konsantrasyonunu gostermektedir.
4.4.4. Dogruluk ve Kesinlik

Analitik yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢i ve giinleraras1 olarak
incelenmis ve RSD degerleri %2 ’nin altinda, geri kazanim degerleri ise %98-102
araliginda bulunmustur. Elde edilen sonuglar ile yontemin uygun dogrulukta ve

kesinlikte oldugu gosterilmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Paklitaksel analitik yontemine iligkin dogruluk ve kesinlik parametreleri

sonuglart (n = 3).

Teorik Deneysel sonuglar
konsantrasyon Glinigi Glinleraras1
(ng/ml) Ortalama  Geri RSD Ortalama  Geri RSD
(ng/ml) kazanim (%)  (pug/ml) kazanim (%)
(%) (%)
0,10 0,099 99,4 0,9 0,099 99,0 1,7
1,0 0,999 99,9 1,8 0,983 98,3 1,0

10,0 9,992 99,2 0,5 10,147 101,5 1,5
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4.4.5. Saptama ve Tayin Sinir1

Pakliktaksel i¢in LOD 15 ng/ml (S/N = 3:1) ve LOQ 50 ng/ml (S/N = 10:1)
olarak bulunmustur. Gelistirilen analitik yontemin duyarliligi enkapsiilasyon etkinligi

ve in vitro ilag salim ¢alismalarinda elde edilecek degerler igin yeterli goriilmiistiir.

Paklitakselin nanopartikiil formiilasyonundan tayini igin gelistirilen UPLC-
MS yontemi ilgili ICH kilavuzunda tavsiye edildigi sekliyle valide edilmistir (51).
Analitik yontem 6zgiinliik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve duyarlilik kriterlerini

karsilamaktadir.
4.5. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

Paklitaksel ve PLGA arasindaki kimyasal etkilesimi incelemek igin
paklitaksel, PLGA, paklitaksel-PLGA fiziksel karisimi  ve  paklitaksel
nanopartikiillerinin  FTIR  spektrumlar1 alinmustir (Sekil 4.16). Paklitaksel
spektrumunda; N-H titresim gerilimleri 3479-3305 cm™’de, CH titresim gerilimleri
2970-2889 cm'l’de, ester C=0 titresim gerilimleri 1732-1703 Cm'l’de, amid gerilimi
1645 cm™*de ve ester bag titresim gerilimleri 1238 cm™ de gozlenmistir ve bu pikler
paklitaksele spesifiktir. Paklitaksele iliskin bu pikler herhangi bir kayma olmaksizin
paklitaksel-PLGA fiziksel karisiminda da gozlenmistir. Bununla beraber 3479-3305
cm™deki N-H titresim gerilimleri, 1732-1703 cm™deki ester C=0O titresim
gerilimleri, 1645 cm™deki amid gerilimi ve 1238 cm™’deki ester bagi titresim
gerilimleri  paklitaksel nanopartikiillerine ait spektrumda gozlenmemistir ve bu
durum paklitakselin nanopartikiillerin i¢ine tamamen enkapsiile olabilecegine isaret
eden bir durumdur (56). Buna ek olarak, paklitaksel ve PLGA spektrumlarinda
gbzlenmemis ancak nanopartikiillere iliskin spektrumda gozlenen, dolayisiyla yeni
bir fonksiyonel gruba ait olabilecek herhangi bir pik sézkonusu olmadigindan

paklitaksel ve PLGA arasinda kimyasal bir etkilesme olmadig1 sonucuna varilmaistir.
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Sekil 4.16. FTIR spektrumlari: a) paklitaksel, b) PLGA, c) paklitaksel-PLGA fiziksel

karisimi ve d) paklitaksel nanopartikiilleri.
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4.6. X-Isim Difraktometresi

Paklitakselin nanopartikiillere yiliklendikten sonra kristal veya amorf seklinde
oldugunun incelenmesi i¢in paklitaksel ve paklitaksel nanopartikiillerinin XRD
analizleri yapilmistir. Paklitakselin difraktograminda 12,5° 260 degerinde keskin bir
pik gozlenmesine ragmen paklitaksel nanopartikiillerine ait difraktogramda herhangi
bir pik gozlenmemistir (Sekil 4.17). Paklitaksel nanopartikiillerine iliskin
difraktogram literatiirde verilen amorf yapidaki paklitaksel difraktogramlarina
benzerlik gostermektedir (53). Dolayisiyla, kristal halde bulunan paklitaksel

nanopartikiillere yiiklendikten sonra amorf hale gegmektedir.

3000 +
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Sekil 4.17. Paklitaksel ve paklitaksel nanopartikiillerine iliskin X-151m
difraktogramlari. Mavi desen paklitaksele, kirmizi desen ise paklitaksel

nanopartikiillerine aittir.
4.7.  Termogravimetrik Analiz

TGA termograminda paklitaksel 231 °C’de bozunmaya baslamakta ve 394
°C’ye gelindiginde paklitakselin yaklasik olarak %70’i bozunmaktadir. PLGA ise
179 °C’de bozunmaya baslamakta ve 370 °C’ye ulasildiginda PLGA’nin %96’°s1
bozunmaktadir (Sekil 4.18). Yapilan DSC analizlerinde sicaklik tarama araligit TGA

sonuglarina dayanarak belirlenmistir.



56

1041
100
231 4470
99.904 % a
a0
80
o
o
~
e
—_
[=
=
p=T1)
<,
60
50
40
39391 °C
30179 %
0
2666
5124 100 150 200 250 300 350 3931
Sicaklik (°C)
1053
100 I
' b
179,44 °C
93133 %
@
Bl
70
I
2
= w
4
—_
=1
fﬁu B
40
30
20
10
;6a90°C
4352 %
i
25 50 100 150 200 250 300 350 400
Sicaklik (°C)

Sekil 4.18. TGA termogramlari: a) paklitaksel ve b) PLGA.
4.8. Diferansiyel Taramah Kalorimetre

Paklitakselin nanopartikiil formiilasyonundaki fiziksel halinin ve {iretim
prosesi esnasinda olusabilecek paklitaksel-PLGA etkilesimlerinin incelenebilmesi
amaciyla DSC calismalar1 yapilmistir. Bu amagla paklitaksel, PLGA, paklitaksel-
PLGA fiziksel karisimi1 ve paklitaksel nanopartikiillerinin DSC termogramlar1 elde

edilmistir (Sekil 4.19). Paklitaksel termograminda absorplanan nem veya molekiiler
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su kaybina ve kati-kat1 gecislerine iliskin herhangi bir termal olay gozlenmemekle
birlikte 220 °C’de paklitakselin erimesine ait endotermik bir pik ve bu piki takiben
paklitakselin bozunmasina iliskin ekzotermik bir egri gozlenmistir. Paklitaksel-
PLGA fiziksel karisiminda paklitaksele ait endotermik erime piki ayni sicaklikta
gozlenmistir ancak  paklitaksel nanopartikiillerinde bu endotermik  pik
goriilmemektedir. Bunun nedeninin kristal haldeki paklitakselin nanopartikiillere
yiiklendikten sonra amorf hale ge¢mesi ve tamamen enkapsiile olmasi oldugu

diistiniilmektedir.

PLGA’nin camsi gegis sicakligt 52 °C olarak bulunmus ve bu deger
paklitaksel-PLGA fiziksel karisimi ile paklitaksel nanopartikiillerine —ait

termogramlarda degismemistir.

Elde edilen sonuglar paklitaksel ve PLGA arasinda bir ge¢imsizlik olmadiginm

gostermektedir.

PLGA

_ Paklitaksel
Nanopartikiilleri
0.5

/ Paklitaksel

I S — —

e N T I
~ | . \ h
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% 004 \ _________ e . \ o
2 L~ \ /
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103 50 100 150 200 250
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Sekil 4.19. Paklitaksel, PLGA, paklitaksel-PLGA fiziksel karisim1 ve paklitaksel

nanopartikiillerine iligkin DSC termogramlari.
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4.9. Taramal Elektron Mikroskopisi

SEM caligmalar1 gelistirilen nanopartikiillerin homojen dagildigini, agrege
olmadiklarmi, kiiresel yapida ve diizgiin yiizeyli olduklarini gostermektedir. SEM
caligmalarinda Olglilen nanopartikiil biytiklikleri lazer difraksiyon ve AFM
caligmalart ile elde edilen sonuglar ile uygunluk gostermektedir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Paklitaksel nanopartikiillerinin SEM goriintiileri.
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4.10. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

Geligtirilen nanopartikiillerin partikiil sekli, boyutu ve dagilimlarinin
incelenmesi i¢in SEM c¢alismalarina ek olarak AFM c¢alismalar1 yapilmistir (Sekil
4.21). AFM gorintiilerinden nanopartikiillerin kiiresel, gozeneksiz, diizglin yiizeyli
ve homojen dagildiklar1 goriilmiistiir. Tki boyutli ve ii¢ boyutlu AFM goriintiilerinden
elde edilen partikiil biiylikliigii sonuglar1 lazer difraksiyon ve SEM caligsmalarindan

elde edilen sonuglarla benzerdir.



Sekil 4.21. Paklitaksel nanopartikiillerinin AFM goriintiileri.
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4.11. Partikiil Bityiikliigii Dagilimi

Plackett-Burman deney tasarimi kapsaminda hazirlanan formiilasyonlarin
partikiil buytkligi 245,5 nm ile 969,3 nm arasinda bulunmustur. Box-Behnken
deney tasariminda ise partikiil biiyiikliigii sonuglar1 286,4 nm ile 875,4 nm arasinda
bulunmustur (Tablo 4.8). Her iki deney tasarimi kapsaminda iiretilen nanopartikiil
formiilasyonlarinin partikiil biyiikliikleri dar bir dagilim gostermistir (PDI < 0,50).
Plackett-Burman ve Box-Behnken deney tasarimi kapsaminda hazirlanan

nanopartikiil formiilasyonlarina iligskin temsili histogramlar Sekil 4.22°de verilmistir.
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Tablo 4.8. Plackett-Burman ve Box-Behnken deney tasarimi kapsaminda hazirlanan
formiilasyonlarin partikiil biytikligi dagilimi verileri (n = 3, SS: standart sapma,

CV: degisim katsayisi).

Formiilasyon kodu Partikiil blyiikligii (nm) SS CV (%) PDI
PBDO1 2455 3,1 1,3 0,24
PBDO02 297,0 15 0,5 0,28
PBDO03 552,3 13,9 2,5 0,44
PBD04 4432 14,6 3,3 0,71
PBDO05 340,1 1,2 0,4 0,29
PBDO06 969,3 13,7 1,4 0,23
PBDO07 297,8 3,6 1,2 0,42
PBDO08 268,7 2,0 0,7 0,39
PBD09 736,3 10,5 1,4 0,30
PBD10 702,3 19,3 2,7 0,26
PBD11 260,1 4,7 18 0,39
PBD12 364,8 7,1 19 0,31
BBDO1 600,8 8,5 1,4 0,32
BBDO02 608,2 34,6 57 0,29
BBDO03 491,0 16,3 3,3 0,25
BBDO04 562,5 4,8 0,9 0,22
BBDO05 337,0 0,5 0,2 0,56
BBDO06 421,2 16,5 3,9 0,29
BBDO07 834,3 70,8 8,5 0,14
BBDO08 348,2 6,3 1,8 0,30
BBDO09 286,4 2,0 0,7 0,36
BBD10 875,4 11,6 1,3 0,22
BBD11 618,1 24,3 3,9 0,16
BBD12 557,2 9,8 1,8 0,24
BBD13 485,0 12,9 2,7 0,23
BBD14 572,9 15,9 2,8 0,26

BBD15 674,8 6,2 0,9 0,23
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Sekil 4.22. Partikiil biiylikligii dagilimi histogramlari: a) PBD11 ve b) BBDO6.

4.12. Yiizey Yiikii

Hazirlanan tiim formiilasyonlarin yiizey yiikii negatiftir ve zeta potansiyeli
degerleri Plackett-Burman deney tasarimi formiilasyonlarinda -59,5 mV ile -25,7 mV

arasinda, Box-Behnken deney tasarimi formiilasyonlarinda ise -30,0 mV ile -12,9

mV arasinda bulunmustur (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Plackett-Burman ve Box-Behnken deney tasarimi kapsamindaki

formiilasyonlara iligkin zeta potansiyeli degerleri (n = 3, SS: standart sapma, CV:

degisim katsayisi).

Formiilasyon kodu Zeta potansiyeli (mV) SS CV (%)
PBDO1 -31,0 1,0 3,2
PBDO02 -42,6 11 2,6
PBDO03 -31,5 0,6 1,9
PBD04 -53,7 11 2,0
PBDO05 -30,8 0,9 2,9
PBD06 -31,2 1,2 3,8
PBDO7 -51,1 0,7 1,4
PBDO08 -25,7 0,2 0,8
PBD09 -30,3 0,3 1,0
PBD10 -34,7 0,7 2,0
PBD11 -56,0 2,0 3,6
PBD12 -59,5 0,5 0,8
BBDO01 -15,5 0,4 2,6
BBD02 -154 0,8 5,2
BBDO03 -22,4 0,8 3,6
BBDO04 -21,3 1,3 6,1
BBD05 -24,5 0,1 0,4
BBDO06 -30,0 0,6 2,0
BBDO7 -19,2 1,0 52
BBDO08 -22,8 0,4 1,8
BBD09 -23,0 0,8 3,5
BBD10 -22,8 0,5 2,2
BBD11 -24,0 11 4,6
BBD12 -12,9 3,2 24,8
BBD13 -20,3 1,0 4,9
BBD14 -16,9 0,1 0,6

BBD15 -27,9 0,6 2,2
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4.13. Enkapsiilasyon Etkinligi

Paklitaksel nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinligi sounglar1 Plackett-
Burman deney tasarimi kapsaminda hazirlanan formiilasyonlar igin %0,27 ile
%64,40 arasinda, Box-Behnken deney tasarimi kapsaminda hazirlanan

formiilasyonlar i¢in ise %27,29 ile %66,11 arasinda bulunmustur (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. Plackett-Burman ve Box-Behnken deney tasarimi kapsamindaki
formiilasyonlara iliskin enkapsiilasyon etkinligi degerleri (n = 3, SS: standart sapma,

CV: degisim katsayisi).

Formiilasyon kodu Enkapsiilasyon etkinligi (%) SS CV (%)
PBDO1 1,67 0,01 0,6
PBDO02 1,44 0,01 0,7
PBDO03 56,67 0,06 0,1
PBD04 0,34 0,01 2,9
PBDO05 64,40 0,51 0,8
PBDO06 33,61 0,02 0,1
PBDO7 2,12 0,01 0,5
PBDO08 20,79 0,07 0,3
PBD09 20,07 0,14 0,7
PBD10 19,49 0,07 0,4
PBD11 1,49 0,01 0,7
PBD12 0,27 0,01 3,7
BBDO1 27,29 2,24 8,2
BBDO02 55,23 0,06 0,1
BBDO03 36,56 1,22 33
BBDO04 51,85 0,62 1,2
BBDO05 38,60 0,58 15
BBDO06 66,11 0,14 0,2
BBDO7 28,51 0,56 2,0
BBDO08 41,93 0,59 1,4
BBD09 48,83 0,02 0,0
BBD10 54,21 1,52 2,8
BBD11 41,91 0,81 1,9
BBD12 35,31 0,53 1,5
BBD13 46,74 0,36 0,8
BBD14 42,19 0,79 1,9

BBD15 48,59 0,37 0,8
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4.14. In Vitro fla¢c Salim

Plackett-Burman deney tasarimi kapsaminda hazirlanan paklitaksel
nanopartikiilerine iliskin in vitro ilag salim profilleri ve BBD10 kodlu optimum
formiilasyonun salim profili Sekil 4.23’te verilmistir. SDS kullanilarak hazirlanan
formiilasyonlarda enkapsiilasyon gozlenmedigi i¢in bu formiilasyonlar (PBDO1,
PBD02, PBD04, PBD07, PBD11 ve PBD12) in vitro ilag salim ¢alismalara dahil

edilmemistir.
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Sekil 4.23. Plackett-Burman deney tasarimi formiilasyonlarinin in vitro ilag salimi

profilleri (n = 3, hata ¢ubuklari standart sapmalar1 géstermektedir).

[lag  salim profilleri incelendiginde PBDO05, PBD09 ve PBD10
formiilasyonlarinda ilk sekiz saat igerisinde ani bir salim fazi1 ve bunu takiben yedi
giin boyunca yavas ve siirekli bir salim gézlenmistir. G6zlenen ani salimin nedeninin
nanopartikiillerin  yilizeyine adsorbe olan paklitaksel fraksiyonu oldugu
diistiniilmektedir. PBD03, PBD06, PBD08 ve BBD10 formiilasyonlarinda ilk sekiz

saat icerisinde ani salim gézlenmemistir (kiimiilatif ilag salimi < %15).

Ilag salim kinetigi konusunda literatiirde ¢ok sayida tanimlanmis model
bulunmaktadir. Hazirlanan paklitaksel nanopartikiil formiilasyonlarinin salim

profilleri tanimlanan bu modellerden sifir derece, birinci derece, Higuchi ve
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Langenbucher modellerine uyum yoniinden incelenmistir. Elde edilen sonuglarin
modele uyumunun gostergesi olan regresyon dogrusunun tanimlayicilik katsayisi
(R?) degerleri incelendiginde 0,9766 sonucu ile Weibull (57) tarafindan tanimlanan
ve Langenbucher (58) tarafindan gelistirilen modelin en anlamli uyumu gosterdigi

gorilmiistiir.
4.15. Coziicii Kahntisi

Paklitaksel nanopartikiilleri igerisindeki diklorometan kalintis1 gaz
kromatografisi yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Gelistirilen ydntemde
diklorometanin alikonma siiresi 3,2 dakika ve LOQ degeri 11 ppm olarak
bulunmustur. Test edilen nanopartikiil formiilasyonunda 3,2 dakika alikonma
siiresinde diklorometan piki gozlenmemis ve nanopartikiillerde diklorometan

kalintis1 olmadigi sonucuna varilmstir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Gaz kromatografisi kromatogramlari: a) diklorometanin DMSO
icerisindeki 20 ppm’lik ¢6zeltisi, b) DMSO ve c) DMSO igerisinde ¢6ziindiiriilmiis

paklitaksel nanopartikiilleri.
4.16. In Vitro Sitotoksisite

Paklitaksel nanopartikiillerinin sitotoksisitesi in vitro olarak MCF-7 hiicre
hatti iizerinde arastirilmigtir (Sekil 4.25). Test gruplari ile kontrol gruplart arasindaki
farkin anlamliligini test etmek igin t testi yapilmistir. 48 saat inkiibasyonun ardindan
paklitaksel nanopartikiillerinin plasebo nanopartikiillere ve paklitaksel ¢ozeltisine
gore daha sitotoksik oldugu gozlenmistir (p < 0,05). Bununla beraber, paklitaksel

¢ozeltisi de plasebo nanopartikiillere oranla daha sitotoksik bulunmustur (p < 0.05).



71

100

80

60

40

20

Bagil hayatta kalma orani (%)

Paklitaksel Paklitaksel Plasebo
cozeltisi nanopartikiilleri nanopartikiiller

Sekil 4.25. 48 saat inkiibasyon sonrasinda kontrol gruplarina kars1 paklitaksel
¢ozeltisi, paklitaksel nanopartikiilleri ve plasebo nanopartikiillerin sitotoksisite

sonuglari (n = 5, hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir).
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5. TARTISMA
5.1. Paklitaksel Nanopartikiillerinin Kritik Kalite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Yiiksek enkapsiilasyon etkinligi nanopartikiil formiilasyonuna ytiklenen ilag
miktarini arttirdigindan ve bdylece dozlamayi kolaylastirip ilag uygulama sikligini
azalttigindan kritik bir kalite 6zelligi olarak kabul edilmistir. Buna ek olarak, yiiksek
enkapsiilasyon etkinliginden dolayr birim formiilde etkin madde disindaki matris
bilesenlerinin miktar1 azaldigindan yardimci maddelerden ve ¢oziicii kalintilarindan
kaynaklanan toksisite de azalmaktadir (50). Dolayisiyla, bu ¢alismada enkapsiilasyon
etkinligi optimum nanopartikiil formiilasyonu kriterlerinden birisi olarak deney
tasarimlar1  kapsaminda  incelenmistir.  Ayrica, nanopartikiillerin  partikiil
biiyilikliiklerinin bir fonksiyonu olarak (< 400 nm) kati timor dokusunda
toplanabilmeleri (EPR etkisi) nedeniyle partikiil biiyiikliigii de kritik kalite 6zelligi
olarak degerlendirilmis ve optimize edilmistir. Zeta potansiyeli ise nanopartikiil
stispansiyonlarinin stabilitesinin dnemli bir gostergesi olarak kabul edildigi icin

paklitaksel nanopartikiillerinin kritik kalite 6zelligi olarak kabul edilmistir.

5.2. Paklitaksel Nanopartikiillerin Uretim Yontemi ile Formiilasyon
Bilesenlerinin Secilmesi ve Risk Degerlendirmesi Kapsaminda Kiritik

Formiilasyon ve Proses Parametrelerinin Belirlenmesi

Bu tez caligmasi1 kapsaminda gelistirilen paklitaksel yiiklii nanopartikiiller,
hidrofobik ilaglar s6z konusu oldugunda literatiirde en sik tercih edilen yontemlerden
birisi olan Y/S emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanmigtir
(59-61). Bu yonteme paralel olarak 6n deneyler ve literatiir bilgisi esas alinarak
cesitli formiilasyon bilesenleri de belirlenmistir (62,63). Bu bilesenlerden PLGA
kopolimeri tasiyici sistem olarak (64-66), diklorometan organik ¢6ziicli olarak, PVA
ise emiilsiyon olusturmada kullanilan su fazmmi stabilize etmek amaciyla
kullanilmistir  (67). Tercih edilen formiilasyon bilesenleri ve iiretim yontemi
parametreleri Ishikawa diyagrami kullanilarak degerlendirildiginde paklitaksel yiiklii
nanopartikiillerin kritik kalite 06zelliklerini etkileyebilecegi diisliniilen ondokuz
parametre belirlenmis ve bu parametrelerin sekizinin etkisi deney tasarimlari ile

incelenmistir.
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Konvansiyonel deney tasarimlarinda her bir deneyde bir faktorii degistirip
diger faktorleri sabit tutmak ¢ok sayida deney yapilmasina neden olmaktadir. Ayrica,
konvansiyonel tasarimlar ile faktorlerin etkilesim etkileri incelenememekte ve
istatistiksel deney tasarimlar1 konvansiyonel yaklasima gére daha az deney sayisiyla
daha aciklayict sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. EK olarak, verilerin
ekstrapolasyonu ve grafiklenebilmesi sayesinde deney tasarimi ile {iriin ve prosesin
optimizasyonu muimkiindiir (68). Literatiirde, deney sayisinin azaltilmasi ve daha
kullanisht veri elde edilmesini saglayabilecek ¢ok sayida istatistiksel deney tasarimi
tanimlanmistir (69-71). Bir deney tasariminda amag eger ¢ok sayida degiskeni etki
siddetine gore siniflandirmak ise Plackett-Burman gibi birinci dereceden tasarimlar
tercih edilebilir (72). Ancak amag¢ bir cevap degiskeninin etkisini matematiksel
olarak agiklamak veya bir prosesi optimize etmek ise Box-Behnken tasarimi gibi

ikinci dereceden modellerin tercih edilmesi gereklidir (73).

Bu tez calismasinda, kullanilan ilk deney tasarimi Plackett-Burman deney
tasarimidir. Plackett-Burman deney tasarimi bagimsiz degiskenlerin anlamlilik
derecelerine gore elenmesini saglayan etkili ve sik kullanilan bir deney tasarimidir
(74). Sadece faktorlerin ana etkileri degerlendirildiginde Plackett-Burman deney
tasarimi son derece etkin bir yaklasimdir. Ancak ana etkenler ile iki faktor
etkilesmelerinin etkisi st iiste gegtiginden iki faktor etkilesmelerinin ihmal edilmesi
gerekmektedir. Dolayisiyla bu tasarim genellikle faktorlerin etkili/etkisiz seklinde
siiflandirildigr baslangi¢ asamalarindaki ¢alismalarda tercih edilmektedir (75). Tim
serbestlik derecelerinin ana etkiler i¢in ayrildigi Plackett-Burman deney tasarimi
Hadamard (ortogonal) matrisleri baz alinarak diizenlenmistir ve veriler birinci
dereceden polinomiyal model ile agiklanir (76). iki diizeyli deney tasarimlarinda
bagimsiz degigkenlerin diizeylerini belirlemek ¢ok onemli bir noktadir. Eger diisiik
ve yiiksek diizey arasindaki aralik ¢ok dar ise aslinda anlamli bir faktér anlamsiz
olarak degerlendirilebilir veya tam tersi bir durumda, iki diizey arasindaki aralik ¢ok
genis ise normal sartlar altinda anlamsiz bir faktér anlamli olarak degerlendirilebilir

ve diger faktorlerin etkilerini maskeleyebilir (77).

Sunulan bu ¢alismada kullanilan diger deney tasarimi ise Box-Behnken deney

tasarimidir (64). Bu tasarim bir yiizey cevap metodolojisidir ve cevap degiskenlerinin
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optimize edilmesi amaciyla az sayida faktor soz konusu oldugunda tercih
edilmektedir (78). Bu tasarim ikinci dereceden bir model olup deney
kombinasyonlar1 kiibik modelin kenarlar1 ve kenarlarin orta noktalarindan
olusmaktadir. Faktér kombinasyonlarinda aymi anda tiim faktorler u¢ degerler
almadig1 i¢in deneylerin fiziksel olarak yapilmasi agisindan Box-Behnken deney
tasarimi literatiirde tanimlanmis diger tasarimlara gore avantajlidir (79). Bu
calismada Plackett-Burman deney tasarimi sonucunda belirlenen {i¢c kritik
formiilasyon ve proses parametresi Box-Behnken deney tasariminda incelenmistir.
[k deney tasariminda bu faktorlere iliskin secilen diisiik ve yiiksek diizeyler Box-
Behnken tasariminda oldugu sekliyle kabul edilmis ve ayrica orta diizeyleri de

kullanilmuistir.

Literatiir 6rneklerinde de goriildiigii iizere deney tasariminin olusturulmasinda
ve analizinde uygun yazilimlarin kullanilmasi ¢alismadan elde edilecek verilerin
niteligi yoniinden ¢ok onemlidir. Bu tez calismasinda Minitab® 16 (Minitab Inc.,
ABD) yazilimi deney tasarimlarinin olusturulmasinda, regresyon ve varyans

analizlerinde ve grafiklerin olusturulmasinda kullanilmistir (80).

5.3. Formiilasyon ve Proses Parametrelerinin Paklitaksel
Nanopartikiillerinin ~ Kritik  Kalite  Ozellikleri  Uzerine  Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Plackett-Burman deney tasariminda goriildiigii tizere SDS ile hazirlanan
nanopartikiil  formiilasyonlarinin  partikiil ~ biiytikliigi PVA ile hazirlanan
nanopartikiillere gére daha kii¢iiktiir. SDS’nin 40 olan hidrofil-lipofil dengesi
(hydophile-lipophile balance, HLB) PVA’nin 18 olan HLB degerine oranla daha
biiyiik oldugu i¢cin SDS’nin PVA’ya gore daha kiigiik nanopartikiilleri stabilize ettigi
diistiniilmektedir (32). Plackett-Burman ve Box-Behnken deney tasarimlari artan
homojenizasyon hizinin paklitaksel nanopartikiillerinin partikiil biytikligiini
diisiirdiigiinii gdstermistir. Bunun nedeni yiiksek karistirma hizinin biiyiik emiilsiyon
damlaciklarint daha kii¢iik damlaciklara ayirmada daha etkin olmasidir (23). Artan
stirfaktan konsantrasyonunun kii¢iik emiilsiyon damlaciklarinin birlesip daha biiyiik
damlaciklar olusturmasini engellemesi beklense de bu ¢alismada tam tersi bir sonug

gozlenmis ve yiiksek siirfaktan konsantrasyonlarinda daha biiyiik nanopartikiiller
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elde edilmistir. Bunun nedeninin yiilksek PVA konsantrasyonunun kdopriileme
(bridging) etkisi dolayisiyla partikiillerin agrege olmasi oldugu diistiniilmektedir
(81). Ek olarak, yiiksek PLGA miktar1 paklitaksel nanopartikiillerinin partikiil
blyiikliiglinii az da olsa arttirmistir ancak varyans analizi sonuglarina gore bu artis

istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0,05).

Notral yiikteki dispers faz ile nanopartikiillerin ¢esitli iyonlar igeren yiizeyi
arasindaki elektriksel potansiyel farki zeta potansiyeli olarak adlandirilmaktadir (5).
SDS negatif yiikli, anyonik bir siirfaktan; PVA ise yiiksiiz, noniyonik bir siirfaktan
oldugundan SDS ile hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyeli PVA ile
hazirlananlara gére daha negatif bulunmustur. Xu ve dig. (32), SDS veya PVA igeren
emiilsiyonlarla yaptiklar1 calismada benzer sonuclar bulmuslardir. Serbest
karboksilik asitten dolay1r asidik terminal grup iceren PLGA ile hazirlanan
nanopartikiiller de ester terminal gruplu PLGA ile hazirlanan nanopartikiillere gére
daha yiiksek negatif sonuglar vermistir. Ayrica, nanopartikiillerin hazirlama islemleri
esnasinda siirfaktan kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in iki defa yikanmasma ragmen
stirfaktanlarin amfifilik yapisindan dolayr PLGA polimerlerine giiglii bir sekilde
baglandig1 ve nanopartikiil yiizeyinden uzaklastirilamadigi bildirilmistir (32).

SDS ile hazirlanan nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi c¢ok diisiik
bulunmustur. Xu ve dig., (32) SDS veya PVA kullanarak emiilsiyon olusturma-
¢oziicii buharlastirma yontemi ile mikrokiireler hazirladiklar1 ¢calismada hem su-yag-
su (S/Y/S) hem de kati-yag-su (K/Y/S) yontemlerini kullanmiglardir. Anilan bu
calismada S/Y/S yontemi ile elde edilen enkapsiilasyon etkinligi sonuglar1 (%4)
K/Y/S yontemine (%27-46) gore ¢ok daha diisiik bulunmustur. Arastirmacilar, bu
durumun paklitaksel ile SDS arasindaki elektrostatik etkilesmelerden dolay:
paklitakselin i¢ fazdan dis faza ¢ikmasina baglamaktadir. PLGA miktariin ise
enkapsiilasyon etkinligi lizerinde pozitif bir etkiye neden oldugu goriilmiistiir. PLGA
miktarinin artmasi ile organik yag fazinin viskozitesi de artmakta bdylece katilasma
hizlanmakta ve paklitakselin i¢ fazdan dis faza difiizyonu engellenmektedir (23).
Buna zit olarak, artan siirfaktan konsantrasyonunun enkapsiilasyon etkinligini

diistirdligi gozlenmistir. Ciinki, yiiksek siirfaktan konsantrasyonu paklitakselin su
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fazi1 icerisindeki ¢Oziintirliigiinii arttirmakta dolayisiyla i¢ fazdan dis faza diflizyon da

artmaktadir (81).

5.4. Paklitaksel Nanopartikiillerinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin

Degerlendirilmesi

Paklitaksel nanopartikiillerinin karakterizasyonu i¢in FTIR, XRD, TGA ve
DSC analizleri gergeklestirilmistir. DSC etkin maddelerin nanopartikiiller igersindeki
fizikokimyasal durumu hakkinda kullanigh bilgiler saglamaktadir. Eger etkin madde
matris igerisinde kat1 ¢ozelti, molekiiler dispersiyon ya da amorf formda ise
termogramda erime endotermi gozlenmez. Amorf haldeki etkin maddeler kristal
hallerine gore daha hizli salim Ozellikleri gosterdiginden etkin maddelerin
nanopartikiillerdeki fiziksel durumlari 6nemlidir (56). Bu calismada, paklitaksel,
PLGA, paklitaksel-PLGA fiziksel karisimi ve paklitaksel nanopartikiilleri ile DSC
caligmalar1 yapilmigtir. Paklitaksele ait erime endotermi paklitaksel ve paklitaksel-
PLGA fiziksel karisimi termogramlarinda gozlenmesine ragmen nanopartikiil
formiilasyonunda bu pik gozlenmemistir. Bu durum paklitakselin nanopartikiillere
yiiklenmesini  takiben fiziksel halini degistirmesinden ve/veya tamamen
nanopartikiillere enkapsiile olmasindan kaynaklanabilir. XRD ve FTIR analizleri bu
hipotezi desteklemektedir. Paklitakselin difraktogramina bakildiginda 12,5° 26
degerinde kristal yapiya iligkin keskin ve siddetli bir pik goriilmekte ancak
nanopartikiillere iliskin difraktogramda herhangi bir pik goriilmemekte ve elde edilen
desen amorf yapiya isaret etmektedir (53). Ayrica, FTIR ¢alismalarinda, paklitaksele
ait spesifik dalga sayilarinda gozlenen pikler nanopartikiil spektrumunda
gozlenmemis ve paklitakselin nanopartikiillere tamamen enkapsiile olmasi
dolayisiyla bu piklerin siddetlerinin azaldigr disiiniilmiistiir. Dolayisiyla,
paklitakselin nanopartikiillere yiiklenirken kristal halden amorf hale gectigi ve
nanopartikiillere tamamen enkapsiile oldugu tezi kuvvetlenmektedir (29). Bununla
beraber, paklitaksel kati halindeki yapisin1 degistiricken PLGA’nin termal
ozelliklerinde herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir. PLGA’nin camsi gegis
sicakligi hem saf haldeki polimerde, hem paklitaksel ile fiziksel karisiminda hem de
nanopartikiil formiilasyonunda 52 °C olarak gozlenmistir. TGA termogramlarina

bakildiginda paklitakselin bozunmaya basladig1 sicaklik 231 °C ve PLGA igin 179
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°C’dir. Bozunmanin basladigi bu sicakliklar DSC analizleri ile de dogrulanmustir.
Paklitaksele ait DSC termograminda erime endotermini takiben bir bozunma
ekzotermi goriilmektedir. Buna ek olarak, DSC caligmalar1 esnasinda paklitakselin
erime sicakliginin degismedigi ve tamimlanmamis pikler gozlenmedigi icin
paklitaksel ile PLGA arasinda herhangi fizikokimyasal bir gegimsizlik olmadigi
sonucuna da varilabilir. Paklitaksel, PLGA, paklitaksel-PLGA fiziksel karisimi ve
paklitaksel nanopartikiilleri ile yapilan FTIR c¢alismalarinda da kimyasal
gecimsizligin bir gostergesi olabilecek yeni fonksiyonel gruplara iliskin pikler

gozlenmemistir (56).
5.5.  In Vitro fla¢c Salim

Literatiirde paklitakselin etkin madde ve PLGA’nin polimer olarak
kullanildigi ¢alismalara bakildiginda paklitaksel ile PLGA arasindaki hidrofobik
etkilegsmelerden dolay:1 salim hizlarinin genelde yavas ve kiimiilatif salinan miktarin
da goreceli olarak diisiik (%5-35) oldugu goriilmektedir (82). DSC ve XRD
analizlerinde paklitakselin nanopartikiillere yiiklenirken kristal halinden amorf haline
dontistiigli goriilmiistiir ve bu calismada elde edilen goreceli olarak yiiksek salim
hizlar1 paklitakselin amorf halde olmasiyla agiklanabilir (53). Asit terminal gruba
sahip PLGA ile hazirlanan formiilasyonlar (6zellikle PBD08 ve PBDQ9) ester
terminal gruplu PLGA ile hazirlanan formiilasyonlara gore daha hizli salim
ozellikleri sergilemistir. Asit terminal gruba sahip PLGA serbest karboksilik asit
gruplart icerdiginden polimerin su ¢ekme ve sisme kapasitesi ester igeren PLGA’ya
gore daha yliksektir. Dolayisiyla asit gruplu PLGA ester gruplu PLGA’ya gore daha
hidrofiliktir ve daha hizli pargalanmaktadir (30). Buna ek olarak, diisikk molekiil
agirhigikli (7-17 kDa) PLGA ile hazirlanan PBDO5 ve PBD09 formiilasyonlardan
paklitaksel salimi yiiksek molekiil agirlikli (24-38 kDa) PLGA’nin kullanildig
formiilasyonlara oranla daha hizli gerceklesmistir. Ciinkii diisiik molekiil agirlig:
polimeri daha hidrofilik yapmakta ve nanopartikiil ylizeyinde porlarin olugmasi,
dolayisiyla salimin hizlanmast miimkiin olmaktadir. Bu bulgular 1s18inda ve
paklitakselin sudaki ¢oziiniirliigliniin diisiik olmasi da gozoniinde bulunduruldugunda
gelistirilen nanopartikiillerden salimin temel mekanizmasinin difiizyon olmadigi ve

matrisin erozyonu ile kontrol edildigi diisiiniilmektedir (66,83). Elde edilen salim
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profillerinin literatiirde tanimlanmig Weibull-Langenbucher kinetik modeli ile uyumu

incelendiginde bu hipotez kuvvetlenmektedir.
5.6. Coziicii Kalintisi

ICH tarafindan yayimlanan “Q3C (R4) Impurities: Guideline for Residual
Solvents” kilavuzuna gore diklorometan Siif 2 ¢oziiciidiir (84). Kilavuza gore, bu
coziicliler genotoksik olmayan karsinojenler veya norotoksisite ve teratojeniteye
neden olabilecek toksisiteye sahip ajanlardir. Diklorometanin ilag fiiriinlerinde
bulunma miktar1 kilavuzlar ve yasal otoriteler tarafindan en fazla 600 ppm olacak
sekilde smirlandirilmigtir. Bu ¢aligmada, emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma
yontemiyle nanopartikiiller hazirlandigindan ve olusturulan emiilsiyonun yag fazinda
¢oziicii olarak diklorometan kullanildigindan ¢6ziicii buharlastirma basamaginin
etkinliginin degerlendirilebilmesi i¢in nanopartikiillerdeki diklorometan kalintis1 gaz
kromatografisi ile incelenmistir. Analizler sonucunda nanopartikiillerde bulunan
diklorometan miktarinin yontemin LOQ degerinin, 11 ppm’in, altinda oldugu ve

dolayisiyla ilgili ICH kilavuzuna gore uygun oldugu belirlenmistir.
5.7.  InVitro Sitotoksisite

MCEF-7 hiicre hatt1 ile yapilan in vitro sitoktoksisite ¢alismalarinda paklitaksel
nanopartikiillerinin paklitaksel ¢ozeltisine ve plasebo nanopartikiillere gore daha
sitotoksik oldugu goriilmiistir. Bu farkin paklitaksel nanopartikiillerinin hiicre
membranlarindan gegisinin serbest paklitaksele goére daha etkin olmasindan
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir (85). Literatiirdeki bazi ¢aligmalarda paklitakselin
nanopartikiillere enkapsiilasyonu sonucunda hiicresel alim ve hiicre ici
konsantrasyonunun arttigr bildirilmistir (86,87). 10 nM konsantrasyonda bile
paklitakselin sitotoksik etkisi nanoenkapsiilasyon sayesinde serbest paklitaksele
oranla %25 daha fazladir ve bu sonu¢ PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerin

paklitaksel i¢in etkili bir ilag tastyict sistem oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, paklitaksel nanopartikiilleri gelistirilmis ve gelistirilen
nanopartikiillerin kritik kalite 6zellikleri olan partikiil biyiikliigii, zeta potansiyeli ve
enkapsiilasyon etkinligi {izerine formiilasyon ve proses parametrelerinin etkisi
Plackett-Burman ve Box-Behnken istatistiksel deney tasarimlart kullanilarak QbD

konseptinde degerlendirilmistir.

Paklitaksel nanopartikiilleri Y/S emdiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlagtirma
yontemi ile hazirlanmig ve liyofilize edilmistir. Ishikawa diyagrami ile formiilasyon
ve lretim yontemine iliskin potansiyel risk faktorlerinin belirlenmesi amaciyla bir
risk belirleme c¢aligmast yapilmis ve yag fazi igerisindeki paklitaksel miktari, PLGA
miktari, PLGA molekiil agirligi, PLGA terminal grubu, su fazindaki siirfaktan
konsantrasyonu, siirfaktan tipi, homojenizasyon hizi ve homojenizasyon siiresi
parametreleri potansiyel risk faktorii olarak belirlenmistir. Risk faktorlerinin
belirlenmesinin ardindan birinci dereceden bir istatistiksel deney tasarimi olan
Plackett-Burman deney tasarimi kullanilarak belirlenen bu risk faktorlerinin
nanopartikiillerin  kritik kalite ozellikleri {iizerine etkisi istatistiksel olarak
incelenmigstir. Bu deney tasarimi kapsaminda yapilan regresyon ve varyans analizi
sonucunda yag fazinda kullanilan PLGA miktari, su fazindaki siirfaktan
konsantrasyonu ve emiilsiyonun homojenize edilme hizinin paklitaksel
nanopartikiillerinin partikiil bliylikligii, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi
ozelliklerini etkiledigi, dolayisiyla bu faktorlerin kritik formiilasyon ve proses
parametreleri oldugu goriilmustiir. Kritik formiilasyon ve proses parametrelerinin
belirlenmesinin ardindan bu parametrelerin nanopartikiillerin kritik kalite 6zellikleri
tizerindeki etkisini matematiksel modellerle agiklamak ve bir tasarim araligi elde
etmek i¢in ikinci dereceden bir istatistiksel deney tasarimi olan Box-Behnken deney
tasarim1  kullanilmistir. Box-Behnken deney matrisindeki onbes formiilasyon
hazirlanmis ve partikiil biiylikliigli, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi
analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar regresyon ve varyans analizi ile
degerlendirildiginde kurulan matematiksel modellerin faktorlerin partikiil biiytikliigii
ve enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkisini agiklayabildigi ancak zeta potansiyeli i¢gin

kurulan modelin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gériilmiistiir. Bu veriler 1s18inda
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paklitaksel nanopartikiillerinin optimizasyonu i¢in minimum partikiil biiytikliigi ve
maksimum enkapsiilasyon etkinligi degerleri hedef olarak belirlenerek bir tasarim
aralig1 olusturulmus ve arzulanabilirlik fonksiyonu kullanilarak optimum bir
nanopartikiil  formiilasyonu elde edilmistir. Hazirlanan bu formiilasyon
incelendiginde elde edilen pratik sonuglar ile tasarim araligindan elde edilen kestirim
sonuclarinin istatistiksel uyumunun anlamli oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak
gelistirilen  paklitaksel nanopartikiillerinin ~ kritik  kalite o6zellikleri {izerine
formiilasyon ve proses parametrelerinin etkisini agiklayan matematiksel modeller

kurulmus ve basarili bir tasarim aralig1 elde edilmistir.

Box-Behnken deney tasarimi sonucunda olusturulan tasarim araligi
kullanilarak hazirlanan paklitaksel yiiklii nanopartikiil formiilasyonu fizikokimyasal
ozellikleri yoniinden karakterize edilmistir. SEM ve AFM calismalar elde edilen
nanopartikiillerin kiiresel sekilde, piriizsiiz yilizeyli olduklarini ve homojen
dagildiklarmi gostermistir. FTIR, XRD ve DSC ¢alismalarinda ise paklitaksel ile
PLGA arasinda herhangi bir ge¢imsizlik olmadigi, paklitakselin nanopartikiillere
tamamen enkapsiile oldugu ve enkapsiilasyon sirasinda kristal halden amorf hale
gectigi  goriilmiistiir. Formiilasyonun hazirlanmasi sirasinda kullanilan organik
¢oziicli olan diklorometanin liyofilize nanopartikiillerde kalan miktarinin tayini i¢in
gaz kromatografisi analizi yapilmis ve nanopartikiillerde diklorometan kalintisi
saptanmamistir. Gelistirilen paklitaksel yiiklii nanopartikiillerin in vitro sitotoksisite
etkisi insan meme karsinomu hiicre hatti iizerinde plasebo nanopartikiillere ve
paklitaksel ¢ozeltisine karsi incelenmis ve paklitaksel nanopartikiil formiilasyonunun

daha sitoktoksik oldugu goriilmiistiir.

Paklitaksel yiiklii nanopartikiillerin formiilasyon ve proses parametrelerine
iliskin elde edilen veriler her ne kadar bu ¢aligmaya spesifik olsa da bu ¢aligmadan
elde edilen temel bilgiler birgok nanopartikiiler sistemin gelistirilmesinde
kullanilabilir. Bu c¢aligmanin devaminda formiilasyon ve proses parametrelerinin
tiretim prosesi ve formiilasyon iizerine etkilerini daha detayli inceleyip anlayabilmek
icin yakin kizilotesi spektroskopisi (near infrared spectroscopy) kullanilarak PAT
caligmalarinin ~ yapilmasmin gerekli oldugu disiiniilmekte ve bu sekilde

planlanmaktadir.
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