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OZET

Sedat, U., Kolorektal Kanserlerin Lokal Tedavisinde Oral Uygulanabilen
Nanopartikiiler ila¢ Tasiyict Sistem Gelistirilmesi ve in vitro/in vivo
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Teknoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2020. Antikanser ilaglar fizikokimyasal
ozelliklerine bagh kisitlamalardan dolayi genellikle parenteral olarak uygulanmak
zorundadir. ilacin segici olmayan biyodagilim ve parenteral uygulamanin zorlugu,
hasta uyuncu ve tedavinin etkinligini azaltmaktadir. Bu ¢alismada, kolorektal kanser
tedavisi igin, oral olarak uygulanabilen, hastanin kendi kendine uygulama olanagi
oldugu icin uyuncu daha yuksek, tasidigi etkin maddeyi kolona ulastirarak timorli
bolge icin lokal bir tedavi imkani sunan bir ilag taslyici sistem gelistirilmesi
amaclanmistir. Kolon kanseri hiicrelerine karsi glicli antikanser etkinligi bilinen ancak
¢Ozunlrlik ve fizyolojik kosullarda stabilite sorunundan dolayi klinik uygulamada
sinirh kalinan kamptotesin model etkin madde olarak segilmistir. Kolonik bakterilerce
parcalanarak tasidigi etkin maddeyi bilylik oranda kolonda serbestlestirmesi
ongorilen amfifilik  siklodekstrinlerin ~ (6-O-CAPRO-B-CD ve Poly-B-CD-C6)
nanopartikllleri hazirlanmis ve (6-O-CAPRO-B-CD) nanopartiklleri ayri ayri kitosan
(CS) ve polietilenimin (PEl) polimerleri ile kaplanarak pozitif ylizey yuki
kazandirilmistir. Nanopartikiller nano¢oktiirme yéntemi ile hazirlanmis, bos ve ilag
yuklu formilasyonlarin in vitro karakterizasyonlari, simiile gastrointestinal sivilarda
salim ve stabilite, musinle etkilesim ve mukus tabakasina penetrasyon calismalari
gerceklestirilmistir. Oral uygulama icin gelistirilen nanopartikillerin glivenlilik (L929),
intestinal permeabilite (Caco-2) ve antikanser etkinlikleri (HT-29) in vitro hiicre kultlr
calismalariyla degerlendirilmistir. in vitro calismalarla, optimum o&zellikleri tasidig
gorilen (Poly-B-CD-C6) nanopartikilleri ile in vivo etkinlik ve in vivo goérintileme
calismalari gerceklestirilmistir. Calismalar sonunda, kamptotesin yikli (Poly-B-CD-C6)
nanopartikillerinin kolorektal timorlerin tedavisinde oral yolla uygulanabilen,
kolonda lokalize olarak tasidigi ilaci timorli bolgeye ulastirabilen ve etkin bir tedavi

imkani sunan ilag tasiyici sistem 6zelligi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: kanser, kamptotesin, siklodekstrin, kolon tlimord, oral uygulama
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ABSTRACT

Sedat, U., Formulation of Orally Administered Nanoparticulate Drug Delivery
System in the Local Treatment of Colorectal Cancer and in vitro/in vivo Evaluation,
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Pharmaceutical
Technology Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2020. Anticancer drugs need to
be administered via the parenteral route because of limitations arising from their
physicochemical properties. Non-specific biodistribution and difficulty in parenteral
administration adversely affect patient compliance and efficacy of treatment. In this
study, it is aimed to develop a drug delivery system that can be administered orally,
which provides a local treatment opportunity for the tumor region by delivering the
active substance to the colon in the treatment of colorectal cancer. Camptothecin,
known for its potent anticancer activity against colon cancer cells, but limited in
clinical practice due to poor solubility and stability under physiological conditions,
has been selected as the model drug. Nanoparticles of the amphiphilic cyclodextrins
(6-O-CAPRO-B-CD and Poly-B-CD-C6) intended to be degraded by colonic bacteria to
release the drug in the colon were prepared and (6-O-CAPRO-B-CD) nanoparticles
coated with chitosan (CS) and polyethyleneimine (PEl) polymers to give positive
surface charge. Blank and drug loaded nanoparticles were prepared by nano-
precipitation method and their in vitro characterization, release profiles in
gastrointestinal fluids, physical stability, interaction with mucin and penetration to
mucus layer were performed. The safety of nanoparticles (L929), intestinal
permeability (Caco-2) and anticancer activities (HT-29) were evaluated by in vitro cell
culture studies. In vivo studies and in vivo imaging studies were performed with
nanoparticles (Poly-B-CD-C6) which were found to have optimum properties during
in vitro studies. Conclusion, it has been shown that with camptothecin loaded Poly-
B-CD-C6 nanoparticles, an orally administered nanoparticulate drug delivery system
can deliver the drug to the tumor area localized in the colon and provides an effective

treatment for colorectal cancers via the oral route.

Key-words: cancer, camptothecin, cyclodextrin, colon tumor, orally administration
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Musinle etkilesim ¢alismalari kapsaminda gergeklestirilen tiirbidimetrik
tayin analizlerinin spektrofotormetre cihazi ile gergeklestirilmesi streci.

Yapay mukus tabakasina penetrasyon calismasi asamalari.

Yapay mukus tabakasina penetrasyon c¢alismalari kapsaminda
nanopartikillerin uygulanmasinin ardindan inklibasyon streci.

L929 Hiicrelerinin 96 kuyucuklu hiicre plaginda kuyucuklara tutunmalari
amaciyla 24 saatlik inklibasyona birakilmalari 6ncesi hiicrelerin ekim
islemi.

Deney kapsaminda kullanilacak nanopartikil dispersiyonlarinin seyreltme
islemlerinin gergeklestirilmesi.

Nanopartikiillerin hiicrelere uygulanmasi islemi.

Seyreltimis olan nanopartikdllerin hiicrelere uygulandiktan sonra 48 saat
inklibasyon 6ncesi son hali.

HT-29 hiicrelerinin her bir kuyucuga ekilmesi ve tutunmalari igin
inkiibasyona birakilmasi islemi.

HT-29 hiicrelerinin mikroskop altinda goértntdileri.

Kamptotesin ¢ozeltisinin ve esdeger miktarda kamptotesin iceren
nanopartikil formdilasyonlarinin DMEM ile seyreltilmesi ve 96 kuyucuklu
hiicre plaklarinin formilasyonlarin uygulanmasi 6ncesi hazirlanmasi.

Hazirlanan ilag ¢ozeltisi ve nanopartikil dispersiyonlarinin hiicrelere
uygulanmasi ve sonrasinda etkinliklerinin degerlendirilmesi amaciyla 48
ve 72 saat siresince inklibasyona birakilmalari.

inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canhiliginin élcilebilmesi amaciyla
kuyucuklara WST boyasinin eklenmesi ve 6lglim dncesi boya ile 4 saat
inklibasyona birakilmasi islemi.

48 saat (plak 1-3-5) ve 72 saat (plak 2-4-6) inklibasyon sonrasi hiicre
canhiliginin 6lctilmesi 6ncesi plaklarin hazirlanmasi

Hiicre canliiginin tayin edilebilmesi amaciyla plak okuyucu ile her bir
kuyucuktaki absorbansin olglim islemi.

Caco-2 hiicrelerinin flasklarda ¢ogaltilmasi siireci ve ¢cogalarak konfluente
ulasan hicrelerin flask tabaninda olusturdugu yapinin mikroskobik
gorintisi.
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1. GiRiS

Gunumizde kronikleserek toplum sagligini tehdit etmekte olan hastaliklarin
basinda gelen kanser, hicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve yayllmasi olarak
tanimlanabilir. Kanserler, maliyeti ve mortalite orani halen en yiiksek olmaya devam
eden hastaliklardan biridir ve kemoterapideki gelismelere ragmen, klinik ilag
tedavileri yetersiz kalabilmektedir. Kemoterapinin etki ve glvenilirliginin kontrol
edilmesinde halen bazi kisitlamalar mevcuttur. En 6nemli gliglik, pekgok antikanser
ilacin suda ¢ozlUndrlGglinin disiik olmasidir ve fizyolojik kosullardaki stabilite
sorunudur. Antikanser ilaglar, yardimci ¢oziici ile birlikte formiile edilerek intraventz
olarak uygulanabilmektedir fakat kullanilan bu yardimci ¢oziicliler hastanin yasam
kalitesini ve tedavinin etkinligini olumsuz yonde etkileyecek vyan etkiler
gosterebilmektedir. Bir diger 6nemli nokta ise, antikanser ilaglarin vicutta genis
oranda dagilimi ve bdylece kanserli hiicrelerin yanisira saglkl hicreleri de 6ldirmesi
yani secici olmayan sitotoksisitedir. Kemoterapotik molekillerin  terapotik
indekslerinin dar olmasi ve kandaki ilag konsantrasyonundaki ani yikselme ve
diismeler de kanser tedavisinin sinirlamalarindan biridir. Kemoterapide intraven6z yol
en sik tercih edilen uygulama yolu olsa da, ilacin sistemik olarak tim vicuda dagilimi
yan etki profili agisindan 6nemli sorunlara yol agmaktadir. Tedavi sirasinda kendi
kendine uygulama mimkin olmadigi icin hasta uyuncunun distk olmasi, tedavi
maliyetinin yiksek olmasi, yan etkilerin sikhgl ve kemoterapiye 6zgi tekrarlanan
uygulama zorlugu, parenteral yola alternatif uygulama yollar Uzerinde calisma
zorunlulugunu ortaya cikarmistir. Nazal, pulmoner, bukkal, transdermal gibi alternatif
uygulama yollari arasinda oral yol, uygulama kolayligi, saglk ekonomisine olan yikiin
azaltilmasi ve hasta uyuncu agisindan kronik tedavilerde en umut vaad eden yol olarak
one ¢ikmaktadir.

Kamptotesin (CPT); kolon, meme ve akciger kanseri gibi genis bir kanser
spektrumunda hiicre kiltliiri c¢alismalarinda etkinligi kanitlanmis, oldukca glicli
antikanser bir etkin maddedir. Ancak, suda ¢oziinirlik ve fizyolojik kosullarda pH’ya
bagh hidrolitik stabilite sorunu nedeniyle klinikte halen etkin olarak

kullanilamamaktadir. Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi (BCS) kriterlerine gore,



CPT Sinif IV olarak kategorize edilmis olup distik ¢cozlintrlik ve diislik permeabiliteye
sahip bir ilagtir. In vitro kosullarda antikanser etkinliginin saptanmasina ragmen,
fizikokimyasal 0Ozelliklerinden kaynaklanan sorunlardan ve gorilen yan etkilerden
otird, buglne kadar hentiz yaygin olarak klinik kullanimina gegilememistir. Bu durum,
CPT’nin etkin kullanimi igin ¢dzlinlirlik ve stabilite sorununu ¢ézmeye yonelik farkl
bir formilasyon yaklasimini gerektirmektedir.

Kolorektal kanserler, kolon veya rektumda baslayan kanserlerdir. Pekgok
kolorektal kanser adenokarsinomadir. Kolorektal kanser kolon veya rektumun ig
duvarinda olusan olusum seklinde yani polip olarak baslar. Bazi polipler zamanla
kansere donuslir. Glinimuzde kolorektal kanser tedavisinde kullanilan ilaglar daha gok
parenteral yol ile uygulanabilmekte, oral yol ile uygulanmalari noktasinda ciddi
biyoyararlanim ve ilag stabilitesi sorunlari meydana geldiginden dolayi oral yol ¢ok
daha az olarak uygulanabilmektedir.

Calisma kapsaminda, kalin bagirsakta gelisen kolorektal tlimorlerin tedavisi
icin model antikanser ilag olarak “Kamptotesin’ (CPT) tasiyan, kolona kadar yapisini
koruyan ve kolon mikroflorasi tarafindan degrade edilen amfifilik siklodekstrin (CD)
bazli nanopartikiller hazirlanacaktir. Boylece oral uygulanabilen ve tasidigi ilaci etki
bolgesine ulastirarak lokal tedavi saglayan bir nanopartikiiler ilag tasiyici sistem
gelistiriimesi planlanmaktadir. Kemoterapi uygulamasina bagli olarak gorilen bulanti,
kusma gibi yan etkilerin giderilememesi, azalan yasam kalitesi ve is kaybina bagl
olarak artan harcamalarla sonuglanmaktadir. Bu sebeple oral olarak uygulanabilen
ancak lokal olarak etki gosteren, boylece icerdikleri ilacin sistemik yan etkilerini
Onleyen veya en aza indirebilen nanopartikiler ilag tasiyici sistem gelistirilerek
CPT'nin hem vyan etkilerinin azaltilabilmesi hem de stabilitesinin artiriimasi
amaclanmistir. Ayrica nanopartikillerin  submikron boyutlari sayesinde artmis
permeabilite ve gecirgenlik etkisine bagli olarak tiimér dokusunda yliksek oranda
lokalize olabilen nanopartikiile bagl olarak boélgedeki ila¢ konsantrasyonunda artis
saglanabilecektir.

Bu amacgla; non-iyonik 6zellikte olup sulu ortamda negatif yikli olan 6-O-

CAPRO-B-CD ve pozitif ylzey yilikiine sahip Poly-B-CD-C6 gibi iki farkli amfifilik CD



turevi ile nanopartikiller hazirlanmistir. Nihai oral nanopartikiler tasiyicinin pozitif
yukli olmasi planlandigindan, sulu ortamda negatif yikli olan (6-O-CAPRO-B-CD)
nanopartiklli de pozitif yik kazandirmak igin Kitosan (CS) veya Polietilenimin (PEI)
polimerleri ile kaplanmistir. Nanopartikil materyali olarak oligosakkarit yapidaki
amfifilik CD tlirevlerinden faydalaniimasi da hem sistemin biyouyumlulugunun
artmasini, hem kolona hedeflemeyi kolaylastirmasi, hem de farkl hidrofobik ¢ekim
bolgeleri ile CPT'nin ilag tasiyici sisteme etkin konsantrasyonda yliklenebilmesini ve
stabil olarak fizyolojik kosullarda etki yerine taginmasini saglayabilecektir.

Hazirlanan bos ve CPT yikli nanopartikillerin in vitro karakterizasyon
galismalari, in vitro sitotoksisite ve simile biyolojik sivilarda fiziksel stabilite
¢alismalari ve intestinal permeabilite calismalari gergeklestirilmistir. Ardindan, kolona
kadar intakt kalarak terapotik yikini tasiyacagl ongoriilen CD nanopartikillerinin
tedavideki etkinligi hayvan deneyleri ile incelenmistir. Bu amacla; farelerde kolon
timori indiklenecek ve olusan tiimorler Gzerinde, gelistirilen nanopartikillerin oral
yolla uygulanmasi sonucu antitiimoér etkinligi degerlendirilmistir.

Tam in vitro karakterizasyon, hicre kiltird ve in vivo bulgular birlikte
degerlendirilerek, kolon timori tedavisi amaciyla gelistirilen “Kamptotesin” yikli
anyonik ve katyonik CD nanopartikiillerinin etkinligi ve glvenliligi karsilastiriimali
olarak degerlendirilmistir.

Calisma sonunda varilmak istenen nokta; genelde kanser tedavisinde ¢ok
sinirh olarak ve adjuvan tedavi amacl uygulanabilen ve 6zelde de sindirim kanali
timorlerinin tedavisinde uygulamasi olmayan oral yoldan uygulanan katyonik
nanopartikiler ilag tasiyici sistemlerle kemoterapotik tedavinin, hedeflenmis bir

nanotaslyici sistem ile gerceklestirilecek olmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve yayilmasi olarak tanimlanan ve
Diinya lzerinde en yaygin goriilen hastaliklardan biridir (1). Kanser; temelinde gesitli
hiicresel mutasyonlarin varoldugu disiintlen ve bu mutasyonlar sonucunda hiicresel
onkogen islevlerin aktivitesinin artmasi ve timor baskilayici genlerinde aktivitesinin
azalmasiyla sonuglanan karmasik bir siiregtir (2).

Hicrelerin kontrolslizce ¢ogalmasi sonucu olusan olusan hiicre topluluguna
timor adi verilmektedir. Olusan timoérler invazyon gosterme ve ¢evre dokulara
dagilma (metastaz) egiliminde olmalari durumunda “malign” “kétu huylu timorler”,
olusmasi sonrasinda dokulara invazyon gostermemeleri ve olustugu bolgeden
uzaklastiriilmalari durumunda da tekrar niksetmemelerine goére “benign” “iyi huylu
timorler” olarak isimlendirilmektedirler. Malign tiimorler kanser6z timorlerdir ve
etkin tedavilerinde mevcut kemoterapétik ilaglar pekgok kisitlayici sebepten dolayi
halen yetersiz kalmaktadir (3, 4).

Kanser tedavisi amaciyla uygulanan Uc¢ temel strateji mevcuttur. Bunlar;
cerrahi operasyon, radyoterapi ve kemoterapi uygulamalaridir. Cerrahi operasyonlarin
uygulama zorlugu, hasta uyuncunun disiik olmasi ve viicut bltlnligiini bozabiliyor
olusu bu yaklasimin baslica sorunlaridir. Radyoterapinin ise temelinde lokal etki
prensibi yatmaktadir fakat pratikte kanserli hiicre ve dokularin yakin bolgelerinde
bulunan saghkh hiicrelere de zarar verme riski tasimasi bu yontemin olumsuz yanidir.
Kanser tedavisinde Uclincl yaklasim olan kemoterapi ise hastaya sitotoksik etkili bir
antikanser ajanin uygulanmasini temel almaktadir. Kemoterapide oOncelikli temel
amag, kanser hicrelerinin ¢ogalmasini onleyerek tedavinin gerceklestirilmesidir.
Kanserin tamamen tedavi edilmesinin mimkin olmadig durumlarda, kemoterapi ile
timorli dokunun kiiclltiilmesi veya bliyiimesinin engellenmesi, ileri evrede bulunan
kanser vakalarinda ise semptomlarin azaltilmasi ve hastanin yasam kalitesini artirmasi

amaclanmaktadir (5, 6).



Kanserler, vicutta bulunan farkl hiicre tiplerinin herhangi birinden kaynakh
olarak gerceklesebilmesi sebebiyle, koken aldigi hiicre tipine bagli olarak olusum yeri,
olusum siireci ve tedaviye verdikleri cevaplar bakimindan farklilik gosterebilmektedir.
Temelinde hiicresel mutasyonlar gibi bozukluklarin yattigi distinilen ve bunun
sonucunda da hiicrenin basta proliferasyon olmak Uzere normal hicresel
mekanizmalarinda anormallik olusturan kanserin, olusum asamalarinda cevresel
faktorlerin de etkin olabilecegi, ayrica ortaya cikan kanser patolojisinin sonug itibariyle
tek bir hastalik olarak distinilmekten ziyade, kontrolsiizce ¢ogalan hiicrelerin viicutta
basta timor olusumu olmak lzere sebep oldugu bir dizi anormallik ve hastaliktan

olusan karmasik bir durum olarak degerlendirilmesi gerekmektedir (7, 8).
2.1.1. Kolorektal Kanserler ve Kolorektal Kanserin Evreleri

Kolorektal kanserler; genellikle kolon epitelinin i¢ duvarinda olusan, anormal
bliyiime ve ¢cogalma gosteren kolorektal polipler olarak, kolon ve rektum mukozasinda
malign bir neoplazm olarak gelisir. Kolon i¢ epitelinde gelisen ve blyliyen polip
kaynakli timorler daha sonra kas dokulari ve lenf digimlerini istila ederek diger
organlara metastaz egilimi gostermektedir. TUmor niiksli ve uzak metastaz egilimleri
kolorektal kanserli hastalarda sagkalimi etkileyen en 6nemli iki kritik faktordir (9-11).

Kolorektal kanserler diinya genelinde gorilen en yaygin lg¢lincli malign timor
sinifini olusturmaktadir. Tanisal ve terapoétik ilerlemelere ragmen halen yliksek
morbidite ve mortalite ile iliskili olmasi sebebiyle yeni tani ve tedavi arayislarina
yonelik calismalar surdiriilmektedir (12, 13).

Kanser hucrelerinin ilerleme evrelerini degerlendirerek, Amerikan Kanser
Ortak Komitesi (AJCC; American Joint Committee on Cancer) kolorektal kanserleri bes
asamada siniflandirmigtir (Sekil 2.1.) (14). Evre 0, cerrahi operasyon sonrasi %100
tedavi edilmis kabul edilmektedir. Evre I-1IC icinde standart tedavi prosediri cerrahi
operasyondur ve %37-74 araliginda 5 yillik bir sagkalim &ngoériilmektedir. ileri
evrelerde (IlIA-1V) tani alan hastalarda ise cerrahi operasyon ve sonrasinda adjuvan
kemoterapi uygulanir ancak yiliksek metastaz ve niiks ihtimali nedeniyle sagkalim

oranlari %6’ya diismektedir (14, 15).
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Sekil 2.1. Kolorektal kanserlerin evreleri.

Kolorektal kanserler tanimlandiklari evrelere ve ilgili evrelerin tasidiklari
ozelliklere gore asagidaki sekilde gruplandiriimistir (16);

Evre 0: Kolon i¢ mukoza epitelinde poliplerin olustugu, kolorektal kanserin ¢ok
erken bir evresidir. Kolonoskopi sirasinda polipler tamamen polipektomi ile yok
edilebilir ve kolorektal kanser6z olusumu engellenebilir.

Evre 1: Bu evrede polipler bir timoér haline gelmeye ve kolon ic mukoza
epitelinde yogunlasmaya baslamistir. Bu asamada da cerrahi operasyon ile kanserli
hiicrelerin olusturdugu yapi uzaklastirilabilmektedir. Bu evrede tani konularak
mudahale edilen hastalar icin sag kalim orani %90’dan fazladir.

Evre 2: Bu evre kanserin kolon disina yayilmasi ancak heniiz lenf bezlerine
metastaz yapmamis olmasi ile karakterizedir. Kanserin kas dokusuna, kolonun en dis
tabakasina veya kolon Otesine yayllmis olmasina gore sirasiyla Ui¢ evrede
tanimlanmistir (lIA, 1IB ve 1IC). Cerrahi operasyon ile hastalarin bu evrede %80
sagkalim oranlari saglanabilecegi belirtilmektedir.

Evre 3: Kanser tani konuldugu asama itibariyle bitiin kolon duvarina ve kolonu
cevreleyen lenf nodlarina dagilmis durumdadir. Sag kalim orani %30-%60 araliginda
belirtiimektedir. Evre 3 kolorektal kanserler, kolon duvarini ig, orta ve dis duvarini ve
lenf nodlarini sarmis olmasina gore IlIA, lIB ve IlIC olarak siniflandiriimistir. Bu

asamada tani konan kanserlere, cerrahi operasyon ve kemoterapi uygulanmaktadir.



Evre 4: Kanserin hizla viicudun karaciger, ovaryum, testisler gibi cevre doku ve
organlara dagildigl asamadir. Sag kalim orani yalnizca %3 seviyelerindedir. Kanserli
doku ve organlardan cerrahi operasyonla tiimorlerin uzaklastirildigl, bununla beraber
yogun bir sekilde kemoterapi ve radyoterapinin uygulandigi kolorektal kanserlerin en
ileri evresidir.

Kolorektal kanserlerin tedavisi icin glinimiizde halen en etkili ve en ¢ok
basvurulan strateji cerrahi ve kemoterapidir. Sistemik kemoterapiyle ilgili en dnemli
sinirlayici faktoér, ilaglarin viicutta segici olmayan dagilimlaridir. Tumorli dokulara
istenen konsantrasyonda ilacin ulasabilmesi saglikli dokularinda ciddi oranda ilaca
maruziyeti ile sonuclanmaktadir. Sistemik kemoterapinin viicutta secici olmayan
dagilimi ve buna bagli ciddi yan etkiler de kemoterapinin diisiik basari oraninin baslica

nedenleri arasindadir (17, 18).
2.1.2. Kolorektal Kanser Tedavisinde Mevcut Yaklagimlar

Yukarida belirtildigi gibi kolorektal kanserler ¢ok erken evrelerde
kemoterapotiklere ihtiyac duyulmaksizin cerrahi operasyon ile tedavi edilme
potansiyeline sahiptir. Ancak 6zellikle evre IIl ve evre IV'iin ve zaman zamanda evre
II’'nin son asamalarinda tani alip tedaviye baslanmasi durumunda kemoterapotikler
blylk olctde kullanilmaktadir ve endikedir (19, 20).

Kolorektal kanserlerin kemoterapétiklerle tedavi edilmesi yaklagiminda uzun
yillar boyunca kullanilan tek sitotoksik ilag, bir timin analogu olarak DNA
replikasyonunu inhibe eden 5-FU idi (5-florourasil). Gastrointestinal emiliminin disuk
ve degisken olmasi nedeniyle 5-FU intravendz (i.v.) olarak uygulanmaktadir (21, 22).
intravenéz uygulamanin hasta uyuncu Uzerindeki olumsuz etkileri ve saghk
ekonomisine olan maliyeti sebebiyle, 5-FU’in oral olarak uygulanabilecek 6n ilag
formilasyonlari gelistirilmistir (23). 2000°’li yillarin basindan itibaren kolorektal
kanserlerin tedavisi amaciyla baska sitotoksik ajanlarda kullanima girmistir. Ornegin,
CPT’'nin yar sentetik bir analogu olan irinotekan, topoizomeraz | inhibitorii olarak
hiicre replikasyonu sirasinda DNA’nin ¢ozlilmesini engelleyerek antikanser aktivite

gostermekteyken, oksaliplatin ise DNA ile ¢apraz bag olusturarak hiicre transkripsiyon



ve replikasyonunu engeleyerek antikanser aktivite gostermektedir (24, 25). Soz
konusu sitotoksik ajanlar, gesitli tirevleri ve/veya tuzlari halinde ¢oziintrlik sorunu
asllarak parenteral uygulanabiliyor olmasinin yaninda gerek kullanim kolaylgi, hasta
uyuncu ve tedavi maliyetleri agisindan gerekse etkinlik ve secici olmayan
sitotoksisiteye bagli istenmeyen yan etkilerden dolayi halen etkinlik ve glivenlik
acisindan optimum bir tedavi saglamalari konusunda sorunlar tasimaktadirlar (13, 26,

27).
2.2. Kamptotesin

Kamptotesin (CPT), topoizomeraz | inhibitoru aktivitesi olan antineoplastik bir
ajandir. Topoizomerazlar DNA replikasyonu, transkripsiyonu gibi DNA’nin hayati
fonksiyonlarinda gorev alan enzimlerdir (28). 20(S)-Kamptotesin (CPT), “kanser agaci”’
veya “hayat agaci” olarak da bilinen Camptotheca acuminata bitkisinden ilk olarak
1966 yilinda izole edilmistir. CPT ile 1970’lerde baslayan ilk klinik ¢alismalar ise dogal
CPT ile degil, suda ¢ozlinir tuz formu ile gerceklestirilmistir. Dogal olarak yapisinda
bulunan pentasiklik alkaloidinden dolayr CPT, metastatik kolon kanserleri, kiiclk
hicreli akciger kanserleri, yumurtalik kanserleri, meme kanserleri gibi genis bir kanser

spektrumunda giicli antikanser aktivite gosterebilmektedir (29-32).
2.2.1. Kamptotesinin Yapisi ve Kimyasal Ozellikleri

Kamptotesin (CaoH16N204), molekil agirigr 348.35 g/mol olan IUPAC
isimlendirmesi ise 4-etil-4-hidroksi-1H-piranol[3',4":6,7] indolizin[1,2-b] kinolin-3,14-
(4H,12H)-dion olan bir molekaldiar (Sekil 2.2.). Suda ¢6ziinmez, DMSO ve

kloroform:metanol (4:1, h/h) karisiminda ¢oztn(r (33, 34).



Sekil 2.2. Kamptotesinin kimyasal yapisi.

CPT, lakton ve karboksilat olmak tzere iki farkli forma sahiptir (Sekil 2.3.). Aktif
lakton formundaki halkanin (E) acgilarak karboksilat formuna gegcisi s6z konusudur.
Formlar arasi donusiim pH bagimh ve geri dontsimladur. CPT, pH 5’in altinda aktif
lakton formunda iken, alkali veya fizyolojik pH’da hizla karboksilat formuna
gecmektedir ve bu gecis azalan klinik aktivite ve artan toksisite ile sonuclanmaktadir.
CPT yapisinda bulunan ve karboksilat formuna gecis yapmamis olan lakton formu
antikanser aktiviteden birincil olarak sorumlu olan fonksiyonel kisimdir, clinki
yalnizca lakton formundaki CPT hiicresel membranlardan gecebilerek topoizomeraz |
inhibitor aktivitesi gosterebilmektedir. Karboksilat formu suda ¢ézlnurlik bakimindan
aktif lakton formuna gore Ustinlik gosterse de, lakton formu antikanser aktivite
bakimindan yaklasik 10 kat daha etkilidir. S6z konusu durumdan dolayi, CPT fizyolojik
ortamda ciddi stabilite ve aktivite sorunu gostermekte, ayrica oral uygulamada disuk
permeabilite, P-glikoprotein efluks pompa sistemi etkisi ve suda c¢ozinurlik

problemine bagli olarak diisiik biyoyararlanim géstermektedir (31, 35-37).
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Sekil 2.3. Kamptotesinin akfif lakton ve inaktif karboksilat formu.

2.2.2. Kamptotesinin Formiilasyon Yaklagimlari

Gunlmuzde CPT igeren farmasotik triin olmamakla birlikte suda ¢éziinir ve
FDA (Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi) onayl almis sentetik analoglari piyasada
mevcuttur; Topotekan (Hycamtin®) ve irinotekan (Camptosar®) ticari olarak
intravenoz uygulanmak Gzere hazirlanmis sulu ¢ézelti formlaridir (38, 39). CPT ve CPT
analoglari molekiller icin temel formilasyon vyaklasimlari lakton halkasinin
stabilitesinin saglanmasi ve timor bolgesine spesifik olarak kontrolli salim
saglayabilmesi Uzerine yogunlasmaktadir. CPT analoglari gelistiriimesine yonelik
calismalarla ilgili olarak ise aktivitenin artirilmasi ve toksisitenin azaltilmasi halen en
biyldk soru isaretini teskil etmektedir. Klinik olarak denenen mevcut CPT
analoglarindan hentiz hicbiri CPT’nin mevcut potensini asabilmis degildir. Ayrica bu
calismalar zaman ve maliyet acisindan ciddi kayiplara da yol agmaktadir. Bu baglamda,
CPT, klinik olarak kullanilabilmesinin onindeki bariyerlerin asilabilmesi durumunda
halen analoglarina gére daha umut verici bir pozisyondadir. Farmasoétik alanda,
nanopartikiiler formiulasyonlardan, ¢ozinUrlGgli artirabilmesi, vyan etkileri
azaltabilmesi, uzatilmig farmakolojik etki saglayabilmesi ve biyoyararlanimi
artirabilmesi  imkanindan  dolayr fomilasyon gelistirme yaklasimlarinda
faydalanilabilmektedir (36, 40). Ayrica enkapsile sistemler ile fizyolojik ortamda

CPT'nin aktif lakton formunun inaktif karboksilat formuna hizla donisi
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engellenebilmektedir. Literatiirde, CPT igin alternatif formilasyon yaklasimlari
gelistirebilmek noktasinda, polimerik nanopartikiler sistemler, mikropartikiler
sistemler, lipozom, mikroemiilsiyon gibi formulasyonlarina iliskin pek ¢ok galisma

gorilmektedir (40-51).
2.3. Siklodekstrin

Siklodekstrinler (CD), nisastanin glukoziltransferaz enzimi ile enzimatik
degradasyonu ile elde edilen siklik oligosakkarit yapida dogal polimerlerdir (52). ilk
olarak, 1891 yilinda Antoine Villiers tarafindan kesfedilen CD’ler o glinden sonra
bircok bilim insani tarafindan arastirilmaya baslanmistir. Bu ¢alismalarin sonunda ilk
siklodekstrin iliskili patent 1953 yilinda Freudenberg, Cramer ve Plieninger tarafindan
alinmistir (53). Biyouyumlu, dogal makromolekiiller olmalari ve dogal kaynakli olmasi
nedeniyle kesfinden itibaren farmasotik alan basta olmak tizere tarim, gida, kozmetik,
tekstil gibi alanlarda yaygin sekilde kullanilmaya ve arastirilmaya baslanmistir (54, 55).
Makrosiklik yapida dogal oligosakkaritler olan CD’ler, a-1,4 bagh glikopiranoz
Unitelerinden olusmaktadir ve sahip olduklari glikopiranoz linitelerinin sayisina gore
isimlendirilmektedirler. Farmasoétik alanda en sik kullanilan CD’ler; a-CD (6
glikopiranoz birimi), B-CD (7 glikopiranoz birimi) ve y-CD(8 glikopiranoz birimi)’'dir
(Sekil 2.4.) (56). CD turevlerinin sahip oldugu fizikokimyasal ozellikleri tasidiklari
glikopiranoz birimi sayisina gére de farklilik gostermektedir (57). Ug¢ boyutlu
morfolojileri koniye benzer olarak nitelendirilen CD’lerin i¢ kavitelerinin hidrofobik
olup dis kavitelerinin ise hidrofilik olmasi farmasoétik alandaki Gstinliklerinin temelini
olusturmaktadir; suda c¢ozlndrlik sorunu gosteren ilaglar CD’lerin hidrofobik i¢
kavitelerince hapsedilerek suda ¢oziiniir kompleksler elde edilebilmektedir. Dogal CD

turevlerinin fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2.1.‘de sunulmustur (58).



Tablo 2.1. Dogal siklodekstrinlerin fizikokimyasal 6zellikleri (58).

Siklodekstrin (CD)

Karakteristik Ozellik

a-CD B-CD y-CD
Glukopiranoz iinite sayisi 6 7 8
Molekiil agirhg: (g/mol) 972 1135 1297
Sudaki ¢éziiniirlitk, 25°C (%, a/a) 145 18,3 233
ic cap (A°) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Dis cap (A°) 14,6 15,4 17,5
Kavite hacmi (A°) 174 262 427

Farmasotik alanda, ilag-siklodekstrin kompleksleriyle;

- ilaglarin sudaki ¢oziintirligiiniin iyilestirilmesi,

- Biyoyararlanimlarinin artiriimasi,

- ilacin fiziksel ve/veya kimyasal stabilitesinin artirilmasi,

- Gastrointestinal veya okiler wuygulamalarda gorilmesi
iritasyonun azaltilmasi,

- ilaca bagl kotii tad ve kokunun maskelenmesi,

- lag-ilag ve/veya ilag-eksipiyan etkilesimlerinin

saglanabilmektedir (59, 60).

12

muhtemel

onlenmesi

Boylece olusan ilag-siklodekstrin inklizyon kompleksleriyle, ilaclar fizyolojik

ortamda enzim etkisinden korunabilmekte ve ilaclarin enzimatik degradasyondan

korunmus, stabil ve ¢ozUiintrlGgli artmis olarak daha yiksek biyoyararlanim gosteren

formiilasyonlari elde edilebilmektedir (Sekil 2.5.) (56, 61, 62).
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Sekil 2.4. a, B ve y Siklodekstrinlerin kimyasal yapilari
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Sekil 2.5. Dogal siklodekstrinlerin yapisi ve ilaglarla kompleks olusturmalari; A) Dogal
siklodekstrinlerin hidrofobik i¢ kaviteleri ve hidrofilik dis ylizeylerinin
sematize edilmesi, B) Dogal siklodekstrinlerin, hidrofobik yapidaki ilaglari i¢
kavitelerine hapsederek kompleks olusturma yapilari (56).
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Dogal CD’lerin bahsedilen avantajlarina ragmen, suda nispeten distk
¢ozunurlikleri ve fizyolojik ortamlarda biyolojik membranlarla zayif etkilesimleri
farmasétik formiilasyonlarda kullanimlari agisindan sinirlayic bir faktérdir. Ozellikle
a- ve P-siklodekstrinlerin neden oldugu hemoliz ve nefrotoksisite parenteral
uygulamalar acisindan bir glivenlik sorunu teskil etmektedir. Bu nedenlerden dolayi;
sudaki ¢oéziinirligi (Ozellikle B-CD) ve biyolojik membranlarla etkilesimi artirmak,
intravendz uygulamalarda karsilasilan hemolizi ve nefrotoksisiteyi azaltmak, CD ve
konuk molekiil arasindaki etkilesimi artirmak, CD’nin enkapsiilasyon kapasitesini
artirmak, ilag salim profillerini degistirmek veya CD’lere ara ylizeylerde kendi kendine
organizasyon Ozelligi (self-organization) kazandirarak kolloidal ilag tasiyici sistemler
elde etmek amaclariyla farkli CD tiirevleri sentezlenmistir (63, 64). Farmasotik alanda
en yaygin olarak kullanima girmis olan CD tirevleri; metillenmis, hidroksillenmis ve
stlfobutillenmis CD tiirevleridir. Her bir tiirevin kendi icinde birbirine gére ¢ozunarlik,
nefrotoksik etki ve hemolizi azaltmasi ve ilag stabilitesine katkisi bakimindan
Ustunlikleri mevcuttur. Hedeflenen farmasotik amag dogrultusunda farkli CD
tirevleri kullanilabilmektedir (57, 65). Ayrica, her U¢ tlirev icinde (metil,
sulfobditileter, hidroksipropil) elde edilen B-CD tlrevleri FDA tarafindan GRAS
(Genellikle Glvenilir Kabul Edilen) sinifinda kabul edilmektedir (66). Yizlerce modifiye
edilmis CD tlirevi hazirlanmis ve uygulamalari gosterilmis olsa da, farmasotik alanda
hidroksipropil, metil ve stlfobltil eter gruplarini iceren tiirevler farmasotik eksipiyan
olarak ticari alanda daha sik kabul gormustiir (67).

ilac pazarinda kullanilan dogal ve modifiye CD’lerin kullanim yogunluklari Sekil
2.6./da sunulmustur. Avrupa ila¢ Ajansi (EMA)’ da CD’lerle ilgili yayinladigi kilavuzlarda
CD’lerin oral, parenteral, nazal, rektal, dermal ve okiler kullanimlarina iliskin
aciklamalar yapmistir.  EMA  kilavuzlarinda, siklodekstrinler; ilaglarin  suda
¢Ozundirliklerini ve biyoyararlanimlarini artirmak amaciyla kullanilan siklik
oligosakkaritler olarak tanimlanmistir. Farkh CD tiirevleri ile hazirlanmis farkli
formlarda mustahzarlar mevcuttur. Ornek olarak; setirizin tablet ve sisaprid
tabletlerde B-CD, minoksidil ¢ozeltisinde y-CD, intraven®z vorikonazol preparatlarinda

SBE-B-CD, itrakonazol oral ve intravendz preparatlarinda HP-B-CD ve 17B-6stradiol
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nazal sprey formilasyonunda RM-B-CD’den faydalanilarak hazirlanmis piyasa
preparatlari mevcuttur. EMA tarafindan yayinlanan, CD tirevleri ve kullanilabildikleri

dozaj sekilleri Tablo 2.2/de sunulmustur (68, 69).

Tablo 2.2. Siklodekstrinler ve kullanilabildikleri dozaj sekilleri (68).

y-CD HP-B-CD SBE-B-CD RM-B-CD
Oral X X X X
Nazal X
Rektal X
Dermal X X X
Okiiler X X
Parenteral X X X

54.8 %

Sekil 2.6. Piyasada bulunan Urlinlerde eksipiyan olarak kullanilan siklodekstrin
tirevleri ve dagihimlari (67).

2.3.1. Amfifilik Siklodekstrinler

Amfifilik siklodekstrinler, dogal CD’lerin farmasotik alandaki kisitlamalarinin
asilabilmesi amaciyla tipki diger CD tirevleri gibi sentezlenen siklodekstrinlerdir (Sekil
2.7.). Amfifilik CD’ler, dogal CD’lerin primer ve/veya sekonder yulzeylerine farkh
uzunluk ve/veya yapilardaki lineer veya dallanmis alifatik zincirlerin baglanmasi
sonucu elde edilir ve modifikasyonu saglayan zincirin 6zellikleri ve baglanma noktalari
gibi farkhklar sonucu degisik 6zelliklerde tlrevler elde edilebilir (70, 71).

Amfifilik CD’lerin dogal CD’lere gore Ustinlikleri ve baslica sentezlenme

sebepleri 6zetle su sekilde aciklanabilir (72);
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e Hidrofobik molekdlleri yiikleme kapasitelerinin artirilabilmesi

e  Fizyolojik ortamda biyolojik membranlarla etkilesimlerinin artirilabilmesi

e  En onemli 6zellik ve farkliliklari ise sulu ortamda herhangi bir yardimci ¢éziici
ve/veya yluzey etkin maddeye gerek duymaksizin kendiliginden organize
olarak nanoboyutlu tasiyicilar olusturabilmeleridir.

Calismamiz kapsaminda iki farkli amfifilik CD tirevi ile nanopartikiiler ilag
tastyici sistemler hazirlanmistir. Bunlar; non-iyonik ve sulu ¢ozeltileri negatif ylizey
yukiine sahip olan 6-O-CAPRO-B-CD ve polikatyonik ozellikteki Poly-B-CD-C6
siklodekstrinleridir. Ayrica, negatif ylzey yilikiine sahip olan 6-O-CAPRO-B-CD
nanopartiklllerine pozitif ylzey yiki kazandirmak amaciyla nanopartikdller, pozitif
yukli birer polimer olan Polietilenimin (PEI) ve Kitosan (CS) polimerleri ile

kaplanmistir.

CaaH140042 C1a0H252C7N704257

6-0-CAPRO-B-CD Poly-B-CD-C6

Sekil 2.7. Amfifilik Siklodekstrinler; A) 6-O-CAPRO-B-CD Kimyasal Yapisi ve Formuli
(Molekul agirhg: 1813 g/mol, suda zeta potansiyeli -20 Mv), B) Poly- B-CD-
C6 Kimyasal Yapisi ve Formuli (Molekul agirhigi: 3178,15 g/mol, suda zeta
potansiyeli +60 mV)

2.4. Oral Yoldan ilag Uygulamasi

Ozellikle uygulama seklinin kolayligi sebebiyle oral yol en ¢ok tercih edilen ilag
uygulama yoludur. Kullanim kolayligi saglamasi ve bununla birlikte artan hasta uyuncu
ile uzun sire ilag kullanmasi gereken kronik hasta grubu tarafindan siklikla tercih
edilmektedir. Ayrica oral yolla uygulanan preparatlarin steril Gretim gerektirmemesi

Uretim maliyetlerinin dlsUrulebilmesi agisindan da fayda saglamaktadir (73, 74).
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Hasta acisindan parenteral uygulamalara nazaran acisiz ve kendi kendine uygulanabilir
olmasi ve her bir dozlama igin saghk kurulusuna gitmesine gerek olmamasi daha az
stresli ve daha duslik maliyetli bir tedavi siireci sunmaktadir. Sonug olarak, hasta
uyuncunun uzun sireli olarak artirilabilmesi, daha esnek ve programlanabilir bir dozaj
rejimi sunmasi, tedavi maliyetlerinin azaltilmasi, hastane kaynakli enfeksiyon
risklerinin azaltilmasi ve sistemik toksisite riskinin daha dusiik olmasi oral yolla ilag
uygulamasinin Gstinliklerini olusturmaktadir (75, 76).

Gunlmuzde ilag pazarinin blytk kismini olusturan oral yoldan uygulanan
ilaglar, 6zellikle hasta tarafindan pratikte sagladigi faydalara paralel olarak artan talep
dogrultusunda hizla bliyiimektedir. S6z konusu taleple orantili olarak da oral yolla ilag
uygulamasina yonelik bilimsel calismalar artarak devam etmektedir.

Gunlmiz bilgi birikiminde bircok hastalikla ilgili patofizyoloji biyilik olclide
aydinlatilmis, buna bagl olarak da yeni tedavi sekilleri ortaya ¢ikmistir. injeksiyon
yoluyla ila¢ uygulama, tedavi rejimi sirasinda hasta uyuncu, yan etkilerin siddeti ve
sikhgr ve uygulama zorlugu nedeniyle tedavinin etkisini azaltmaktadir. Bu nedenle,
parenteral uygulamaya alternatif olarak, transdermal, nazal, bukkal, pulmoner veya
oral uygulama sekilleri tGzerinde ¢alisiimaktadir. Blitlin bu alternatifler arasinda oral
uygulama; uygulama kolayligi ve hasta uyuncu agisindan, kronik hastaliklarda
kullanilabilecek en avantajli yol olarak 6ne ¢ikmaktadir (77).

Oral yoldan uygulanan ilaglar, gastrointestinal kanal (GiK) hastaliklarini lokal
olarak tedavi etmek veya kan dolasimina gecerek sistemik etki elde etmek lzere
tasarlanabilmektedir.

Oral yolla ilag uygulamasi ile saglanan avantajlarin yaninda, farmasotik acidan
degerlendirildiginde asilmasi gereken bazi engeller de mevcuttur. Bu engeller; GiK’'in
karmasik fizyolojik yapisindan kaynaklanan veya biyokimyasal engeller olabilirken,
oral yolla uygulanmasi hedeflenen etkin maddenin kendi fizikokimyasal 6zellikleri de
ilac biyoyararlaniminda kisitlamalara neden olabilmektedir (77, 78). Oral yoldan ilag
uygulamasinda karsimiza ¢ikan engeller Sekil 2.8.’de 6zetlenmis ve ileriki bolimlerde

aciklanmigtir (79-83).
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Sekil 2.8. Oral yoldan ila¢ uygulamasi sonrasi karsilasilan ¢oklu bariyer.
2.4.1. Gastrointestinal Kanal Fizyolojisi ve iliskili Engeller

Oral uygulamadan sonra, kan dolasimina gecerek sistemik etkinin beklendigi
tedavilerde, ilag GiK limenini gecip plazmaya ulasabilmeli ve absorbe olmalidir.
Absorpsiyonun gerceklestigi primer bélge ince bagirsaktir. ince bagirsakta
absorpsiyon, villi ve mikrovilliler Uzerinden gergeklesmektedir. Villi epiteli,
materyallerin intestinal l[imenden lamina propria’ya gecisini diizenleyen polarize
hiicre tabakasindan olusmaktadir. Epitelyal hiicreler ise ekstraselliiler matriksin bazal
lamina denilen en st kisminda gomili haldedirler ve epiteli lamina propriadan
ayirmaktadirlar (84). Her bir villi icerisindeki lamina propria, epitelyal bariyerden
gecen molekillerin absorplanmasi icin kapiller ag icermektedir. Kapillerler vendiillerle
birlesmekte, venillerden de portal ven araciligiyla absorbe olan maddeler karacigere
ulasmaktadir.

intestinal epitel, farkh hiicre tipleri icermektedir. Bunlar; absorbsiyon yapan
epitelyal hiicreler (enterositler), misin salgilayan goblet hiicreleri, endokrin hiicreler,
lizozim ve antimikrobiyal ajan salgilayan Paneth Hucreleridir. Enterositler limene
sindirim enzimleri salgilamakta ve ayrica sa¢ benzeri mikrovilli denen yapilariyla
absorpsiyon alanini 300-400 m?ye kadar artirmaktadir (85). Bir baska hiicre tipi M

hiicreleridir ve intestinal epiteldeki rolleri antijenlerin, dejeneratif olmayan yolak ile
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dendritik hiicrelere transportunu saglamaktir. Oral ilag tasiyici sistemler tasarlanirken
karsilasilan engeller cogunlukla GiK’in kendi fizyolojisi tarafindan olusturulmaktadir

(Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. intestinal liimen fizyolojik yapisi ve intestinal hiicreler (77).

GiK''n genis pH araligi, enzimatik degradasyon, intestinal epitelden
permeabilitenin disik olmasi gibi zorlayici kosullar nedeniyle oral uygulanan ilag
tasiyicl sistemlerin etki yerine fizikokimyasal stabilitelerini ve yapilarini koruyarak
ulasabilmesi giiclesmektedir. GiK’in pH’si farkli bélgelerinde 1 ile 8 arasinda
degisebilmektedir (86). Bu pH’lara maruz kalindiginda, pH indiiklii oksidasyon, protein
yapida ilaglarin deamidasyonu veya hidrolizi gerceklesebilmektedir (87). Enzimatik
degradasyon, biyolojik molekillerin absorpsiyondan ©6nce sindirilmeleri icin
salgilanan proteazlar ve niikleazlar tarafindan gerceklestirilir. Eer pH ve enzimatik
aktivite kaynakli engeller asilabilirse, ilag tasiyici sistem bagirsaktaki epitelyal bariyere
ulasabilmektedir. Oral yolla uygulanan bir preparatin gastrointestinal kanalda

karsilacagi pH araligi ve gecis sureleri Sekil 2.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 2.10. Oral yolla uygulanan bir ilacin gastrointestinal kanalda karsilacagi pH
araligi ve gegis sureleri

Epitelyal bariyer ise, dis ve i¢ bariyerler olmak lzere iki kisimdir. Dis bariyer,
epitelyal hicreleri c¢evreleyen mukus tabakasidir. Mukus tabakasi; protein,
karbonhidrat, lipid, tuz, antikor, bakteri ve hiicre artiklarindan olusmaktadir. Kalinligi
bogelere gore degisen yer yer gevsek ve yer yer siki olarak baglanmis tabakalardan
olusur. Mukus tabakasi epitel ylzeyini patojen ve yabanci partikillere karsi
korumaktadir (88). i¢ bariyer ise epitel hiicre tek tabakalarindan olusur. Ayrica epitel
hiicreler P-gp adi verilen “efflux’” pompalari icermektedir. Bu da P-gp substrati olan
dusiik molekdl agirlikh ilaglarin oral biyoyararlanimini azaltmaktadir. Saglikli intestinal
bariyer, salgilanmis mukus tabakasi, epitelyal hiicreler ve onun altinda epitelyal
olmayan mukozal hiicre tabakasindan olusmaktadir. Mukus kalinligi 50-800 um olup,
mikroorganizma, toksin ve virlslerin adezyon ve invazyonuna karsi fiziksel ve kimyasal
bariyer olustururur. Mukus yapisi son derece komplekstir ve halen tam olarak
aydinlatilamamistir. Mukozal akis hizi dakikada 5 mm’dir. Epitelyal hiicreler intestinal
bariyerin yapisal engelidir, dis cevre ve bagirsakla iliskili lenfoid doku (GALT) arasinda
kontrol merkezi olarak distnulebilir. Daha altta bulunan mukozal hiicreler (Goblet
hiicreleri, Paneth hicreleri), bazi komponentler Ureterek epitelyal hicre
fonksiyonunu etkilemektedirler (77). Oral yolla uygulanan bir ilacin gastrointestinal

kanalda (GiK) gecirecegi siirec Sekil 2.11.da dzetlenmistir.
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Sekil 2.11. Oral yolla uygulanan bir preparatin gastrointestinal kanalda karsilasacagi
sureg.

2.4.2. intestinal Absorpsiyon

Gastrointestinal kanali gegcmeyi basaran ve intestinal [imene ulasan ilag icin
bir sonraki asama sistemik kan dolasimina gecisi saglayacak olan intestinal bariyerleri
gecebilmesidir. Oral ilag uygulamasinda epitelyal bariyerlerin asilmasinda fizyolojik
olarak tanimlanmis; transseliiler, paraseliiler ve transitoz yolagi mevcuttur (85).

Transsellller yol intestinal hiicrelerin apikal ve bazolateral hiicre zarlarindan
ve sitoplazmalarindan gecisini ifade eder. Bu yolak, intestinal bariyerin lipid cift katli
membranindan dolay! hidrofilik maddelerin pasif gecisine karsi ¢ok kisitlayicidir ve
biyik molekiller icin ise gecirgen degildir. Transselliler yolak hidrofobik molekiiller
icin pasif diflizyon esasina gore gerceklesebilirken ayrica bazi spesifik molekiiller icin
ise molekiile 6zgli hiicre zari pompa sistemi ile gerceklesebilir. Bir diger yol olan
paraseliler yol ise, kiiciik molekillerin epitel hicreleri arasindaki “tight junction”
olarak ifade edilen siki kavsaklardan, molekiillerin blytklUklerinin ve ylzey yiiklerinin
bir fonksiyonu olarak pasif diflizyonunu ifade eder (89-93) (Sekil 2.12.).

Transitoz yolagl, bir molekiile 6zgli reseptérlere dayanan ve molekild hiicre
boyunca herhangi bir bozunmaya ugramadan tasiyan aktif bir yolaktir. Biylk

hidrodinamik boyutlarindan dolayi biyolojik maddeler gibi makromolekiller veya
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nanopartikiillerin intestinal tasinmasinda bu yolak ayrica 8nemlidir. intestinal limenin

yapisi ve transepitelyal tasinma mekanizmalari Sekil 2.12’da 6zetlenmistir.
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Sekil 2.12. intestinal liimen yapisi ve transepitelyal tasinma mekanizmalari
2.5. Nanoteknoloji ve Nanopartikiiler ilag Tasiyici Sistemler

Nanoteknoloji, glinimizde birgok bilimsel disiplin tarafindan 6zellikle kendi
alanlariyla ilgili olarak yogunlukla ¢alisiimakta ve siphesiz ki icinde bulundugumuz
yuzyillin en 6nemli odak noktalarindan birisini olusturmaktadir. Kimya, optik,
elektronik, gida, tekstil, kozmetik veya ila¢ gibi birbirinden farkli bircok disiplin ve
sektor tarafindan calisilmasinin bir sonucu olarak da literatlirde nanoteknoloji terimi
ile ilgili birden fazla tanima rastlamak miumkunddir.

Bu sebeple, EMA, 2006 yilinda yayinladigi raporda, literatlirde mevcut farkh
tanimlamalari da g6z 6niine alarak nanoteknoloji icin genel bir tanimlama yapma
geregi duymustur. Buna gére; Nanoteknoloji, malzemenin seklini ve boyutunu nano
Olceklerde kontrol altinda tutarak yapilarin, cihazlarin ve sistemlerin Gretilmesini ve
uygulanmasini ifade eden bilimsel yaklasimdir. Nano 6lcek araligi atomik buyikliik
dizeylerini ifade eden 0.2 nm’den 1000 nm’ye kadar bir araligi ifade etmektedir.
Nanotip ise nanoteknolojinin hastaliklarin 6nlenmesi, teshisi veya tedavisi amaciyla

kullanilmasidir (94).
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Bilim dinyasi basta olmak (zere bircok disiplin tarafindan yogun sekilde
arastirilan ve galisilan nanoteknoloji konusunda farkli tanimlamalar ve yaklasimlardan
dolayi, benzer sekilde FDA (Amerikan Gida ve ilag Dairesi)’da nanoteknoloji
konusunda rehberler yayinlamis, agiklama ve tanimlamalar yapmistir. FDA tarafindan
yayinlanan ve 2014 yilinda giincellenen kilavuzda FDA nanoteknoloiji ile ilgili olarak su
aciklamalari yapmistir; “Nanoteknoloji; tibbi Grlinler, yiyecekler ve kozmetikler dahil
olmak lizere FDA kontroliindeki genis bir trin yelpazesinde kullanilabilen ve hizla
gelismekte olan bir teknolojidir. Nanoteknoloji, malzemenin partikil biytklGginin
nano 6lcek araliginda olmasini (yaklasik 1 nanometre (nm) ila 100 nm araliginda) ifade
etmektedir.” (95). Ayrica, NBCD (Non-biological complex drugs) calisma grubu
tarafinca, nanoteknoloji temelli olarak hazirlanan ilag tasiyici sistemler non-biyolojik
kompleks ilaglar olarak tanimlanmaktadir. Bu tanimlamanin gerekgesi ise,
nanoteknoloji temelli olarak hazirlanan ila¢ tasiyici sistemlerde etkin maddenin
konvansiyonel ilaglarda oldugu gibi sadece mono-molekiiler yapida etkin maddeden
olusmamasi, nanoteknolojik ilaglarin kompleks yapisi ve birden ¢ok bilesenden
olusmasi sebebiyle yapisal olarak biyoteknolojik ilaclara daha ¢ok benzemesi ancak
biyolojik kaynakli bir tiriin olmamalari nedeniyle de non-biyolojik kompleks ila¢ olarak
isimlendirilmesine yol agmistir (96, 97).

Nanoteknoloji temelli olarak elde edilen nanoboyutlu ilag tasiyici sistemlerin
nanotip alaninda sagladigi faydalar tasidigi ozelliklerinden ileri gelmektedir. Bunlar
ana hatlariyla; hazirlanan nano boyutlu ilag tasiyici sistemin partikiil bayukligiinde ve
ylzey Ozelliklerinde amaca gore modifikasyon yapilabilmesi, ilag¢ taslyici sistemin
hazirlandigi polimer 6zelliklerinin degistirilerek etkin maddenin yikleme ve salim
profillerinin  degistirilebilmesi, ilacin etki gbstermesi istenen bdlgeye
hedeflendirilebilmesi ve ilag tasiyici sistemde enkapsiile halde bulunan etkin
maddenin fizyolojik kosullar altinda ve etki bolgesinde fiziksel ve kimyasal olarak
stabilitesinin saglanabilmesidir (98).

Nanotip uygulamalariyla elde edilen nano boyutlu ilag tasiyict sistemler,
konvansiyonel ilag tastyici sistemlerde gorilebilen spesifik olmayan biyolojik dagilim,

hedefleme sorunu, etkin maddenin ¢ézundrlik sorunu ve disik biyoyararlanim gibi
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problemlerin asilmasinda fayda saglamakta ve bu dogrultuda da arastirmalar hizla
ilerlemektedir (99).

Nano boyutlu ilag tastyici sistemler, kullanilan madde ve/veya yonteme bagh
olarak farkli sekillerde hazirlanabilmektedir. Bu sistemler, polimerik nanotasiyicilar,
lipid-temelli nanotasiyicilar, metal ve inorganik temelli nanotasiyicilar olarak kendi
icinde gruplandiriimaktadir. Polimerik nanotasiyicilar ise polimerik miseller,
dendrimerler veya nanopartikiller olacak sekilde alt gruplara ayrilmaktadir.
Nanopartikiller olarak tanimlanan grup; hazirlanan nano-tasiyicinin yapisina ve
bilesimine gbére nanokire ve nanokapsilleri ifade etmekte ve her ikisini de
kapsamaktadir (100).

Nanopartikiller, boyutlari 10-1000 nm arasinda degisen, ¢ogunlukla dogal
yollarla veya sentetik olarak elde edilmis polimerlerle hazirlanan, submikron kolloidal
ilag taslyic sistemlerdir (98-101). Bu tanim, ilacin bir matriks lzerine adsorbe
edilebildigi, matriks icinde ¢ozlindirildigi veya disperse edildigi nanokiireleri veya
ilag iceren sulu veya vyagh bir cekirdegin polimerik bir duvarla c¢evrelendigi
nanokapsulleri kapsamaktadir (102). Yagh cekirdek iceren nanokapsiuller; yiksek ilag
ylikleme kapasitesi, ilacin degradasyonunun onlenmesi ve patlama etkisinin
azaltilmasi gibi bazi Ustiinliklere sahiptir (103). ilacin nanokapsiliin yagh ic
cekirdegine enkapsiilasyonu ile, ilag patlama etkisiden kurtulabilmekte ve dokularla
direkt temas halinde olmadigindan degradasyonu da énlenmektedir (104, 105).

Nanopartikiler ilag tasiyici sistemler, 1970’lerden bu yana, ilk olarak “bdlgeye
0zgl” (site-specific) ilag tasinmasi fikri ile ortaya ¢ikmis ve halen lizerinde yogunlukla
calisiimakta olan bir alandir. Nano boyutlu ilag tasiyici sistemlerde etkin madde;
¢oziinmls halde, enkapsile halde ve/veya partikill ylizeyine adsorbe halde
bulunabilmektedir ve lokal veya sistemik ila¢ tasinmasinda yogunlukla ¢cahsiimaktadir
(98, 101).

Nanopartikiller; farkh ylzey yukd, molekl agirhigi,
hidrofobisite/hidrofilisiteye sahip cesitli polimer ve kopolimerler kullanilarak
hazirlanabilir. Kullanilan dogal polimerler arasinda; jelatin, albiimin, dekstran, kitosan

ve aljinat sayilabilir. Bunun yanisira sentetik biyodegradasyona ugrayabilen polilaktik
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asit, poliglikolik asit, laktik ve glikolik asit kopolimeri, polikaptolakton,
polimetakrilatlar, polietilenimin gibi polimerler de kullanilabilir (106, 107).

Polimer karakteristikleri nanopartikiilin nihai 6zelliklerini etkilemektedir.
Katyonik polimerlerin, kuvvetli hiicresel etkilesimleri ve hiicre icine alim 6zelliklerini
gostermeleri nedeniyle 6zellikle son yillarda Gzerinde durulmaya baslanmistir. Bu
durumun temelini, pozitif ylzey yilkine sahip katyonik nanopartikillerin negatif
ylizey yikiine sahip biyolojik membranlarla hiicresel etkilesiminin artmasi ve boylece
hicre icine alimin artmasi olusturmaktadir (108, 109). Polimer karakteristiklerinin
nanopartikillin nihai 6zellikleri tizerinde etkisini saglayan bir diger konu ise hazirlanan
kolloidal sistemin stabilitesidir. Yiizey yuki{, nanopartikillerin fiziksel olarak stabil
kolloidal sistemler olusturabilmesinde de énemli bir faktérdir, £ 30 mV’un Ustlinde
zeta potansiyele sahip nanopartikillerin, birbirleriyle etkilesimleri ve fiziksel
stabiliteleri agisindan daha stabil kolloidal sistemler olusturabilecegi belirtiimektedir
(110-112). Ayrica, katyonik polimerlerin pozitif ylizey yiikii, DNA’nin negatif yiukinin
baskilanmasina yardimci olur ve hiicre igine girisi kolaylastirir. Katyonik polimerlerin;
antikanser ilaglar, DNA veya siRNA ile polipleks adi verilen nanoboyutta kompleksler
olusturdugu literatlirde goze carpmaktadir (113, 114). Bu nedenlerle katyonik
polimerlerin antikanser ilaglar, DNA, oligoniikleotid ve peptidlerin tasinmasinda etkili
nanomalzemeler oldugu dislinilmektedir (1).

Ozellikle kanser terapisinde nanoyapili ilag tasiyici sistemlerin timér
hedefleme amaciyla sagladigi farkh Gstlnlikler de mevcuttur. Nanopartikiler ilag
tasiyici sistemler, konvansiyonel antikanser ilaglarin 6zgilliik sorununu giderebilmek
noktasinda umut verici 6zelliklere sahiptir (115). ilag tasiyici sistemler, ozellikle
timorli bolgeyi hedeflemek, antikanser ilaclarin etkinlik ve farmakokinetik profillerini
iyilestirmek icin kullanilabilmektedir. Literatiirde EPR (enhanced permeability and
retention) olarak tanimlanan artan gecirgenlik ve alikonma etkisi, antikanser ilag y ikl
nanopartikiler ila¢ tasiyici sistemlerin partikiil biydklGgunin etkisiyle timorli
dokuya daha fazla ulasabilmesine imkan saglayabilmektedir (116). Tumorli bolgede
olusan hasarin bir sonucu olarak normal damar yapisinin ve fizyolojik kosullarin

bozulmasiyla ilgili bolgede EPR kosullari gelisebilmektedir. Tumor dokusu biliytdiikee
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bolgede fizyolojik olarak var olan damarlar gerekli oksijen ve besini saglama
noktasinda yetersiz kalmaya baslar. Bunun bir sonucu olarak anjiyogenezi tetikleyen
blyime faktorleri salgilanir ve timoérli doku gevresinde yeni kilcal damar yapilarinin
olusumu baslar. Timorli bélgede gelisen anjiyogenez, siireksiz bir epitel sunan ve
normal vaskiiler yapilanmanin bazal membranindan yoksun, dizensiz damarlarin
olustugu bir siirectir (117). Yeni olusan damarlarin endotel hiicreleri arasinda fenestre
denilen bosluklar bulunmaktadir ve timor cesidine, timor gelisen bdlgenin
Ozelliklerine gére s6z konusu bosluklar 200 nm ila 2000 nm arasinda olabilmektedir
(118). Nanopartikiler ilag tastyici sistemlerde partikil blytkliklerine bagh olarak
endotel hiicreleri arasindaki bu bosluklardan sizarak timoér dokusuna ulasabilme
imkanina sahip olabilmektedir. Ayrica, timorli bolgede gelisen bir dizi bozukluk
sonucunda, lenfatik sistem fonksiyonlarina bagh olarak tiimor bolgesindeki lenfatik
drenaj da bozulmustur (119). EPR etkisiyle; tumorli bolgedeki normal damar
yapisinin bozulmus olmasindan faydalanarak partikil blytklGginin bir fonksiyonu
olarak timorll bolgeye ulasabilen nanopartikiler ilag tasiyici sistemler, yine timorli
bolgedeki lenfatik drenaj fonksiyonlarinin bozulmasindan dolayi bélgede daha uzun
sire kalabilmekte, lokalize olup bir ila¢ rezervuari olusturabilmektedir (116).
Antikanser nanopartikiler ilag tasiyici sistemler i¢in timoral hedefleme noktasinda
onemli bir konu olan EPR etkisi 6zetle bu sekilde agiklanabilir.

Sekil 2.13’te nanoteknoloji temelli olarak hazirlanan  nano-ilag

formilasyonlarinin serbest ilac molekiline gore sagladigi Gstlinlikler 6zetlenmistir.



27

~ ™,

(4 O/ -

= - Artmig Goziiniirlik
- Diistik Gozuiniirlik

. - Oral Biyoyararlanim Artigi
- llag Stabilitesi

- Artmig Stabilite
- Enzimatik Degredasyon

S flag - Aktif/Pasif hedefleme
- Biyolojik Bariyerler Molekiilii. Nano teknolojik
N »s - Uzatilmig/Kontrollii Sahm
- Kisa Plazma Yari Omrii Formiilasyon
A 4 - Artmig Plazma Yari Omrii

- Sistemik Toksisite

|- Daha Az Sistemik Toksisite
O

Dahaazdozile;
Ayni veya daha etkin,
Amaca gore hedeflendirilebilir
Daha az toksik bir tedavi imkani saglar.

Sekil 2.13. Nanoteknoloji temelli olarak hazirlanan nano-ilag formulasyonlarinin
serbest ilag molekiiliine gore sagladigi Gstinlikler.

2.6. Oral Uygulamada Nanopartikiiler ilag Tasiyici Sistemler

Nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerin oral olarak uygulanmalarinda GiK
kaynakli ¢oklu bariyerlerin asilabilmesi, hem ilag¢ tasiyici sistemin nano boyutlarda
olmasindan dolayi hem de etkin maddenin tasiyici sistemin icinde enkapsiile halde
olmasindan dolayl saglanabilmektedir. Nanopartikiller enkapsile haldeki etkin
maddenin kimyasal veya enzimatik degradasyondan korunmasina, sistemik
dolasimda daha uzun sire kalabilmesine ve ilag tasiyici sistemden etkin maddenin
salim profilinin kontrol edilebilmesine imkan saglamaktadir. Boylelikle tedavi daha
etkin hale gelebilmekte, doz miktari, dozlama sikligi ve goritilmesi muhtemel yan
etkiler azaltilabilmekte ve tiim bunlarin bir sonucu olarak da hasta uyuncu
artirilabilmektedir (120). Sekil 2.14'te oral yolla uygulanan nanopartikiler ilag tasiyici
sistemlerin karsilastigl engelleri hangi vyaklasimlarla asabildigi sematik olarak

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.14. Oral yolla uygulanan nanopartikdler ilag tasiyici sistemlerin karsilastig
coklu engeller ve nanopartikiler sistemlerin bu engelleri asabilme
stratejileri.

Nanopartikillerle oral ilag taginmasi lizerinde glinimizde yogun bir sekilde
cahisiimaktadir ve bu teknoloji diger ila¢ formilasyon yaklasimlarina goére oral
uygulama agisindan bazi Gstlinliklere sahiptir (121). Uygun sekilde hazirlanmis olan
polimerik nanopartikiller gastrointestinal ¢cevrede stabildirler ve icerdikleri terap6tik
maddeyi, pH’dan, enzimatik degradasyondan ve intestinal limende efflux
pompalarinin etkisinden korumaktadir. Bu baglamda vyapilmis bir calismada,
proteazlara karsi insilin ve kalsitoninin stabiliteleri nanopartikiiler sistemde
enkapsile edilerek artirlmistir (122). Ayrica nanopartikil elde etmek Gzere kullanilan
polimerin fizikokimyasal 6zellikleri degistirilerek (buyuakllk, ylzey yuki, hidrofobisite)
nanopartikiler ilag tasiyici sistemden ilacin salim ozellikleri (kontrollii veya dis uyaran
ile) farkhlastinlabilmektedir (123). Yizey ozellikleri ise farkli polimer sonlanma
gruplarinin kullanilmasiyla veya polimerin nanopartikiil ylizeyine konjuge edilmesiyle

degistirilebilmektedir. Antikor, peptid veya kiigiik molekiller gibi hedeflendirici
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ligandlar ilag tasiyici sistemin doku komponentleri ve hiicre reseptorleri ile spesifik
etkilesimlerini artirmak amaciyla nanopartikil yizeyine konjuge edilebilir.
Nanopartikiller kiigik moleklli ilag ve biyolojiklerin yanisira, DNA ve siRNA gibi
nikleik asitleri ve makromolekiilleri de enkapstile edebilmektedir. Nanopartikillerin
partikdl biydklGgundn kiclik olmasi spesifik ylizey alanini genisletmekte, bu da epitel
ylzeyi ile temasini artirmaktadir. Ayrica konvansiyonel oral ilag tasiyici sistemlerle
karsilastirildiginda, nanopartikillerle mide ve ince barsakta ilag salim hizini ve
stabilitesini kontrol etmek mimkin olabilmektedir, boylelikle ilacin ince bagirsaktan
sistemik dolasima daha fazla gegmesi veya kolon gibi spesifik bir bélgede daha fazla
lokalize olabilmesi saglanabilmektedir. Yapilmis bir calismada, nanopartikil hazirlama
materyali olarak poli(akrilik asit ko akrilamid) kullanilmis ve hazirlanan 5-FU tasiyan
nanopartikiller ile yliklenen 5-FU’in % 60’1 gibi bliyuk bir oraninin kolona taginabildigi

gosterilmistir (124).

2.6.1. Oral ilag¢ Uygulamasindaki Engellerin Nanopartikiiler Sistemler ile

Asilabilmesi Stratejileri

Oral yolla ila¢ uygulamasi sonrasi ilacin karsilasacagi engeller Sekil 2.8.’de, bu
engellerin asilabilmesi amaciyla nanopartikiler ilag tastyici sistemlerin diger
formilasyon yaklasimlarina gore sagladigi tstlnlikler ise Sekil 2.13."te 6zetlenmistir.
Bu Ustlnlikler formiilasyon gelistirme slirecinde birer strateji olarak kabul
edilebilmekte ve oral yolla uygulanmasi hedeflenen nanopartikdler ilag tasiyici sistem
formilasyonu bu stratejiler cercevesinde gelistirilebilmektedir. Bu vyaklasimlar;
¢ozuinirligin artinlmasi, ilac stabilitesinin saglanmasi, GiK’te kalis siresinin
uzatilmasi ve intestinal membranlardan difiizyonun artirilmasi ana basliklari altinda

incelenebilir.
ilag Coziiniirligiiniin Artirllmasi

Oral yolla uygulanmasi amaglanan birg¢ok ilacin sudaki zayif ¢ozinirlGgu ve
duslik intrinsik ¢coztndrlGgu oral biyoyararlanimini olumsuz yonde etkileyen en 6nemli

faktorlerin basinda gelmektedir. Zira, ilacin absorbsiyon bolgesinden emilebilmesi
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blyik olciide molekilin o bolgedeki ¢oziinirligline ve pKa degeri yani partisyon
katsayisina baghdir (125).

Nanopartikiler formulasyon gelistirme yaklagimi 6zellikle zayif ¢ozinurlik
gostermelerinden dolayi oral biyoyararlanimi sorunlu olarak kabul edilen BCS Il ve BCS
IV sinifiilaglar igin faydal bir yaklagim olarak kabul edilmektedir. Nanopartikillerin ¢ok
genis yuzey alanlarina sahip olmasi sebebiyle ¢ozlintrlik problemi gésteren ilaglarin
nano boyutlara indirgenerek veya nanosistemde enkapsiile edilerek
¢ozunurlikliklerinin artirilabildigi bilinmektedir (126). Oral yolla uygulanmasi
amagclanan suda distk ¢ozindrlik gosteren bir ilacin nanoboyutlu formilasyon
yaklasimi ile artmis ¢ozinirlik ve ¢6ziinme hizi sonucu artmis absorpsiyon ve

dolayisiyla biyoyararlanim elde edilebilecegi calismalar ile gosterilmistir (127-129).
Gastrointestinal Kanalda ilacin Stabilitesinin Artirilmasi

Oral yoldan uygulanan bir ila¢ veya ila¢ tasiyici sistemin GiK’in kimyasal ve
enzimatik ortaminda kanal boyunca stabilitesini koruyarak ilerleyebilmesi oral
uygulamay! takiben terapotik etki elde edebilmek icin en 6nemli sartlardan birisidir.
Gastrointestinal kanal boyunca ilag ve/veya ilag tasiyici sistemin stabilitesini etkileyen
birden fazla faktor s6z konusudur. Bunlar asagidaki gibi siniflandirabilmektedir;

1. Fiziksel faktorler (Gastrointestinal motilite, gastrointestinal igerigin

girisimsel etkisi)

2. Kimyasal faktorler (genis pH arahgi, sdrfaktanlar, gastrointestinal sivi

enzimleri) (120).

Nanopartikiler ila¢ tasiyici sistemlerde ilag molekilli nanopartikiiler sistem

icerisinde enkapsile ve/veya konjuge halde olmasindan dolayl gastrointestinal

degradasyondan korunabilmektedir (73, 130-132).
Gastrointestinal Mukozada Adezyon ve Diflizyonun Artirilmasi

Oral yolla ila¢g uygulamasinda hedef ¢ogu zaman ilacin sistemik dolasima
gecebilmesidir. Bu amaca yonelik olarak gelistirilen bir formilasyonda ilag

molekiliiniin ¢dziinlrlik sorunun asiimasi, GiK boyunca karsilasacagl ortamda
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stabilitesini korumasi sonucu intestinal bolgeye yani en genis absorbsiyon bolgesine
ulagsmasinin ardindan, ilag molekili igin asiimasi gereken son basamak, intestinal
bariyerleri asarak kan dolasimina gegebilmesidir.

Oral yoldan uygulanan bir ilacin GiK’'te gecirecegi siirecler incelendiginde
asagidaki sekillerde gerceklesebilecegi bildiriimektedir;

1. ilag, GiK’i hizh bir sekilde gecerek dogrudan feces ile eliminasyona

ugrayabilir,

2. GIK'i kismen daha vyavas gecerek intestinal bolgede kalma egilimi
gosterebilir fakat musin tabakasinin sirekli klirens etkisi ile intestinal
bolgeden temizlenerek feces ile eliminasyona ugrayabilir ya da,

3. intestinal bélgede kalis siiresini artiran bir formilasyon yaklasimi ile
mukusla daha fazla etkilesir ve kalis siiresinin artisi sonucuda mukus
bariyerinden penetre olabilir (133).

Oral yolla uygulanan bir ilactan optimum terapotik etkinligi elde edebilmek
icin formilasyonun intestinal bolgede mukus ile yeterli diizeyde etkileserek kalis
suresini artirabilmesi, mukusa penetre olabilmesi ve sonrasinda, hedeflenen etki
dogrultusunda ya direkt ilag tasiyici sistem olarak intestinal hiicre tabakasini gegmesi
ya da ilaci o boélgede salarak bir ila¢ rezervuari olusmasi sonucunda serbest ilacin
intestinal hiicre tabakasindan gecebilmesini saglamasi gerekir.

Oral yolla uygulanan bir cok ilag intestinal bolgede yeterli stire kalamamaktadir
ve bu sebeple terapotik etkinlik istenen diizeylerde elde edilememektedir. Bu amacla
nanopartikiler ilag tasiyici sistem formilasyonlari gelistirilirken “mukoadezif” olarak
tanimlanan, mukus tabakasi ile daha uzun siire ve daha fazla etkilesen sistemler
gelistiriimektedir. Mukoadezyon amaciyla siklikla kullanilan iki yaklasim; elektrostatik
gicler ve disufit baglari yaklasimidir. Bu amac¢ dogrultusunda ya hazirlanan
nanopartikllin ylzey karakteristikleri modifiye edilmekte ya da nanopartikdil
materyali olarak kullanilan polimerler bu amaca uygun polimerler olarak
secilmektedir. Sulu musin tabakasinin negatif yikli olmasi sebebiyle yizey yiki
pozitif olan kitosan gibi polimerler ile hazirlanan nanopartikillerin elektrostatik

etkilesme sonucu, disulfit baglari iceren nanopartikiillerin ise musinin yapisinda
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bulunan sisteinin sulfidril gruplari ile etkilesmesi sonucu mukusta daha uzun siire
kaldigi bildirilmistir (78, 120, 134, 135).

intestinal bolgede miisin tabakasinda yeterli siire kalarak klirense karsi
koyabilmis bir nanopartikiliin agsmasi gereken bir diger basamak ise intestinal hiicre
tabakasina ulasabilmesi ve intestinal duvardan permeabilitesidir. Oral yolla uygulanan
bir ilacin sistemik dolasimina ve oradan da hedef etki bolgesine ulasabilmesi igin
mukus bariyerini agtiktan sonra intestinal epitel hiicre tabakasini gegebilmesi gerekir
(136, 137). ilaglarin intestinal epiteli asabilmesi siirecinde, Sekil 2.12.’de gorildigi
gibi paraselliler yolak, transselltler yolak ve transitoz gézlenebilmektedir.

Partikil blytklGgi 50 nm’den kiglk nanopartikiiller paraselliler yolak ile siki
kavsaklar Gzerinden tasinabilirken, 50 nm —200 nm dolaylarinda partikil buylkliglne
sahip nanopartikilllerin enterosit hiicrelerince endositozla alinabildigi ve 200 nm -5
pum partikdl biyakligine sahip kolloidal tastyicilarin ise Peyer plaklarinda bulunan M
hiicreleri aracihgiyla alinabildigi gosterilmistir [52]. Ayrica nanopartikillerin M
hiicreleri aracihgiyla alimi, bu hicrelerin nanopartikilleri karacigerde ilk gegis
etkisinden kurtaran bir mekanizma olan lenfoid dokulara dogru tasimasi sebebiyle de
onemli bir avantaj saglamaktadir (138).

Paraseliler yolak, toplam mukozal alanin %1’inden daha azini olusturmasi ve
siki kavsaklarin agiklarinin 1-2 nm dolaylarinda olmasindan dolayi nanopartikillerin
alimi icin oldukca sinirl bir yolaktir (130). Ayrica, formiilasyon gelistirme siirecinde
nanopartikillerin kitosan ve/veya poli(akrilat) gibi siki kavsaklari agma ve daha
gecirgen hale getirme kabiliyetine sahip cesitli polimerlerle hazirlanmasi veya
nanopartikiil ylizeyinin sonradan bu polimerlerle kaplanmasi yaklasimi ile paraselliler
yolak ile nanopartikillerin aliminin kismen de olsa artirilabilecegi bildirilmistir (75).
intestinal limenden ila¢g ve/veya ila¢ tasiyici sistemin epitelyal hiicre bariyerini
asabilmesi slrecinde gerceklesmesi muhtemel yolaklar ve efflux pompa sisteminin

etkisi Sekil 2.15./de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.15. intestinal limenden ilag ve/veya ilag tastyici sistemin epitelyal hiicre
bariyerini agsabilmesi slireci ve efflux pompa sisteminin etkisi.

Efflux pompa sistemi ve 6zellikle bu sistemin bir¢ok substrata sahip 6nemli bir
Uyesi olan P-glikoprotein (P-gp) ilaclarin intestinal hiicre bariyerini asarak farmakolojik
etki gosterebilmesinin oniindeki 6nemli bir engeldir. Oral yoldan ila¢ uygulamasinda
efluks pompa sistemi proteinlerinin inhibe edilmesi yaklasimi distk biyoyararlanima
sahip ilaclarin biyoyararlanimlarinin artirilabilmesi noktasinda tercih edilebilmektedir
(139). ilag uygulamasi ile birlikte formiilasyonda bir efluks protein inhibitdriiniin de
uygulanmasi ile efluks pompa sisteminin biyoyararlanim Gzerindeki olumsuz
etkisinden kurtulmak veya bu etkiyi azaltmak mimkiindir. Bu amacgla, efluks pompa
sisteminin en onemli Uyelerinden biri olan P-gp’in inhibisyonu stratejisi siklikla
calisiimaktadir ve P-gp inhibitorleri kendi icinde lg¢ ana grupta incelenebilmektedir.
Bunlar; birinci, ikinci ve ti¢clincl jenerasyon P-gp inhibitorleridir. Birinci jenerasyon P-
gp inhibitorleri verapamil ve siklosporin gibi yarismali bir sekilde P-gp’e afinite
gosteren ve efluks sistemi bloke eden ilaglardir. Fakat disik afinitelerinden dolayi
yliksek dozlarda uygulanmalari gerekir ve bu da istenmeyen yan etkiler ile

sonuclanabilmektedir. Bu sebeple klinik olarak cok fazla tercih edilmemektedirler.
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ikinci jenerasyon ise farmakolojik olarak inaktif yapida olan, P-gp’e yiiksek afinite
gosterecek sekilde sentezlemis molekillerdir. Daha dusik toksisisite riski
gostermelerinden dolayi birinci jenerasyon inihibitorlere gore daha fazla tercih
edilebilmektedir. Fakat kullanimlari ile ilgili olarak en blyik engel sitokrom enzimleri
ile olan olasi etkilesimleridir. Birinci ve ikinci jenerasyon inhibitorlerin olumsuz
yonlerinin tespiti Uzerine Gglincl jenerasyon P-gp inhibitorleri gelistirilmistir. Bunlar
Elakridar, Tarikuidar gibi P-gp’e daha spesifik ve daha yliksek afinite gosteren
molekullerdir. Fakat bu grubun klinik olarak kullanimini kisitlayan durum ise uzun
sureli kullanima bagli olarak immiin sistem baskilanmasi gibi klinik komplikasyonlarin
gorulebilmesi olasiliginin gdzlenmis olmasidir (120, 140-144).

Bu sebeplerden dolayl, benzer sekilde P-gp inhibitér etkisi gosteren
surfaktanlar, polimerler, lipidler gibi biyoyararlanim artirici eksipiyanlar klinik olarak
daha yaygin sekilde kullanilabilmektedir. Dekstran, sodyum aljinat gibi dogal
polimerler, polietilen-glikol ve tirevlerinden elde edilen polimerler, tiyollenmis
polimerler, pluronik ko-polimerleri ve polisorbat gibi stirfaktanlar ve CD’ler P-gp efluks
sistemi inhibitdéri olarak kullanilabilmektedir. Ornek olarak; rifampisinin oral
biyoyararlanimin P-gp inhibisyonu etkisi ile artirilamasi hedeflenen bir calismada,
Pluronik F68 surfaktaninin verapamil kadar P-gp inhibitor etkisi gosterebildigi ve
rifampisinin intestinal absorpsiyonunu artirdigi gosterilmistir (145). Benzer sekilde
Pluronik P123 ve Pluronik F127 sirfaktanlarinin intestinal P-gp inhibisyonu aktivitesi
de gosterilmistir (146). Ayrica; oral yolla uygulanmasi hedeflenen bir ilacin polimerik
nanopartikiler bir ilag tasityici sistem ile enkapsiile halde uygulanmasi esnasinda
efluks protein substrati olan ilacin nanopartikil icerisinde enkapsiile halde olmasi
sebebiyle efluks pompasi etkisinden kurtulabildigi de bilinmektedir (75).
Nanopartikillerin intestinal etkilesimleri agisindan ilave olarak immin sistemden
mutlaka bahsedilmelidir. Lamina propriada 6zellikle M hiicrelerinin oldugu bolgede
pekcok immin hiicre (T hiicreleri, makrofajlar vb.) bulunmaktadir ve bu immin
hiicreler nanopartikiller gibi sistemlere karsi aktivite gosterebilmektedir. Ayrica eger

nanopartikll intestinal bolgede immun sistem bilesenlerinden kurtularak absorbe
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olup, kan dolagimina ulagsmayl basarirsa, RES disi organlarda terapotik etki

saglayabilmek agisindan mononikleer fagositik sistemden de kagabilmelidir (77).
2.7. Nanopartikiiler ilag Tasiyic1 Sistemlerin Oral Yoldan Uygulama Alanlari
2.7.1. Kanser Tedavisi

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve yayillmasi olarak tanimlanabilir.
Diinya’da en yaygin hastaliklardan biridir ve kemoterapideki gelismelere ragmen,
klinik tedaviler yetersiz kalmaktadir (1). Kemoterapinin etkinlik ve glvenilirliginin
kontrol edilmesinde hala bazi kisitlamalar mevcuttur. En 6nemli glicliik ise pekgok
antikanser ilacin suda ¢éziintrliginin diisik olmasidir (147). Ornegin, paklitaksel,
dosetaksel, kamptotesin, doksorubisin, tamoksifen gibi siklikla kullanilan antikanser
ilaglarin oral biyoyararlanimlarinin diislik olmasi oral yoldan uygulanmalarina imkan
vermemektedir (148-152).

Bu sebeple bircok antikanser ilag, formiilasyona dahil edilen yardimci
¢Oziclilerle birlikte intraven6z olarak uygulanmakta fakat kullanilan bu yardimci
¢Ozlciler hastanin yasam kalitesini ve tedavinin etkinligini olumsuz yonde etkileyecek
yan etkiler gosterebilmektedir. Bir diger nemli nokta ise, antikanser ilaglarin viicutta
genis oranda dagilimi ve kanserli hiicrelerin yanisira saghkli hiicrelere de sitotoksik
etki gostermesidir. Kemoterapdtiklerin terapétik indeksi dardir ve kandaki ilag
konsantrasyonunun ani yikselme ve diismesi de kanser tedavisinin sinirlamalarindan
biridir. Kemoterapide intraven6z yol en sik tercih edilen uygulama yolu olsa da,
gelecekte oral kemoterapideki gelismelerle kanser tedavisinde 6nemli bir adim
atilacagi ongoriilmektedir. Hasta acgisindan distndldigiinde ise agrisiz ve evde tedavi
imkani tanimasi sebebiyle oral yol en tercih edilen ila¢ uygulama yoludur. Oral
uygulama ile intravendz uygulamadaki kan konsantrasyonundaki ani diisme ve
yikselmeler de 6nlenebilmektedir. Ancak, bahsedildigi lGzere kanser ilaglarinin pek
cogu GiK’tan disiik absorpsiyon ve dolayisiyla diisiik biyoyararlanim gostermeleri
nedeniyle oral uygulamalari pratikte etkin bir sekilde gerceklestirilememektedir
(147). Oral olarak kullanilan adjuvan kemoterapoétikler olsa da bunlarin fizikokimyasal

Ozellikleri veya P-gp substrati olmalari nedeniyle biyoyararlanimlari distktir ve
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primer tedaviden ziyade adjuvan tedavi amaciyla kullaniimaktadirlar. Antikanser ilacin
fizikokimyasal ozellikleri (intrinsik ¢ozindrlik, permeabilite, stabilite) ve biyolojik
bariyerler (gastrointestinal gecis zamani, absorpsiyon penceresi, efflux pompa
sistemleri, presistemik metabolizasyon) limitli oral biyoyararlanim nedenidir. Birgok
antikanser ilagc BCS Il ve BCS IV sinifinda olmalarindan dolayi oral yoldan
uygulanmalari acgisindan kisitlamalarla karsi  karsiyadir.  Antikanser ilaglarin
nanopartikller sistemde enkapsiile halde olmasina dayanan formilasyon yaklasimlari
ile bu ilaglar parenteral yol disindaki uygulama vyollarina da uygun hale
gelebilmektedir (152).

Rapamisin ile vyapilmis bir ¢alhsmada, ilacin N-izopropilakrilamit,
metilmetakrilat ve akrilik asit nanopartikilleri hazirlanmis ve oral olarak farelere
uygulanmistir.  Pankreatik kanser modeli gelistiriimis farelerde, nanopartikl
formiilasyonunun oral olarak uygulandigi grupta serbest rapamisin uygulanan gruba
gore daha yiksek kan dizeyi saptanmis ve 4 hafta uygulama sonunda ise bagirsak
bolgesinde veya diger i¢ organlarda herhangi bir toksisite belirtisine rastlanmadigi
rapor edilmistir (153).

Arastirma grubumuzca yapilan bir ¢alismada ise, fizyolojik ortamda stabilite
sorunu gosteren CPT’nin (antikanser ilag) oral uygulanmak tGzere amfifilik CD ve poli-
e-kaprolakton kullanilarak nanokapsitlleri hazirlanmistir. Yizey modifikasyonu ise
kitosan ile yapilmistir. Hazirlanan CPT yiikli anyonik ve kitosanla kaplanmis katyonik
nanokapsiller in vitro olarak karakterize edilmistir. Gastrointestinal alimin, kitosan
kapli CD nanokapsiillerle belirgin oranda arttigi belirlenmistir. Metillenmis CD’lerin,
biyolojik membranlarin lipid komponentleri (6zellikle kolesterol) ile etkileserek
membran akiskanligini ve permeabilitesini modifiye edebildikleri gosterilmistir (45,
147). Bu nanoteknolojik ve/veya CD iceren yaklasimin kanserde ila¢ direncini
yenmede de énemli rolii oldugu disiiniilmektedir. Ornegin; MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlari ile yapilan bir calismada ise, metillenmis CD’ler kullanilarak 5-florourasil
ve karboplatin icin hiicrelerin gecirgenliginin arttigi gésterilmistir (154). Doksorubisin
tek basina ve metil CD tirevleri ile uygulandiginda, HL-60 S (S: Sensitive, duyarli) ve

HL-60 R (R: Resistant, direncli) hiicre hatlarinda, doksorubisinin hiicre icinde birikme
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oraninin tek bagina oldugu duruma gore 2-4 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Benzer sonuglar, K562 S, MCF7 S ve A2780 S hicre hatlari Gzerinde denenen
dosetaksel icin de gdsterilmistir (S: Sensitive, duyarh) (155). Ozellikle direngli
hucrelerde fazla miktarda bulunan hiicre membran kolesteroliiniin CD tarafindan
ortamdan uzaklastirilmasi ile kanser hiicresinin membran gecirgenligi artirilmakta,
hicrede apoptotik yolak uyarilmakta ve antikanser ilacin terapotik etkinligi
artinlmaktadir (156, 157).

Paklitakselin CD ile kompleks halinde kullanildiginda, kanser hiicre hatlarina
karsi in vitro sitotoksisitenin daha yuksek oldugu gosterilmistir. Bu durum, CD’ler ile
efflux pompalarinin inhibisyonu ve permeabilitenin artmasiyla iligkilendirilmistir
(158). Bu bulgulardan yola c¢ikilarak; paklitakselin CD polianhidrit nanopartikilleri
icerisinde verildiginde, sicanlarda gériiniir permeabilitenin Taxol*e gére 12 kat arttig
gozlenmistir  (159). Takrolimusun oral biyoyararlaniminin  dimetil-B-CD ile
komplekslestirildiginde belirgin derecede arttigi gosterilmistir (160). B-CD polimeri
kullanilarak paklitakselin nanosiinger formilasyonlari hazirlanmis ve paklitaksel
yiklenmis nanosiingerlerin Taxol*e gére plazma konsantrasyon egri alti alanlarinin
(EAA) 3 kat fazla oldugu gorilmustir (161). Benzer sekilde ekzemestan ile yapilmis bir
¢alismada da, hidroksipropil- B-CD kullanilarak Caco-2 hiicre hattindan ekzemestanin

gorinlr permeabilitesinin 3 kat arttigi gézlemlenmistir (162).
2.7.2. Protein Peptid Yapili ilaglarin Taginimi

Protein ve peptit yapili ilaglarin oral yolla uygulanabilmesi noktasinda halen en
yogun calismalar kronik bir hastalik olmasi ve ilacin glinde birden fazla enjeksiyon
gerektirebilmesinden dolayi insiilin Gzerinde yogunlasmaktadir. Subkutan uygulama
yolu insilin uygulamasi icin en yaygin yoldur, fakat tekrarl uygulamalar acisindan
degerlendirildiginde bu durum ciddi bir uyun¢ sorunu dogurmaktadir. Giin i¢inde
tekrarli uygulamalarin bir sonucu olarak enjeksiyon bdlgesinde hipertrofi ve
enfeksiyon riski bir diger sorundur (163). Oral uygulanabilir bir insilin formulasyonu
ile kullanim kolayligina bagh olarak artan hasta uyuncuna ilaveten oral uygulama

sonrasi elde edilen farmakokinetik profilin endojen insulinin farmakokinetik profiline
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daha yakin olmasi da bir diger avantajdir. Subkutan insulin uygulamasinda ise insiilin
karacigere ulasmadan sistemik dolasima gectigi icin kaslar ve bobrekler gibi organlari
hedeflemektedir (164). Karaciger, pankreas tarafindan salgilanan insilinin %50-
%75’ini metabolize ederken subkutan uygulanan insilinin sadece %25’ini metabolize
edebilmektedir (165). Oral uygulanan insiilin ise intestinal bolgede absorbe olduktan
sonra karacigere gecerek pankreastan salgillanan endojen insiline benzer etki
gosterebilmektedir (166). Bu avantajlarindan dolayi; gectigimiz son onbes yilda oral
uygulanabilen nanopartikiler bir instlin formilasyonu gelistirilebilmesi Uzerine
yogunlukla ¢alisiimaktadir (167).

Fizyolojik agidan, oral uygulanan insilin nanopartikili gastrointestinal emilim
sonrasi gerceklesen karacigerdeki endojen salgi yolunu taklit ederek glukoz
homeostazini artirir, hipoglisemi, kilo alimi ve subkutan enjeksiyon yoluyla indiklenen
periferik hiperinsiilinemi riskini aza indirir. Fizyolojik agidan, mevcut parenteral insilin
preparatlarina gore daha avantajli olan bu durum, oral yolla uygulanabilir bir insilin
formilasyonu gelistirilebilmesi noktasindaki calismalarin da temellerinden birini
olusturmaktadir (163, 168, 169).

instilinin nanoenkapsiilasyonu sonucu elde edilen nanopartikiiler sistem,
instlini GiK’in asidik ve enzimatik degradasyonundan korurken, ilacin kontrolli
ve/veya uzatilmis salim gostermesine imkan verecek sekilde tasarlanabilir,
nanopartikiler sistem hedef bdlgedeki ligandlara hedeflendirilebilir, nanopartikil
materyalinin tasarlanmasi ile de GiK’'te kalis siiresi ve paraselliler ve/veya
transsellller absorpsiyonu artirilabilir (170). Yapilmis calismalarda, lipozom ve/veya
emilsiyon bazl diger kolloidal ilag tasiyici sistemlerle kiyaslandiginda polimerik
nanopartikiiler sistemler ile GiK’te daha iyi stabilite elde edildigi bildirilmistir (171).

Oral yolla uygulanabilen nanopartikiiler insilin formilasyonlari mukoadezif
sistemler, M hiicrelerine hedefleme ve enterositlere hedefleme gibi stratejilerle
kombine sekillerde tasarlanabilmektedir. Fakat, in vivo calismalarda yeterli
hipoglisemik cevabin alinmasi icin ¢ok yiksek dozlarda insiilin gerekmesi sebebiyle
yetersiz terapotik etkinlik sorunundan dolay;, bu kapsamda gergeklestirilen

calismalarin bircogu kisitlanmaktadir. Ayrica, uzun siireli ve yliksek dozlarda insulinin
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oral olarak uygulandigl calismalarda insilinin ayni zamanda bir blylime faktori
olmasindan ileri gelen, gastrointestinal epitelde mitojenik degisimlerin indiklendigi
tespit edilmistir (172). Ancak giincel calismalarda bu sorunun asilabilecegini belirten,
klinik olarak kullanilabilecek dozlarda insilin kullanarak farelerde yeterli diizeyde
hipoglisemik yanitin alinabildigi calismalar da yapilmaya baslanmistir. Bu ¢alismalar
hazirlanan nanopartikiler formilasyonun etkinligini artirabilmek ve bu sayede dozu
duslirebilmek amaciyla nanopartikiler hedefleme stratejileri ile daha etkili
formilasyonlar gelistirilebilmesi cabasinin bir sonucu olarak basariimistir (173). Ayrica
oral uygulamada instlinin nanopartikilden kontrolli salimiile subkiitan uygulamalara
nazaran kan glukoz seviyesinde daha uzun sireli bir hipoglisemik yanitin alinabildigi
belirtilmistir (174).

Peptit ve proteinlerin oral yolla nanopartikiler sistemlerle uygulanmasina
yonelik baska calismalar da mevcuttur. Multipl skleroz tedavisinde kullanilan fakat
giinliik enjeksiyon yapilmasindan ileri gelen bir uyung sorunu olan interferon Beta in
vivo tavsan modeli bulgularina gore, subkutan uygulamaya kiyasla oral uygulanan
nanopartikiler sistemle 24 saat slresince daha yiksek ila¢ plazma konsantrasyonu
elde edilmistir (175). Kandaki kalsiyum dizeyini dislirerek osteoporoz tedavisinde
kullanilan peptit yapili kalsitonin; Eudragit-PLGA nanopartikillerine enkapsiile
edilerek ratlara oral olarak uygulanmis ve subkutan uygulamaya gore 24 saat boyunca

kan kalsiyum diizeyi anlamli derecede daha disik seviyelere indirilmistir (176, 177).
2.7.3. inflamatuvar Bagirsak Hastaligi

inflamatuvar bagirsak hastaligi (iBH), genellikle genc bireylerde gériilen, GiK’in
kronik enflamasyonu ile karakterize olan bir hastaliktir. iBH tedavisi icin,
antienflamatuvar ve immin baskilayici ilaglar kullaniimaktadir. Kullanilan tedavi
sistemlerinde etki diisik fakat yan etki gortlme ihtimali yliksektir. Daha etkili bir
tedavi icin, hedeflendirilmis ilac tasiyici sistemler lizerinde durulmaktadir. Crohn
hastaligi (CH) ve (lseratif kolit (UK) inflamatuvar barsak hastaliklari olarak
tanimlanmakta ve GiK’in kronik inflamasyonu olarak kabul edilmektedir (178).

Avrupa’da 2,2 milyon insanin iBH’dan etkilendigi tahmin edilmektedir. Yillik prevalans
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UK ve CH i¢in 100.000’de 50-250 olarak verilmektedir (179, 180). iBH’nin baslangig
nedeni, genetik ve ¢evresel faktorlere baglh olarak degiskendir. Bu faktorler, intestinal
bariyer fonksiyonlari, dogustan ve zamanla elde edilmis imm{nite, otofaji, apoptoz ve
sinyal fonksiyonlarinda azalma; cevresel faktorler, oral kontraseptif kullanimi,
emzirme, mikrobiyal ajanlar, sigara, apandisit ameliyati, sanitasyon ve stres olarak
siralanabilir (181). iBH icin kalici bir tedavi heniiz yoktur, bu yiizden émiir boyu ilag
kullanimi gerekmektedir (182). UK ve CH tedavisi; hastaligin siddetine, alt tipine, var
olan hastaliga ve hastanin ilaca olan toleransina gore degismektedir ve siklikla
antienflamatuvar ve immun baskilayici ilaglar kullaniimaktadir. Tedavi igin 5-
Aminosalisilatlar (5-ASA) ve kortikosteroidler tedavinin ana basamagini olusturur. 5-
ASA ilaglar, genellikle mesalazin ve oksalazin, hafif ataklar icin tercih edilirken,
prednizolon gibi kortikosteroidler daha siddetli iBH tedavisi icin tercih edilmektedir.
Azatiyotropin, 6-merkaptopirin, metotreksat ve anti TNF-a antikorlari gibi immin
baskilayici ilaglar hastaligin daha siddetli evrelerinde kullaniimaktadir. iBH hastaliginin
tedavisinde en 6nemli zorluk, ilagla iliskili olan yan etkilerin dnlenememesi veya
azaltilamamasidir. Kortikosteroidler, hipertansiyon, hiperglisemi, osteoporoz, glokom,
depresyon gibi kisa veya uzun siireli yan etkiler gdsterebilir. immiin baskilayiciilaglarla
tedavi ise hastada enfeksiyonlara yatkinligi artirmaktadir.

Sonug olarak, IBH’nin tedavisi yiiksek terapétik etkinlik ve yan etkiler arasinda
denge gerektirmektedir (149). Bu da ila¢ hedefleme ve nanopartikiler ila¢ tasiyici
sistemlerin kullanimi ile ¢dziimlenebilir. iIBH’nin patofizyolojisindeki yeni gérisler,
hastaliga hedeflendirilmis yeni ila¢ taslyici sistemlerin gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. Burada amag¢ var olan tedaviden daha etkin bir tedavi
gerceklestirebilmektir. Yeni arastirmalar, ilaclarin inflamasyonlu bolgede birikebilmesi
Uzerinde gerceklestiriimektedir. Bu arastirmalar daha ¢ok hastaliga hedeflendirilmis
ilag tastyici sistemler ve hedefleme mekanizmalari Uzerinde yogunlagsmaktadir.
Mikropartikiler, nanopartikiller ilag tasiyici sistemlerle mukoadezyon, biyoadezyon,
mukopenetrasyon, M hiicreleri tarafindan alim gibi mekanizmalar, lipozomal ilag
tastyici sistemler, polimerik veya lipozomal tasiyici ile siRNA tedavisi, bakteri bazli ilag

tasiyici sistemler, okaryotik bazl ilag tasiyici sistemler, sentetik okaryotik hicreler
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bahsedilen galismalara 6rnek olarak verilebilir (183). Hedeflendirilmis ilag tasiyici
sistemler, hafif ve orta derecede hastalik gorilen hastalar igin uygundur. Bu
sistemlerdeki strateji, 6ncelikle luminal belirti gbsteren hastaliklarda (6rnegin distal
kolit) erken etkili tedavi icin 6nemlidir. Hedeflendirme, ilacin sadece hastalikh bolgede
etki gdstermesini saglayacagi ve etkin madde sistemik dolagima girmeyecegi igin yan
etkileri azaltacak; ayrica hastalikh bolgede etkin madde miktarinin artmasi sonucu,
ilacin etkinligi artmis olacak ve boylece ilag uygulama sikligi azaltilarak hasta uyuncu
artinlmis olacaktir (149). S6z konusu ilag tasiyici sistemlerin basarili olabilmesi
sistemin GiK’te yeterli siire tutunabilmesine ve bunu sirdiirebilmesine imkan
saglayacak sekilde oral formulasyonlarin tasarlanmasi gerekmektedir (183-185).

iIBH’da intestinal bariyerin yapisi bozulmustur. Sekretuar hiicre sayisinin
azalmasiyla, antimikrobiyal sekresyonun azalmasi, bozulmus siki kavsaklar nedeniyle
artmis permeabilite, Ulserasyonun oldugu kisimda epitel kaybi s6z konusu
olabilmektedir. Dahasi, iBH da mukus tabakasi azalmaktadir, bu durum goblet hiicre
sayisinin azalmasindan ileri gelmektedir. intestinal bariyer disfonksiyonuna bagl
olarak, luminal kisimdaki bakteri mukozal yiizeye saldirir, inflamasyonun derecesine
gore epitelyal tabaka, submukoza ve derin dokulari kaplar. Mikrobiyal invazyon,
abartili bir immin cevap olusturur, sonug olarak intestinal inflamasyon olusur (183).
Yapilan bir calismada, ila¢ ylkli nanopartikilin inflamasyon bdlgesine nasil
hedeflendirilecegi ve kolona spesifik farkli ilag tasima stratejileri degerlendirilmistir. 3
farkli polimerik nanopartikiil (pH duyarh nanopartikiiller, mukoadezif nanopartikdiller,
immin hicreleri hedefleyen mannoz gibi bir ligandin grafte edildigi nanopartikiiller)
hazirlanmistir. Sonug olarak mannoz grafte edilmis nanopartikiiller ile kolona aktif
hedeflendirmenin daha etkin oldugu gosterilmistir (186).

Oral ilag tasiyici sistemler, sistemik etki gostermesinin istenmesinin yanisira
lokal etki icin de tasarlanabilir. IBH tedavi stratejisi, ilacin hastalik bolgesine
gidebilmesi icin hastaligin patofizyolojik siireci ile ilgilidir. inflamasyon bélgesinde
mukus Uretimi ve intestinal bariyerin gecirgenligi artmistir. Antiinflamatuvar tedavinin
sistemik olarak degil de lokal olarak uygulanmasi ile maksimum etki ve minimum yan

etki amaclanmaktadir (77). Fizikokimyasal nanopartikil parametreleri inflamasyonlu
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instestinal dokunun hedeflendiriimesinde kullanilabilir. Bir sican iBH modelinde,
nanopartikillerin partikil bliytklerinden dolayi inflamasyon bolgesinde toplanmanin
arttigl gosterilmis, inflamasyona ugramis doku icerisinde, mukus ve Ulserasyonun
daha yogun oldugu bolgelerde birikmenin daha fazla oldugu gorilmdistir (187).
Kemirgenler (izerinde olusturulan iBH modellerinde, NP’lerin cesitli terapotik
molekdlleri (rolipram, 5-amino salisilik asit, takrolimus, deksametazon) tasimada etkili
oldugu gosterilmistir (188-190). iBH’da hedeflendirmedeki bir diger yaklasim ise
ligandin NP ylzeyine tutturulmasidir. Yapilan bir calismada, F4/80 antikorunun Fab
kismi, TNF-a siRNA iceren PLA-PEG nanopartikilinin ylizeyine konjuge edilmistir.
Kolitli  farelere uygulandiginda, kontrol grubuna gore hedeflendirilmis
nanopartikillerin enflamasyon ve vicut agirhgl kaybini onledigi gosterilmistir. Bu
yaklasimda, enkapsiile edilen nanopartikillerin fizyolojik bariyerleri asabildigi ve
siRNA’nin kolonun istenen inflamasyonlu bdlgesine gittigi gosterilmistir. TNF-a siRNA
nanopartikillere fareye uygulanmak tizere cok diisiik konsantrasyonda yiiklenebilmis,
nanopartikillerin kolitin fizyolojik sonuglarina gére tasarlanmasi ile hiicre igine alim
kinetigi artinlmistir (191). IBH modellerinde, hedeflendirme amaciyla polimer
muhendisligi de kullanilmaktadir. Yapilmis bir baska calismada, reaktif oksijen
turlerinin varliginda (ROS) selektif olarak degrade olan tiyoketal polimeri sentez
edilmistir. inflamasyonlu bélgede ROS seviyesinin yiiksek olmasi ve tiyoketal
polimerinden olusan nanopartikillerin bu bolgede degrade olarak oral uygulama
sonrasi tasidiklari terap6tigi lokal olarak etki bolgesinde salmasi basariimistir (192).
Tez calismasi kapsaminda, oral yolla uygulanabilir amfifilik CD tlirevi bir
nanopartikiler ilag tasiyici sistem ile kolorektal kanserlerin tedavisinde, lokal olarak
kolon bdlgesine ulasabilen ve bolgede timorli dokulara penetre olarak tasidigi
antikanser model ilag CPT'ni hedef bolgeye ulastirabilen bir tedavi gelistirilebilmesi
hedeflendiginden dolayi, kolona ila¢ hedefleme ile ilgili genel bilgiler ayri bir bélim

olarak Bolim 8.'de aciklanmistir.



43

2.8. Kolona ila¢ Hedefleme

Kolona hedeflenen ilag tasiyici sistemler; baslica tilseratif kolit, irritabl bagirsak
hastaligi ve kolorektal kanserler gibi kolon bdlgesine spesifik hastaliklarin lokal
tedavisi ve/veya emilim bolgesi kolon olmasi istenen peptit-protein yapih ilaglarin ilgili
bolgeye ulasabilmesi ve uygulanabilmesini saglamak Uzere tasarlanan sistemlerdir.
Gastrointestinal kanalin gesitli bolgelerindeki fizyolojik kosullardan (pH, enzimler vs.)
bozunan ilaglarin yapilarinin bozulmadan kolonik bélgeye ulastiriimasi ve/veya
emiliminin saglanmasi gerceklestirilebilir (193, 194).

Kolona ila¢ tasinmasina yonelik olarak cesitli formilasyon yaklasimlar
benimsenmistir. Bunlar temelde gastrointestinal kanalin fizyolojik olarak sergiledigi
Ozelliklerden bir veya birkacindan yararlanarak ilaglari kolon bdlgesine ulastirmayi
hedefleyen yaklasimlardir. Gastrointestinal kanalin farkli segmentlerinin farkh pH
araliginda olmasi, gastrointestinal kanalda faaliyet gosteren enzimler ve kolon
bolgesinde varolan kolonik bakterilerin aktiviteleri kolona spesifik ilag tasiyici
sistemlerin gelistiriimesinde g6z oOninde bulundurularak vyararlanilan temel
kosullardir (195).

Gastrointestinal kanalin olduk¢a karmasik ve segmentlerine gore farklilik
gosteren yapisindan dolayi, oral yolla uygulanan bir ilag tasiyici sistemin tasidigi etkin
maddeyi zarar gérmeden kolon bolgesine ulastirabilmesi de oldukga zor ve karmasik
bir slrectir. Bu slrecin tasarlanmasinda, gerek gastrointestinal kanalin fizyolojik
olarak gosterdigi butin 6zellikler gerekse ilacin ve ilag tasiyici sistemin fizikokimyasal
ozellikleri goz 6nine alinmalidir (196). Kolona hedefli ilag tasiyici sistemler Sekil

2.16.da 6zetlenmistir (194, 197).
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Sekil 2.16. Kolona 6zgui ilag tasiyici sistemler ve gelistirilen stratejiler

Mikroflora aktivasyonuna dayanan sistemler; 6n ilag yaklasimi, biyoparcalanan
polimerlerle hazirlanan sistemler ve matriks sistemler olarak gruplandirilmaktadir. Bu
sistemlerin temeli kolon mikroflorasinda fizyolojik olarak bulunan azorediiktaz,
siklodekstrinaz, esteraz, peptidaz gibi enzimlerin aktivasyonuna dayanmaktadir(197,
198). On ilag yaklasimiyla gelistirilen kolona hedefli sistemlere érnek olarak; kolonda
bulunan azorediiktaz enzimine yonelik tasarlanan azo konjugatlari, kolon bolgesinde
Bacteriodes’ler tarafindan pargalanan CD konjugatlari ve yine kolon boélgesinde
bulunan endodekstranazlar tarafindan pargalanan dekstran konjugatlariyla yapilimis
calismalar mevcuttur (198-201). Bu kapsamda gerceklestirilen bir calismada,
antienflamatuvar bir etkin madde olan bifenil asetik asit ile B-CD ester baglariyla
kolona hedefli 6n ila¢ konjugatlari hazirlanmistir. Elde edilen konjugatlarin sulu
¢Ozeltiler ve biyolojik sivilarda stabil kalabildigi ve etkin maddeyi aciga cikarmadigi,
maddeyi mide ve ince bagirsaklarda korudugu, kolona ulastiginda ise esteraz
aktivitesinin bir sonucu olarak ilaci serbestlestirerek aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (202). Biyoparcalanan polimerlele hazirlanan sistemlerin temelini ise dogal
ve/veya sentetik kaynakli polimerlerden faydalanilarak kapli dozaj sekilleri
gelistiriimesi olusturmaktadir. Bu amacla en sik kullanilan polimerler, azopolimerler
ve polisakkaritlerdir. Kaplama materyalinin kolon bdlgesine spesifik olarak

parcalanmasi sonucu etkin maddenin ilgili bélgede salinmasi saglanmaktadir (203-
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205). Bir diger on ilag yaklasimi olan matriks seklinde hazirlanan sistemler ise;
kaplama isleminin gercgeklestirilemedigi durumlarda etkin maddenin kolona spesifik
polimerlerle matris tipi tabletlerinin hazirlanmasini temel almaktadir. Bu amagla;
dekstranlar, guar zamki, pektin, Na-aljinat gibi polimerle kullanilabilmektedir. Bu
kapsamda gerceklestirilen bir calismada, kolorektal kansere karsi kemoprotektif
olarak kullanilabilen antienflamatuvar bir etkin madde olan Selekoksib’in guar zamki
kullanilarak matris tabletleri hazirlanmis ve sistemin etkin maddeyi mide ve ince
bagirsaklarda sadece %2-4 oranlarinda saldigl, kolon ortaminda ise bakteriyel
aktiviteye bagl degradasyon sonucu %37 dizeyinde saldigi tespit edilmistir (194,
206).

Kolona ilag hedefleme amaciyla uygulanan bir diger yaklasim ise pH’ya duyarh
sistemlerdir. Gastrointestinal kanal pH’sI mide, ince bagirsak ve kolon bolgesine dogru
artmaktadir. Mide pH’si asidik iken ince bagirsak ve kolonda pH degeri artmaktadir. Bu
durum pH’ya duyarli olarak gastrointestinal kanalin farkli segmentlerine hedefleme
imkani sunmaktadir. Bu amagla, etkin maddelerin pH’ye duyarli polimerle kaplanmasi
sonucu hedefleme vyaklasimi pratik olusu ve disik maliyeti nedeniyle 6ne
¢ikmaktadir. Ancak, s6z konusu sistemlerle ilgili olarak, gastrointestinal kanal pH’sinin
bircok dis etkende de etkilenebiliyor olusu (hastalik, yas, cinsiyet, aclik-tokluk gibi)
hedeflemenin 6zginlGgu ontindeki en 6nemli engel olmaktadir. pH duyarli hedefleme
yaklasimiyla hazirlanmis mistahzarlarda bulunmaktadir. Ornek olarak; tilseratif kolit
tedavisi amaciyla kullanilan Mesalazin etkin maddesinin Eudragit S ile kaplanmis
(Asacol®) (pH>7) ve Eudragit L (Salofalk®) (pH>6) ile kaplanmis preparatlari mevcuttur
(194, 198, 203). Kolona ilag hedefleme amaciyla gelistirilen zaman kontrolll sistemler
ile gastrointestinal gecis sureleri gbz 6nlne alinarak tasarlanmis sistemlerdir. Temel
yaklasimi, dozaj seklinin mideyi gectikten sonra 4-5 saat boyunca etkin maddeyi aciga
cikarmamasi olusturmaktadir (198, 207). Zaman kontrolli sistemler; osmotik
sistemler, sisen sistemler ve membran sistemler olarak 3 farkli yaklasimla
tasarlananbilmektedir (208). Zaman kontrolli kolona hedefleme yaklasimina 6rnek
olarak; ilki 1990 yilinda Theeuwes ve arkadaslari tarafindan tasarlanan osmotik

pompa sistemi bir 6rnek olarak verilebilir (198). OROS-CT adi verilen bu sistem, bir



46

jelatin  kapsil icine yerlestirilen osmotik Unite ve etkin madde (nitesinden
olusmaktadir. Her iki kompartmanda yari gegirgen bir membran ile kaplanmistir ve
membranda bir delik mevcuttur. Unite kolona gelince, kolon sivisi ile kaplama
¢ozulmekte ve osmotik polimer ve osmotik ajan igeren osmotik itme kompartmani
siserek etkin maddenin delikten c¢ikmasini ve etki bodlgesinde serbestlesmesi
saglanmaktadir (194, 203, 209). Basing kontrolli sistemler ile kolona hedefleme
yaklasimi ise basing¢-kontrollii kolona tasiyici kapstller (PCDCs; Intestinal pressure-
controlled colon delivery capsules) adi verilen ve kolon bolgesindeki glicli peristaltik
hareketler neticesinde artan luminal basingtan dolayi etkin maddeyi serbestlestiren
sistemlerdir (200, 210). Bu kapsamda gerceklestirilen bir calismada, kolona basing
kontrolli hedefleme amaciyla i¢ kismi etilseliiloz kapli olan jelatin kapsil hazirlanmis
ve uygulama sonrasinda kapsiliin kolon bolgesinde peristaltizm kaynakli basingtan
dolayi dagilarak tasidig etkin maddeyi serbestlestirebildigi tespit edilmistir (211).

Tez calismamizda da temel olusturan, kolona ila¢ hedefleme stratejilerinden
biri olan ve 06n ila¢ prensibine gore tasarlanan, kolonik mikroflora tarafindan
parcalanmasinin ardindan konjuge haldeki etkin maddeyi kolon bdlgesinde
serbestlestiren CD konjugatlari ise uzun yillardir bilimsel olarak c¢alisiimakta olan
stratejilerden biridir (212).

Calismamiz kapsaminda, kolona ila¢ hedefleme amaciyla yeni ve 6zgiin bir
yaklasim olarak, nanopartikiil hazirlama materyali olarak kullandigimiz CD tirevi olan
amfifilik CD’lerin gastrointestinal kanalin ist segmentleri boyunca intakt kalip kolon
bolgesinde kolonik mikroflora tarafindan parcalanmasi ve bdylelikle nanopartikil
icinde enkapsiile haldeki etkin maddenin kolonik bolgeye kadar korunarak
nanopartikillerin kolon mikroflorasinca parcalanmasi ardindan agiga ¢ikmasi hipotezi

Gzerinden hareket edilmistir.

2.8.1. Kolona ilag Hedeflemede Oral Yoldan Nanopartikiiler ilag Tasiyici

Sistemlerin Uygulanmasi

Diger ilagc uygulama vyollari ile karsilastirildiginda, onceki boliimlerde de

aciklandigi lzere oral ilag uygulamasi hasta agisindan kolay uygulanabilir ve kabul
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edilebilir bir yoldur ancak oral yoldan ila¢c uygulamasinin temelinde gastrointestinal
kanal kaynakh ve ilacin fizikokimyasal ozellikleri (6zellikle makromolekiiller ve/veya
protein-peptit yapil ilaclar olmak Uzere) ile de iliskili olmak Uzere bircok engel
mevcuttur (212). S6z konusu sorunlarin asilarak kolorektal kanserleri oral kemoterapi
ile tedavi yaklagimi tGzerinde ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalarin temelinde yeni ilag
tasiyici sistemler olarak adlandirilan nanosistemler yer almaktadir. Nanopartikiler ilag
tasiyici sistemler ile ¢esitli modifikasyonlardan yararlanilarak oral yolla uygulanan ilag
tasiyicl sistemin, tasidigl ilaci kolona kadar bozulmadan, etkin ve stabil bir halde
ulastirmasi ve etki bolgesinde serbest birakmasi amaglanabilmektedir (13).

Oral yoldan uygulanmak lzere tasarlanmis nanopartikiler ilag tasiyici sistem
ile kolit iliskili kolorektal kanserlerin tedavisine yonelik yapilmis bir calismada,
kolorektal kanser vakalarinda kolonik mukozada normale gore artis gdsteren reaktif
oksijen tirevleri (ROS)'ne duyarl bir nanopartikiiler ilag tasiyici sistem gelistirilmistir.
Gelistirilen nanopartikiiler sistemin kolon mukozasinda spesifik olarak birikebildigi ve
kanser hicrelerine daha secici olarak penetre olabildigi tespit edilmistir. Uzun stireli
oral uygulama da diger uygulama vyollarina gore cok daha disik toksisite
gosterebilmesi, gelistirilen nanopartikillerin sistemik dolasima absorbe olmamasi ve
saglikh bagirsak hiicrelerince aliminin ¢ok distk olmasiyla iliskilendirilmistir. Ayrica
tasarlanan ROS duyarl nanopartikiler ila¢ tasiyici sisteme antikanser bir ila¢ olan
irinotekan enkapstile edilerek ila¢ ylkli nanopartikiller hazirlanmis ve oral olarak
uygulanmistir.  Sonuglar, gelistirilen nanopartikiler sistemde enkapsiile halde
uygulanan irinotekanin kolon boélgesindeki kanser hiicreleri (izerinde antikanser
aktivitesinde artis oldugunu ve ilaca bagl gastrointestinal yan etkilerin dramatik
olarak azaldigini gostermistir. Calisma sonunda, kolorektal kanserlerin tedavisi
amaciyla oral yoldan uygulama amaciyla tasarlanmis ROS duyarl nanopartikiler ilag
tasiyici sistem ile gerek etkinlik gerekse hasta uyuncu ve yan etkiler bakimindan diger
uygulama vyollarina goére daha kabul edilebilir bir tedavi rejimi saglanabilecegi
belirtilmistir (213).

Kolona ilag hedefleme amaciyla yeni ilag tasiyici sistemler kapsaminda

gelistirilen farkh bir yaklasima o6rnek olarak ise ila¢ yikli nanopartikillerin bir



48

mikropartikiler sistem igerisinde enkapsiile edilmesi de verilebilir. Bu kapsamda
gerceklestirilmis  bir c¢alismada, elde edilen oksaliplatin yikli polimerik
nanopartiklller mukoadezif 6zellik gosteren aljinat mikropartikilleri igerisine
enkapsile edilmistir. Hazirlanan ilag tasiyici sistemin etkinligini degerlendirmek
amaciyla ortotopik model ile farelerde kolon kanseri olusturulmus ve 17 hafta
suresince gelistirilen ilag taslyici sistem farelere oral yolla uygulanmistir. 17 hafta
sonrasinda ila¢ uygulanan grup ile kontrol grubu hayatta kalma ve tliimor gelisimleri
bakimindan karsilastirilmis ve gelistirilen yeni ilag tasiyici sistemin uygulandigi grubun
hayatta kalma surelerinin uzadigi, timor gelisimlerinin ise azaldig tespit edilmistir.
Calisma sonunda, nanoteknoloji temelliilag tasiyici sistemler ile kolorektal kanserlerin
tedavisinde oral yoldan uygulanabilen ve kolona spesifik bir tedavi rejimi
gelistirilebileceginin mimkun oldugu belirtilmistir (214).

Tez calismamiz kapsaminda, kalin bagirsakta gelisen kolorektal timorlerin
tedavisi amaciyla;

e Model antikanser ilag¢ olarak “Kamptotesin’ (CPT) tasiyan,

e  Oral uygulama sonrasinda, kolona kadar yapisini koruyarak kolon mikroflorasi
tarafindan degrade edilmesi 6ngorilen amfifilik CD bazh nanopartikiiller
hazirlanacaktir.

e  Bu amagcla; non-iyonik 6zellikte olup negatif ylizey ylkiine sahip 6-O-CAPRO-
B-CD ve pozitif ylizey yukiine sahip Poly-B-CD-C6 olmak lizere iki farkli amfifilik
CD tirevi ile nanopartikiller hazirlanacaktir.

e Yiizey yukinin hicresel etkilesim acisindan da 6nemli oldugu bilindiginden,
negatif yukll biyolojik membranlarla daha yiksek etkilesim ve hiicre icine alim
gosterebilecegi dlisiinililen pozitif ylizey yikine sahip katyonik nanopartikiller
elde edilmesi planlanmaktadir.

e Nihai oral nanopartikiler tasiyicinin pozitif yikli olmasi planlandigindan, sulu
ortamda negatif yikli olan 6-O-CAPRO-B-CD nanopartikillerine pozitif ylzey
yiki kazandirmak amaciyla ayri ayri Kitosan (CS) veya Polietilenimin (PEI)
polimerleri ile kaplanacaktir.

e Hazirlanan bos ve CPT yiklG nanopartikdllerin;
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in vitro karakterizasyon calismalari, in vitro sitotoksisite ve simiile biyolojik
sivilarda fiziksel stabilite calismalari ve intestinal permeabilite ¢alismalari
gerceklestirilecektir.

Kolona kadar intakt kalarak terapotik ytkinU tasiyacagi ongorilen amfifilik CD
nanopartikillerinin tedavideki etkinligi ise hayvan deneyleri ile incelenecektir.
Bu amacla; kolon tiimori indliklenmis farelerde, hazirlanan nanopartikdllerin
oral yolla uygulanmasi sonucu antitiimér etkinligi degerlendirilecektir.

Tdim in vitro karakterizasyon, hicre kiltlri ve in vivo bulgular birlikte
degerlendirilerek, kolon timori tedavisi amaciyla gelistirilen “Kamptotesin”
yukli anyonik ve katyonik amfifilik CD nanopartikillerinin etkinligi ve
glvenliligi karsilastirilmali olarak degerlendirilecektir.

Calisma sonunda varilmak istenen nokta; genelde kanser tedavisinde gok
sinirh olarak ve adjuvan tedavi amacli uygulanabilen ve 6zelde de sindirim
kanali timorlerinin tedavisinde uygulamasi olmayan oral yoldan uygulanan
katyonik nanopartikiler ilag tasiyici sistemlerle kemoterapotik tedavinin,

hedeflenmis bir nanotaslyici sistem ile gergeklestirilecek olmasidir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihaz ve Yazilimlar

Cihaz/Yazillm

Termostatl yatay ¢alkalayici
UV spektrofotometre
Santriflj aleti

Hassas terazi

Liyofilizator

Isiticih manyetik karistirici

Gok noktali manyetik karistirici
Cok noktali manyetik karistirici
Mikropipet

Dinamik Isik Sagilimi Cihazi
pH-metre

Rotavapor

Ultra saf su sistemi

Vorteks

Yuksek Basingli Sivi Kromatografisi
HPLC kolonu C 18 (250x4,6mm)
Floresan dedektor

(Agilent 1100 serisi)

in vivo goriintiileme sistemi
istatistik yazilimi SPSS™ v 22.0
Taramali elektron mikroskobu
Mikroplaka okuyucu
Karbondioksit inkiibatori
TEER 6lgiim cihazi
Biyogivenlik kabini (Sinif 2)

Marka/Program Adi
Memmert WNE22, Almanya
Shimadzu, Japonya

Hettich EBAS21, Almanya
Mettler Toledo XS, isvicre
Labconco FreeZone 4.5, A.B.D.
IKA RCT Basic, Almanya
Variomag HP, Almanya

IKA RT-5, Almanya

Eppendorf, Almanya

Malvern Zeta Sizer Nano ZS, ingiltere

Sartorius PP-20, Almanya

IKA RV/HB 10, Almanya

Milipore, A.B.D.

Heidolph, Almanya

HP Agilent 1100 Serisi, Almanya
Thermo Scientific - Aquasil, A.B.D.
Hewlett Packard, Birlesik Krallik

IVIS Spectrum, A.B.D.

IBM Corp., A.B.D.

Zeiss evo LS-10, Almanya
Molecular Devices, A.B.D.
Sanyo MCO-18AIC, Japonya
WPI EVOM® 2, A.B.D.

BHG 2004 Faster, italya
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Otomatize 1stk mikroskobu
doku takip cihazi

Kizakl mikrotom cihazi
Dijital kamera atasmanli

15tk mikroskobu

3.2. Kullanilan Madde ve Malzemeler

Madde/Malzeme

20-S-Kamptotesin (Saflik 2%90)
6-O-CAPRO-B-CD (Mw: 1813 g/mol)
Poly-B-CD-C6 (Mw: 3178,15 g/mol)

Aseton (HPLC igin, 2%99,8)
Asetonitril (HPLC icin, 2%99,9)
Asetik asit (Saflik >%99)
Etanol (HPLC i¢in, 2%99,8)

Dimetil stlfoksit (HPLC i¢in, 2%99,7)

Diklorometan (Ekstra saf)
Disodyum hidrojen fosfat

Kitosan (Protasan™ UP G-113,

Leica TP1020, Almanya

Leica SM2000R, Almanya
Leica DM6B, Almanya

Marka

Sigma-Aldrich, A.B.D.
Sevilla Universitesi, ispanya
Sevilla Universitesi, ispanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, israil
Sigma-Aldrich, A.B.D.
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Birlesik Krallik
Sigma-Aldrich, Fransa
Merck, Almanya

Novamatrix, Norveg

MW<200 kDa, deasetilasyon derecesi %75-90)

Potasyum dihidrojen fosfat (Saflik %99,5)

Potasyum klorir (Saflik %99)
Sodyum klorir (Saflik %98)

Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi

(PBS) tabletleri
Trietilamin (Saflik 2%99,5)

Nil Kirmizisi

Dietilen triamin pentasetik asit (DTPA)

Sodyum hidroksit

Sigma-Aldrich, A.B.D.
Merck, Turkiye
Merck, Turkiye
Sigma-Aldrich, ABD

Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, A.B.D.
Sigma-Aldrich, A.B.D.

Merck, Almanya
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Seliiloz diyaliz membran

(MW cut-off 14,000 Da)

Monobazik potasyum fosfat

Jelatin Tip B (Sigir derisinden)
Yumurta sarisi emulsiyonu

Musin Tip Il (Domuz midesinden)
Penisilin streptomisin

(1000 U/1000 pg/mL)

Fetal sigir serumu (FBS)

Dulbecco’s modifiye besiyeri (DMEM)
RPMI-1640 besiyeri

Tripan mavisi

Tripsin/EDTA

Metiltiazol difenil tetrazolyum bromid
(MTT)

WST1 (suda ¢6zinir tetrazolyum tuzu)

L929 fare fibroblast hiicre hatti

HT-29 insan kolon kanser hiicre hatti

Caco-2 insan kolon karsinoma hiicre hatti

Ct-26 fare kolon kanseri hiicre hatti
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Sigma-Aldrich, A.B.D.

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, A.B.D.
Sigma-Aldrich, isvicre
Sigma-Aldrich, A.B.D.
Sigma-Aldrich, A.B.D.

Biochrom, Almanya
Biochrom, Almanya
BiochromAG, Almanya
Sigma-Aldrich, A.B.D.
Sigma-Aldrich, A.B.D.

Applichem, Almanya

Rocha, A.B.D.

American Tipi Kiltur Koleksiyonu
(ATCC), ABD

American Tipi Kiltir Koleksiyonu
(ATCC), ABD

American Tipi Kaltir Koleksiyonu
(ATCC), ABD

American Tipi Kaltir Koleksiyonu

(ATCC), ABD

Matrijel bazal membran (Matrigel® matrix) Corning, A.B.D.

Polikarbonat membran filtre,

(Thincerts ™, por capi 1 um, alan 1,13 cm2)

Serolojik pipet (2, 5, 10, 25 mL’lik)
Hicre kaltira flaski (25, 75 cm?’lik)

Corning, A.B.D.

LP italiana, italya
Corning, A.B.D.

Hiicre kiltlri plakasi (6, 24, 96 kuyucuklu) Corning, A.B.D.
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3.3. Analitik Yontem Validasyonu

3.3.1. Kamptotesinin HPLC ile in vitro Miktar Tayini Yontemi

Tez calismasi kapsaminda etkin madde olarak kullanilacak olan kamptotesinin
in vitro miktar tayini analizleri HP Agilent 1100 HPLC (Yiksek Basingli Sivi
Kromatografisi) cihazinda gergeklestirilmistir. Kullanilacak yontem ile CPT’nin aktif
lakton formu ve inaktif karboksilat formunun es zamanl tayini gerceklestirilmistir. Bu
amacla asagida kromatografik kosullari belirtilen metot ile ters faz yliksek basingli sivi
kromatografisi (RP-HPLC) gerceklestirilmistir (215).

Kolon : C18 kolon (25 cm x 4,6 mm), Thermoaquasil

Mobil Faz : Trietilamin asetat tamponu (pH 5,5): Asetonitril (70:30)

Enjeksiyon hacmi: 20 plL

Akis hizi : 1 mL/dk

Dedektor : Floresans

Dalga boyu : Eksitasyon: 370 nm, Emisyon: 435 nm
Sicakhik :25°C

3.3.2. Analitik Yontem Validasyonu

Bir analitik yontemin validasyonunun temel amaci, segilen analitik yontemin
tekrarlanabilir ve glvenilir sonuglar vermesini ve calismanin ilerleyen asamalarinda
gerceklestirilecek her dlcimde tayin edilmek istenen analit miktarinin gercek degere
yeterince yakin olmasini saglayabilmektedir. Bu nedenle analitik validasyon bir
laboratuvar ortaminda gerceklestirilen Olcimlerden givenilir  veriler elde
edebilmenin 6n kosuludur. Bu nedenle, rutin kullanima girmeden 6nce yontemin
validasyonunun gerceklestirildigi kosullarda herhangi bir degisiklik olmasi durumunda
veya yontemin kendi parametrelerinde herhangi bir degisiklik olmasi durumunda
yeniden validasyon ve dogrulama gerekir (216).

Tez galismasi kapsaminda, CPT etkin maddesinin aktif lakton ve inaktif
karboksilat formlarinin miktar tayininde kullanilan yontemin validasyonu amaciyla;

dogrusallik, dogruluk, kesinlik, duyarhlik, 6zgiinlik parametreleri degerlendirilmistir.
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Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi

CPT’nin HPLC ile in vitro miktar tayini amaciyla 6ncelikle kalibrasyon dogrusu
gizilmistir. Bu amagla, 1 mg CPT 10 mL Dimetilsuilfoksit (DMSO) iginde ¢oziilerek 100
ug/mL konsantrasyonda bir stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden hareketle 2-
40 pg/mL (2, 5, 10, 15, 20 ve 40 pg) araliginda 6 farkh konsatrasyonda seyreltmeler
yapilmistir. Kullanilacak yontem CPT’nin hem lakton (asidik pH) hemde karboksilat
formunu (bazik pH) tayin etmek lizere tasarlandigindan dolayi, kalibrasyon dogrusu
ve bitln validasyon parametleri her iki form icin de gerceklestirilmistir. Bu amacgla,
ana stok ¢ozeltiden gerceklestirilen seyreltmeler lakton formunu elde etmek igin pH
3 fosfat tamponunda (PBS), karboksilat formu icin ise pH 10,5 fosfat tamponunda
(PBS) gerceklestirilmistir. Gerekli pH degerindeki tamponlarda seyreltmeler
gerceklestirildikten sonra, CPT’nin ilgili lakton veya karboksilat formuna gegisinin geri
dontsli bir kimyasal reaksiyon olmasi sebebiyle ilgili formun doénlsiminin
tamamlanmasi amaciyla, ¢ozeltiler karanlik ortamda ve oda sicakliginda magnetik
karistirict ile 400 rpm’de 3 saat kanstinlmistir (215). Hazirlanan farkli
konsantrasyonlar, Bolim 3.3.1.”de belirtilen miktar tayini yontemi ile tayin edilmis ve
her bir konsatrasyona karsilik gelen pik alti alanlarina karsi kalibrasyon dogrusu
cizilmistir (n=6). Cizilen kalibrasyon dogrularinin denklemleri, regresyon analizleri,

varyasyon analizleri ve determinasyon katsayisi analizleri gerceklestirilmistir.

Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligl, bilinen bir konsantrasyon araliginda hazirlanan
numunede bulunan analit konsantrasyonuyla dogru orantili olarak sinyal sonuglarini
elde etme etkinligidir. CPT’'nin lakton ve karboksilat formlari icin Bolim 3.3.2.1.'de
acitklanan sekilde seyreltilen farkh konsantrasyonlardaki 6rneklerle gerceklestirilen
analiz sonucunda elde edilen pik alanlarinin fonksiyonu olarak cizilen kalibrasyon
dogrularindan elde edilen kalibrasyon denklemlerinin regresyon katsayilari

hesaplanarak yontemin dogrusalligi degerlendirilmistir.
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Dogruluk

Dogruluk, deneysel olarak elde edilen degerin gercek degere ne kadar yakin
oldugunun olgusidir. Bir analitik yontemin dogrulugu tayin edilirken, bilinen
miktarda bir analitin tayini gerceklestirilir ve hesaplanan geri kazanimin degeri ile
gercek deger arasindaki fark olarak hesaplanir. Tez calismamiz kapsaminda
kullanilacak analitik yontem igin ¢izilen kalibrasyon dogrusu araliginda hem lakton
formu hem de karboksilat formu igin tg¢ farkl konsatrasyon (2, 10 ve 20 pg/mL)
degerinde hazirlanan analitlerin 6 tekrar olmak Ulzere analizleri gergeklestirilmis ve
hesaplanan geri kazanim degerlerinin ortalama, standart sapma (SS) ve % varyasyon

katsayilari (VK) hesaplanmistir.

Kesinlik

Kesinlik, normal deney kosullarinda tekrarlanan o&l¢iimler sonunda ayni
numuneden alinan sonuglarin degiskenligidir. Kullanilan analitik yéntemin kesinligi tg¢
farkli parametre ile degerlendirilebilir. Bunlar; tekrar edilebilirlik, tekrar elde
edilebilirlik ve glinler arasi farkhliktir. Blitlin parametreler igin secilen konsatrasyonda
(5ug/mL) 6 tekrarh olgim gergeklestirilmistir ve ortalama, standart sapma (SS) ve

varyasyon katsayilari hesaplanarak yontemin kesinligi degerlendirilmistir.

Tekrar Edilebilirlik

Bu amagla 5 pg/mL konsantrasyonda o6rnek iceren (ayri ayri lakton ve
karboksilat icin) ¢ozeltilerin bir 6rnegi icin HPLC ile art arda 6 tekrarh 6lcim yapilmis

ve sonuglarin ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayilari hesaplanmistir.

Tekrar Elde Edilebilirlik

Bu amacla CPT’nin lakton ve karboksilat formlari icin hazirlanan stok
gozeltilerden her bir form igin ayri ayri 6’sar adet 5 pg/mL konsantrasyonda 6rnek
iceren ¢ozelti hazirlanmis ve her bir numune igin HPLC ile 6lgim yapilmistir. Elde

edilen sonuglarin ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayilari hesaplanmistir.
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Gunler Arasi Farkhhik

Gunler arasi farkhlik analizi laboratuvar igi farklihklarin (farkl ginler, farkli
ekipman vb.) analiz sonuglarina olan etkisini degerlendirmek tizere gerceklestirilir. Bu
amagla CPT’'nin lakton ve karboksilat formlari i¢in ayri ayri hazirlanan stok
cozeltilerinden 3 giin arayla her gin yeni ¢Ozelti hazirlanacak sekilde 5 pg/mL
konsatrasyonda c¢ozeltiler hazirlanmis ve HPLC ile analizleri gergeklestirilmistir.
Sonuclarin, ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayilari hesaplanarak yontemin
glnler arasi farklihk parametresi degerlendirilmistir.

Bir HPLC metotunda kesinlik parametrelerinin kabul edilebilir sinirlarda olmasi

icin % varyasyon degerlerinin 2’den kiiclik olmasi beklenmektedir.
Duyarhilik

Yontemin duyarhligr iki farkhh parametre hesaplanarak degerlendirilmistir.
Bunlar; gozlenebilirlik siniri (LOD) ve tayin siniridir (LOQ). Gozlenebilirlik siniri (LOD);
bir analitik metotta analitin tespit edilebildigi ancak kantitatif olmayan, bir
numunedeki sinyal alinabilen en dislik analit konsantrasyonunu ifade etmektedir.
Tayin sinir (LOQ); bir analitik metotta analitin kantitatif olarak hassasiyetle tespit
edilebildigi en dislik konsantrasyondur. Kullandigimiz analitik yontemin duyarliligini
tespit etmek amaciyla, kalibrasyon dogrusunda en disiik konsantrasyon olan 2
ug/mL’lik numune c¢ozeltilerinin HPLC spektrumundaki sinyal/glirtiltu oranlari
belirlenmistir. Sinyal/glriltid oraninin 3 oldugu konsantrasyon goézlenebilirlik siniri

(LOD), 10 oldugu konsatrasyon ise tayin siniri (LOQ) olarak tespit edilmistir.
Ozgiilliik

Bir analitik metotun 6zgllligl, deneysel siireclerde numune iceriklerinde
bulunmasi muhtemel herhangi bir bilesenin varliginda da analit sinyalinin herhangi
bir girisime ugramadan dogru olarak 6lclilebilmesinin ifadesidir. Analitik yontemlerin
0zgulligu, ¢ahsma kapsaminda kullanilmasi muhtemel diger bilesenlerin de analitik
metot ile tespit ve Olciminiin yapilarak analit piki ile herhangi bir girisim yapip

yapmadiginin degerlendirilmesi ile gergeklestirilir.
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Bu amagla, tez ¢alismamizda kullanilacak olan; Dimetilsilfoksit (DMSO),
Kitosan (CS), Polietilenimin (PEI) ve nanopartikil materyalimiz olan iki farkli CD tirevi
olan (6-O-CAPRO-B-CD) ve (Poly-B-CD-C6) igin analitik metot ile analizler
gerceklestirilmis ve her biri icin pik zamanlari tayin edilerek CPT’nin lakton ve
karboksilat  formlarinin  pikleri ile herhangi bir girisim olup olmadig

degerlendirilmistir.
3.4. Onformiilasyon Calismalari ve Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Onformiilasyon calismalarinin  gerceklestiriimesinin amaci nanopartikiil
olusturma yontemi olarak secilen nanog¢dktiirme metodunda kullanilan formulasyon
parametrelerinin, elde edilecek nanopartikiillerin ortalama partikiil blyuklGgu
dagilimi, polidispersite indeksi ve zeta potansiyelleri izerindeki etkilerini belirleyerek
optimum yontem parametrelerinin tespit edilmesini saglamaktir. Bu amacla, ilag
yukli olmayan bos amfifilik siklodekstrin ((6-O-CAPRO-B-CD) ve (Poly-B-CD-C6))
nanopartikilleri hazirlanmis ve nanoc¢oktiirme metodunda kullanilan organik faz
(aseton, etanol), amfifilik CD konsantrasyonu (%0,05, %0,1, %0,5 (a/h)), non-iyonik
yapili ve negatif ylizey vyikine sahip (6-O-CAPRO-B-CD) ile elde edilen
nanopartikillere pozitif ylzey ylki kazandirmak amaciyla kullanilan kaplama
materyali olan polimerlerin tlri (Kitosan ve Polietilenimin) ve konsatrasyonlari
(Kitosan; %0,01, %0,025, %0,05 (a/h), Polietilenimin; %2,5, %5, %10 (a/h))
formilasyon degiskenleri olarak belirlenmistir. Belirlenen parametrelere iliskin
degisken degerleri dnceki calismalardan elde verilerden hareketle tespit edilmistir (1,
45, 147, 217-219).

Nanopartikiiller nanocoktirme yontemi ile elde edilmistir (220, 221).
Nanopartikillerin hazirlanmasinda temel alinan ydntemin esasini, amfifilik CD
tlrevinin ve etkin maddenin organik ¢ozici icerisinde ¢oziinmesinin ardindan elde
edilen organik fazin oda sicakliginda, damla damla, magnetik karistirici ile karismakta
olan sulu faz Gzerine ilavesi edilmesi olusturmaktadir (Sekil 3.1.) . Bu esnada, solvan
difizyonu prensibiyle Marangoni etkisi ile spontan olarak olusan nanopartikillerin

olgunlagsmasi igin magnetik karistirmanin 30 dk. slrecinde devam etmesi ve
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sonrasinda organik ¢ozlcunln ugurularak, nanopartikillerin sulu bir dispersiyonu
elde edilmektedir (222, 223). Kullanilan nanog¢oktliirme metoduna iliskin asamalar
Sekil 3.2./de 6zetlenmistir. Formulasyon parametreleri ve degiskenleri topluca Tablo

3.1.de agiklanmustir.

Sekil 3.1. Nanogoktiirme yontemi ile organik fazin sulu faza ilave edilerek
nanopartikillerin olusmasi islemi (Organik faz; aseton veya etanol, Sulu

faz; ultrasaf su, katyonik kapli formilasyonlar icin ise kaplama polimerinin
sulu ¢ozeltisi).

’Z%
Fea Q
oL o
( 4
Organik Faz \:)6
(Organik Coziicii + Amfifilik CD + Hidrofobik ilag)

Organik Fazin
Ugurulmasi
(40-50°)

Organik Fazin Sulu Faz Solvan Difiizyonu ve Olusan Nanopartikiillerin Su
Uzerine llavesi Nanopartikiillerin Nanopartikiillerin Ortaminda
(Sulu Faz; Magnetik Karistirici ile Olugmasi Olgunlagmasi Sonucu Dispersiyonu
550 rpm’de karismakta) Elde Edilen
Nanopartikiil

Dispersiyonu

Sekil 3.2. Nanogoktiirme yontemine iliskin siirecin Ozeti.
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Tablo 3.1. Onformiilasyon calismalari kapsaminda degerlendirilen degiskenler.

Formiilasyon Parametresi Degiskenler

(6-O-Capro B-CD)
Siklodekstrin Tlirevi
(Poly-B-CDC6)
(6-0-Capro B-CD) %0,05, %0,1, %0,5 (a/h)
Siklodekstrin
Konsantrasyonu
(Poly-B-CD-C6) %0,05, %0,1, %0,5 (a/h)
Organik Faz Aseton, Etanol
1 0, 0, 0,
Kaplama Materyali Kitosan %0,01, %0,025, %0,05 (a/h)
Polimer
Polietilenimin %2,5, %5, %10 (a/h)

Nanopartikil eldesi amaciyla Tablo 3.1/de aciklanan her bir formilasyon
parametresi ve degiskeni calisilirken ilgili parametre ve degiskenin farkli degerleri icin
temel formilasyon parametreleri olarak; organik faz:sulu faz orani 1:2, CD
konsantrasyonu %0,1 (a/h), kitosan konsantrasyonu %0,025 % (a/h), polietilenimin
konsantrasyonu %5 (a/h) olarak ¢alisiimistir.

Nanocoktirme metoduyla nanokiire eldesi icin, organik faz, 1 mg amfifilik
CD’nin ((6-O-CAPRO-B-CD) veya (Poly-B-CD-C6)) 1 mL organik faz icerisinde (aseton
veya etanol) magnetik karistirici ile 600 rpm’de 30 dk. karistiriimasiyla elde edilmistir.
Bu c¢ozelti, magnetik karistiricida 600 rpm’de karismakta olan 2 mL ultrasaf sudan
(katyonik kaplama materyali olarak kitosan veya polietilenimin iceren veya
icermeyen) olusan su faz Uzerine ependorf enjektort yardimiyla damla damla ilave
edilmis ve nanopartikillerin olusmasi saglanmistir. Olusan nanopartikillerin
olgunlagmasi igin bu karisim 30 dk. daha karistirilmaya devam edilmistir. Daha sonra
organik faz rotavapor yardimiyla (40-50°C) uzaklastirilarak, sulu nanopartikil

dispersiyonu elde edilmistir. Non-iyonik Ozellikteki ve sulu ¢ozeltileri negatif ylzey
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yukine sahip (6-O-CAPRO-B-CD) tiirevlerinden elde edilen nanopartikillerden pozitif
ylzey yukine sahip formiilasyonlarin elde edilmesi amaciyla kullanilan kitosan ve
polietilenimin polimerleri de, belirlenen miktarda sulu faza ilave edilmek suretiyle
formiilasyona dahil edilmislerdir.

Onformiilasyon calismalari kapsaminda, farkli formilasyon parametreleri ve
degiskenleri calisiilmak suretiyle Tablo 3.2/de belirtilen dort farkh nanopartikdil
formilasyonu elde edilerek, her bir parametre degiskeni kapsaminda elde edilen

nanopartikillerin karakterizasyonlari gerceklestirilmistir.

Tablo 3.2. Tez calismasi kapsaminda elde edilen amfifilik siklodekstrin nanopartikiil
formilasyonlari.

Elde Edilen Nanokiire Formiilasyonlari

. e Kaplama o
Yizey Yuki p . Nanopartikiil
Polimeri
Anyonik - (6-O-Capro B-CD)
. Kitosan
Katyonik CS-(6-0-Capro B-CD)

(CS)

Polietilenimin

Katyonik (PEI)

PEI-(6-O-Capro B-CD)

Katyonik - (Poly-B-CD-C6)

3.4.1. Kamptotesin Yiiklii Amfifilik Siklodekstrin Nanopartikiillerinin Eldesi

Model ilag CPT yikli amfifilik CD nanopartikillerinin eldesi Bolim 3.4/de
actklanan bos nanopartikillerin elde edilmesi icin uygulanan nanog¢oktiirme
yonteminde formulasyona organik fazda CPT’nin ¢ézlindirilmesiyle hazirlanmistir. Bu
amagla; nanogoktirme yontemiyle CPT yukli amfifilik CD nanopartikillerinin
eldesinde, organik faz; 1 mg amfifilik CD ((6-O-CAPRO-B-CD) veya (Poly-B-CD-C6)) ve

0,1 mg CPT’nin 1 mL organik faz icinde magnetik karistirici ile 600 rpm’de 30 dk.
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karistirilmasiyla elde edilmistir. Bu ¢ozelti, magnetik karistiricicda 600 rpm’de
karismakta olan 2 mL ultrasaf sudan (katyonik kaplama materyali olarak kitosan veya
polietilenimin iceren veya icermeyen) olusan su fazi lizerine ependorf enjektori
yardimiyla damla damla ilave edilmis ve nanopartikillerin olusmasi saglanmistir.
Olusan nanopartikillerin  olgunlagmasi igin bu karisim 30.dk siiresince daha
karistirilmaya devam edilmistir. Daha sonra organik faz rotavapor yardimiyla (40-50°C)
uzaklastirilarak, etkin madde CPT yiikli amfifilik CD nanopartikllerinin 1 mL sulu

dispersiyonu elde edilmistir.
3.5. Nanopartikiillerin in vitro Karakterizasyonu
3.5.1. Partikil Buyiikliigi ve Dagilimi Tayini

Elde edilen amfifilik CD nanopartikullerinin ortalama partikil blytkligi (OPB)
ve polidispersite indeksleri (PDI) tayini igin Zetasizer Nano ZS cihazi kullaniimistir.
Olgiimler, cihazin calisma prensibi olan dinamik i1sik sacilimi esasina dayanarak
nanopartikll dispersiyonundaki Brown hareketlerinin analizine gére 173° agi ile oda
sicakliginda gergeklestirilmistir. Ortalama partikil blyuklGgi ve polidispersite indeksi

Olctimleri her bir formilasyon icin 3 tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir.
3.5.2. Zeta Potansiyeli Tayini

Nanopartikillerin ylizey ylUkinin bir gostergesi olan ve hem stabilitelerini
hem de fizyolojik ortamda nanopartikiillerin davranislari ve hicresel etkilesimleri
Uzerinde 6nemli etkileri oldugu bilinen zeta potansiyel (ZP) oOlcimleri Malvern
Zetasizer Nano ZS cihazi ile gerceklestirilmistir (108). Olciimler oda sicakhginda, 12,8°
acl ile ve her bir formilasyon icin 3 tekrarl olacak sekilde tek kullanimhk kapiller

hiicreler kullanilarak élctlmustir.
3.5.3. Nanopartikiillerin Morfolojilerinin incelenmesi

Elde edilen nanopartikillerin ylizey oOzellikleri ve morfolojileri taramal
elektron mikroskobu (SEM) yontemi ile incelenmistir. Liyofilize toz haldeki drnekler

incelemenin hemen oncesinde 100 A° kalinhginda altin-palladyum alasimi ile
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kaplanarak ylizey yikinin goriintileme esnasinda engel teskil etmeyecek seviyelere
indirilmesi amaglanmistir ve hazirlanan 6rneklerin ZEISS LS-10 Life Science Taramall
Elektron Mikroskobu cihazi ile EHT=25.00 kV (elektron yiksek gerilimi) degerinde

gorintilemeleri gerceklestirilmistir.

3.5.4. Enkapsiilasyonun Etkinliginin Degerlendirilmesi

Amfifilik CD nanopartikilleri icin etkin madde CPT’nin yikleme etkinlikligi
valide edilmis HPLC metotu ile direkt yontemle tayin edilmistir. Bu amacla,
nanopartikiller elde edildikten sonra, nanopartikil olusturmayan fazla amfifilik CD ve
enkapsiile edilmeyen fazla ilag, 3500 rpm’de 15 dk santriflijleme sonucu ortamdan
uzaklastinlmis ve ilag yikli nanopartikilleri iceren slipernatant ayrilarak sulu
nanopartikil dispersiyonu elde edilmistir. Sipernatant dondurulmus ve sonrasinda 24
saat liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonrasi elde edilen kuru toz haldeki
nanopartikiller 4 mL diklorometan:dimetilsilfoksit (DCM:DMSO) (1:1) karisiminda
¢cOzillerek serbest hale gecen CPT miktari Bolim 3.3.1.’de aciklanan valide edilmis
HPLC metotu ile direkt olarak tayin edilmistir. Her bir nanopartikil formtlasyonu igin
% Yukleme Etkinliginin hesaplanmasinda Esitlik 3.1., % Yikleme Kapasitesinin

hesaplanmasinda Esitlik 3.2. kullanilmistir (217).

Enkapsiile ilag miktart (ug)

% Enkapsiilasyon Etkinligi = x 100 (3.1,

Kullanilan toplam ilag miktar: (ug)

Enkapsile ilag miktart (ug)

% Yiikleme Kapasitesi = x 100 (3.2.)

Kullanilan polimer miktart (ug)

Esitlikte belirtilen; “Enkapsiile ilag miktar (ug)” ifadesi, liyofilizasyon sonrasi
elde edilen kuru toz haldeki nanopartikdillerin ¢6zlinmesi sonucu serbest hale gelen
enkapsile haldeki CPT’'nin HPLC ile analiz edilmesiyle bulunan miktari, “Kullanilan
toplam ila¢ miktari (ug)” ifadesi, nanopartikil eldesinde formiilasyona baslangicta
ilave edilen toplam CPT miktarini, “Kullanilan polimer miktari (ug)” ifadesi ise

nanopartikil eldesinde kullanilan toplam polimer miktarini ifade etmektedir.
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3.5.5. in vitro Salim Calismalari

Elde edilen CPT yikli amfifilik CD nanopartikillerinden etkin madde CPT’nin
salim profilinin tayini amaciyla in vitro salim deneyleri gerceklestirilmistir. Deneyler
37°C'de, yatay calkalayicili su banyosunda (100 rpm) diyaliz membran (MwCO0:14.000
Da) kullanilarak CPT igin sink kosullar altinda gergeklestirilmistir.

Fizyolojik kosullari taklit edebilmek amaciyla belirlenen salim ortamlari, oral
olarak uygulanan nanopartikillerin kolon bolgesine ulasana kadar karsilacagi
fizyolojik kosullari temsil etmesi amaciyla; sirasiyla simile gastrik sivi (pH=1,2), simiile
intestinal sivi (pH=4,5) ve simile kolonik sivi (pH=7,4) olarak tasarlanmistir. Bu
amacla, ¢ farkli salim ortami her bir formilasyon icin ayri ayri hazirlanmistir.
Fizyolojik kosullari yeterince taklit edebilmek amaciyla, nanopartikiller her bir simiile
sivida gegirecegi tahmini zamana uygun olarak ilgili salim ortaminda bulundurulmus
ve sliresinin dolmasinin ardindan diyaliz membranlar siradaki simiile siviya tasinarak
deney devam ettirilmistir. Salim deneyleri sliresince diyaliz membran icerisindeki
nanopartiklllerin salim profilleri, simile gastrik sivida (pH=1,2) 2. saate, simiile
intestinal sivida (pH=4,5) 5. saate, simiile kolonik sivida (pH=7,4) ise 24. saate kadar
tayin edilmistir. Bu amacla; 3 mL nanopartikiil dispersiyonu salim ortamini teskil eden
20 mL simdle sivi icine tatbik edilmistir. Belirli zaman araliklarinda (0.5, 1, 2, 3, 5, 7,
10, 24. saat) 500uL 6rnek alinmis ve salim ortamina ayni miktarda taze salim ortami
eklenmistir. Ornek alinan herbir zaman noktasi icin salinan kiimilatif % CPT miktari
Bolim 3.1.'de aciklanan valide HPLC metotu ile tayin edilmis ve CPT'nin

nanopartiklllerden salim profilleri tespit edilmistir (224).
3.5.6. Gastrointestinal Simiile Sivilarda Stabilite Calismalari

Oral vyoldan wuygulanmak (lizere ve kolona ulasmasi hedeflenen
nanopartikillerin stabilitelerine iliskin karsilasacaklari en 6nemli engellerin basinda
gastrointestinal kanal kaynakh fizikokimyasal ortam gelmektedir. Bu ¢ergevede, oral
yolla uygulanmak amaciyla tasarlanan nanopartikillerin temas edecekleri biyolojik
ortamlari taklit eden simile gastrointestinal sivilarda fiziksel stabilitelerinin

degerlendirilmesi ve nanopartikillerin kritik karakteristik 6zellikleri Gzerindeki
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etkilerinin tayin edilmesi gerekmektedir. Bu amacla, nanopartikiillerin gastrointestinal
kanalin farkl segmentlerinde gegirecekleri slirelerde goz 6niine alinarak ilgili fizyolojik
kosullari taklit eden simiile ortamlarda (simile mide sivisi, simile intestinal sivi ve
simule kolon sivisi) inkibe edilip partikil buyidklikleri, polidispersite indeksleri ve zeta
potansiyel degerleri tizerindeki etkisi incelenmistir (225, 226).

Calisma kapsaminda, elde edilen ilag yiiklii nanopartikil dispersiyonlari simiile
gastrik sivi (SGF) pH 1,2’de 2 saat, simiile intestinal sivi (SIF) pH 4,5’de 3 saat, simiile
kolon sivisi (SCF) pH 7,4’de 8 saat inkiibe edilmistir. Simile sivilarda stabilite
calismalari gerceklestirilirken, 1 mL nanopartikil dispersiyonu 9 mL simile sivi
icerisinde belirtilen siirelerde ve ortamlarda inkiibe edilmistir (Sekil 3.3.). inkiibasyon
oncesi ve sonrasi nanopartikillere ait OPB, PDI ve ZP degerleri incelenmistir.

Simdle sivi bilesimleri asagida aciklanmistir;

e Simile gastrik sivi (SGF) pH 1,2 (1000 mL) icin; 2000 mg NaCl ve 7 mL HCI,

e Simile intestinal sivi (SIF) pH 4,5 (1000 mL) icin; 6800 mg monobazik

potasyum fosfat ve 869 mg NaOH,

e Simile kolon sivisi (SCF) pH 7,4 (1000 mL) icin ise; 200 mg Potasyum klordir,

8000 mg sodyum kloriir, 240 mg monobazik potasyum fosfat ve 144 mg

dibazik sodyum fosfat icerek sekilde hazirlanmistir (147, 227, 228).

Sekil 3.3. Hazirlanan nanopartikillerin gastrointestinal simdle sivilarda
stabilitelerinin degerlendirilmesi amaciyla inkiibe edilmeleri islemi.
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3.5.7. ilag Yiiklii Nanopartikiillerin Zamana Bagh Fiziksel Stabilite

Calismalan

CPT yikli amfifilik CD nanopartikillerinin zamana bagh kisa sireli fiziksel
stabilite c¢alismasi kapsaminda, hazirlanan nanopartikiil formdilasyonlari sulu
dispersiyon olarak saklanmis ve belirli zaman araliklarinda (0., 1., 7., 14. ve 30.
ginlerde) 6rnekler alinmistir. Alinan 6rneklerden nanopartikllerin ortalama partikail
blydklGgu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri Bolim 3.4.’te aciklandigi
sekilde tayin edilmistir. Kisa siireli stabilite calismalari sliresince 6rnekler +4°C’de ve

1siktan etkilenmeyecek sekilde saklanmistir.
3.6. Mukus ile Etkilesim Calismalari

Oral yoldan uygulanan ve fiziksel olarak intestinal liimene kadar ulasabilen
nanopartiklllerin etki gosterebilmesi icin bu noktadan sonra misin tabakasi ile
etkilesebilmesi, musin varliginda kritik kalite parametrelerini koruyabilmesi ve
ardindan mukus tabakasina penetre olabilmesi gerekmektedir (78, 229). Bu amagla,
tez calismasi kapsaminda elde edilen nanopartikillerin misinle etkilesimleri ve
mukus tabakasina penetrasyonlari degerlendirilmistir. Misinle etkilesim ¢alismalari
kapsaminda oncelikle tlrbidimetrik analiz ile nanopartikil-misin sivisi etkilesimi
degerlendirilmistir. Sonrasinda ise musin varliginda nanopartikillerin kritik kalite

parametreleri parametleri degerlendirilmistir.
3.6.1 Turbidimetrik Tayin

Misin ile CPT vyuakli amfifilik CD nanopartikillerinin etkilesimleri ve
nanopartikillerin mukoadezif 6zelliklerinin degerlendirilmesi, spektrofotometrik
olarak 650 nm’de gerceklestirilen tiirbidite 6lcimi yontemiyle degerlendirilmistir
(230). Deneyin esasini misin c¢ozeltisinin 650 nm’de verdigi absorbansin referans
kabul edilerek, nanopartikiillerin sulu dispersiyonu ile misin ¢ozeltisine karistiriimis
disperyonunun verdigi absorbansin tayin edilmesi olusturmaktadir (231).

Oncelikle miisin ¢ozeltisi (%0,08 a/h) hazirlanmistir. Bu amacla 80 mg miisin

100 mL ultrasaf su ile ¢ozelti olusturmak lzere 12 saat siresince manyetik karistirici
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ile karistirlmistir. Ardindan, 7500 rpm’de 20 dk. santriflijlenerek musinin fazlasi
uzaklastirilmis ve misin iceren ¢ozelti elde edilmistir. Misin ¢ozeltisi ile hazirlanmis
olan CPT iceren amfifilik CD nanopartikiil dispersiyonlari, 1:4 (mdsin
¢ozeltisi:nanopartikil dispersiyonu) oraninda karistiriimis ve 1 dk. vortekslenmistir
(Sekil 3.4.). Elde edilen musin-nanopartikiil karisimlari ve nanopartikillerin sulu
dispersiyonlari 37°C'de inkiibe edilerek belirli zaman noktalarinda (0., 30., 60. ve 120.

dk.) 650 nm’de turbidimetrik 6lcimleri gerceklestirilmistir (Sekil 3.5.). Batin dlgimler

3 tekrarlh olarak yapilmistir.

Sekil 3.4. Misinle etkilesim calismalari kapsaminda gerceklestirilen tirbidimetrik
tayin analizlerinin gergeklestiriimesi amaciyla misin dispersiyonu
hazirlanmasi islemi.

Sekil 3.5. Musinle etkilesim calismalari kapsaminda gergeklestirilen tirbidimetrik
tayin analizlerinin spektrofotometre cihazi ile gergeklestirilmesi siireci.
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3.6.2. Nanopartikillerin Mukus Varliginda in vitro Karakterizasyonu

Elde edilen nanopartikiillerin mukoadezif 6zelliklerinin degerlendirilmesi
amaciyla turbidimetrik olarak gergeklestirilen misin ¢6zeltisi-nanopartikdl
dispersiyonu etkilesim calismalarinin ardindan, mukus varliginda nanopartikillerin
fiziksel stabilitesinin degerlendirilebilmesi ¢alismasi gerceklestirilmistir.

Bu amagla Bolim 3.4.1./de agiklandigi sekilde hazirlanan CPT yiikli amfifilik CD
nanopartikll dispersiyonlari ile Bolim 3.6.1.de agiklandigi sekilde hazirlanan musin
¢ozeltisi, 1:4 (misin ¢ozeltisi:nanopartikil dispersiyonu) oraninda karistiriimis ve 1 dk.
vortekslenmistir. Ardindan belirli zaman noktalarinda elde edilen karisimlarin;
ortalama partikil buykligu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri Bolim
3.5.1. ve Bolim 3.5.2’de aciklanan sekilde Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi ile
Olclilmustiir. Elde edilen veriler ile nanopartikillerin sulu dispersiyon halindeki
karakterizasyon parametreleri ile musin ¢ozeltisi karisimindaki parametreleri ve
zamana gore degisimleri karsilastirilarak degerlendirilmistir. Biitlin dlglimler 3 tekrarli

olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.7. Yapay Mukus Tabakasina Penetrasyon Calismalari

CPT vkl amfifilik CD nanopartikillerinin intestinal [imendeki mukus
tabakasina penetrasyon oOzelliklerini degerlendirebilmek amaciyla yapay mukus
tabakasi modelinden vyararlanilmistir (230). Deneyin esasini teskil eden jelatin
tabakasi ve bu tabakanin lzerindeki yapay mukus karisiminin hazirlanmasina iliskin
detaylar asagida verilmistir.

Bu amacla oncelikle, 50 mL ultrasaf su icerisinde 60°C’'de isiticili manyetik
karistirici ile %10 (a/h) oraninda jelatin ¢6zeltisi hazirlanarak, deney modelindeki
jelatin tabakasini olusturmak tizere 24’li hiicre plaklarina her bir kuyucuga 1 mL
olacak sekilde konulmus ve oda sicakliginda jelatin ¢ozeltisinin soguyarak sertlesmesi
saglanmistir (Sekil 3.6.). Yapay mukus ¢ozeltisi ise 50 mL ultrasaf su igerisine; 250 mg
musin, 0,295 mg dietilentriaminpentaasetik asit (DTPA), 250 mg NaCl, 110 mg KCl, 250
puL steril yumurta sarisi emilsiyonu ve 1 mL RPMI besi yeri ilavesiyle ve oda

sicakhginda manyetik karistirma ile hazirlanmistir. Hazirlanan yapay mukus ¢ozeltisi,
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daha onceden 24’li hiicre plaklarina konulan ve oda sicakliginda sertlesmeye
birakilan jelatin tabakasi tGzerine her bir kuyucaga 1 mL olacak sekilde ilave edilmistir.
Yapay mukus c¢oOzeltisinin, jelatin tabakasi (izerine ilave edilmesiyle deneyin

gerceklestirilecegi yapay mukus tabakasi modelinin hazirlanmasi tamamlanmistir.

Sekil 3.6. Yapay mukus tabakasina penetrasyon calismasi asamalari.

CPT yiikli amfifilik CD nanopartikili dispersiyonlarindan her bir formulasyon
icin 500 pL ve 3 tekrarh olacak sekilde 24’1U hiicre plakasindaki yapay mukus tabakasi
modelinde kuyucuklara eklenmistir ve 24 saat siliresince oda sicakligi kosullarinda
inkiibe edilmistir (Sekil 3.7.). 24 saatin sonunda, her bir kuyucuktaki yapay mukus
karisimi ortamdan uzaklastiriimistir. Alttaki jelatin tabakasi ultrasaf su ile yikanmis (2
mL x 6 kez) ve ardindan 60°C’ye isitilarak kati haldeki jelatinin tekrar daha az viskoz
akiskan bir hale gelmesi saglanmistir. Ardindan 6000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmis ve
slipernatant alinmistir. Sipernatant icindeki CPT miktari B6lim 3.3.1./de aciklanan
valide HPLC yontemi ile aktif lakton, inaktif karboksilat formu ve toplam CPT miktari
da hesaplanacak sekilde analiz gergeklestirilmistir. Boylece, gerceklestirilen yapay
mukus tabakasi modeli deneyi ile jelatin tabakasi Gizerinde bulunan mukus karisimina
ilave edilmis nanopartikil dispersiyonlarinin, oncelikle mukus tabakasini asip
ardindan da jelatin tabakasina ulasarak penetre olabilme yetenekleri, jelatin tabakasi

icine tasinabilen total ve stabil CPT miktarinin tayini ile degerlendirilmistir.
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Sekil 3.7. Yapay mukus tabakasina penetrasyon calismalari kapsaminda
nanopartikillerin uygulanmasinin ardindan inkiibasyon stireci.

3.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Tez galismasi kapsaminda hazirlanan, etkin madde CPT enkapsiile ve bos
amfifilik CD nanopartikillerinin gesitli saglikli ve kanser hiicre hatlari Gzerinde etkileri
in vitro hiicre kiltirG ¢alismalari ile degerlendirilmistir. Bu kapsamda; saglkli fare
fibroblast hiicre hattinda (L929) giivenlilik, insan kolon karsinoma hiicre hattinda (HT-
29) antikanser etkinlik, insan kolon karsinoma hiicre hatti olan ve intestinal
permeabilite degerlendirme calismalarinda sikhkla kullanilan (CaCo-2) hiicre hattinda

permeabilite calismalari gergeklestirilmistir.
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3.8.1. Giivenlilik Calismalari: Bog Nanopartikiillerin L929 Hiicreleri

Uzerinde Sitotoksisitesinin Arastiriimasi

ilag yikli olmayan bos nanokiirelerin sitotoksisiteleri L929 fare fibroblast
hicre hattinda degerlendirilmistir. Bu yontem, insana uygulanmak Uzere tasarlanan
polimerik maddelerin biyolojik aktivitesini, glivenligini ve saglkl hiicreler lizerinde
olumsuz etkisi olup olmadiginin  degerlendirilmesi amaciyla Amerikan
Farmakopesinde (USP-29) oOnerilen standart tayin yontemi olarak bos
nanopartikillerin in vitro sitotoksisitesini tayin etmek amaciyla siklikla kullanilan bir
metottur.

L929 hiicreleri %10 fetal bovine serum (FBS) , penisilin (100 unite/mL) ve
streptomisin (100 pg/mL) iceren Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
ortaminda 25 cm?lik flasklarda ¢ogaltilmistir. Ardindan 96 kuyucuklu plakalarin her
bir kuyucuguna 100 uL DMEM iginde 5000 hiicre ekilmistir. 37°C’de %5 CO;’li ortamda
inklibatorde 24 saat inklibe edilmistir. 24 saatin sonunda, kuyucuklardaki ortamlar
farkh seyreltme oranlarinda (1:16, 1:32, 1:64 ve 1:128) bos nanokdire iceren taze
ortamlar ile degistirilmistir. 48 saat inklibasyonun ardindan her bir kuyucuga, PBS
ortamindaki (5 mg/mL) 25uL MTT ilave edilmis ve 4 saat inklbe edilmistir. 4 saatin
sonunda olusan formazan kristallerinin ¢ozllmesi icin herbir kuyucuga 200 uL DMSO
ilave edilmistir. Optik dansite 450 nm’de plaka okuyucu ile okunmustur. Kontrol grubu
olarak yalnizca hiicre ortami olan DMEM ile inkiibe edilmis olan kuyucuklar
degerlendirilmis ve nanopartikiillerin uygulandigi hiicrelerde % hiicre canlilig Esitlik

3.3’de belirtildigi sekilde hesaplanmistir (45);

. . Nanopartikial uygulanan hiicrelerin optik dansitesi
% Hiicre Canliligy = — - - - ——x100 (3.3
Nanopartikil uygulanmayan (kontrol)hiicrelerin optik dansitesi
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Sekil 3.8. 1929 Hiicrelerinin 96 kuyucuklu hiicre plaginda kuyucuklara tutunmalari
amaciyla 24 saatlik inklibasyona birakilmalari 6ncesi hiicrelerin ekim
islemi.

Sekil 3.9. Deney kapsaminda kullanilacak nanopartikil dispersiyonlarinin seyreltme
islemlerinin gergeklestirilmesi.
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Sekil 3.11. Seyreltimis olan nanopartikdllerin hiicrelere uygulandiktan sonra 48 saat
inklibasyon dncesi son hali.
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3.8.2. Antikanser Etkinlik Calismalari; Kamptotesin Yiiklii Nanopartikiillerin

HT-29 Hiicreleri Uzerinde Sitotoksisitenin Arastiriimasi

CPT yiikli ve bos amfifilik CD nanopartikdllerinin in vitro etkinlik testi HT-29
insan kolon kanseri hiicre hatti Uzerinde, ilag yUkli nanopartikillerin etkinliginin
esdeger miktarlardaki ilag ¢ozeltisi ile 4 farkh konsantrasyonda ve 2 farkl inklibasyon
suresi sonunda karsilastiriimasini amaglayan bir hicre kiltird ¢alisma tasarimi ile
WST-1 boyama yontemiyle belirlenmistir (232).

HT-29 hicreleri Gremeleri icin 25 cm?lik flasklar icinde DMEM besiyeri
varliginda 37°C’'de % 5 CO_’li etlivde inklibasyona birakilmistir. Yeterli sayida hiicre
Urediginde flask igindeki besiyeri uzaklastirilarak, PBS ile yikanmistir. Ardindan
tripsinizasyon islemi uygulanmistir. Flask icine 3 ml tripsin-EDTA ilave edildikten sonra
hiicreler 2-3 dakika inkibe edilmistir. Ardindan yilizeyden ayrilan hiicrelere besiyeri
ilave edilerek 2000 rpm’de 3 dakika santriflij edilmistir. Santriflij sonrasi besiyeri
ortamdan uzaklastirilmistir ve hiicrelerin tripan mavisi ile sayimi gergeklestirilmistir.
HT-29 hicrelerinin, 96 kuyucuklu doku kulttr plaklarina her bir kuyuya 1x10%
hicre/100uL olacak sekilde ekimi yapilmis ve hicrelerin kuyucuklara tutunmasi
amaciyla 24 saat inklibe edilmistir.

Hazirlanan ila¢ yikli ve bos nanokiire formilasyonlari besiyeri ile 4 farkl
konsantrasyonda (0,01 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL) CPT’'ne esdeger
miktarda olacak sekilde seyreltilerek her bir kuyucuga 100 uL eklenmistir. Deney
tasarimi iki tekrar seklinde planlanarak; iki farkli inkiibasyon siresi (48 saat-72 saat)
icin gahisilmistir. Ayni sartlarda sadece kiltiir ortami ile ve %1 DMSO igeren kiltir
ortami ile inkiibe edilen HT-29 hiicreleri kontrol olarak kullanilmistir.

48 saatlik ve 72 inklibasyon sonrasi her bir kuyucuga 10 uL WST-1 (suda
¢Ozlinebilir tetrazolyum tuzu) eklenmistir. Boyama islemi sonrasi hiicreler yaklasik 3-
4 saat inkiibasyona birakildiktan sonra hiicre plaka okuyucu ile kolorimetrik olarak 450
nm’de absorbans degerleri okunmus ve kontrol grubuna karsi % hicre
yasayabilirlikleri hesaplanmistir. Deney prosediirii ve hesaplamalar sonunda bulunan
% hucre canliliklari 1s1iginda, esdeger miktarlarda CPT tasiyan nanopartikiller gerek

kendi iclerinde gerekse ayni miktar CPT ¢ozeltisi ile karsilastiriimistir.
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Deney kapsaminda, 4 farkl konsantrasyonda (0,01 pg/mL, 0,1 pug/mL, 0,5
pug/mL, 1 pg/mL) ve 2 farkh inkiibasyon silresi (48 saat-72 saat) sonunda
formilasyonlarin ilag ¢Ozeltisine karsi % hicre yasayabilirligi Gzerine etkileri hem
zamanin, hem de konsantrasyonun etkileri de gozlemlenerek farkli nanopartikiil

formilasyonlari igin degerlendirilmistir.

Sekil 3.12. HT-29 hiicrelerinin her bir kuyucuga ekilmesi ve tutunmalari igin
inkiibasyona birakilmasi islemi.

Sekil 3.13. HT-29 hiicrelerinin mikroskop altinda goriintileri.



75

Sekil 3.14. Kamptotesin ¢ozeltisinin ve esdeger miktarda kamptotesin iceren
nanopartikil formilasyonlarinin DMEM ile seyreltilmesi ve 96 kuyucuklu
hiicre plaklarinin formilasyonlarin uygulanmasi éncesi hazirlanmasi.

Sekil 3.15. Hazirlanan ilag ¢ozeltisi ve nanopartikiil dispersiyonlarinin hiicrelere
uygulanmasi ve sonrasinda etkinliklerinin degerlendirilmesi amaciyla 48
ve 72 saat siresince inkiibasyona birakilmalari.
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Sekil 3.16. inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliliginin élgiilebilmesi amaciyla
kuyucuklara WST boyasinin eklenmesi ve 6lciim 6ncesi boya ile 4 saat
inklibasyona birakilmasi islemi.

Sekil 3.17. 48 saat (plak 1-3-5) ve 72 saat (plak 2-4-6) inkiibasyon sonrasi hiicre
canlihiginin 6lctlmesi 6ncesi plaklarin hazirlanmasi
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Sekil 3.18. Hiicre canliiginin tayin edilebilmesi amaciyla plak okuyucu ile her bir
kuyucuktaki absorbansin dlcim islemi.

3.8.3. Permeabilite Calismalari; Kamptotesin Yiiklii Nanopartikiillerin

CaCo-2 Hiicrelerinden Gegislerinin Arastirilmasi

Oral yoldan uygulanmak (izere hazirlanan formiilasyonlar veya yeni etkin
maddelerin intestinal Iimene ulasmalarinin ardindan epitelyal hilicre bariyerinden
gecisinin ve permeasyon derecesinin tayini amaciyla, CaCo-2 tek tabakali hiicre
modeli yapay membran sistemlere gore daha glivenli sonug verebilen ve in vivo
modellere gbére daha az maliyetli bir model olmasi sebebiyle permeabilite
calismalarinda standart bir prosediir olarak uygulanabilmektedir (233). insan kolon
adenokarsinoma hiicre hatti olan CaCo-2 hiicrelerinin in vitro ortamda ¢ogaltiimasiyla
olusturduklari tek tabakal hiicre yapisinin intestinal hiicre bariyerini taklit edebilmesi

in vitro transport ¢alismalarinda kullanilabilmelerinin temel nedenidir (234).
CaCo-2 Hiicrelerinin Coziilmesi ve Pasajlanmasi

1 mL’lik vialde -80°C’de dondurularak saklanmakta olan ATCC (American Type
Culture Collection) kaynakli Caco-2 (kolonik adenokarsinoma hicreleri) hicreleri,
37+£0.5°C’'de su banyosunda c¢ozinduridlmistir. Ardindan, ¢ozinmis hicre
sispansiyonu 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Coken hiicreler, taze
besiyerinde yeniden slspande edilerek 75 cm2’lik hicre kultir kabina (flask)
aktarilmistir.  Flasklar, hiicrelerin Gremesi icin 37£0.5°C’de %5 karbondioksit iceren

etlivde, iki glinde bir besiyeri degistiriimek suretiyle inkiibasyona birakilmistir.
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48 saatte bir besiyeri degistirilen hicreler mikroskobik olarak incelendi.
Konfluent hale ulasmalarinin ardindan hiicrelere tripsinizasyon islemi uygulanarak,
flask tabanina yapisarak Uremis hicreler kaldiriimis ve ardindan baska kaplara
bollinerek pasajlanmasi islemi gerceklestirilerek, yeni flasklara ekilen hicrelere

benzer prosediir uygulanmaya devam etmistir.

Sekil 3.19. Caco-2 hiicrelerinin flasklarda cogaltiimasi siireci ve ¢ogalarak konfluente
ulasan hiicrelerin flask tabaninda olusturdugu yapinin mikroskobik
goruntisa.

Hiicrelerin sayilmasi

Bir dizi hiicre pasajlama isleminin ardindan yeniden konfluent hale ulasan
flasklardaki hiicreler, tripsinizasyon islemi ile kaldirimistir.

Tripsinizasyon isleminin esasi su sekildedir; hiicre yogunlugunun konfluente
ulasmasinin ardindan, laminar akimh kabinde flask igerisindeki besiyeri ortami
uzaklastirilir. Flask tabaninda yapismis halde iremis olan hiicreler PBS ile yikanir ve
ardindan PBS tekrar ortamdan uzaklastirilir. Son olarak hiicrelerin izerine tripsin-EDTA
¢Ozeltisi ilave edilerek etlivde 5 dakika inkibe edilerek, flask tabanina tutunmus
haldeki hicrelerin flask tabanindan ayrilmasi saglanir. Hemen ardindan flasktaki hiicre

slispansiyonu Uzerine taze besiyeri ortami ilave edilerek son siispansiyonun tamami
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alinarak santrifiijlenir, santriflij sonunda Ustteki sivi kisim (slipernatant) atilir. Cokelti
halinde kalan hcreler, tekrar taze besiyerinde disperse edilerek istenirse yeniden
flasklara ekilerek pasajlama siirecine devam edilir veya son dispersiyondan gerekli
seyreltme islemleri yapilarak tripan mavisi yardimiyla sayim islemi gergeklestirilebilir.

Tripsinizasyon sonrasi kaldirilan ve santrifiijleme sonucu elde edilen hiicre
¢Okeltisinin taze besiyeri ile tekrar disperse edilmesinin ardindan tripan mavisi de
kullanilarak 1:4 oraninda seyreltilen hiicre siispansiyonu 8 kanalli hiicre sayim
apareyinin (Cedex Smart Slides®) bir kanalina tatbik edilerek hiicre sayim cihazinda
(Cedex XS Cell Analyzer®) elde edilmis olan toplam hiicre sayisi tespit edilmistir (Sekil

3.20.).

Sekil 3.20. Hiicre sayim isleminin gerceklestirildigi cihaz (Cedex XS Cell Analyzer) ve
1:4 oraninda seyreltilerek tripan mavisi ile boyanan hiicrelerin sayim
apareyine uygulanmasi islemi.

Sekil 3.21. Hiicre sayim analizi sonucu cihaz yaziimindan elde edilen gorinti ve
hiicre sayimina iliskin verilerin sunum sekli.
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Caco-2 hiicrelerinin insertlere ekilmesi

Cozilen, pasajlanan ve sayim islemi gergeklestirilen Caco-2 hiicrelerinin 5.
pasaji, permeabilite calismalarinin gerceklestirilecegi 12 kuyucuklu polikarbonat
membran filtrelere (Thincerts ™, por ¢api 1 um, alan 1,13 cm2), 60.000 hiicre/insert
olacak sekilde ekilmistir. Kuyucuklarin apikal kismina 500 pL ve bazolateral kismina 1
mL besiyeri konulmustur (Sekil 3.22.).

Plaklar 18-21 giin sliresince, 48 saatte bir apikal ve bazolateral kisimlardaki
besiyeri degistirilerek inkiibatérde 37°C ve %5 CO2 ortaminda bekletilmistir (Sekil
3.23.).

Sekil 3.22. Caco-2 hiicrelerinin, permeabilite ¢alismalarinin gergeklestirilecegi hiicre
plaklarina ekimi ve sonrasinda 48 saatte bir besiyeri degistirilmesi
suretiyle 18-21 glin sliresince inkiibasyona birakilmasi
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Sekil 3.23. Apikal (0,5 mL) ve bazolateral (1 mL) ortamlarin 48 saatte bir taze besiyeri
ile besiyerlerinin degistirilmesi islemi

Caco-2 Hiicrelerinin Tek Tabaka Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi; TEER

Olg¢iimii

insertlerde filtre tabakasi lizerinde konfluente ulasmasi icin giin asiri besiyeri
degistirilerek bekletilen CaCo-2 hicrelerinin 18. glinden itibaren transepitelyal
elektriksel direng (TEER) degerleri olclilerek, konfluente ulasma durumlari takip
edilmistir. TEER degerlerinin 300 Q.cm? degerinin altinda olmamasi, baslangicta
deney tasarimi igin kritik parametre olarak belirlenmistir.

Bu amacla; permeabilite calismalarina baslamak (izere polikarbonat membran
filtreler Gzerindeki hicre batlnligini ve membran potansiyelini degerlendirmek
amaciyla 18. giinde TEER 6l¢imi gergeklestirilmistir (Sekil 3.24).

EVOM?2® Epithelial Voltohmmeter cihazi ile gerceklestirilen 6l¢im sonucu,
insertlerdeki hiicrelerin TEER degerlerin 500-600 Q.cm? araliginda oldugu tespit
edilmistir. Boylece, polikarbonat membran filtreler Gzerinde hiicre konfluensinin
ulastigl degerin permeabilite galismalari igin uygun hale geldigi TEER ol¢imi ile teyit

edilerek permeabilite galismalari gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.24. Caco-2 hiicrelerinin insertlerde filtreler (izerinde ¢ogalarak farklilastiginin
ve tek tabakali bir hiicre yapisi olusturdugunun kontrol géstergesi olan
transepitelyal elektriksel diren¢ (TEER) degerinin EVOM? cihazi ile 6l¢limii
islemi.

Formiilasyonlarin Uygulanmasi ve Permeabilite Calismalarinin

Gergeklestirilmesi

CPT cozeltisi ve enkapsile halde CPT iceren amfifilik CD nanopartikdl
formiilasyonlarinin CaCo-2 hiicre tabakasindan apikal ylzeyden bazolateral yiizeye

permeabiliteleri arastiriimistir.
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Thincerts ™, por ¢api 1 um, alan 1,13 cm2
60.000 CaCo-2 hiicresi/insert (t=0.giin)

TEER = 500-600 Q.cm? (t=18.giin)

cPT
F1
F2
F3
F4

Thincerts ™, por ¢api 1 um, alan 1,13 cm2
60.000 CaCo-2 hiicresi/insert (t=0.giin)
TEER = 500-600 Q.cm? (t=18.giin)

:Kamptotesin ¢ozeltisi

:CPT yiiklii (6-O-Capro-B)-CD NP
:CPT yiiklti CS-(6-O-Capro-B)-CD NP
:CPT yiiklii PEI(-6-O-Capro-B)-CD NP
:CPT yuklu Polikatyonik-B-CD-C6 NP
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Sekil 3.25. Permeabilite ¢alismalarinin gergeklestirilmesi amaciyla tasarlanan deney

Butun 6rnek gruplari 20 ug/mL CPT icerecek sekilde calismaya dahil edilmistir.
Bu kapsamda CPT ¢ozeltisi ve nanopartikil formilasyonlari 20 pg/mL CPT'ne esdeger
miktarda olacak sekilde seyreltilmistir. Calismaya baslamadan Once apikal ve
bazolateral yiizey bolgelerine Hank’s balanced salt solution (HBSS) ortami konulmus
ve yaklasik 30 dk bekletilmistir. Ardindan CPT ¢ozeltisi ve nanopartikil formuilasyonlari

0,5 mL HBSS icerisinde hazirlanmis sekilde apikal bdlgeye uygulanmistir, bazolateral

plani 6zeti.

bolgeye ise sadece 1 mL HBSS ilave edilmistir.

Hiicreler 37°°C'de 4 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda

bazolateral kisimdan 6rnekler alinmistir ve valide HPLC metotu ile analiz edilmistir.

Bltlin deney gruplari n=3 (izerinden calisilmistir. Analiz sonunda her bir deney grubu

icin gorunur permeabilite katsayilari (Paap, cm/s) esitlik 3.4’de belirtildigi sekilde

hesaplanmistir.

Paap=dC/dt.1/(A.Co)

dC/dt :ilacin permeasyon orani (ug/s)

A : insertlerin yiizey alani (cell monolayer) (1,13 cm?)

Co : apikal bolgedeki baslangic konsantrasyonu (pug/mL)

(3.4.)
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3.9. in vivo Etkinlik Calismalari

Tez ¢alismasi kapsaminda hazirlanan, in vitro karakterizasyon ve hiicre kiltara
calismalari ile degerlendirilen formilasyonlardan batin sonuglar bir arada
degerlendirildiginde en iyi sonuglari veren nanopartikil formilasyonu Poly-B-CD-C6
ile in vivo etkinlik calismalari gerceklestirilmistir. /n vivo deneyler Hacettepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan 2019/02-11 karar
numarali ve 52338575-29 sayih etik kurul iznine istinaden gergeklestirilmistir (EK-1).
Hayvan deneyleri 6-8 haftalik Balb/c irki erkek fareler kullanilmistir. Hayvanlarin 25°C
sabit sicaklik, %50 nem, steril talas, su ve filtreli hava verilen kosullarda bakimi

saglanmistir (Sekil 3.26.).

3 --*-r?iad_ iy =

= L

Sekil 3.26. in vivo deneyler siiresince farelerin barindirildiklari yasam alanlari.

Deneyler antitimoral etkinlik ve goriintileme asamalarindan olusan 2 farkh
alt calisma tasarlanarak gergeklestirilmistir. Ayrica antitimoral etnlinlik deneylerinin
planlanmasinda kolorektal kanser hiicre hatti olan CT-26’nin cerrahi olarak

olusturulan sinjenit fare modelinde, timorlerin bliyimesi icin gecen slirenin hem
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erken evresinde hem de gec¢ evresinde olmak lizere 2 farkli tedavi baslama zamani

secilmis ve hayvan gruplari hazirlanmistir (Sekil 3. 27.).

( Farelerde Cerrahi Olarak Kolorektal Tiimér inokiilasyonu J
1

Erken Evre
Tumor Modeli
Geg Evre
Timor Modeli
.

( Oral Gavaj ile Tedavi Protokoliine Baglanmasi ]

1. doz

Tedavi siiresi
12 giin

[ Deney Sonu ]

7. doz

Tedavi siiresi
16 giin

SRR

7.doz
8.doz

[ Deney Sonu ]

Sekil 3.27. In vivo deney slireci akis semasi.

3.9.1. Farelerde Cerrahi Olarak Kolorektal Tiimor inokiilasyonu

Hazirlanan ilag yikli amfifilik CD nanopartikiliniin timore karsi etkinliginin
belirlenmesi amaciyla, ilk olarak farelerde kolon tiiméri olusturulmustur.

Bu amacla ortotopik model tercih edilmis olup, modelin temelini, CT-26
hiicrelerinin cerrahi olarak cekum submukozasina inokile edilmesi olusturmaktadir

(235-237).
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Timor olusturulmasi amaciyla kullanilacak olan CT-26 kolon karsinoma
hicreleri, hiicre flaskinda, RPMI besiyerinde (%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve
%1 L-glutamin) %70 hiicre yogunluguna ulasana kadar 37°C ve %5 CO;'li etiivde
cogaltilmistir. Cogalan hiicreler, tripsinizasyon isleminin ardindan PBS ile yikanmis ve
santrifiijlenerek (400 g’de 5 dk.) toplanmistir. Hiicreler (2x108 hiicre/100uL), cerrahi
islem ile fare cekum submukozasina matrigel®:PBS (1:10) ortaminda inokdlasyon igin
hazirlanmistir.

Steril kosullarda, intraperitoneal ketamin (100 mg/kg) + ksilazin (10 mg/kg)
uygulamasi sonucu anestezi altina alinan farelere laparatomi uygulanmistir. Bu
amagla, cerrahi olarak farelerin abdominal bdlgesinde gergeklestirilen 0,5 cm
boyutunda bir kesi ile ¢gekuma ulasilmis ve ylzeye cikarilan ¢ekum (zerine 28G
boyutunda igne ile insizyon gerceklestirilerek ylzeyde cizikler olusturulmustur. Bu
islemin ardindan ¢ekum tekrar abdominal bosluktaki bolgesine yerlestirilmistir.
Oncesinde hazirlanmis olan CT-26 hiicre dispersiyonundan 2x10° hiicre olacak sekilde
100 pL steril pipet ile alinmis ve ¢ekum Uzerinde olusturulan insizyonel ciziklerin
oldugu bdlgeye inokile edilmistir. Daha sonra, abdominal insizyon bolgesi 5/0
monofilament cerrahi sttlr kullanilarak kapatilmistir. Cerrahi operasyon sonrasinda
farelerde olusabilecek dehidratasyonu 6nlemek amaciyla 0,5 mL steril %0,9 NaCl deri
altina enjekte edilmistir (Sekil 3.28.). Erken evre timorlerde operasyondan sonraki
10.glin, ge¢ evre timorlerde gergeklestirilen calismada ise 17.glinde yiksek doz
anestesi ile 6tenazi gerceklestiriimis ve secilen farelerde kolon ve ¢ekum bélgesine

spesifik timorlerin varligl gézlenerek tiimorler kayit altina alinmistir.



Sekil 3.28. Farelerde kolorektal timor olusturmak amaciyla gerceklestirilen cerrahi
yonteme iliskin islem basamaklari.
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3.9.2. Kolorektal Kanser Modeli Gelistirilmis Farelere Uygulanan Tedavi

Protokolii

Kolon ve gekum bélgesinde tiimdrlerin varligi, her grup igin sakrifiye edilen bir
farede cerrahi olarak teyit edilmistir. Her bir formiilasyon uygulamasi 21 G gavaj
enjektord ile 200 plL hacimde (5 mg/kg CPT) olacak sekilde farelere oral gavaj yoluyla
asagidaki deney gruplari seklinde uygulanmistir (Sekil 3. 29.).

Gruplar;

1. Poly-B-CD-C6 nanopartikiilleri (bos)

2. Poly-B-CD-C6 nanopartikilleri (ilag ytikla) (5 mg/kg CPT iceren)

3. Antikanser ila¢ CPT’nin salin sollisyonu icerisinde (%1 DMSQO) slispansiyonu
(5 mg/kg CPT)

4. Negatif kontrol (tumor indiiklenmis ve tedavi uygulanmayan grup)

Tedavi uygulamasi oral gavaj (0,2 mL salin sollisyonu igerisinde dispersiyonu)

ile 2 glinde 1 doz olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Sekil 3. 29. in vivo deneyler siiresince formiilasyonlarin uygulama yolu olan oral
gavaj uygulamasi ve timor indiiklemis farelerde deneysel slireg
icerisinde makroskobik olarak gézlemlenebilen timor kitlelerine bagh
sislik.
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Deney slresince farelerin hayatta kalma ve agirlik degisimleri takip edilmistir.
Deney sonunda ise primer timor agirliklari ve primer timor caplari kayit altina
alinmistir.  Ayrica hayvanlarin primer timorleri ve hayvanlardaki metastaz
durumlarinin karsilastirilmasi i¢in karacigerleri %10 formalin ¢ozeltisinde fikse edilip
histolojik degerlendirmeye alinmistir. Tedavinin etkinligi deney gruplari arasinda

istatistiksel olarak karsilastirilarak degerlendirilmistir.
3.10. in vivo Goriintiileme Galismalari

Gorilntileme calismalari kapsaminda gercgeklestirilen deneylerin esasini oral
yoldan uygulanan Poly-B-CD-C6 nanopartikilinde enkapsiile halde olan Nil Kirmizi
(NR) floresan boyasinin  gastrointestinal kanal boyunca goérintilenmesi
olusturmaktadir. NR hidrofobik yapida bir boya olmasi sebebiyle ¢alisma kapsaminda
yine hidrofobik yapida bir etkin madde olan ve nanopartikillere enkapsiile edilen
model etkin maddemiz olan CPT’'ni temsil etmektedir. Bu amagla hazirlanan NR yukla
nanopartikiller ve NR c¢ozeltisi, bir gece siresince aglik durumunda beklemis olan
saglikh ve kolorektal timoér indlklenmis farelere ayri ayri olmak (izere oral gavaj
yoluyla uygulanmis ve her iki grupta 24 saat siresince bekletilmistir. Bu slirecte oral
gavaj yoluyla uygulanan NR yiikli nanopartikillerin ve NR ¢6zeltisinin gastrointestinal
kanalda dagilimlarinin goérintiilenmesi amaglanmis ve elde edilen nanopartikiillerin
tasidigi NR'yi gastrointestinal kanalin hangi bolgesine kadar ne oranda tasiyabildigi NR
¢Ozeltisi ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

NR yiUkli nanopartikillerin hazirlanmasi amaciyla Bolim 3.4.de aciklanan
nanopartikll hazirlama metodu kullaniimistir. Buna gére, 1 mg NR 10 mL etanolde
¢ozilerek bir stok cozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden, 100uL alinmis ve 1 mg
CD iceren 900uL hacimdeki organik faza ilave edilerek organik fazin 1 ml’ye
tamamlanmasi saglanmistir. Sireg, organik fazin manyetik karistirici ile 600 rpm’de
karismakta olan 2 mL sulu faz lizerine ependorf enjektort yardimiyla damla damla
ilave edilerek ve sonrasinda karistirma isleminin 30 dk. siiresince devam ettirilmesiyle
sonlandirilmistir. Bu islem sonunda NR enkapsile amfifilik CD nanopartikilleri

spontan olarak olusmaktadir. Hazirlanan karisgimdaki organik ¢06ziici, rotary
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evaporator yardimi ile vakum altinda 40-50%de uzaklastirilmis ve nanopartikiil
olusturmayan artik CD ortamdan uzaklastiriimasiyla amaciyla dispersiyon, 3500
rom’de oda sicakhginda 15 dk santriflij edilerek stipernatant ayrilarak alinmis ve 2 mL
NR enkapsile amfifilik CD nanopartikiil dispersiyonu elde edilmistir (147).

Hazirlanan NR yukli amfifilik CD nanopartikillerinin ve NR ¢6zeltisinin farelere
yukarida agiklanan sekilde oral gavaj ile uygulanmasi ve 24 saat bekletilmesi sonunda,
fareler yiiksek doz anestezi ile 6tenazi edilmislerdir. Otenazi edilen farelerin bu islemin
ardindan hizla cerrahi olarak gastrointestinal kanallari bir bitln halinde ¢ikarilmis ve
Newton 7.0® (Canli Gorlintiileme Sistemi) (Vilber, Fransa) sisteminde gorlintiilenmek
Uzere organin segmentleri belli olacak sekilde yerlestirilmistir. Goriintiileme
islemlerinin ardindan, ornekler segmentler halinde incelenmis ve segmentlere
ulasabilen NR miktari elde edilen gorintilerdeki piksel degerlerini ve renk
yogunluklarini sayisal olarak hesaplama esasina dayanan Fiji® yazilimi kullanilarak
kantitatif olarak degerlendirilmistir. Bu islemin ardindan ortalama floresans
yogunlugu (Mean Fluorescent Intensity; MFI) degerleri elde edilerek gastrointestinal

segmentlere ulagabilen NR miktarlari hakkinda yorum yapilmistir.
3.11. Histolojik Degerlendirme

Deneylerin sonlandirilmasini takiben, sakrifiye edilmis hayvanlara ait karaciger
ve kolon ornekleri % 10 tamponlu formalin sollsyonu icinde histolojik inceleme
yapilmak lizere Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’'na transfer edilmis ve ortak calisma gerceklestirilmistir. Organlardan elde edilen
doku drneklerine ait tiimor odaklarinin ve invazyonun degerlendirilmesinde Prof. Dr.
Petek Korkusuz ve Dr. Elif Bilgic tarafindan calismamiza bilimsel katki saglanmistir.

Oncelikle tamponlu formalini tazelenen dokular, tiimér lokasyonu
makroskobik olarak incelendikten ve yon tayininden sonra rutin parafin doku takibine
alinmistir. Buna gore, otomatize 1stk mikroskobu doku takip cihazinda (Leica TP1020,
Almanya) sirasi ile formalin, dereceli alkoller (%70-80-90-96-100), ksilol ve parafin
istasyonlarindan gecen doku ornekleri saf parafine gomilmeye hazir hale gelmistir.

Parafine gomilen ve sogutucu istasyonda (Leica, Almanya) blok haline getirilen
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dokular kesit almak tzere -20 °C’'de muhafaza edilmislerdir. Kizakli mikrotom cihazi
(Leica SM2000R, Almanya) ile yaklasik 3-5 mikrometre kalinliginda seri kesitler
alindiktan sonra ornekler, deparafinizasyon icin etlivde bir gece boyunca
bekletilmistir. Histolojik degerlendirme igin rutin Heamatoksilen&Eozin boyamasi
yapimistir. Timoére ait kolon ve karacigerdeki odaklar tespit edilerek kolondaki
tabakalarin tutulumu agisindan seri kesitler dijital kamera atasmanli 151k
mikroskobunda (Leica DM6B, Almanya) degerlendirilmistir.

Her kesitte toplam mikroskobik timoér odagi sayisi hesaplandiktan sonra her
odagin en (a) ve boyu (b) um cinsinden LASX programi ile 6l¢iimistir. Yapilan en ve
boy Olcumlerinden p=a/2xb/2 formulu ile her 6rnek icin karacigerdeki toplam odak
alani hesaplanmistir (238-242).

Kolondaki timor alani kolonun Tunika mukoza, Tunika muskularis ve Tunika
adventisya tabakalarini icerip icermemesine gore 3 kategoride degerlendirilmistir.
Elde edilen makroskobik ve mikroskobik verilerin normal dagilip dagilmadigi Shapiro-
Wilk testi ile degerlendirildikten sonra parametrik dagilim gostermedigi anlasilan
veriler sirasi ile Kruskal Wallis ve Bonferroni testi uygulanarak coklu ve ikili gruplar
arasinda karsilastirilmistir.  Tanimsal istatistiksel veriler ortanca minimum ve
maksimum degerleri ile kutu gizgi grafiklerinde gosterilmistir. % 95 gliven araliginda

calisiimistir.
3.12. istatistiksel Analiz

Aksi belirtilmedikce tim deneyler licer kez tekrarlanmis ve istatistiksel olarak
asagida tarif edildigi gibi degerlendirilmistir. + ifadesi standart sapmayi
yansitmaktadir. iki grubun karsilastirlmasinda t testi, ikiden fazla grubun
karsilastirilmasinda ANOVA'yl takiben Tukey's post hoc testi gerceklestirilmis ve
istatistiksel analizler SPSS™ v 22.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) programi ile
gerceklestirilmistir. P degerinin 0.05 den dislk oldugu sonugclar anlamli olarak kabul
edilmistir. in vivo deneyler kapsamindaki yasam siireleri karsilastirmasi ise Kaplan-
Meyer metodu ile degerlendirilmistir. Kaplan Meyer yontemi, yasam sirelerini

gostermekte kullanilan bir metoddur. Bu ydntemle, tedavi sonrasinda deneklerin
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yasam slreleri horizontal basamaklarla belirtilmekte ve tedavi edilen gruplarin yasam
sureleri kontrol grubu ile karsilastirilarak yasam siiresinin uzatilip uzatilmadig tespit
edilmektedir. in vivo deneyler kapsaminda elde edilen hayatta kalim grafiklerine ait

istatistiksel analizler bu esasa goére gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analitik Yontem Validasyonu

4.1.1. Kamptotesinin HPLC ile in vitro Miktar Tayini Yontemi

Etkin madde CPT igin Bolim 3.3.1.’de agiklanan in vitro miktar tayini yontemi
gerceklestirilmis olup, analiz sonucunda CPT’nin stabilite ve antikanser etkinlik
acisindan iki farkh formunu ifade eden aktif lakton ve inaktif karboksilat formlarina
iliskin elde edilen kromatogramlar Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.da gdsterilmistir. Agiklanan
miktar tayini yontemi kosullarinda gergeklestirilen analiz sonuglarina gére CPT'ye ait
lakton ve karboksilat formlarinin alikonma stireleri sirasiyla 14,3 dk. ve 7,4 dk. olarak

tespit edilmistir.

FLDY &, Ex=370, Em=435 (SEDAT 18-1207- KALB(P M T GAINZI001.0201.0)

: Kamptotesin aktif lakton formu (14,3 dk)

200

100

i} 2 4 L] ] 0 1z 14 16 18 min
[

File Inf; i i3 Time Area Height width Area® Symmetry

LC-File [001-0201.0 [ 1] 1am2 [ 17408 [ 5642 [ 03232 [100000 [ 0768 |

Filg Path [ C:AHPCHEMATADATANSEDAT 18-1807-KALBIPMT
Date | 08-0ct-00, 21:20:09

Sample | 50 megdml lakion
Sample Info
Barcode
Operatar | Sedat
Method | SEDAT18.M
Analysiz Time | 19,987 min
Sampling Rate | 0.0072 min [0.432 sec), 2777 datapaints

Sekil 4.1. Kamptotesinin aktif lakton formunun 50 pg/mL ¢ozeltisine ait HPLC
kromatogrami.
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FLD &, Ex=270, Em=435 (SEDAT12-1007-BAZS0(P M T GAINZN001-0101.D)

(AT 2
a0
Kamptotesin inaktif karboksilat formu (7,48 dk)
SD;
2EI—-
10:
o
0 5 10 15 2 25
[
File Inf i i Time Area Height Width AreaX Symmetry
LCFile | 001-0101.0 [+ ] 748 [ 10045 ] I [ 02142 [1o0000 [ 0478 |

File Path | CAHPCHEMMADATANSEDAT18-1907-BAZS0[PM

Date | 05-0ct-00, 05:24:55
Sample |50 karboksilat
Sample Info
Barcode
Operatar | Sedat
Method | SEDAT18.M
Analysis Time | 29,983 min
Sampling R ate | 0.0072 min [0.432 sec). 416F datapoints

Sekil 4.2. Kamptotesinin inaktif karboksilat formunun 50 pug/mL ¢ozeltisine ait HPLC
kromatogrami.

4.1.2. Analitik Yontem Validasyonu

Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi Analitik Yontem Validasyonu

CPT’ye ait kalibrasyon dogrusu cizimi Bolim 3.3.2.1/de aciklandigi sekilde
gerceklestirilmis olup aktif lakton formu ve inaktif karboksilat formu icin kalibrasyon
dogrulari cizilmistir. Calismalar 6 tekrarh olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen sinyal
degerleri hazirlanan konsantrasyonlara karsi grafige gecirilmis ve kalibrasyon
dogrusuna ait denklem lineer regresyon ile hesaplanmistir. Kalibrasyon dogrulari ve
denklemleri Sekil 4.3. ve Sekil 4.4/de yer almakta olup, lakton ve karboksilat

formlarina ait lineer regresyon verileri ise Tablo 4.1.”de belirtilmektedir.



Tablo 4.1. Kamptotesinin lakton ve karboksilat formuna ait HPLC analizi verileri.

. inaktif Karboksilat
Parametre Aktif Lakton Formu
Formu
Konsantrasyon Aralig 2-40 pg/mL 2-40 pg/mL
Egim 171.93 61.95
Kesim Noktasi -134.82 -112.9
Korelasyon Katsayisi 0.9989 0.9995
8000 -
7000
6000 7 y=171,93x- 134,82
5000 R? = 0,9989
S| 4000 -
=
<
=| 3000
2000
1000 /
0 T T T 1
0 10 20 30 40 50

Sekil 4.3. Kamptotesinin lakton formuna ait kalibrasyon dogrusu.

Konsantrasyon (ug/mL)

95
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Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.4. Kamptotesinin karboksilat formuna ait kalibrasyon dogrusu.

Dogrusallik

Kullanilan HPLC metodunun dogrusalligl, lakton ve karboksilat formlarinin her
ikisi icinde kalibrasyon dogrularinin cizildigi konsantrasyon araligi olan 2-40 pg/mL
araliginda degerlendirilmistir. Analiz edilen konsantrasyonlar ve elde edilen sinyallerin
(Pik alani) grafige gecirilmesi ve regresyon analizi gerceklestirilmesi sonucu elde
edilen linearite dogrusalligin 6nemli bir gostergesidir (243). Bu amacla gerceklestirilen
dogrusallik tayini calismasi sonucunda, CPT’nin aktif lakton formuna ait cizilen
dogrunun tanimlayicihk katsayisi r?=0,9989, inaktif karboksilat formuna ait cizilen
dogrunun tanimlayicihik katsayisi r?=0,9995 olarak bulunmus ve denklemlerin

dogrusalligi gosterilmistir.
Dogruluk

Analitik ydontemin dogrulugu analiz sonucu hesaplanan konsantrasyon degeri
ile gercek deger arasindaki uyumun ifadesidir (244). Bu amagla Bélim 3.3.2.3.'de

aciklandigi  sekilde gergeklestirilen analitik yontemin dogrulugu ¢alismalari,
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kalibrasyon dogrusu icinde alt, orta ve (st degerleri temsil etmesi amaciyla hazirlanan
3 konsantrasyon degerinde (2, 10 ve 20 ug/mL) lakton ve karboksilat formlari icin 6
tekrarh 6lgim olacak sekilde gergeklestirilmistir. Lakton formu igin gergeklestirilen
analiz sonuglarina gore ortalama geri kazanim degerleri %99-101 araligindayken,
karboksilat formu icin %97-103 araligida tespit edilmis olup varyasyon katsayilari ise
%2'nin altinda bulunmustur. Kullanilan analitik metotun validasyonu agisindan
dogruluk parametrelerinin uygun degerler araliginda oldugu gorulmdistir. Analiz
sonunda elde edilen sinyal degerlerinden hesaplanan degerler ile bilinen
konsantrasyon degerleri ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayisi olarak

lakton formu igin Tablo 4.2.’de, karboksilat formu igin Tablo 4.3.’te belirtilmistir.

Tablo 4.2. Kamptotesinin lakton formu icin dogruluk validasyonu verileri.

BRNEK 2 ug/mL Geri 10 pg/mL Geri 20 pg/mL Geri
Kazanim (%) Kazanim (%) Kazanim (%)
1 98,20 98,46 101,40
2 100,50 101,20 102,30
3 99,45 99,35 98,12
4 99,55 98,26 100,50
5 99,48 99,14 102,12
6 99,63 101,10 101,52
ORTALAMA 99,30 99,41 100,99
SS 0,82 1,41 1,54
cv 0,83 1,42 1,53
Tablo 4.3. Kamptotesinin karboksilat formu igin dogruluk verileri.
BRNEK 2 pg/mL Geri 10 pg/mL Geri 20 pg/mL Geri
Kazanim (%) Kazanim (%) Kazanim (%)
1 103,21 98,21 97,90
2 102,45 101,60 100,41
3 101,32 102,02 99,79
4 104,63 99,03 98,48
5 102,47 99,79 98,36
6 105,16 98,29 98,29
ORTALAMA 103,21 99,82 98,87
SS 1,45 1,65 0,99
cv 1,41 1,65 1,00
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Kesinlik

Bolim 3.3.2.4.te aciklandig sekilde gerceklestirilen kesinlik ¢alismalari
kapsaminda kalibrasyon dogrusu lzerinde orta biylklikte bir konsantrasyon degeri
olan 5 pg/mL secilmis olup tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik ve glinler arasi
farkhlik olmak Uzere 3 farkli kesinlik parametresi ¢alisilmistir. Analizler 6 tekrar
Uzerinden gergeklestirilmis olup lakton ve karboksilat formlari igin ayri ayri olmak

Uzere analiz edilmistir.

Tekrar Edilebilirlik

Tekrar edilebilirlik calismalari kapsaminda CPT’nin 5 pug/mL konsantrasyonda
ayri ayri hazirlanmis lakton ve karboksilat formlari igin ardisik olarak tek seferde ayni
ornek tizerinden 6 6lgiim yapilmistir. Analiz edilen sonuglar ortalama, standart sapma
ve varyasyon katsayisi olarak hesaplanmis, varyasyon katsayilarinin %2’den kigik
olduklari tespit edilmistir. Sonuglar, lakton formu icin Tablo 4.4.de, karboksilat formu

icin ise Tablo 4.5.de belirtilmistir.

Tablo 4.4. Kamptotesinin lakton formu icin tekrar edilebilirlik verileri.

oLcim Hesaplanan Konsantrasyon (5ug/mL)
1 5,01
2 4,99
3 4,95
4 5,00
5 4,94
6 4,97
ORTALAMA 4,98
SS 0,03
cv 0,55




Tablo 4.5. Kamptotesinin karboksilat formu icin tekrar edilebilirlik verileri.
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oLcim Hesaplanan Konsantrasyon (5pg/mlL)
1 5,23
2 5,32
3 5,33
4 5,36
5 5,34
6 5,31
ORTALAMA 5,31
SS 0,04
Ccv 0,84

Tekrar Elde Edilebilirlik

Boliim 3.3.2.4.3.'de aciklandigi sekilde gerceklestirilen tekrar elde edilebilirlik

calismasi kapsaminda, 5 pg/mL konsantrasyonda 6 farkli 6rnek hazirlanmis ve

analizleri gergeklestirilmistir. Bltiln analizler lakton ve karboksilat formu igin ayri ayri

hazirlanmis numuneler lzerinden gergeklestiriimis olup elde edilen sonuglarin

ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayilari hesaplanmistir. Her iki form icinde

varyasyon katsayilari %2’den kigik bulunmustur. Lakton formu igin tekrar elde

edilebilirlik calismalarina ait sonuglar Tablo 4.6.’da, karboksilat formu igin ise Tablo

4.7!de belirtilmistir.

Tablo 4.6. Kamptotesinin lakton formu igin tekrar elde edilebilirlik verileri.

ORNEK Hesaplanan Konsantrasyon (5ug/mL)
1 4,97
2 5,09
3 5,11
4 4,92
5 5,16
6 4,99
ORTALAMA 5,04
SS 0,09
cv 1,85




100

Tablo 4.7. Kamptotesinin karboksilat formu icin tekrar elde edilebilirlik verileri.

ORNEK Hesaplanan Konsantrasyon (5ug/mL)

1 4,92

2 4,98

3 5,08

4 4,92

5 511

6 4,96
ORTALAMA 5,00
SS 0,08

Ccv 1,63

Gunler Arasi Farkhhik

Analitik metotun validasyonu kapsaminda, ginler arasi farkhlik
degerlendirmesi Bolim 3.3.2.4.3.de aciklandigi sekilde gergeklestirilmistir. Bu
amacla, 5 pg/mL konsatrasyonda hazirlanan CPT ¢ozeltilerinin g farkli glinde analizi
gerceklestirilmistir.  Analizler lakton ve karboksilat formlari i¢in ayri ayri
gerceklestirilmis olup, analiz sonuglarinin ortalama, standart sapma ve varyasyon
katsayisi degerleri hesaplanmistir. Her iki CPT formuna ait analiz sonuglarinda
varyasyon katsayilari %2’den kiiciik bulunmustur. Lakton formuna ait analiz sonuclari

Tablo 4.8."de, karboksilat formuna ait analiz sonuglari ise Tablo 4.9.”da belirtilmistir.

Tablo 4.8. Kamptotesinin lakton formu icin glinler arasi farkhlik verileri.

GUN Hesaplanan Konsantrasyon (5ug/mL)
1 5,14
2 4,96
3 4,99
ORTALAMA 5,03
SS 0,10
cv 1,92
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Tablo 4.9. Kamptotesinin karboksilat formu icin glinler arasi farkhlik verileri.

GUN Hesaplanan Konsantrasyon (5ug/mL)

1 5,22

2 5,38

3 5,35

ORTALAMA 5,32
SS 0,09

cv 1,60

Duyarhilik

Analitik metotun duyarlilik tayini ¢alismalari, Bolim 3.3.2.5.de acgiklandigi
sekilde, metodun gozlenebilirlik siniri (Limit of Detection; LOD) ve tayin siniri (Limit of
Quantification; LOQ) degerleri hesaplanarak gergeklestirilmistir. Hesaplamalar
CPT’nin lakton ve karboksilat formuna ait analizler igin ayri ayri her iki form igin
yapiimistir. Bu kapsamda, sinyal glriltl oraninin 3:1 oldugu ve goézlenebilirlik siniri
kabul edilen deger lakton formu igin 0,053 pug/mL, karboksilat formu icin ise 0,087
ug/mL olarak hesaplanmistir. Sinyal glirtlti oraninin 10:1 oldugu ve tayin siniri kabul
edilen deger ise lakton formu igin 0,174 pug/mL, karboksilat formu i¢in 0,195 ug/mL
olarak tespit edilmistir. Gerek lakton gerekse karboksilat formlari icin hesaplanan
gozlenebilirlik sinir (LOD) ve tayin sinirt (LOQ) degerlerinin galisma amacimiz ve
¢alismanin planladigl konsantrasyon araliklari agisindan uygun oldugu ve metodun

calismanin amacina yeterli duyarlilikta oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.10.).

Tablo 4.10. HPLC ile miktar tayini ydonteminin, lakton ve karboksilat formlarina ait
duyarhlik parametreleri sonuglari.

INAKTIF
KARBOKSILAT
FORMU (pug/mL)
GOZLENEBILIRLIK SINIRI (LOD) 0.053 0.087

TAYIiN SINIRI (LOQ) 0.174 0.195

AKTiF LAKTON

D LIL ETRESI
UYARLILIK PARAMETRESI FORMU (pg/mL)
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Ozgiinliik

Analitik metotun 6zglinliglu Bolim 3.3.2.6./da aciklandigi sekilde, c¢alisma
kapsaminda formilasyon siirecinde kullanilmasi planlanan polimer ve yardimci
maddelerin kromatogramlari ile CPT’nin lakton ve karboksilat formlarina ait
kromatogram piklerinin karsilastiriimasiyla gergeklestirilmistir. Bu kapsamda,
dimetilstlfoksit (DMSO), Kitosan (CS), Polietilenimin (PEI), Poly-B-CD-C6 ve 6-O-
CAPRO-B-CD ayri ayri HPLC analizleri gergeklestirilerek, kullanilan analitik metot
kosullarinda verdikleri kromatogramlar ve alikkonma zamanlari tespit edilmistir.
CPT’nin lakton ve karboksilat formlari da dahil olmak {izere bahsedilen yardimci

maddelere ait kromatogramlar Sekil 4.5. ile Sekil 4.11. arasinda belirtilmistir.

FLD1 A, Ex=370, Em=425 (SEDAT12-1207-KALB(PMTGAINSH001-0201.0)
o

12

ool
| Kamptotesin aktif lakton formu (14,3 dk)
m.
100_
. J A -
o 2 4 L] 8 10 12 14 - T 16 18 mi

Sekil 4.5. HPLC yonteminin 6zglinliik validasyonu kapsaminda lakton formuna ait
elde edilen kromatogram.

FLD A, Ex=370, Em=435 (SEDAT15-1907-BAZS0(PMT GAINSHI01-0101.0)

[NV 2

Kamptotesin inaktif karboksilat formu (7,48 dk)

Sekil 4.6. HPLC yonteminin 6zglinliik validasyonu kapsaminda karboksilat formuna
ait elde edilen kromatogram.



FLD1 &, Ex=370, Em=435 (SEDAT18-2107-2026 INLOKPMT GAINS#011-0101.0)

Dimetilsiilfoksit (2,6 dk)

Sekil 4.7. HPLC yonteminin 6zglinllik validasyonu kapsaminda DMSQ'ya ait elde
edilen kromatogram.

FLD1 A, Ex=370, Em=435 (SEDAT 18-2107 2026 UNLOKFMT G AINEYI14-0401.0)

Kitosan (1,8 dk)

Sekil 4.8. HPLC yonteminin 6zglinlik validasyonu kapsaminda kitosana ait elde
edilen kromatogram.

FLD1 &, Ex=370, Em=435 (SEDAT18-2107-20Z6 UNLOKPMT S AINEW015-0501.0)

2 N
4@?“
e

Polietilenimin (6,1 dk)

Sekil 4.9. HPLC yonteminin 6zglinlik validasyonu kapsaminda PEl'e ait elde edilen

kromatogram.
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FLD A, Ex=370, Em=435 (SEDAT 15-2107-2 026 ONLOKP MT GAINSHI 12-0201.D)

LU

74

6-0-CAPRO-B-CD (17,9 dk)

o = N ow B o@Wm @ N o®
TR TR A | AR AT AR TR L el IR

Sekil 4.10. HPLC yonteminin 6zglinlik validasyonu kapsaminda 6-O-CAPRO-B-CD ait
elde edilen kromatogram.

FLDA A, Ex=370, Em=435 (SEDAT18-2107-26Z6 OMLIKF M T GAINAMI12-0201 1)

,_
=
20
@,
s,
g2
%

Poly- B-CD-C6 (17 dk)

Sekil 4.11. HPLC yonteminin 6zglinliik validasyonu kapsaminda Poly- B-CD-C6 ait
elde edilen kromatogram.

4.2. Onformiilasyon Calismalari ve Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

4.2.1. Onformiilasyon Calismalari Sonunda Elde Edilen Nanopartikiillerin

Karakterizasyonlari

Onformiilasyon  calismalarinin  temelini;  nanocoktirme  ydntemiyle
nanopartikillerin  eldesinde  formiilasyon parametlerinin  elde  edilen
nanopartikillerin ortalama partiktil bayuklGgl, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyelleri Gzerindeki etkilerini degerlendirmek olusturmaktadir. Bu amacgla 6-0O-
CAPRO-B-CD ve Poly-B-CD-C6 amfifilik CD tiirevleri icin nanogoktiirme yontemiyle
nanopartikil eldesinde; kullanilan CD konsantrasyonu (a/h), organik fazin tari
(aseton veya etanol) ve kaplama materyali konsantrasyonu (kitosan ve polietilenimin)
(a/h) icin farkh degerlerde formulasyon parametreleri calisilmistir. Literatlrde

yapilmis olan galismalarda, s6z konusu parametrelerde yapilacak degisikliklerin elde
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edilen nanopartikillerin ortalama partikul biylklGgu, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyel Uzerinde etkisi oldugu acik¢a belirtiimektedir. Degerlendirilen ©n
formilasyon parametrelerinde, amfifilik CD nanopartikil eldesi amaciyla c¢alisma
grubumuz tarafindan gercgeklestirilen 6nceki ¢calismalarda kullanilan konsantrasyonlar
da dikkate alinmistir (45, 72, 108, 147, 156, 157, 245-247). Bu kapsamda tasarlanan
on formilasyon galismalarinda degerlendirilen parametreler ve ¢alisilan oranlar Tablo
3.1/de belirtilmistir. Oral yoldan uygulanmak Uzere tasarlamayl hedefledigimiz
nanopartikiler ilag tasiyici sistemler icin, nanopartikillerin tasimasi istenen kritik
kalite parametreleri ve karakteristik 6zellikleri gerek uygulama yolunun oral olmasi
gerekse nanopartikillerin fiziksel olarak stabil kalabilmesi amaciyla Onceki
bolimlerde agiklanan bilgiler 1siginda belirlenmistir. Bu amacgla, ortalama partikdil
blyuakligi 300 nm’den kicglk, polidispersite indeksi 0,3’den kiiglik ve zeta potansiyeli
ise net pozitif olan katyonik nanopartikiller elde edilebilmesi amaciyla 6n
formilasyon c¢alismalari gergeklestirilmis olup formilasyon parametreleri ve ilgili
degiskenlerin  nanopartikillerin  karakteristik ~ ozellikleri  Gizerindeki  etkileri
degerlendirilmistir.

Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan ve birer amfifilik CD tlirevi olan 6-O-
CAPRO-B-CD ve Poly-B-CD-C6 kullanilarak Bolim 3.4.’de acgiklanan sekilde
nanogoktirme metotuyla elde edilen nanopartikiller Uzerinde formiilasyon
parametrelerinin  etkisi incelenmistir. Optimum nanopartikiil formiilasyonu
degiskenlerinin belirlenebilmesi amaciyla gerceklestirilen dnformiilasyon calismalari
sonucu elde edilen nanopartikillerin ortalama partikil buylklGgl, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyel degeleri tayin edilmistir. Farkli degiskenler ile elde edilen
nanopartikillere ait karakterizasyon verileri Tablo 4.11. ile Tablo 4.18. arasinda

belirtilmistir.
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Tablo 4.11. Onformiilasyon ¢alismalari kapsaminda, organik fazin anyonik
nanopartiklllerin karakterizasyon parametrelerine etkisinin
degerlendirilmesi (n=3).

Polimer

(6-O-CAPRO-6-CD)

Polimer Konsantrasyonu

0.1% (a/h) (1 mg/1mL)

Organik faz:Sulu faz orani

1:2

Karistirma Hizi 600 rom
Zeta
| Partikiil :
Organik Faz OrEa ?m"av "artl " Polidispersite Indeksi | Potansiyel
Biiylklugii (nm)

(mV)

Etanol 329+ 86 0,392 -21+1

Aseton 194 +2 0,109 -24+1

(6-O-CAPRO-B-CD) tirevi amfifilik CD ile elde edilen nanopartikiillerde organik

fazin etanol veya aseton olusunun ortalama partikil blyUklGgu Gzerine etkisi Tablo

4.11’de gorilmekte olup, organik fazin aseton oldugu durumda anlamh olarak

(p<0,05) daha kiictik partikiil boyutuna sahip nanopartikiiller elde edilmistir.

Tablo 4.12. Onformiilasyon c¢alismalari kapsaminda, organik fazin aseton olmasi
durumunda polimer konsantrasyonunun anyonik nanopartikillerin
karakterizasyon parametrelerine etkisinin degerlendirilmesi (n=3).

Polimer (6-O-CAPRO-8-CD)
Organik faz:Sulu faz orani | 1:2
Organik faz ASETON
Karistirma Hizi 600 rpm
Polimer Ortalama Partikiil - o . Zeta-
Konsantrasyonu Biiyiikligii (nm) Polidispersite Indeksi | Potansiyel
(%a/h) (mV)
0.05 189+1 0,107 201
0.1 194+ 2 0,109 24 +2
0.5 3025 0,215 -17+1

Organik fazin aseton oldugu durumda, (6-O-CAPRO-B-CD) konsantrasyonunun
(a/h)

konsatrasyonlarda kullaniimasiyla elde edilen nanopartikillerin ortalama partikil

degisen oranlarinda nanopartikillerin  eldesinde, %0,05 ve %0,1

biydkliklerinde anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05). Diger yandan, (6-O-CAPRO-
B-CD) konsatrasyonunun %0,5 (a/h) olmasi durumunda, %0,05 ve %0,1 (a/h)
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konsantrasyonlarinda elde edilenlere gore daha biiyiik nanopartikiller elde edilmis

olup istatistiksel olarak anlamli farklilk tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.13. Onformiilasyon calismalari kapsaminda, organik fazin etanol olmasi
durumunda polimer konsantrasyonunun anyonik nanopartikillerin
karakterizasyon parametrelerine etkisinin degerlendirilmesi (n=3).

Polimer (6-O-CAPRO-8-CD)
Organik faz:Sulu faz orani | 1:2
Organik faz ETANOL
Karistirma Hizi 600 rpom
Polimer Ortalama Partikiil - e . Zeta.
Konsantrasyonu Biiyiikliigii (nm) Polidispersite Indeksi Potansiyel
(%a/h) (mV)
0.05 288+ 8 0,305 -17+1
0.1 329+ 86 0,392 211
0.5 388 + 83 0,417 -26+1

Organik fazin etanol olmasi durumunda ise (6-O-CAPRO-B-CD)
konsantrasyonunun degismesiyle elde edilen nanopartikillerin ortalama partikdl
baydklukleri arasinda anlamli  fark bulunmamis (p>0,05), ancak bdtin
konsantrasyonlarda organik fazin aseton olmasi durumunda elde edilen
nanopartikillere gére daha ylksek ortalama partikil boyutuna sahip nanopartikiiller

elde edilmistir (p<0,05).
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Tablo 4.14. Onformiilasyon ¢alismalari kapsaminda, kaplama materyali olan kitosan
polimeri konsantrasyonunun anyonik nanopartikillerin karakterizasyon
parametrelerine etkisinin degerlendirilmesi (n=3).

Polimer (6-O-Capro 6-CD)
Polimer Konsantrasyonu |0.1% (a/h) (1 mg/1mL)
Organik faz:Sulu faz orani | 1:2
Organik faz Aseton
Karistirma Hizi 600 rpm
Kaplama
Materyali
Konsantrasyonu _— .
(%a/h) o;itjili?l?:i?gza(::l)ﬂ Polidispersite indeksi Zeta F(’rc;tc)n siyel
Kitosan
(Protasan™ UP
G-113)
0.01 218 +5 0,257 +16+1
0.025 284 +14 0,228 +18+2
0.05 395+2 0,213 +25+1

Sulu cozeltilerinde negatif ylizey yikiine sahip bir amfifilik CD olan (6-O-
CAPRO-B-CD) nanopartikillerine pozitif ylizey yiuki kazandirmak amaciyla kaplama
materyali olarak kullanilan kitosan polimerinin farkli konsantrasyonlarinda elde
edilen nanopartikillerin  ortalama partikil buylklikleri arasinda  bitin
konsantrasyonlar igin anlamli farkhlik tespit edilmistir (p<0,05). Protasan UP G-113
konsantrasyonu  arttikca  kaplama  tabakasinin  genislemesi  nedeniyle

nanopartikillerin ¢capinin da arttigi gdzlenmistir.
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Tablo 4.15. Onformiilasyon ¢alismalari kapsaminda, kaplama materyali olan
polietilenimin polimeri konsantrasyonunun anyonik nanopartikdllerin
karakterizasyon parametrelerine etkisinin degerlendirilmesi (n=3).

Polimer (6-0O-Capro B-CD)
Polimer Konsantrasyonu |0.1% (a/h) (1 mg/1mL)
Organik faz:Sulu faz orani |1:2
Organik faz Aseton
Karistirma Hizi 600 rpm
Kaplama
Materyali Ortalama Partikiil - o . Zeta.
Konsantrasyonu Biiyiikliiii (nm) Polidispersite Indeksi | Potansiyel
(%a/h) yuiiug (mV)
Polietilenimin
2,5 205+ 6 0,296 +22+1
5 238+9 0,311 +38+2
10 312+13 0,354 +46+1

Benzer sekilde, (6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerine pozitif ylizey yuki
kazandirmak amaciyla kaplama materyali olarak kullanilan polietilenimin polimerinin
farkli konsantrasyonlarinda elde edilen nanopartikiillerin ortalama partikiil
blyukllkleri arasinda da biitlin konsantrasyonlar icin anlamli farkhlik tespit edilmis
(p<0,05) olup en kiicik ortalama partikil buytkligi degeri % 2,5 (a/h) oraninda elde
edilmistir. PEl kapli nanopartikillerde, nanopartikil ¢apinin kaplama polimerinin
ylizdesindeki artisla kaplama tabakasinin artmasina bagh olarak arttig

gozlemlenmistir.

Tablo 4.16. Onformiilasyon calismalari kapsaminda, organik fazin polikatyonik
nanopartikillerin karakterizasyon parametrelerine etkisinin
degerlendirilmesi (n=3).

Polimer (Poly-8-CD-C6)

Polimer Konsantrasyonu | 0.1% (a/h) (1 mg/1mL)

Organik faz:Sulu faz orani | 1:2
Karistirma Hizi 600 rpom

Ortalama Partikiil

Biiyiikliizii (nm) Polidispersite Indeksi (mV)

Organik Faz

Zeta Potansiyel

Etanol 211+ 6 0,291 +45 =9

Aseton 117 £9 0,344 +42 +3
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(Poly-B-CD-C6) amfifilik CD ile organik fazin etanol olmasi durumunda 211,6
nm, aseton olmasi durumunda ise 117,4 nm boyutunda nanopartikdller elde edilmis
olup nanopartikillerin ortalama partikil buayutkltkleri arasinda anlamh farkhlik

bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.17. Onformiilasyon calismalari kapsaminda, organik fazin aseton olmasi
durumunda polimer konsantrasyonunun polikatyonik nanopartikillerin

karakterizasyon parametrelerine etkisinin degerlendirilmesi (n=3).

Polimer (Poly-8-CD-C6)
Organik faz:Sulu faz orani | 1:2
Organik faz ASETON
Karistirma Hizi 600 rpom
Polimer Ortalama Partikiil - o . Zeta.
Konsantrasyonu Biiyiikligii (nm) Polidispersite Indeksi | Potansiyel
(%a/h) (mV)
0.05 82+5 0,368 +40,2+1
0.1 117 +9 0,344 +41,9+3
0.5 157 +3 0,577 +68,2 + 2

(Poly-B-CD-C6) amfifilik CD nanopartikillerinin eldesinde kullanilan CD
konsantrasyonunun degisen oranlarinda bitliin konsantrasyon degerleri icin elde
edilen nanopartikillerin ortalama partiklil buydklGkleri arasinda anlamh fark

bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.18. Onformiilasyon calismalari kapsaminda, organik fazin etanol olmasi
durumunda polimer konsantrasyonunun polikatyonik nanopartikdillerin

karakterizasyon parametrelerine etkisinin degerlendirilmesi (n=3).

Polimer (Poly-8-CD-C6)
Organik faz:Sulu faz orani | 1:2
Organik faz ETANOL
Karistirma Hizi 600 rpom
Polimer Ortalama Partikiil - . . Zeta-
Konsantrasyonu Biiyiikligii (nm) Polidispersite Indeksi | Potansiyel
(%a/h) (mv)
0.05 206 £ 13 0,340 +10,1+1
0.1 211+ 6 0,291 +41,9 3
0.5 283+ 10 0,372 +48,9+1
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(Poly-B-CD-C6) nanopartikillerin eldesinde organik fazin etanol olmasi
durumunda degisen CD konsantrasyonlarinda elde edilen nanopartikdllerin ortalama
partikil bayuklukleri arasinda %0,05 ve %0,1 (a/h) icin anlamli fark bulunmamis olup
(p>0,05), konsantrasyonun %0,5 (a/h) olmasi durumunda anlamh farkli (p<0,05)
ortalama partikil bulyukligliine sahip nanopartikiller elde edilmistir. Her (g
konsantrasyon igin de organik fazin etanol olmasi durumunda elde edilen
nanopartiklllerin ortalama partikiil buyukliuklerinin organik fazin aseton olmasi

durumuna gore daha fazla olduklari tespit edilmistir (p<0,05).

4.3. Optimum Nanopartikiil Parametrelerinin Belirlenmesi ve ilag Yiiklii

Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Optimum nanopartikiil parametrelerinin belirlenmesi amaciyla Bélim 3.4.'te
aciklanan sekilde hazirlanan ve Bolim 3.5.de aciklandigi sekilde karakterizasyonlari
gerceklestirilen nanopartikillere iliskin optimum karakterizasyon 6zelliklerine sahip
olduguna karar verilen formulasyonlarin elde edildigi parametreler uygulanarak ilag
yukli  formulasyonlar hazirlanmis ve karakterizasyonlari gergeklestirilmistir.
Onformiilasyon calismalari sonunda, tez calismasi kapsaminda nanopartikiillerin
hazirlanmasinda optimum formilasyon parametreleri olarak belirlenen degiskenler
ve degiskenlere iliskin degerler Tablo 4.19.da gorilmektedir. Optimum formilasyon
parametreleri ile hazirlanan bos ve CPT yikli nanopartikillere ait parametreler ve

karakterizasyon verileri Tablo 4.20."de sunulmustur.
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Tablo 4.19. Onformiilasyon calismalari sonucunda tespit edilen optimum
formilasyon parametrelerine iligskin veriler.

Organik Faz Aseton
Siklodekstrin Konsantrasyonu % 0,1 (a/h)
Organik Faz : Sulu Faz Orani 1:2 (h/h)
Karigtirma Hizi 600 rpm
Kitosan % 0,025 (a/h) --

Kaplama Materyali

Konsant
onsantrasyont — polietilenimin - % 2,5 (a/h) -

Tablo 4.20. Optimum formiilasyon parametrelerine gére hazirlanan bos ve
kamptotesin yUkli nanopartikillere ait karakterizasyon verileri.

Polimer (%0,1 a/h)
(Orgz.amk Faz; Aseton) Ortalama Partikiil Polidispersite Zeta'
(Organik Faz:Sulu Faz 1:2) Biyiikliigii (nm) indeksi Potansiyel
(CS orani %0,025 a/h) (mV)
(PElI orani %2,5 a/h)
(6-O-CAPRO-B-CD) 194 + 3 0,11 242
CPT/(6-O-CAPRO-B-CD) 252 +12 0,27 -22%2
CS-(6-0-CAPRO-B-CD) 284 + 13 0,23 +18 +1
CPT/CS-(6-O-CAPRO-B-CD) 298 + 23 0,29 +19+1
PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) 2056 0,30 +22 %1
CPT/PE-(6-0-CAPRO-B- 273 +42 0,39 +22+1
CD)
(Poly-B-CD-C6) 11749 0,34 +42+3
CPT/(Poly-B-CD-C6) 135+ 19 0,27 +40+1

4.3.1. Nanopartikiillerin Morfolojilerinin incelenmesi

CPT enkapsiile nanopartikiillerin morfolojik analizleri Bolim 3.5.3.'de
aciklandigi sekilde, ZEISS LS-10 Life Science Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
gerceklestirilmistir. Karakterizasyon calismalari kapsaminda Malvern Zetasizer Nano

ZS ile ortalama partikul blyuklGgi tayini gergeklestirilen formilasyonlarin taramall
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elektron mikroskobu ile goriintilenmesi ile morfolojik oOzelliklerinin incelenmesi
yaninda partikil blyUkligh degerlerini teyit etme imkani bulunmaktadir.
Nanopartikiil formulasyonlarinin taramali elektron mikroskobu ile elde edilen

gorintiler Sekil 4.12 ile Sekil 4.15. arasinda sunulmustur.

(6-0-CAPRO-B-CD) (6-O-CAPRO-B-CD)

EMT=2500kV WD= 85mm Mag= 4500KX SignalA=SE1 2 SrN2M

1 pm

Sekil 4.12. (6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerine ait SEM goruntileri.

CS-(6-0-CAPRO-B-CD) CS-(6-0-CAPRO-B-CD)

& ernam

EHT=2500kv WD=85mm Mag= 45.00KX Signal A= SE1

1 pm

Sekil 4.13. Kitosan kapl (6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerine ait SEM goriintileri.
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PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) PEI-(6-O-CAPRO-B-CD)

EHT=2500k/ WD= 85mm Mag= 4500KX SignalA=SE1 2 SN2

1 pm

Sekil 4.14. Polietilenimin kapli (6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerine ait SEM
gorintuleri.

(POLY-B-CD-C6) (POLY-B-CD-C6)

G ernam

EHT=2500kV WD=85mm Mag= 45.00KX Signal A = SE1

1 pm

Sekil 4.15. (Poly-B-CD-C6) nanopartikdllerine ait SEM goruntileri.

4.3.2. Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

CPT yiikli formulasyonlarin hazirlanmasi siirecinde amfifilik CD miktarinin %10
(a/h)’u oraninda organik faza ilave edilen CPT’nin elde edilen nanopartikillerde
enkapsilasyon etkinligi Boliim 3.5.4."de aciklanan sekilde direkt yontemle valide HPLC
analizi yapilarak degerlendirilmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin enkapsilasyon

etkinliklerine iliskin veriler Tablo 4.21."de sunulmustur.
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Tablo 4.21. Amfifilik siklodekstrin nanopartikiillerin kamptotesin enkapstlasyon

etkinlikleri.
Nanopartikiil Formiilasyonu | % Enkapsilayon Etkinligi + SS | % Yiikleme Kapasitesi + SS
6-O-CAPRO-B-CD 32,13+2,8 3,21+0,3
CS-(6-0-CAPRO-B-CD) 36,56 £ 2,4 3,46+0,6
PEI'(G'O‘CAPRO‘B‘CD) 21,04 i' 3,3 1,68 i 0,4
(Poly-B-CD-C6) 35,11 +£3,2 3,51+0,6

4.3.3. in vitro Salim Calismalan

Hazirlanan CPT yikli nanopartikil formilasyonlarindan, etkin maddenin
salim profili Bélim 3.5.5.’de aciklanan yéntemle gerceklestirilmistir. in vitro salim
¢alismalari 24 saat olacak sekilde kendi iginde iki tekrarli gerceklestirilerek 24 saatin
sonunda devam ettirilen salim profili ile ¢alisma kendi iginde kontrolli olarak
ilerletilmistir. Gastrointestinal kanal kosullarini gerek pH gerekse gecis zamani
acisindan simiile edebilmek amaciyla, simile mide sivisinda 0-2 saat, simile bagirsak
sivisinda 2-5 saat ve ardindan deney sonuna kadar simile kolonik sivi kosullarinda
devam ettirilen salim caismalarinda, mide ve bagirsak segmentlerinde diger
formiilasyonlara gore miimkiin oldugunca az miktarda ilag salan ve yapisinda bulunan
enkapsile haldeki ilaci blyilk olglide kolonik bdlgeye tasiyabilen nanopartikiil
formilasyonlarini degerlendirerek tespit etmek hedeflenmistir. Calisma kapsaminda
yapilan analizler sonucunda, nanopartikil formulasyonlarinin simiile mide sivisi (SGF)
ve simile bagirsak sivisinda (SIF) gecirmeleri gereken salim siirelerinin tamamlanmasi
itibariyle, simile kolon sivisi ortamina (SCF) gegmeden hemen 6nce (5. saat sonunda)
salinan kiimlatif CPT miktarlari; (6-O-CAPRO-B-CD) i¢in %65,1, CS-(6-O-CAPRO-B-CD)
icin % 61,34, PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) igin % 77,3 ve (Poly-B-CD-C6) icin ise %48,2 olarak
bulumustur. ilk 5 saatlik salimin biiyiik kisminin SIF yani ince bagirsak sivisinda
gerceklestigi gozlenmistir. Salim profilleri incelendiginde en yavas salim profilinin
(Poly-B-CD-C6) nanopartikiillerine ait oldugu gozlenmistir. Nanopartikillerin 24 Saat

sureli in vitro salim profilleri Sekil 4.16’da sunulmustur.
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SGF SIF SCF
(0-2 saat) (2-5saat) (5-24 saat)
| J

100 ' \r 11 il

90

80

% Kumiilatif in vitro salim

Zaman (Saat)

6-0-Capro-B-CD CS-6-0-Capro-B-CD PEI-6-0-Capro-B-CD Polikatyonik B-CD-C6

Sekil 4.16. Nanopartikiillerden kamptotesinin 24 saat siireli in vitro salim grafigi.

4.3.4. Gastrointestinal Simiile Sivilarda Nanopartikiillerin Fiziksel Stabilite

Calismalan

Oral vyolla wuygulanmak ({zere hazirlanan CPT vyukli amfifilik CD
nanopartikillerinin hedef bolge olan kolona ulasana kadar gastrointestinal kanalin
farkli bolgelerinde ilgili bolgelerin fizyolojik kosullari altinda stabil kalabilmesi oral
yolla uygulanmasi planlanan formilasyonlar icin oncelikli gerekliliklerin basinda
gelmektedir (75). Bu amacgla, Bolim 3.5.6.'da aciklandigi sekilde, CPT yiklu
nanopartikiller gastrointestinal kanali temsil etmesi amaciyla farkli simile sivilarda
(SGF, SIF, SCF) ve bu ortamlarda gecirecekleri sirelerde géz oniine alinarak inkiibe
edilmistir. inkiibasyon &ncesi ve sonrasi partikiil biyiikliigi, polidispersite indeksi ve
zeta potansiyel degerleri tayin edilmek suretiyle nanopartikillerin simile
gastrointestinal sivilarda fiziksel stabiliteleri degerlendirilmis olup, sonuclar Sekil 4.17.

ile Sekil 4.19. arasinda sunulmustur.
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:'u"n 250,00

a

=3

10 200,00

=

=3

5 150,00

@

2 100,00

t

o

a

© 50,00

E

=

5 0,00 , ;

6-0-Capro-B-CD CS-6-0-Capro-B-CD PEI-6-O-Capro-B-CD Polikatyonik B-CD-C6

M Baslangig 191,10 278,00 218,10 106,20
B SGF (2 saat) 193,30 272,60 227,40 109,10
M SIF (3 saat) 198,20 288,20 234,80 114,24
B SCF (8 saat) 201,80 297,10 241,20 121,32

M Baglangic MW SGF (2saat) mSIF (3 saat) BSCF(8saat)

Sekil 4.17. Gastrointestinal simiile sivilarda gerceklestirilen stabilite calismalari
kapsaminda nanopartikillerin ortalama partikil biyakligindeki
degisimleri (n=3, SS).

0,50
0,45
2 0,40
4  o3s
£
o 0,30
=
@ 0,25
e
g8 o020
&
T 0,15
S 0,10
0,05
0,00 . N
6-0O-Capro-B-CD CS-6-0-Capro-B-CD PEI-6-O-Capro-B-CD Polikatyonik B-CD-Cé6
M Baslangic 0,11 0,20 0,31 0,32
m SGF (2 saat) 0,13 0,20 0,37 0,31
m SIF (3 saat) 0,19 0,22 0,39 0,32
m SCF (8 saat) 0,17 0,28 0,42 0,32

W Baslangic ® SGF (2saat) mSIF(3saat) mSCF (8 saat)

Sekil 4.18. Gastrointestinal simile sivilarda gergeklestirilen stabilite ¢alismalari
kapsaminda nanopartikillerin polidispersite indekslerindeki degisimler
(n=3, £SS).
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60,00
. 50,00
E 40,00 1
E- 30,00 B -
= 20,00
c
P BEEE RRED
a 0,00
S
ks -10,00 -
-20,00
000 C5-6-0-C B PEI-6-0-C B Polikatyonik B-CD
-6-O-Capro-B- -6-0-Capro-B- olikatyonik B-CD-
6-0-Capro-B-CD D D 6
m Baslangic -23,50 20,40 24,60 44,20
M SGF (2 saat) 20,10 21,20 26,10 42,60
m SIF (3 saat) -17,30 24,80 29,10 40,80
M SCF (8 saat) -13,20 22,30 18,40 39,90

W Baslangic MW SGF (2saat) mSIF (3 saat) ™ SCF(8saat)

Sekil 4.19. Gastrointestinal simile sivilarda gergeklestirilen stabilite galismalari
kapsaminda nanopartikillerin zeta potansiyel degerlerindeki degisimler
(n=3, £SS).

Hazirlanan amfififilik CD nanopartikillerinin gastrointestinal simile sivilarda
yukarida belirtilen sirelerde inkiibasyonlarinin ardindan, baslangic degerlerine gore
karakterizasyon parametrelerinde; (6-O-CAPRO-B-CD) ve polietilenimin kaph (6-O-
CAPRO-B-CD) nanopartikillerde simile intestinal sivi ve simile kolonik sivida
istatistiksel olarak anlamli farkhlik (p<0,05) tespit edilmistir. Kitosan kapli (6-O-CAPRO-
B-CD) nanopartikillerde ise yalnizca simile kolonik sivida istatistiksel olarak anlamli
farklihk  (p<0,05) tespit edilmisken, (Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinin
karakterizasyon parametrelerinde ise biitlin ortamlarda anlaml bir farklilik meydan

gelmedigi tespit edilmistir.

4.3.5. Fiziksel Stabilite Calismalari

CPT yikli anyonik ve katyonik amfifilik CD nanopartikiillerinin sulu dispersiyon
halinde +4°C’de 1siktan korunarak 1 ay slresince gerceklestirilen ve Bolim 3.5.7.'de

aciklanan kisa sureli fiziksel stabilite calismalari kapsaminda, belirli giinlerde (0., 1., 7.,
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14. ve 30.) oOrnekler alinarak nanopartikillerin ortalama partiktl buyukluga,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerlerinin olgimi gergeklestirilmistir.

Olgtimlere iliskin sonuglari Sekil 4.20. ile Sekil 4.22. arasinda sunulmustur.

400

350

300
25
200
15
100
5

CPT-CS Kapll 6-0 Capro-B- CPT-PEI Kapll 6 O-Capro-B-

=] o

(=]

Ortlama Partikl Blyiikliigu Dagilimi (nm)
(=]

CPT-6-O-Capro-B-CD CPT-Polikatyonik B-CD-C6
0. GUN 252,9 298,3 2733 134,6
H1.GUN 261,3 301,6 2701 127,1
m7.GUN 272,5 319,2 279,2 133,6
m14.GUN 293,8 324,5 286,7 139,3
m30.60N 299,1 338,1 297,6 149,8

m0.GUN m1.GUN m7.GUN m14.GUN m30.GUN

Sekil 4.20. Kisa sireli stabilite galismalari kapsaminda nanopartikullerin ortalama
partikil buyidkliklerindeki degisimler (n=3, %SS).

0,45
0,40
e 03
° 0,30
20
_g 0,25
E'J- 0,20
g 015
S o0
0,05
000 CPT-CS Kapl 6-0-C CPT-PEI Kapli 6-0-C CPT-Polikatyonik B-CD
CPT-6-0- Capro B-CD a; ED apro- éllap(l:D apro- OlIKa yonl
m0.GUN 0,265 0,290 0,392 0,270
m1.60N 0,279 0,272 0,387 0,262
u7.60N 0,268 0,278 0,396 0,272
m14.GON 0,277 0,294 0,401 0,274
m30.G0N 0,289 0,295 0,401 0,274

m0.GUN m1GUN m7.GUN m14.GUN m30.GUN

Sekil 4.21. Kisa suireli stabilite ¢alismalari kapsaminda nanopartikillerin
polidispersite indekslerindeki degisimler (n=3, £SS).
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50,0
40,0
30,0

20,

o

10,

(=]

= —
= .

0,0

-10,0 I .
-20,0

-30,0

Zeta Potansiyel (mV)

CPT-6-0-Capro-B-CD CPT-CS Kaplh 6-0O-Capro-B-CD CPT-PEI Kaph 6-O-Capro-B-CD CPT-Polikatyonik B-CD-C6
m0.GUN 2221 19,1 22,4 40,2
= 1.GUN -24,2 19,2 22,0 42,1
m 7.GUN 2216 16,1 20,5 39,4
m 14.GUN -19,6 16,3 18,1 39,2
m30.GUN -15,8 15,8 13,4 37,9

m0.GUN ®m1GUN ®7.GUN m14.GUN m30.GUN

Sekil 4.22. Kisa sureli stabilite calismalari kapsaminda nanopartikdllerin zeta
potansiyel degerlerindeki degisimler (n=3, £SS).

Hazirlanan amfififilik CD nanopartikillerinin sulu dispersiyonlari halinde
saklanarak belirli glnlerde olgllen karakterizasyon parametrelerinde, baslangic¢
degerlerine gore; (6-O-CAPRO-B-CD), kitosan kapli (6-O-CAPRO-B-CD) ve (Poly-B-CD-
C6) nanopartikillerinde 1., 7. ve 14. ginlerde anlamli bir fark yokken 30. gilinde
anlamli farkhlk (p<0,05) tespit edilmistir. Polietilenimin kapli (6-O-CAPRO-B-CD)
nanopartiklllerinde ise higbir zaman noktasinda kendi igcinde anlamh bir fark tespit
edilememis olmasina ragmen ortalama partikll buyliklGglu ve polidispersite indeksi

diger formilasyonlara gore anlamli 6lciide yliksek kalmaya devam etmistir (p<0,05).
4.4. Mukus ile Etkilesim Calismalari
4.4.1. Tirbidimetrik Tayin

Bolim 3.6. ve Bolim 3.6.1."de aciklandigi lzere oral yoldan uygulanan ilag
tasiyicl sistemlerin beklenen etkiyi gosterebilmeleri icin gastrointestinal bolgenin
mekanik klirensi karsisinda mukus ile yeterince etkilesebilmesi ve nanopartikilin
hedeflenen bdlgede yeterince kalabilmesine imkan vererek tasidigl ilaci hedef
bolgeye ulastirabilmesi gerekmektedir. Bu noktada epitelyal hiicre tabakasi lizerinde

intestinal kanalin primer ortamini olusturan mukus ile nanopartikillerin etkilesiminin
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onemli bir parametre olmasi sebebiyle ilag tasiyici sistemlerin mukoadezif dzellikleri
tayin edilmektedir. Tez ¢calismasi kapsaminda hazirlanan nanopartikillerin mukoadezif
ozelliklerinin tayini amaciyla gergeklestirilen tlrbidimetrik analizlere iliskin veriler

Sekil 4.23."de gorilmektedir.
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Sekil 4.23’te sonuglari verilen misinle etkilesimin tlirbidimetrik olarak
degerlendirilmesi calismasinda, bitin nanopartikil formilasyonlarinin her zaman
noktasi i¢in (0., 30., 60. ve 120. dk) misin ortaminda verdikleri absorbasin su
ortaminda verdikleri absorbansdan anlamli farkli (p<0,05) olarak yiksek oldugu tespit

edilmistir.

4.4.2. Nanopartikiillerin Mukus Varhginda Karakterizasyonu

Mukus ile etkilesimlerinin tlrbidimetrik degerlendirilmesinin ardindan
nanopartikillerin mukus varliginda karakterizasyon parametrelerindeki degisimin
degerlendirilmesi ¢alismasi Bolim 3.6.2.de aciklandig1 sekilde 120 dk siresince
gerceklestirilmis olup, belirli zaman noktalarinda (0., 30., 60. ve 120. dk) alinan
ornekler Uzerinde gercgeklestirilen ortalama partikiil buylikligli ve polidispersite
indeksi analizlerine iliskin veriler sirasiyla Sekil 4.24. ve sekil 4.25.da gorilmektedir.
Misin varliginda ve yoklugunda nanopartikil dispersiyonlarinin zeta potansiyel

degisimlerine iliskin analiz sonuglari ise Tablo 4.22.’de gorilmektedir.
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Sekil 4.24. ve Sekil4.25.de sonuglari sunulan misin ortaminda karakterizasyon
parametrelerinin degerlendirilmesi ¢alismalarinda, bitln nanopartikil
formilasyonlarinin ortalama partikil biydkligi ve polidispersite indekslerinin 60.
dk’ya kadar anlaml bir farklilik géstermedigi (p>0,05) ancak 120. dk’da ortalama
partikdl buydkllkleri ve polidispersite indekslerinde anlamli bir degisiklik oldugu

tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.22. Nanopartikillerin karakterizasyon ¢alismalari kapsaminda
gerceklestirilen misin varliginda ve yoklugunda zeta potansiyel degeri

bulgulari.
Zeta Potansiyel (mV)
Parametre . . . .
Formiilasvon Zeta Potansiyel (mV) Miisin varliginda
y (Miisin:NP 1:4)
Miisin - 8,57
CPT/(6-O-Capro-B)-CD NP -21,3 -25,8
CPT/CS-(6-O-Capro-B)-CD NP +18,9 +13,7
CPT/ PEI(-6-O-Capro-B)-CD NP +28,3 +22,4
CPT/Polikatyonik-B-CD-C6 NP +43,2 +37,8

Elde edilen nanopartikillerin  misin ¢ozeltisinde (Musin:NP  1:4)
seyreltiimesiyle miusinin negatif yilzey vyikiinden etkilenerek (p<0,05) zeta
potansiyellerinin orantili sekilde distigiu ancak (Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinin
yine de en yliksek zeta potansiyele (37,8 Mv) sahip formiilasyon olarak kalabildikleri

tespit edilmistir.

4.5. Yapay Mukus Tabakasina Penetrasyon Calismalari

Oral yoldan uygulanarak intestinal boélgeye ulasan nanopartikillerin etki
bolgesine ulasarak enkapstile haldeki ilaci hedef bdlgeye tasiyabilmesi icin 6ncelikle
bolgede var olan misin ile yeterince etkileserek ortamda kalis stresini artirmasi ve
ardindan da mukus tabakasina penetre olabilmesi gerekmektedir. Nanopartikillerin

mukus tabakasina penetrasyonlarinin degerlendirilebilmesi amaciyla, CPT yiikli farkh
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amfifilik CD nanopartikil formulasyonlarinin yapay mukus tabakasi modelinde
penetrasyon galismalari Bolim 3.7./de acgiklandigi sekilde gergeklestirilmistir. Yapay
mukus tabakasina penetre olabilen toplam CPT miktari valide HPLC metodu ile lakton
ve karboksilat formlarinin da ayri ayri tayin edilmesiyle hesaplanarak belirlenmistir.

Analize iliskin sonuglar Sekil 4.26.”da gorulmektedir.

Yapay mukus tabakasina penetrasyon calismasi
90
80

70

60
50
40
30
20
10

0

Penetre olan kamptotesin %

(6-O-Capro-B)-CD CS-(6-0O-Capro-B)-C PEIl-(6-O-Capro-B)-CD = Polikatyonik-B-CD-C6
m Karboksilat 18,3 21,7 24,2 21,2
m Lakton 3,5 43,2 204 52,1
TOPLAM 49,8 64,9 44,6 73,3

Amfifilik Siklodekstrin Tiirevi

W Lakton mKarboksilat TOPLAM

Sekil 4.26. Yapay mukus tabakasina penetrasyon c¢alismalari kapsaminda
gerceklestirilen analiz sonuglarina gore mukus tabakasina penetre
olabilen kamptotesinin % miktarlari (n=3, £SS).

Sekil 4.26’de sonuclari verilen yapay mukus tabakasina penetrasyon
calismalarina gore en vyiksek penetrasyon orani (%73,3) (Poly-B-CD-C6)
nanopartikilleri ile elde edilmis olup, aralarinda anlamh bir farkliik olmamakla
beraber (p>0,05) CS-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerinin penetrasyon oranindan
(%64,9) da fazladir. (6-O-CAPRO-B-CD) ve PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikiilleri ise
en az penetrasyon orani saglayan iki formilasyon olmakla beraber kendi aralarinda

anlaml bir farkhlik tespit edilememistir (p>0,05). Genel olarak bakildiginda (Poly-B-
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CD-C6) nanopartikilleri s6z konusu formilasyonlardan anlamli olarak yiksek oranda

penetrasyon gostermistir (p<0,05).
4.6. in vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar

4.6.1. Giivenlilik Calismalari; Bos Nanopartikiillerin L929 Hiicreleri Uzerinde

Sitotoksisitesinin Arastirilmasi

ilag yuikli olmayan amfifilik CD nanopartikiillerinin saglikli hiicrelerdeki etkileri
Bolim 3.8.1.de aciklandig gibi MTT testi ile degerlendirilmistir. ilag tasiyici sistem
olarak tasarlanan nanopartikillerin saglikli hiicreler tzerinde sitotoksik etkilerinin
incelenmesi ve sistemin glvenliligin degerlendiriimesi amaciyla USP tarafindan
onerilen 1929 fare fibroblast hiicre hatti yaygin olarak kullanilabilmektedir (248). Bu
amagla, ilag¢ yuklu olmayan 4 farkl amfifilik CD nanopartikil formilasyonunun, 4 farkl
oranda (1:16, 1:32, 1:64 ve 1:128) seyreltilmis slispansiyonlarinin 24 saat sonunda
L929 hiicre hatti lizerinde sitotoksik etkilerine iliskin MTT uygulamasi sonrasi plaklarin
gorlintlsti  Sekil 4.27.’de, % hicre canhligi sonuclari ise her nanopartikl

formiilasyonu icin ayri ayri olmak tzere Sekil 4.28."de sunulmustur.

Sekil 4.27. MTT uygulamasi sonrasinda DMSO ilavesi ile ¢ozlinerek hiicre canliligini
gosteren formazan kristallerinin verdigi renk yogunluklari.
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Bos anyonik ve katyonik nanopartikiillerin L929 hiicre hattilizerinde giivenlilik ¢alismasi
sonrasi % hiicre canhliklan (£5.S., n=3)

B 6-0O-Capro-B-CD  m CS-(6-O-Capro-B-CD) PEI-(6-O-Capro-B-CD) Poly-B-CD-C6
140,00
@
~ 120,00
o
— -
= 100,00 I
= 30,00
© !
3 60,00 I
5 1 1 3
= 40,00
==
=]
LS 20,00
0,00
1:128 1:64 1:32 1:16 Kentrol
u 6-0O-Capro-B-CD 112,78 101,21 83,01 79,12 100,00
W CS-(6-0-Capro-B-CD) 124,06 113,19 110,33 95,73 100,00
PEI-(6-0-Capro-B-CD) 59,21 52,39 50,46 48,16 100,00
Poly-B-CD-C6 89,89 89,09 85,21 73,31 100,00

Sekil 4.28. Bos anyonik ve katyonik nanopartikillerin L929 hiicre hatti lizerinde
sitotoksisite ¢alismasi sonucu elde edilen % hucre canliligi degerleri
(£S.S., n=3).

ilac yukli olmayan amfifiik CD nanopartikiillerinin giivenliliklerinin
degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilen calismalarin sonucuna goére; (6-O-CAPRO-
B-CD) ve (Poly-B-CD-C6) nanopartikilleri sadece 1:16 seyreltme oraninda kontrole
gore anlamli derecede (p<0,05) hiicre oOlimine sebep olmustur. Diger
konsantrasyonlar icin s6z konusu iki formiilasyon ve CS-(6-O-CAPRO-B-CD)’'un sebep
oldugu hiicre o6limi kontrol grubuna gore anlamli degildir (p>0,05) ve bu
konsantrasyonlardan itibaren %83 ve Uzeri hiicre canhligi mevcuttur. Diger yandan
PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerinde ise bitliin konsantrasyonlarda diger
nanopartiklllerden anlamh olarak (p<0,05) fazla hiicre 6limine sebep olmustur.
Ayrica PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikiller bitiin konsantrasyonlarda kontrol
grubuna gore hicre canlihigini anlamh 6lciide (p<0,05) azaltarak, %48-%59 araliginda
hicre canhhg! ile ciddi toksisite gostermistir. Amerikan Farmakopesi (USP) 29
tarafindan yayinlanan (87) “Biyolojik Reaktivite Testi: in vitro”’da hastaya dogrudan
veya dolayli olarak temas edecek polimerik malzemelerin glvenliliginin
degerlendirilmesi amaciyla tavsiye edilen L929 hiicre hatti (izerinde; CS-(6-O-CAPRO-
B-CD) nanopartikiillerinde 1:16 seyreltme oranindan itibaren, (Poly-B-CD-C6) ve (6-O-

CAPRO-B-CD) nanopartikillerinde ise 1:32 seyreltme oranindan itibaren %80 ve
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Uzerinde 1929 hiicre canlligi gozlenmis olup sistemlerin gilvenli oldugu
degerlendirilmistir. Ote yandan PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikiilleri ile biitiin
seyreltme oranlarinda %80’in altinda hticre canliligi gézlenmis olup, PEI-(6-O-CAPRO-

B-CD) ile hazirlanacak ilag tastyici sistemin glivenli olmadigl degerlendirilmistir (249).

4.6.2. Antikanser Etkinlik Calismalari; Kamptotesin Yiiklii Nanopartikiillerin

HT-29 Hiicreleri Uzerinde Sitotoksisitesinin Arastirilmasi

Antikanser model etkin maddemiz olan CPT enkapsiile halde ve etkin madde
tasimayan amfifilik CD nanopartiklllerinin HT-29 insan kolon kanseri hiicre hatti
Uzerinde antikanser aktivitesi, esdeger konsantrasyonda CPT cozeltileri ile
karsilagtirmali olarak Bolim 3.8.2.de aciklandigi sekilde, 4 farkli nanopartikiil
formilasyonu, 4 farkli konsantrasyon ve iki farkl inkibasyon siiresi sonunda (48 saat
ve 72 saat) % hiicre canliig degerlendirilmek suretiyle gerceklestirilmistir. 48 saat
sonundaki % hicre canliligina iliskin sonuglar Sekil 4.29'da, 72 saat sonundaki % hicre

canlihgina iliskin sonuglar ise Sekil 4.30.’da sunulmustur.
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ilag yikli amfifilik CD nanopartikiil formiilasyonlarinin HT-29 insan kolon
karsinoma hiicre hattinda antikanser etkinliklerinin ilag ¢ozeltisi ve kontrol ile
karsilastirilarak degerlendirilebilmesi amaciyla 4 farkli konsantrasyon ve 2 farkh
inklibasyon siresince gergeklestirilen galismalarin sonuglarina gore; 48 saat ve 72 saat
sonunda butiin nanopartikil formilasyonlari (48 saat, 0,01 pg/mL konsatrasyonda
CS-(6-O-CAPRO-B-CD) harig) kontrol grubuna gore anlamli olarak antikanser etkinlik
gdstermistir (p<0,05). ilag ¢ozeltisi ile kiyaslandiginda ise, 48 saat inkiibasyon sonrasi
verilere gore; 0,01 ug/mL konsantrasyonda sadece (Poly-B-CD-C6) ve PEI-(6-O-
CAPRO-B-CD) nanopartikdlleri, 0,1 ug/mL ve 0,5 ug/mL konsantrasyonda ise bitiin
nanopartikll formilasyonlari anlamli derecede (p<0,05) daha yiksek antikanser
etkinlik gdstermistir. ilag ¢ozeltisi ile kiyaslandiginda, 72 saat verilerine gore ise; biitiin
nanopartikiller 4 konsantrasyonda da artan etki siresine paralel olarak anlamli
derece (p<0,05) daha yiksek antikanser aktivite gostermistir. Ayrica % hiicre canhhg
degerleri goz online alindiginda doza ve zamana bagli en uygun profili (Poly-B-CD-C6)
nanopartikillerinin  gosterdigi ve calisilan bitin konsantrasyon ve zaman
noktalarinda ilag ¢ozeltisine gore de anlamli olarak daha yiksek antikanser aktivite

gosterdigi gortlmektedir (p<0,05).

4.6.3. Permeabilite Calismalari; Etkin Madde iceren Nanopartikiillerin

CaCo-2 Hiicrelerinden Gegislerinin Arastirilmasi

Etkin madde enkapsile amfifilik CD nanopartikillerinin CaCo-2 insan kolon
adenokarsinoma hiicre hattindan permeabilite calismalari, CPT c¢oOzeltisi ile
karsilastirmali olarak Bolim 3.8.3.te aciklandigi sekilde gerceklestirilmistir.
Hazirlanan dort farkl amfifilik CD nanopartikili ile gerceklestirilen ¢alisma sonunda
her bir formilasyon igin CPT'nin gorinir permeabilite katsayilari (Papp) hesaplanmig

olup sonugclara iliskin degerler Sekil 4.31’de sunulmustur.
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Kamptotesinin Caco-2 Hiicre Tabakasindan Permeabilitesi

12

10

Goriiniir permeabilite katsayisi
(Papp)
(10-¢cm/s)

~

0
CPT (6-0-Capro-B-CD) CS-(6-0-Capro-B-CD) PEI-(6-0-Capro-B-CD) {Poly-B-CD-C6)

& Papp (x 10-6 cm/s) 312 6,74 9,15 513 8,64

Sekil 4.31. Kamptotesin yikli nanopartikil formilasyonlari ve kamptotesin ¢ozeltisi
icin gorinir permeabilite katsayilari (Papp), (n=3, £S.S.)

(6 x 10* hiicre/insert) (Sonuclar; ortalama Papp +S.S. seklinde ifade edilmistir.)
Hazirlanan nanopartikil formilasyonlari ve CPT icin hesaplanan gorinir
permeabilite  katsayilari  (Papp)  degerlerine  gore, bitlin  nanopartikil
formilasyonlarinin gorinilr permeabilite katsayilari CPT ¢ozeltisine ve birbirlerine
gore anlamli olarak farkli ve CPT ¢ozeltisinden de anlamli olarak yiksek bulunmustur
(p<0,05). En yiiksek (Papp) degeri CS-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerinde, ardindan

ise (Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinde hesaplanmistir.
4.7. in vivo Etkinlik Calismalan

Tez calismasi kapsaminda gelistirilen dort farkh amfifilik CD nanopartikilQ
arasinda in vitro karakterizasyon ve in vitro hiicre kilttri c¢alismalari sonuglar goz
onine alinarak en iyi sonuglari gésteren formilasyon olduguna karar verilen (Poly--
CD-C6) nanopartikiller ile ilag ¢ozeltisi ile karsilastirmali olarak in vivo etkinlik
calismalari gerceklestirilmistir. Hayvan deneyleri temel olarak; farelerde cerrahi olarak
kolorektal timor inokilasyonu, erken evre tlimorlerde tedavi etkinligi ve gec evre

timorlerde tedavi etkinligi olmak Gzere 3 farkh alt baslik altinda organize edilmistir.
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4.7.1. Farelerde Cerrahi Olarak Kolorektal Tiimor inokiilasyonu

in vivo deneylerin gerceklestirilecegi 6-8 haftalik balb/c irki erkek farelerde, ilk
asama kolorektal kanserleri temsil etmesi amaciyla bdlgeye spesifik timor
olusturulmasi yonteminin uygulanmasidir. Yonteme iliskin deneysel tasarim ve
detaylar Bolim 3.9.1."de agiklanmistir. Bu kapsamda gergeklestirilen 6n galismalar
sonucunca, timor inokilasyonu sonrasi farelerde primer inokilasyon noktasi olan
cekumdan baslayarak kolon dncelikli olmak Uizere sadece bagirsak bdlgesine spesifik
timorler elde edilerek kanser modelinin gelistirilmesi islemi teyit edilmistir.

Olusan tlimorlerin zamanin fonksiyonu olarak ¢ogalmasi ve farelerin gerek
genel durumlarini gerekse yasamsal fonksiyonlarini etkilemesi sebebiyle deneysel
¢alismalar erken evre ve geg evre timorlerde tedavinin etkinliginin degerlendirilmesi
seklinde tasarlanmistir  Bu amagla, hazirlanan CPT yukli (Poly-B-CD-C6)
nanopartikiller, kolorektal kanserli farelere 2 giinde 1 olacak sekilde oral gavaj ile
uygulanmistir. Tedavinin etkinliginin erken evre ve gec¢ evre kolorektal kanser
modelinin her ikisinde de degerlendirilebilmesi amaciyla, tedaviye baslama noktasi
cerrahi olarak tiimor inokilasyonu sonrasi 10.giin (erken evre) ve 17.glin (geg evre)
olmak Uzere iki farkli fare grubunda tasarlanmistir. Bolim 3.9.1."de agiklandigi sekilde
cerrahi olarak gergeklestirilen timor inokillasyonu modelinden sonra takibe alinan
farelerde 8.glin sonunda palpe edilebilir ve makroskobik olarak gézlenebilir kitlelerin

olustugu tespit edilmistir (Sekil 4.32.).



136

Sekil 4.32. Deney sirecinde (8.glin) farelerde primer timor kitlesinin makroskopik
gozlemlenmesi.

Erken evreyi temsil eden, timor inokiilasyonu sonrasi 10.glin ve geg evreyi
temsil eden timor inokilasyonu sonrasi 17.giinde teyit amaciyla, timor olusumlari
gozlemlenmistir. Bu amacla gerceklestirilen calismalara iliskin sonuclar Sekil 4.33.de
saglikli fare bagirsak yapisi ve kolorektal tiimoér olusturulmus fare (erken evre 10.glin

ve gec evre 17.gln) olarak sunulmaktadir.
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Primer Tumoér Odagi

Olugum agamasindaki
sekonder nodiiller

Tumar indiiklenmis fare bagirsak

yapist
(inokiilasyon sonrasi 17. giin)

Tumér indiiklenmis fare bagirsak yapisi
(inokiilasyon sonrasi 10. giin)

Saglikh fare bagirsak yapisi

Sekil 4.33. Tumor olusumunun dogrulanabilmesi amaciyla farelerin bagirsak
yapilarinin incelenmesi islemi. Saglikh bagirsak yapisiyla karsilastirilarak
erken evre ve gec evre timorlerin gézlemlenmesi.

Geg evre timor modelinde, farelerde timor inokile edilen bdlgede kanser
gelismesine baglh olarak assit sivisi birikimi (ascites) ve buna bagh olarak abdominal
sislik, diskilama glcligl ve genel saglik tablosunda kotllesme tespit edilmistir. Bu
durumun temelinde abdominal boélgede gelisen tiimorlerin ve ascites tablosunun
fizyolojik fonksiyonlari bozmasi oldugu distnilmektedir. Cerrahi timor inokilasyonu
sonrasi 17.glinlinde olan farenin makroskobik olarak durumu o6tanazi sonrasi
abdominal bdlgenin acgilmasiyla teyit edilen timor kitleleri varhgr ve kanser
olusumuna bagli ascites tablosununun nedeni olan sivi birikimi Sekil 4.34. ve Sekil

4.35”da gorulmektedir.
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Tumor olusumuna bagh
abdominal asit birikimi
(ascites) (17. giin)

Sekil 4.34. Kolorektal timor indiklenen farelerde, geg evre timor modelini temsil
eden 17.glinde ascites tablosunun olusumu.

Abdominal it A “

bagh biriken sivi ve
buna bagh sislik

Primer Tiimor Odagi

Sekond:

i |

I I ShV S ¥
Tedavi uygulanmayan farelerde, - Tedavi uygulanmayan farelerde, ‘ Abdominal bdlgenin agilarak birikmis

timér  indiiksiyonu sonrast timor indiiksiyonu sonrasi olan sivinin uzaklastinimasi ardindan
(17. giinde) tiimér olusumuna bagh

(17. giinde) timér olusumuna bagh gozlenen, tiimoriin gelistigi primer
abdominal asit birikimi kaynakh ascites ve i¢ organlari saran asit odak ve sekonder olarak olusan
sislik sivisinin yogunlugu nodiiller

Sekil 4.35. Kolorektal timor indiiklenen farelerde tiimér olusumunun makroskobik
olarak gozlenebilmesi.



139

4.7.2. Kolorektal Kanser Modeli Gelistirilmis Farelere Uygulanan Tedavinin

Etkinligi

Kolorektal kanser modeli olusturulmus farelerde, CPT yikliu (Poly-B-CD-C6)
nanopartikillerin erken evre ve ge¢ evre kanser modelinde ayni dozda oral CPT
stispansiyonu (%1 DMSO salin ¢ozeltisi icerisinde) ile karsilastirmali olarak tedavideki
etkinliginin degerlendirilmesi, formdilasyonlarin giin asiri olarak oral gavajla
uygulanmasiyla Boliim 3.9.2.’de aciklananan ve detaylari belirtilen tedavi protokoliine
uygun olarak gergeklestirilmistir.

Bu kapsamda; tedavilerin etkinligi gruplar karsilastirilimak suretiyle, deney
sonrasl % sag kalim bulgulari, gikarilan timor kitlelerinin agirliklari ve deney siresince
farelerin agirlik degisimleri degerlendirilerek gerceklestirilmistir.

Planlanan ilk deney prosediiriinde, gec evre tiimorler icin 4 farkli deney grubu
tasarlanmistir.

Bu gruplar;

1. CPT yuklld nanopartikdl grubu,

2. Bos nanopartikdl grubu,

3. CPT slispansiyonu grubu

4. Tumor induklenen ve tedavi uygulanmayan negatif kontrol grubudur.

Gec evre timorlerde tedavi etkinliginin degerlendiriimesi sonucunda elde
edilen verilerin 1518Inda, erken evre timorlerde tedavi etkinliginin degerlendirilmesi
amaciyla gergeklestirilen calismalar 2 deney grubu (izerinden tasarlanmistir.

Bu gruplar;

1. CPT yukld nanopartikil grubu,

2. CPT slispansiyonu grubudur.

Boylece gec¢ evre timorlerde tedavinin etkinliginin degerlendirilmesi
¢alismasindan elde edilen sonuclara gore tasarlanan ikinci calismada gereksiz fare
kullaniminin  6niine gecilmis ve ilk calismanin sonuglarinin daha detayli
degerlendirilebilmesi amaciyla iki deney grubu tasarlanarak ileri bir deney

gergeklestirilmistir.
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Gec evre kanser modelinde gerceklestirilen tedavi protokolii Sekil 4.36.’da,
erken evre kanser modelinde gergeklestirilen tedavi protokoli Sekil 4.37.de

belirtilmistir.

Tumor Tedavi lam
hicre ekimi edavi uygulama

V. _VVVVVYY

17 0 24 681012

gun

Sekil 4.36. Kolorektal kanser indliklenmis farelerde gec evre tedavi protokolii
semasi.

Tamor )
hiicre ekimi Tedavi uygulama

V._VVVVVVVYYY

-10 0 24 6 810121416

gun

Sekil 4.37. Kolorektal kanser indliklenmis farelerde erken evre tedavi protokoli
semasl.

Deney sonrasinda, farelerden gikarilan kolorektal tiimorlerin agirlik grafikleri
gec evre kanser modelinde tedavi edilen gruplar icin Sekil 4.38.’da, erken evre kanser

modelinde tedavi edilen gruplar icin ise Sekil 4.39.da belirtilmistir.
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— NP (Bos nanopartikiil)

— CPT (Kamptotesin siispansiyonu)

—— CPT-NP (Kamptotesin yUkli nanopartikul)
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Sekil 4.38. Ge¢ evre tedavi protokolii uygulanan farelerde, tedavi siiresi sonunda
cikarilan timor kitlelerinin agirliklari, (*; p<0,05), (n=6, £SH).

2,5 - *
2 2,0 -
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= 1,5 — NP (Bos nanopartikiil)
’E‘.P — CPT (Kamptotesin slispansiyonu)
‘5 1,0 1 —— CPT-NP (Kamptotesin yikli nanopartikil)
£
: 0,5 -
=

0,0 -

CPT CPT-NP

Sekil 4.39. Erken evre tedavi protokolu uygulanan farelerde, tedavi siiresi sonunda
cikarilan timor kitlelerinin agirliklari (*; p<0,05), (n=6, £SH).

Sekil 4.38.da sunulan sonuclara gore, gec¢ evre tedavi protokoli uygulanan
kolorektal kanserli farelerden deney sonunda c¢ikarilan timorlerin agirliklari
arasindaki farklar degerlendirildiginde; kontrol grubu ile CPT yiikli olmayan bos
nanopartikdl grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Kontrol grubu
ile CPT yukli nanopartikiil ve CPT sispansiyonu gruplari arasinda ise anlamh farkhlik
bulunmustur (p<0,05). Ayrica, CPT yikli olmayan bos nanopartikil grubu ile CPT

yukli nanopartikil grubu ve CPT slispansiyonu gruplari da anlamli farkhlk tespit
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edilmistir (p<0,05). Sekil 4.39./da sunulan sonuclara gore, erken evre tedavi protokolii
uygulanan deneyde ise CPT yiikli nanopartikil grubu ile CPT slispansiyonu grubu
arasinda anlamh farklhihk tespit edilmis olup (p=0,014), CPT yukli nanopartikdl
uygulanan gruptaki farelerde timor agirliklari anlaml olarak daha distk ¢ikmistir
(p<0,05).

Deney sonrasinda, farelerden cikarilan kolorektal timor kitlelerinin gruplar
halinde dizenlenen goriintiileri, ge¢c evre kanser modelinde gerceklestirilen tedavi
icin Sekil 4.40.’de, erken evre kanser modelinde gerceklestirilen icin ise Sekil 4.41."de

sunulmustur.

Sekil 4.40. Kolorektal timorlu farelerde geg evre tedavi protokoli uygulanmasi
sonunda farelerden gikarilan timor kitlelerinin makroskobik goriintileri.

Sekil 4. 41. Kolorektal tiimorli farelerde erken evre tedavi protokolli uygulanmasi
sonunda farelerden gikarilan timor kitlelerinin makroskobik goriintileri.
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Deney sliresince takibi yapilarak prosediir sonu itibariyle elde edilen, ge¢ evre
kanser modelinde gergeklestirilen tedavi igin % sag kalim grafigi Sekil 4.42."de, erken
evre kanser modelinde gergeklestirilen tedavi igin % sag kalim grafigi ise Sekil 4.43.de

sunulmustur.

1
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1 —— NP (Bos nanopartikiil)

80 I_' — CPT (Kamptotesin slispansiyonu)
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£ 60 -
-
:g 40 -
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Sekil 4.42. Geg evre tedavi protokolii uygulanan kolorektal kanserli farelerde % sag

kalim verileri.
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Sekil 4.43. Erken evre tedavi protokoli uygulanan kolorektal kanserli farelerde % sag
kalim verileri.

Sekil 4.42/da sunulan gec¢ evre tedavi protokolliinde gruplarin sag kalim
egrilerine gore, CPT ylikli nanopartikil grubunun sag kalimi ile diger gruplar arasinda
deney sonu itibariyle anlamli farklilk tespit edilmistir (p<0,05). Sekil 4.43.de sunulan

erken evre tedavi protokoliiniin uygulandigl deneyde ise, CPT yiikli nanopartikdl
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grubu ile CPT sispansiyonu gruplarinin deney sonu itibariyle sag kalimlari
karsilastiriimis olup (p=0,001), CPT yikli nanopartikil grubunun sag kalim egrisi ile
CPT sispansiyonu grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik tespit edilmistir.

Deney siresince takip edilen deney gruplarindaki farelerin gin asiri
gerceklestirilen agirhk olciimleri sonucunda elde edilen agirlik degisimleri grafikleri,
gec¢ evre kanser modelinde gerceklestirilen tedavi icin Sekil 4.44.de, erken evre

kanser modelinde gergeklestirilen tedavi modeli igin ise Sekil 4.45.da gorilmektedir.
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15 — NP (Bos nanopartikiil)
-20 - = CPT (Kamptotesin slispansiyonu)

—— CPT-NP (Kamptotesin yiikli nanopartikiil)

Sekil 4.44. Kolorektal kanserli farelerde gec evre timorlere yonelik gerceklestirilen
tedavi slirecinde farelerin agirhk degisimleri.

o 0 o 0 o O,
1 L

Agirlik degisimi %

-15 - —— CPT (Kamptotesin sispansiyonu)
—— CPT-NP (Kamptotesin yukli nanopartikul)

Sekil 4.45. Kolorektal kanserli farelerde erken evre timérlere yonelik gergeklestirilen
tedavi slirecinde farelerin agirlik degisimleri.
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Sekil 4.44/de goriilen sonuclara gore, erken evre tedavi protokoli uygulanan
kolorektal kanserli farelerin deney siresince agirlik degisimleri degerlendirildiginde,
CPT yikli nanopartiktl grubundaki farelerin deney stiresince agirliklarinda CPT
sispansiyonu grubundaki farelere kiyasla ciddi bir azalma meydana gelmedigi
gorilmis ve bu durum tedavi uygulanan farelerin genel saglik durumlarinin iyiye
gittiginin bir gostergesi olarak yorumlanmistir. Gruplar karsilastirildiginda, agirlik
degisimleri arasindaki farkin anlamli oldugu (p=0,001), CPT sispansiyonu grubundaki
farelerin agirliklarinda CPT yikli nanopartikil ile tedavi edilen gruptaki farelere
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir kilo kaybi meydana geldigi tespit edilmistir

(p<0,05).
4.8. In vivo Goriintiileme Calismalari

in vivo deneylerle tedavideki etkinligi degerlendirilen CPT yiikli amfifilik CD
nanopartikdlinin CPT-(Poly-B-CD-C6), oral uygulama sonrasi gastrointestinal
kanaldaki lokalizasyonun degerlendirilebilmesi amaciyla Newton 7.0® canh
goriintlileme sistemi ile Bolim 3.10.’da aciklanan sekilde goriintlileme ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Model ilag CPT’yi temsil etmesi amaciyla nanopartikiillere
goriintlleme c¢alismalarinda kullanilabilen hidrofobik yapida bir boya olan NR
enkapsile edilmistir. Gorlintlileme c¢alismalari kapsaminda ilk olarak fareler
abdominal bolgelerinde agilan bir kesi ile gorlintllenmislerdir. Fakat bagirsak yapisinin
fiziksel olarak diger organlara kiyasla daha karmasik bir sekilde yerlesmis olmasi
sebebiyle, hangi segmentte ne kadar model enkapsiile boya olan NR’nin lokalize
oldugunu tespit etmek gastrointestinal kanali cikarmadan mimkiin olamamaktadir
(Sekil 4.46.). Bu sebeple, oral gavaj yoluyla farelere uygulanan NR ¢ozeltisi ve NR yukli
nanopartikillerin gastrointestinal dagilimlari uygulama sonrasi 24. saatte Otenazi
edilerek  gastrointestinal  kanallari  ¢ikarilan  farelerin  gorintilenmesiyle
gerceklestirilmistir. Kolorektal kanser modeli gelistirilmis farede, oral gavaj
uygulamasiyla verilen NR ¢o6zeltisi ve NR yikli nanopartikiillerin 24.saat sonunda
gastrointestinal kanalda lokalizasyonlarina iliskin gorsel, floresans isima siddetlerine

iliskin renk-siddet cetveli ile bir arada olarak Sekil 4.47.”de sunulmustur. Fiji® yazilimi
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kullanilarak Bélim 3.10.da agiklandigi sekilde analiz edilen gastrointestinal kanal
segmentlerindeki ortalama floresans yogunlugu (Mean fluorescent intensity; MFI)
degerlerine iliskin sonuclar gorsel olarak Sekil 4.48.da, grafik olarak ise Sekil 4.49.’de

gorilmektedir.
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Sekil 4.46 Nil kirmizisi enkapstile nanopartikillerin kolorektal timorli fareye oral
gavaj yoluyla uygulama sonrasi 24.saatte gastrointestinal dagiliminin
gastrointestinal kanal yapisi bozulmadan incelenmesi amaciyla in vivo
gorlintileme sistemiyle elde edilen goriintd.
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Sekil 4.47. Kolorektal timorli farelerde nil kirmizi ¢ozeltisi ve nil kirmizisi enkapsiile
nanopartikillerin oral gavaj yoluyla uygulanmasi sonrasi 24. saat
sonunda farelerden ¢ikarilan gastrointestinal kanal dokularinda in vivo
goriintileme sistemi ile edilen goriintd.
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Sekil 4.48. Kolorektal timorli farelerde nil kirmizi ¢ozeltisi ve nil kirmizisi enkapsile
nanopartikillerin oral gavaj yoluyla uygulanmasi sonrasi 24. saat
sonunda farelerden cikarilan gastrointestinal kanal segmentlerinde tespit
edilen nil kirmizisi miktarina bagh elde edilen absorbans degerleri.

100- = NR gbzelti
M NR-yiiklii NP

Sekil 4.49. Kolorektal timorlu farelerde nil kirmizi ¢ozeltisi ve nil kirmizisi enkapsiile
nanopartikillerin oral gavaj yoluyla uygulanmasi sonrasi 24. saat
sonunda farelerden ¢ikarilan gastrointestinal kanalin farkli
segmentlerinde tespit edilen ortalama floresans siddeti (MFI) iliskin
grafik.
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4.9. Histolojik Degerlendirme

Bolim 3.11’de acgiklandigi sekilde gercgeklestirilen histolojik analizler
kapsaminda; Erken evre timor modelinde CPT silspansiyonu ve CPT yukli
nanopartikll formilasyonu, ge¢ evre timor modelinde ise kontrol, bos nanopartikiil,
CPT suspansiyonu ve CPT yikli nanopartikil formiilasyonu uygulanan gruplardan
elde edilen karaciger ve kolon ornekleri degerlendirilmistir.

Erken evre timor modelinde tedavi uygulanan gruplarda;

incelenen her iki grupta karacigerin klasik lobiil yapisinin tiimore ait metastatik
odaklar nedeni ile yer yer bozuldugu saptanmistir. Tum gruplarda degisen buyuklik
ve sayida metastatik timor odaklarinin varligi dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.50. A, B).
Histolojik kesitlerde metastatik odaklarda timor mikrogevresine ait atipik hicreler
gozlenmigstir (Sekil 4.50. A, B). CPT slispansiyonu ve CPT yukli nanopartikil
formiilasyonu gruplar karacigerdeki toplam metastatik odak alani agisindan
karsilastinlldiginda ise; CPT yukli nanopartikil formilasyonu grubunda toplam odak
alaninin belirgin olarak azaldig1 saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.51.).

Kolona ait degerlendirmede CPT slispansiyonu ve CPT yikli nanopartikdil
formilasyonu uygulanan her iki grupta da tiimoére ait Tunika mukoza tutulumuna ek
olarak ¢ogu olguda Tunika muskularis ve Tunika serozanin da tutuldugu dikkati

cekmistir (Sekil 4.50. C,D).
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Sekil 4.50. Erken evre timo6r modelinde tedavi uygulanan gruplara ait mikrograflar.
CPT sispansiyonu ve CPT yikli nanopartikil formulasyonu gruplarina ait
karaciger (A,B) ve kolona ait (C,D) mikrograflar.

(A) ve (B) de karacigerde metastatik odaklar gérilmektedir. (C)’de timorin tunika
mukozayi ve tunika muskularis ile serozayi tutmustur. TMu: Tunika mukoza, TM:

Tunika muskularis, TS: tunika seroza (X125 H&E).
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Sekil 4.51. Erken evre timor modelinde tedavi uygulanan gruplarda karacigerdeki

toplam odak alani (um?).

CPT-NP
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Gec evre timor modelinde tedavi uygulanan gruplarda ise;

Karacigerin klasik lobiil yapisinin timore ait metastatik odaklar nedeni ile yer
yer bozuldugu saptanmistir (Sekil 4.52. A,B,C,D). Karacigerdeki toplam odak alani
hesaplandiginda CPT vyikli nanopartikil formilasyonu ve CPT silispansiyonu
gruplarinin kontrol grubu ile benzer oldugu gozlenmistir (Sekil 4.53.). CPT yuklu
nanopartikil formilasyonu ve CPT sispansiyonu uygulanan gruplarda ise
karacigerdeki toplam metastatik odak alaninin bos nanopartikil uygulanan gruba
gore anlamli olarak azaldig1 saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.53.).

Kolon degerlendirmesinde kontrol grubunda liimende obstriiksliyona giden ve

bagirsagin tim tabakalarini tutan belirgin timaorlerin varligi saptanmistir (Sekil 4.52.

Sekil 4.52. Geg evre timoér modelinde tedavi uygulanan gruplara ait mikrograflar.
CPT slispansiyonu (A,E), CPT yukliu nanopartikiil formilasyonu (B,F), bos
nanopartikil (C,G), kontrol (D,H) gruplarina ait sirasiyla karaciger ve
kolona ait mikrograflar.

(A), (B), (C) ve (D) de karacigerde metastatik odaklar gortilmektedir. (E), (F), (G),
(H)'de timorin Tunika mukoza ve Tunika muskularis ile serozayi tuttugu
gorilmektedir. (X125 H&E).
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5. TARTISMA

5.1. Analitik Yontem Validasyonu

Tez calismasi kapsaminda kullanilan antikanser ajan olan CPT’'nin in vitro
miktar tayini amaciyla Warner ve ark. (215) tarafindan onerilen yontem BOliUm
3.3.1/de belirtildigi sekilde modifiye edilerek kullaniimis ve yéntemin validasyon
calismalari gerceklestirilmistir.

Temel amag, calismanin farkli asamalarinda ve farkli kosullar altinda etkinlik ve
givenligi birbirinden farkl lakton ve karboksilat formlarinda bulunmasi muhtemel
olan CPT icin her iki formun da tayin edilebildigi, valide bir yontem gelistirilmesi
olmustur. Lakton formu icin 14,3 dk., karboksilat formu icin 7,4 dk. olarak tespit edilen
alikonma siresi ile gerek her iki pikin birbirinden yeterince uzak olmasi gerekse pik
simetrisi, pik ylkseligi ve pik alani bakimindan ¢alismanin amacina yonelik olarak
uygun bir kromatogram elde edilmistir (250).

Her iki form igin ¢izilen kalibrasyon dogrusunun eldesinde kullanilan
konsantrasyon araligi olan 2-40 pg/mL araligi deneysel c¢alismalarimizin
gerceklestirildigi konsantrasyon araligina in vitro miktar tayini amaciyla uygun bir
degerdir. Kalibrasyon dogru denkleminin korelasyon katsayisi (r?), sinyal ile analit
konsantrasyonu arasindaki korelasyon kuvvetinin bir gostergesidir. Regresyon
analizindeki degiskenler arasinda glicli bir dogrusal korelasyon oldugunda korelasyon
katsayisinin degeri “1” e daha yakindir (215). Bu kapsamda degerlendirildiginde;
lakton formu icin r?=0,9989, karboksilat formu icin ise r?=0,9995 olan korelasyon
katsayilari elde edilen kalibrasyon denkleminin dogrusal oldugunu gostermistir (251).

Validasyon calismalari kapsaminda gerceklestirilen dogruluk ve kesinlik
analizleriise ilgili bolimlerde agiklandigi sekilde gerceklestirilmis olup bitlin analizler
icin sonuclarin varyasyon katsayilarinin %2’den kiiciik oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen sonucun, analitik yontemin dogruluk ve kesinliginin degerlendirilmesine iliskin
olarak FDA, “Uluslarasi Harmonizasyon Komistesi (ICH)” ve USP validasyon
rehberlerinde belirtildigi gibi varyasyon katsayisinin %2’den kiiclik olmasi kriterine

uygun oldugu bulunmustur (251, 252).
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Analitik yontemin duyarhligi ise iki farkli parametre ile degerlendirilmis olup,
bu degerler aktif lakton ve inaktif karboksilat formu igin sirasiyla; saptama siniri (LOD)
0,053 pg/mL ve 0,087 pug/mL, tayin siniri (LOQ) ise 0,174 pg/mL ve 0,195 pg/mL olarak
bulunmustur. Yontemin duyarhliginin da ¢alismanin amacina ve deneysel asamalarina
uygun ve yeterli oldugu gosterilmistir.

Belirlenen analitik yontem ile formilasyon bilesenleri olan dimetil silfoksit
(DMSO0), kitosan (CS), polietilenimin (PEl), (Poly-B-C-C6) ve (6-O-CAPRO-B-CD)
maddelerinin kromatogramlari alinmis ve birbirleri ile ve CPT’nin formlari ile herhangi
bir girisim yapmadigi tespit edilerek yontemin CPT’nin lakton ve karboksilat formlar
icin  0zglin oldugu gosterilmistir. Analitik yontem validasyonu kapsaminda
gerceklestirilen bitlin analizler ve degerlendirilen parametreler ile tez c¢alismasi
kapsaminda planlanan farkh deneylerde, CPT’nin in vitro miktar tayininde kullanilacak
yontemin glvenilir, tekrarlanabilir bir yontem oldugu ve duyarlihk ve 6zglinlik

bakimindan ¢alismanin amaclarina ve kapsamina uygun oldugu gorilmustdir.
5.2. Onformiilasyon Calismalari ve Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Tez calismamiz kapsaminda, partikil buydkligd 300 nm’den kucuk,
polidispersite indeksi ise 0.3’lin altinda ve ylzey yukl katyonik olan, fiziksel olarak
gastrointestinal kanal kosullarinda stabilitesini koruyabilen ve yilksek oranda ilag
ylklenebilen, tasidigi ilaci en az 24 saatlik bir profilde serbestlestirebilen, mukozal
penetrasyonu yuksek, tasidigi ilaci bagirsak dokusuna en az %50 oraninda
ulastirabilen ve antitimoral ve antimetastatik etkinlik acisindan ilacin ¢ozelti
formundan istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0,05) Ustlnliik gosteren oral
uygulanabilen nanopartikiler ila¢ tasiyici sistem gelistirilmesi amaclanmistir. Bu
kapsamda, belirtilen nihai parametreleri tasiyan nanopartikillerin elde edilebilmesi
amacina yonelik olarak 6n formiilasyon calismalari gerceklestirilmistir.

Nanopartikil eldesi amaciyla literatiirde mevcut bircok yontem olmasinin
yaninda diger yontemlere kiyasla daha hizli, rahat uygulanabilir ve tek basamakl bir
prosedir olmasi nedeniyle nanog¢oktiirme yéntemi siklikla kullanilmaktadir (63, 253-

255).
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Amfifilik siklodektstrin tlrevleri ile nanopartikil eldesinde, nanogoktiirme
yontemi etkin sekilde uygulanabilmis ve amfifilik CD tiirevlerinin 6zelliklerinden dolayi
yontem uygulanirken herhangi bir stirfaktan ilavesine de gerek duyulmamistir (44, 45,
147, 217, 247, 256, 257). Dolayisiyla tez ¢alismasi kapsaminda da nanopartikil eldesi
amaciyla nanogoktirme yontemi kullaniimistir.

Ozellikle hidrofobik ilaglarin nanopartikiillere enkapsiile edilebilmesi amaciyla
uygulanan nanoc¢oktiirme yontemiilk olarak 1989 yilinda Fessi ve ark. (258) tarafindan
gelistirilmis ve patentlenmistir.

Rivas ve ark. (259) tarafindan nanog¢oktirme yonteminde kullanilan yontem
parametrelerinin etkilerinin derlendigi bir ¢alismada, nanogoktiirme ydnteminde
organik ¢oOzlcl turl, organik faz:sulu faz orani, polimer konsantrasyonu, ilag
konsantrasyonu ve karistirma hizi gibi yontem parametrelerindeki degisikliklerin elde
edilen nanopartikillerin partikil buayuklikleri, enkapstilasyon etkinlikleri, zeta
potansiyelleri, in vitro sahim profilleri ve in vivo davraniglari Gzerinde kritik etkileri
oldugu bildirilmis ve dnformiilasyon ¢alismalarinin dnemi vurgulanmustir.

Galindo-Rodriguez ve ark. (260) tarafindan gerceklestirilen ve farkh ¢oziici
tiplerinin nanogoktliirme yonteminde elde edilen nanopartikiiller tzerine etkilerinin
arastirildig bir baska calismada, farkli organik ¢ozlcilerin sulu faz ile polarite farklar
ve ilagla olan etkilesimlerindeki farkhliktan dolayi nanogoktiirme yonteminde organik
¢Ozlcl tipinin elde edilen nanopartikillerin  blylUkligli basta olmak Uzere
polidispersite indeksi ve morfolojileri tizerinde etkisi oldugu bildirilmistir. Buna gore
organik ¢ozlcu ile ¢ozlinen ilag ve nanopartikiil materyali arasindaki afinitenin
artmasiyla veya organik ¢oziici ile sulu faz arasindaki polarite farkinin dismesiyle
daha kiglk partikil blytkligline sahip nanopartikillerin elde edildigi gosterilmistir.

Literatlirde nanoc¢oktiirme yontem parametrelerinin degerlendirildigi ve bu
parametrelerdeki degisikliklerin 6nemini vurgulayan bircok calisma mevcuttur. Tez
calismamiz kapsaminda da amfifilik CD tlrevleriyle CPT tasiyan nanopartikillerimizin
eldesine yonelik olarak aciklanan literatir bilgileri 1s181da 6n formilasyon calismalari

gergeklestirilmistir.
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Calisma kapsaminda gerceklestirilen 6nformiilasyon deneylerinin temelini,
nanopartiklllerin stabilite, ilag salimi, enkapsilasyon etkinligi gibi gerek in vitro
profilleri gerekse in vivo ortamda beklenen hicresel etkilesim ve hiicre igine alim,
absorbsiyon derecesi, biyoyararlanimi ve dolayisiyla ilag tasiyici sistemin nihai etkinligi
Uzerinde kritik 6neme sahip oldugu bilinen parametreler olan partikll buyGkliga,
polidispersite indeksi ve ylzey ylkiunin degerlendirilmesi ve amfifilik CD
nanopartiklllerinin hazirlanmasinda nanogoktirme yontemindeki degiskenlerin
sonug¢ parametreler Gzerine etkisinin incelenmesi olusturmaktadir.

Literatlirde, nanopartikiiler ila¢ taslyici sistemlerin fizyolojik olarak
stabilitelerini koruyabilmeleri, opsonizasyondan korunabilmeleri ve tiimorli bolgede
birikebilmeleri amaciyla partikiil  buylkliklerinin  disiik olacak  sekilde
tasarlanmalarinin olumlu bir yaklasim olacagi bildirilmektedir (104). Ornegin; He ve
ark. (261) tarafindan gercgeklestirilen ¢alismada, 300 nm ve daha kiguk partikdl
blydkligine sahip nanopartikiillerin gastrointestinal kanalda enterositler ve M
hiicrelerince alimlarinin daha yiksek olmasi sebebiyle oral uygulama amaciyla daha
uygun olduklari bildirilmistir. Banerjee ve ark. (262) tarafindan gerceklestirilen baska
bir calismada ise partikil blyuklGginin oral uygulanan nanopartikiller igin kritik
parametrelerden biri oldugu belirtilmis olup, c¢alisma kapsaminda partikdl
biydklGgiunin artmasiyla nanopartikillerin intestinal hiicrelerce aliminin azaldigi ve
buna bagli olarak ilag tasiyici sistemin biyoyararlanim ve terapdétik etkinliginin dtstigu
gosterilmistir.

Bu baglamda literatlirdeki mevcut bilgiler de g6z 6niine alinmis ve ¢alismamiz
kapsaminda spesifik bir degerlendirme yapilarak, tasarladigimiz nanopartikillerin,
oral yolla uygulanacak olmasi ve hedef bdélge olan kolona ulasana kadar cesitli
fizyolojik  engellerle  karsilasabilecegi de o6ngoriuldigiinden, monodispers
nanopartikillerin 300 nm’den kiiclik olarak elde edilmesi amaclanmistir.

Partikil biyuklGgunin yanisira bir diger 6nemli parametre ise polidispersite
indeksidir. Polidispersite indeksi bir dagilimin heterojenligini tanimlamak icin
kullanilan bir terimdir ve nanopartikillerin partikil biayikligu dagihminin belirlendigi

dinamik stk sacilimi yonteminde 0-1 araliginda bir degerdir. Bu degerin 0’a yakin
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olmasi sistemin monodispersligini ve homojenligini ifade ederken, 1'e yaklastikca
dagilmin heterojenligini ve ortalamadan uzakligini ifade etmektedir.

Danaei ve ark. (263) tarafindan partikil biylklGgu ve polidispersite indeksinin
nanopartikller sistemlerin etkinligi Uzerindeki 6neminin degerlendirildigi bir
calismada, polidispersite indeksinin 0.3’den kiiclik olmasinin sistemin homojenliginin
kabul edilebilir diizeyde oldugunu ifade ettigi belirtilmistir.

Tez c¢alismamiz kapsaminda da elde edilen nanopartikillerin homojen
dagiliminin  olcist olan polidispersite indeksinin distk olmasi, elde edilen
nanopartikillerin monodisperliginin yeterli seviyede oldugunun gostergesi olarak
yorumlanmis ve PDI<0,3 olan nanopartikiller uygun olarak degerlendirilmistir (264,
265).

Nanopartikiller igin bir diger karakterizasyon parametresi ise sulu ortamda
sahip olduklari yuktir. Zeta potansiyel, partikillerin sahip olduklari ylizey yuki ile
partikili cevreleyen iyon bulutu disindaki notral alan arasindaki potansiyel farkini
ifade etmektedir. Bu deger, nanopartikullerin fiziksel stabiliteleri ve fizyolojik ortamda
hiicrelerle ve kan proteinleri ile etkilesimleri acisindan da énemli bir parametredir
(265).

Net pozitif (>+30 mV) veya net negatif (<-30 mV) zeta potansiyele sahip
nanopartikiller birbirlerini yeterli diizeyde ittiklerinden partikiler diizeyde fiziksel
etkilesimleri stabil kalabilmelerini saglayacak diizeyde olabilmektedir. Bu sebeple -30
mV’dan kiguk ve +30 mV’dan biyilk veya bu degerlere mimkiin olan en yakin zeta
potansiyel degerine sahip nanopartikiller fiziksel olarak stabil olarak kabul
edilmektedir (266). Gerek fiziksel stabilite gerekse in vivo etkinlik ve hiicresel etkilesim
bakimindan nanopartikillerin karakteristikleri lzerinde etkili olan zeta potansiyel
degerinin negatif veya pozitif olusu da etkili bir degiskendir.

Son yillarda nanopartikillerin sahip olduklari ylizey yikiinin yalnizca fiziksel
stabiliteleri acisindan degil, ayrica in vivo ortamda davranislari, ilag salim profilleri,
hiicresel etkilesimleri, hiicre icine alimlari ve biyodagilimlari bakimindan da etkili

oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (111, 267).



158

Du ve ark. (268) oral yolla uygulanmasi amacglanan Poli-etilenglikol (PEG)
nanopartiklllerini farkli yizey yikleri ve ayni partikil biyikligine sahip olacak
sekilde hazirlamislardir. Katyonik olarak tasarlanmis nanopartikdllerin in vitro olarak
Caco-2 hiicrelerinden gegisinin, in vivo olarak ise intestinal hiicrelerce aliminin negatif
yukli olan nanopartikillere gore anlamli olarak arttig1 gosterilmistir.

He ve ark. (269) tarafindan gerceklestirilen ve HT-22 fare hipokampal hiicre
hattiyla timor indiklenmis farelerde, nanopartikillerin yiizey yuklerinin timorli
bolgedeki biyodagilimlar lizerinde etkisinin degerlendirildigi bir baska ¢alismada,
negatif yUkli nanopartikillerin timorli bolgede birikme oranlarinin  negatif
yuklerinin nétrale yaklagsmasiyla arttigl, pozitif yikli nanopartikiller igin ise zeta
potansiyelin artisiyla timorli boélgede daha fazla nanopartikil birikebildigi
gosterilmistir.

Hiicresel diizeyde gergeklestirilen ¢calismalarla, nanopartikillerin hiicre igine
aliminin zeta potansiyeli pozitif olan nanopartikiillerde zeta potansiyeli negatif
olanlara gore daha kolay ve hizlh oldugu tespit edilmistir (270, 271). Katyonik
nanopartiklllerin hiicresel etkilesimleri ve hiicre igine alimlarinin daha iyi olmasinin
temel sebebinin, cift kath fosfolipit yapili hiicre membranlarinin negatif yiikinden
dolay! pozitif ylizey yukli katyonik nanopartikiller ile daha yiiksek elektrostatik
etkilesim gostermesi olarak agiklanmaktadir (272).

Zeta potansiyelin opsonizasyon ve serum proteinlerine baglanma agisindan
etkisi de o©nemlidir. Sistemik dolasimda daha wuzun sire kalabilmesi icin
nnaopartikillerin mimkin oldugu kadar noétrale yakin olmasi tercih edilmektedir.
Pozitif ylzey vyiki ise negatif yikli serum proteinlerince opsonizasonu
hizlandirmaktadir. Bu nedenle karaciger, akciger, dalak ve kemik iligi gibi RES organlara
yonelik bir ilag tasima amaci s6zkonusu ise pozitif ylizey yiki avantajli olabilse de, kan
dolasiminda kalma ve EPR etkisinden faydalanma acisindan yiizey yikiiniin nétrale
yakin olmasi daha c¢ok tercih edilen bir durumdur. Tekrarlanan ve uzun sireli
uygulamada itrah organlarinda birikim ve potansiyel toksisite acisindan da pozitif yiik
olumsuz etkilere yol agabilmektedir. Biyolojik membranlarla etkilesimi yiksek oldugu

icin cok kicik partikiller (<50 nm) ve katyonik nanopartikiiller bobrekler ve akciger
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gibi itrah organlarinda birikebilmektedir.. Butiin bu bilgiler 1siginda, pozitif ylizey yiki

oral uygulama agisindan avantajl gériinmektedir.

5.3. Onformiilasyon Calismalari Sonunda Hazirlanan Nanopartikiillerin

Degerlendirilmesi
5.3.1. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu Galismalari

Farkli amfifilik CD tiirevleri kullanilarak nanog¢oktirme yontemiyle anyonik ve
katyonik nanopartikillerin elde edilebildigi ve karakterizasyon parametrelerinin
degerlendirildigi calismalar mevcuttur (147, 273).

Bir onceki bolimde acgiklanan literatlr bilgileri 1siginda tasarlanan
onformilasyon calismalari kapsaminda; (6-O-CAPRO-B-CD), CS-(6-O-CAPRO-B-CD),
PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) ve (Poly-B-CD-C6) amfifilik CD tirevleri ile nanogdktiirme
yontemi kullanilarak hazirlanan nanopartikiller igin Bolim 4.2’de aciklanan
formilasyon degiskenlerinin elde edilen nanopartikillerin ortalama partikdl
blydlklGgu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri lizerindeki etkileri
degerlendirilmistir.

Partikil buylkligi 300 nm’den kiclik, polidispersite indeksi 0,3’den kiigik,
zeta potansiyeli ise negatif ylizey yuklli partikiller icin -30 mV’dan kiglk veya bu
degere mimkin oldugunca yakin, pozitif ylzey yukli partikiller icin ise +30 mV’'dan
blyik veya bu degere mimkin oldugunca yakin nanopartikiillerin elde edilebildigi
parametreler tespit edilmistir. Bolim 4.2’de her bir parametrenin degiskenligi
durumunda elde edilen nanopartikdllerin karakterizasyon sonuglarina iliskin veriler ve
aralarindaki istatistiksel farklar detayh olarak aciklanmistir.

Yapilan deneysel c¢alismalarda organik ¢Ozlicinin aseton, CD
konsantrasyonunun %0,1 (a/h), organik faz:sulu faz oraninin 1:2 (h/h), karistirma
hizinin 600 rpm oldugu ve (6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikilleri icin partikiillere pozitif
yluzey vyuki kazandirmak amaciyla kaplama materyali olan kitosan igin
konsantrasyonun %0,025 (a/h), polietilenimin icin ise %2,5 (a/h) oranlarinda olmasi

durumunda her dort formilasyon icinde optimum 6zellikleri gosteren nanopartikller
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elde edilebilmistir. Sonug olarak segilen formilasyonlar ve bu formilasyonlara iliskin
teknolojik parametreler asagida belirtilmistir.

CPT yikll olarak hazirlanan nanopartikillerin karakterizasyon parametreleri
gbz onine alindiginda; en disik partikdl blylkligu (134,6 £ 19,3) ve polidispersite
indeksi (0,27 + 0,03) ile en yiksek pozitif zeta potansiyel degeri (+40,2+0,32) (Poly-B-
CD-C6) nanopartikiillerinde elde edilmistir. Benzer CD formilasyonlari ile
gerceklestirilen dnceki calismalarda da farklh amfifilik CD nanopartikil formuilasyonlari
arasinda en dusik partikil buyukliginin benzer sekilde (Poly-B-CD-C6)
nanopartikilleri ile elde edilebildigine dair sonuglar belirtilmistir (156, 273). (6-O-
CAPRO-B-CD), CS-(6-O-CAPRO-B-CD) ve PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) tirevleri ile elde
edilen nanopartikillerde ise karakterizasyon parametreleri agisindan kabul edilebilir
araliklarda ozellikler gosteren partikiiller elde edilmis olmasinin yaninda Tablo
4.20.de de goruldigi ve acgiklandigi tGzere (Poly-B-CD-C6) nanopartikdllerine kiyasla
daha yiksek partikil blyuklGglu ve polidispersite indeksi ve daha dusilik zeta
potansiyel degerlerine sahip olarak elde edilebilmislerdir.

Memisoglu ve ark. (274) tarafindan gerceklestirilen ve primer yizi modifiye
edilmis amfifilik siklodekstrinlerle nanopartikil eldesinin gerceklestirildigi calismada,
amfifilik siklodekstrinlerle herhangi bir ylizey etkin maddeye ihtiya¢ duyulmaksizin
nanopartikil  hazirlanmasinda elde edilen nanopartikillerin  karakteristik
parametreleri Uzerinde amfifilik siklodekstrinin hidrofilik-lipofilik denge (HLB)
degerinin 6nemi vurgulanmistir. HLB, Griffin (275) tarafindan amfifilik molekillerin
hidrofilik ve lipofilik kisimlari arasidaki denge olarak belirtilmis olup, amfifilik
molekilin hidrofilik kisminin yiizde agirliginin bese bélinmesiyle hesaplanmaktadir.
Bu kapsamda, tez calismamizda kullanilan ve yalnizca primer ylzi 7 adet hekzanoil
grubuyla modifiye edilmis olan (6-O-CAPRO-B-CD) amfifilik siklodekstrin ve hem
primer ylzi 7 adet katyonik amin zinciriyle hem de sekonder yizi 14 hekzanoil
grubuyla modifiye edilmis olan (Poly-B-CD-C6) amfifilik siklodekstrininin Griffin
tarafindan belirtilen esitlige gore HLB degerleri hesaplanmis ve sirasiyla 10,1 ve 15,8
olarak bulumustur. Bu baglamda yorumlandiginda, her iki yizii de modifiye haldeki

(Poly-B-CD-C6) amfifilik siklodekstrini ile nanopartikiil eldesinde nanopartikiil
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olusumunun gerceklestigi yuzeyler arasi gerilimin (6-O-CAPRO-B-CD)’ye gore daha
etkin sekilde dustyor olusu, nanog¢oktiirme siirecinde daha kiiglik partikillerin daha
dar bir partikil blylkligl dagiliminda olusmasiyla sonuclanmis oldugu seklinde
distnulmastir.

Elde edilen nanopartikiil formilasyonlari arasinda yalnizca (6-O-CAPRO-B-CD)
nanopartikllleri sulu ortamda negatif ylzey vyikiine sahiptir. S6z konusu
formiilasyona katyonik 6zellik kazandirmak amaciyla pozitif ylikli polimerler olan CS
veya PEl ile kaplama yoluna gidilmistir. Ancak; PEl'in fiziksel 6zelliklerinden dolayi
nanog¢oktiirme yontemi etkin olarak uygulanamamis ve daha biiylik ve daha heterojen
partikdl buylklagli dagilimina sahip dispersiyonlar elde edilebilmistir.

Bu durumun temelinde, PEI polimerinin viskoz bir sivi olmasi ve karistigi sulu
fazin da viskozitesini artirmasi sonucunda, nanog¢dktiirme yonteminin uygulanisinda
yontemin etkinligi tizerinde olumsuz etkisi oldugu degerlendirilmistir. PEI'nin yliksek
viskozitesi sebebiyle nanoc¢oktiirme yonteminde ¢oziicl diflizyonu mekanizmasinda
istenmeyen bir tlirbllansa sebep olmasinin partikil blylklGglinin ve polidispersite
indeksinin artisiyla sonuglanmasi seklinde yorumlanmistir.

Benzer sonuglar Salatin ve ark. (276) tarafindan nanoc¢oktiirme ydntemiyle
Eudragit RL nanopartikillerinin  eldesi ve ybntem optimizasyonu amaciyla
gerceklestirilen calismada da bildirilmistir. Calismada, viskozite artisinin karistirma
sirasinda tirbilansa sebep oldugu ve nanog¢dktiirme yénteminin temelini olusturan
solvan difizyonuna engel olarak blyik partikillerin olusmasina neden oldugu
gosterilmistir. Bu durumun sebebi, nano¢oktliirme yontemiyle ilgili olarak literatlirde
mevcut bilgiler géz 6niine alinarak degerlendirilmis ve bu yontemle nanopartikillerin
olusmasinin dayandigi esas olan “Marangoni etkisi” yani, solvanlarin manyetik
karistirma altinda birbirleriyle karismasi ve solvan diflizyonunda fiziksel olarak
istenmeyen bir tirbillansa sebep olmasi ile ara ylizeyde ilag ve polimerin nano
boyutta cokmesi olayinin etkin sekilde gerceklesememesi olarak diistinilmustdir.

(6-O-CAPRO-B-CD)'nin c¢alisma kapsaminda belirledigimiz yontem ve
degiskenler altinda hazirlanan nanopartikillerinin PEI ile kaplanabildigi fakat son

durumda nanopartikillerin karakterizasyon parametrelerinin hedeflenen degerlerde
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elde edilemedigi ayrica tekrarlanabilirligi acisindan da sorun teskil edebilecegi

degerlendirilmistir (276-280).
5.3.2. Nanopartikiillerin Morfolojilerinin incelenmesi

Nanopartikillerin  morfolojik  6zelliklerinin ~ yani  sekil ve vylzey
karakteristiklerinin in vitro ilag salimi, fizyolojik ortamda davranislari ve
biyodagilimlari (izerinde de etkisi oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (281, 282).
Nanopartikiller, kiiresel ve kiiresel olmayan vyapilariyla farkli sekillerde elde
edilebilmekte ve kiresel olmayan nanopartikiller de literatirde eliptik, oval,
nanorod, nanodisk, filament benzeri yapilar olarak isimlendirilmektedir (282).

Partikiillin morfolojik yapisinin kiiresel veya kiiresel olmayan formda olusunun
nanopartikllin jn vitro-in vivo olarak nihai karakteristik 6zellikleri ve davranislari
Uzerindeki etkilerinin incelendigi ¢calismalar mevcuttur (283). Bu kapsamda, Decuzzi
ve ark. (284) tarafindan gerceklestirilen ve nanopartikiiliin morfolojik seklinin timaorli
bolgedeki biyodagilimi tizerindeki etkisinin incelendigi bir calismada, farkli morfolojik
Ozelliklerde hazirlanan ve timorli farelere intravezikal olarak uygulanan
nanopartiklllerden silindirik nanopartikillerin diger formlara kiyasla timorli bolgede
daha fazla birikebildigi gosterilmistir.

Banerjee ve ark. (262) tarafindan oral yolla uygulanmak amaciyla tasarlanan
nanopartikillerin morfolojik Ozelliklerinin kiresel veya kiresel olmayan yapida
olusunun intestinal absorbsiyonlari (zerindeki etkilerinin incelendigi c¢alisma
sonucunda oral yolla uygulanmasi hedeflenen nanopartikiler sistemler icin
morfolojik 6zelliklerin nihai etkinlik bakimindan kritik dnemi oldugu ve daha fazla
arastiriimasi gerektigi belirtilmistir.

Tez calismasi kapsaminda elde edilen dort farkh nanopartikil
formilasyonunun taramali elektron mikroskobisi (SEM) ile incelenmesi sonucunda
nanopartikillerin gorintilenebilmesi gerceklestiriimistir ve elde edilen SEM
gorintilerindeki partikal buylkliklerinin dinamik 1sik sacilimi yontemi ile elde edilen
ortalama partikil bayuklGgli dagihmina uygun araliklarda bulundugu da tespit

edilerek veriler kendi iginde teyit edilebilmistir (Sekil 4.12. - Sekil 4.15.). Ayrica,
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nanopartikillerin kiresel ve dizglin yapida elde edilebildikleri gbzlemlenmistir. PEI
kapli nanopartikillerin, PEl'in viskozitesine bagh olarak ortaya ¢ikan ve bir 6nceki
boélimde agiklanan, nanopartikil eldesinde ydontemin uygulanabilirligi Gzerindeki
olumsuz etkileri nedeniyle, sekil olarak daha dizensiz ve agregat olusturma
egiliminde, daha buiylik ve heterojen dagilimli partikillerin varligi gbzlenmistir. Ayrica,
hicbir nanopartikil formilasyonuna ait SEM gorintilerinde serbest halde CPT
kristallerine rastlanmamis olup, CPT’nin nanopartiklllere amorf halde enkapsiile
edilebildigi ve nanopartikil eldesinde yontem sonunda serbest kristal CPT’nin ise

uzaklastirilabilmis oldugu elde edilen SEM goriintilerinde teyit edilebilmistir.
5.3.3. Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

ilag tasiyici sistemler icin en dnemli in vitro kalite parametrelerinden biri de
enkapsilasyon etkinligi (EE)’dir. Nanopartikilde birim polimer basina yiklenen ilag
miktari ve/veya en basta kullanilan ilacin ne kadarinin nanopartikiilde hapsoldugunun
ifadesidir. Enkapstilasyon etkinligi, uygulanan nanopartikiile bagh olarak ilacin doz-
cevap iliskisini kurmada ve in vitro salim profili calismalarinda hesaplamanin
yapilabilmesinde o6nemlidir. Gerek yontemin etkinliginin degerlendirilebilmesi
gerekse yontem sonunda elde edilen nanopartikillerin tasidiklari ilag miktarinin tayin
edilebilmesi ve in vivo ¢alismalarda gruplar arasinda doz esitlemesinin yapilabilmesi
amaciyla enkapstlasyon etkinliginin glvenilir sekilde tespit edilmesi gerekmektedir
(33, 285).

Amfifilik CD nanopartikillerinde ilag ylikleme etkinligi Gizerinde;

- CD tilirevinin kimyasal yapisi ve hangi ylzinin modifiye edilmis oldugu,

- Nanopartikil hazirlama yontemi,

- llacin siklodekstrin kavitesine olan afinitesi,

- ilacin hidrofilik/lipofilik olusu,

- ilacin fizikokimyasal &zellikleri (Molekil agirhg, pKa vb.) gibi

parametrelerin etkili oldugu bilinmektedir (257).
Tez calismasi kapsaminda elde edilen nanopartikillere ait enkapsilasyon

etkinlikleri Tablo 4.21/de sunulmustur. Basglangigta kullanilan ilag¢ miktarinin
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nanopartikiilde hapsolma ylizdesine gore; en yiksek enkapsiilasyon etkinligine sahip
iki formilasyon CS-(6-O-CAPRO-B-CD) (%36) ve ardindan (Poly-B-CD-C6) (%35) olarak
bulunmustur. Diger iki formulasyon ise; PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) (%21) ve (6-O-CAPRO-
B-CD) (%32) olarak tespit edilmistir. PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerinde diger
formiilasyonlara gore enkapsiilasyon etkinliginin disik olmasi (p<0,05)
nanogoktiirme yonteminin etkin olarak uygulanamamasi ile iliskinlendirilmistir.

(6-O-CAPRO-B-CD) ve (Poly-B-CD-C6) nanopartikilleri arasinda enkapsilasyon
etkinlikleri arasindaki farkin her iki amfifilik CD’nin molekiler yapisindaki
farkhliklardan kaynaklanmis olabilecegi distnilmektedir. (6-O-CAPRO-B-CD), primer
yuzi 7 hekzanoil grubuyla modifiye edilmis bir amfifilik CD turevi iken, (Poly-B-CD-
C6)'nin primer ylziinde 7 katyonik amin grubu ve sekonder yilziinde ise 14 hekzanoil
grubuyla modifiye edilmis olmasi enkapsiilasyon etkinlikleri arasindaki farkin
sebeplerinden biri olarak yorumlanmistir (218). (Poly-B-CD-C6), (6-O-CAPRO-B-CD)’ye
gore 2 kat daha fazla alifatik zincir tasimasindan dolayr daha hidrofobik yapidadir.
(Poly-B-CD-C6) ile (6-O-CAPRO-B-CD)’ye gore daha yiliksek enkapstilasyon etkinligi
elde edilmesi hidrofobik 6zellikteki CPT ile hem daha yliksek oranda hem de daha fazla
bolgede (hidrofobik kavite ve alifatik zincirler) etkilesime girme olasiligiyla
aciklanmaktadir (246).

En yliksek enkapsiilasyon etkinligine sahip formiilasyon olan CS-(6-O-CAPRO-
B-CD) nanopartikillerinde ylizey kaplama materyali olarak kullanilan CS polimerinin
etkisi ile ylizeye adsorbe halde ikinci bir ila¢ tabakasi tutunabildigi ve bu sebeple daha
yuksek oranda ilacin nanopartikillerde enkapsile/adsorbe halde bulunabildigi
yorumlanmistir.

Varan ve ark. (273) tarafindan gerceklestirilen calismada, (Poly-B-CD-C6), CS-
(6-O-CAPRO-B-CD), (6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikil formulasyonlarinin paklitaksel
enkapsiilasyon etkinlikleri incelenmis ve enkapsiilasyon etkinligi sirasiyla (Poly-B-CD-
C6), CS-(6-0O-CAPRO-B-CD), (6-O-CAPRO-B-CD) olarak siralanmistir. Calisma sonunda,
CS kaplama ile nanopartikil yizeyinde ilag hapsedilebilmesi icin ek bir kaplama alani
olusmasi nedeniyle ilag ylkleme etkinliginin artmis oldugu bildirilmis olup, (Poly-B-

CD-C6) nanopartikiil formiilasyonunda ise uzun alifatik zincileri nedeniyle artan
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hidrofobik karakterinin ilag¢ yikleme etkinliginin artisi Gzerinde olumlu etkisi oldugu
gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglar, agiklanan calismalarda sunulan sonuglarla
uyumlu ve paralel olarak yorumlanmistir.

Bu kapsamda degerlendirildiginde, herhangi bir kaplama materyali polimer
kullanilmaksizin hazirlanan (Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinde diger formiilasyonlara
kiyasla yluksek oranda CPT enkapsiile edilebilmis oldugu ve bu nanopartikiillere ait
diger karakterizasyon parametreleri de (ortalama partikiil blyklGgi, zeta potansiyel)

gbz 6niline alindiginda umut vadeden bir formilasyon oldugu degerlendirilmistir.
5.3.4. In vitro Salim Calismalari

Nanopartikillerin  enkapstile halde tasidiklari  CPT’yi, oral vyolla
uygulanmalarinin  ardindan gastrointestinal kanalda gegirecekleri siire ve
karsilagacaklari pH araligini da temsil edecek sekilde fizyolojik kosullari taklit etmesi
amaclanan bir deney tasarimi kullanarak diyaliz membran yontemi ile gerceklestirilen
in vitro salim galismalari sonucunda dért farkli nanopartikiil formilasyonunun 24
saatlik salim profilleri belirlenmistir. Oral yolla uygulanan dozaj seklinin kolona
yaklasik 5 saatlik bir stirede ulastigl ve bu siirenin yaklasik ilk 2 saatinin midede,
sonraki 3 saatinin ise ince bagirsak segmentlerinde gectigi bilinmektedir (286, 287).

ilac tasiyici sistemler, mideden itibaren kolona dogru (mide pH 1,2, ince
bagirsak pH 4,5, kolon pH 7,4) artis gbsterme egilimindeki bir pH araligina maruz
kalmaktadir (224, 288). Belirtilen literatiir calismalari ve fizyolojik kosullar gz 6niine
alinarak tasarlanan ve gerceklestirilen in vitro salim calismalarinda, kolona ulasmasi
ongorilerek hazirlanan nanopartikil formilasyonlariicin 5. saatin sonunda yani kolon
bolgesine ulasmayi temsil eden stirede, miimkiin olan en az miktarda CPT salmis olan
ve yiksek oranda CPTyi kolona ulastirabilen nanopartikiller elde edebilmek
amaclanmistir.

Gergeklestirilen in vitro salim c¢alismalari sonucunda, nanopartikiil
formilasyonlarinin simile mide sivisi (SGF) ve simile bagirsak sivisinda (SIF)
gecirmeleri gereken salim sirelerinin tamamlanmasi itibariyle, simile kolon sivisi

ortamina (SCF) gecmeden hemen 6nce (5. saat sonunda) salinan kimdalatif CPT
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miktarlari; PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) % 77, (6-O-CAPRO-B-CD) icin %65, CS-(6-O-CAPRO-
B-CD) igin % 61 ve (Poly-B-CD-C6) igin ise %48 olarak bulumustur. 5. saat sonu itibariyle
(6-O-CAPRO-B-CD) ve CS-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikiilleri yaklasik olarak benzer
salim profilleri gostermektedir (p>0,05). Bununla beraber, ilk 3 saat sonuna kadar CS-
(6-O-CAPRO-B-CD) formilasyonu (6-O-CAPRO-B-CD) formiilasyonundan daha hizh bir
salim profili gostermektedir. Bu durumun, CS-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerde
ylizey kaplama materyali polimeri olan kitosana da adsorbe haldeki CPT’den ileri
geldigi ve oncelikle ylizeye adsorbe haldeki CPT’nin salinmasi sebebiyle oldugu
distnidlmektedir (289).

PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikiilleri ise kolona ulasana kadarki sireyi
temsil eden 5 saatte enkapsile haldeki CPT’yi %77 gibi yuksek bir oranda salmis ve
enkapsilasyon etkinliginin de diger formulasyonlara kiyasla diislik oldugu gz 6niinde
bulunduruldugunda ¢alismanin hedefine uygun bir salim profili gosteremedigi
degerlendirilmistir.

(Poly-B-CD-C6) nanopartikilleri ise kolona ulasana kadarki siireyi temsil eden
5.saatte diger (¢ formiilasyona kiyasla daha disik oranda (%48) salim gostermistir
(p<0,05) ve daha yiiksek enkapsilasyon etkinlig§ine sahip oldugu da
degerlendirildiginde, kolona en fazla miktarda CPT ulastirabilecek nanopartikiil
formilasyonu olarak in vitro salim profili agisindan ¢alismanin hedeflenen kriterlerine
en uygun formilasyon oldugu gozlenmistir.

Literatlirde nanopartikillerin partikdl buyliklGginin artmasiyla salimin
yavasladigi, partikdl blytkliglinin azalmasiyla ise spesifik ylizey alaninin artisina
bagh olarak salimin hizlandigi bildiren calismalar mevcuttur (290, 291). Ancak bu
¢alismada, elde edilen nanopartikiil formulasyonlari arasinda en kiictik partikil
blydkligiune sahip olan katyonik yapidaki (Poly-B-CD-C6) ile diger (i¢ formilasyona
gore daha yavas bir salim profili gézlenmistir. Bu durumun partikdl blytklGgu disinda
salim profili Gzerinde etkili olan diger parametrelerle ilgili oldugu dislintlmustr.
Nanopartikiillerden ilag salim sireci, 6ncelikle ylizeye adsorbe haldekiilacin, ardindan

nanopartikll matriksinde ¢dzlinmus ve diflizyonla salinan ilacin ve son olarak matriks
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parcalanmasi sonucu enkapsile haldeki ilacin serbestlesmesiyle son bulmaktadir
(292).

(Poly-B-CD-C6)’in primer ve sekonder yizleri olmak Uzere her iki ylzeyi de
alifatik zincirlerle modifiye edilmis ve katyonik 6zellik gbsteren bir amfifilik CD olmasi
kiicik partikial buydkligine ragmen en yavas salim gosteren tirev olmasi ile
iliskilendirilmistir. Bu baglamda, CPT’in gerek CD kavitesi, gerekse modifiye edici
gruplarla etkilesmesi sonucu molekilin siklodekstrine yiksek afinite gostermis
olmasi elde edilen yavas salim profilinin nedeni olarak yorumlanmistir. Varan ve ark.
(273) tarafindan gerceklestirilen c¢alismada, polikatyonik yapidaki amfifilik CD
nanopartikll formilasyonu ile negatif ylizey yukine sahip amfifilik CD nanopartikil
formilasyonlarindan ilag salim profilleri karsilastiriimistir. Calisma sonunda, daha
kiicik partikil buydkligine sahip nanopartikilin ilag ve CD arasindaki afinite ve
elektriksel etkilesim sonucunda daha yavas salim gosterdigi belirtilmistir ve bu

bulgular, tez ¢alismasindaki salim bulgularimizi ve yorumumuzu destekler niteliktedir.

5.3.5. Gastrointestinal Simiile Sivilarda Stabilite

Oral yoldan ila¢ uygulamasinda etkili bir sistem gelistirilebilmesinin birincil
kosulu ilag tastyici sistemlerin karsilacaklari fizyolojik kosullarda hem enkapsiile
haldeki ilaci, hem de kendi fiziksel stabilitesini koruyor olmasidir. Bu sebeple, oral
yoldan uygulanmasi hedeflenen nanopartikiler ilag tasiyici sistemlerin uygulama
sonrasl, gastrointestinal kanalin c¢esitli kosullarinda fiziksel olarak stabilitesini
koruyabiliyor olmasi gerekmektedir (75).

Bollim 2.4/de aciklandigi lizere, oral yoldan ila¢ uygulamasinin 6niindeki en
onemli engellerin basinda gastrointestinal kanalin karmasik fizyolojik yapisi ve buna
bagl olarak sundugu engeller gelmektedir. Gastrointestinal sivilari temsil eden farkli
simile sivi ortamlarinda, ilag tasiyici sistemin gecirecegi siireler de gbz 6niine alinarak
Bolim 3.5.6/da aciklandigl sekilde gerceklestirilien ve Bolim 4.3.4. te bulgular
sunulan gastrointestinal simile sivi ortamlarinda fiziksel stabilite calismalari
sonuclarina goére nanopartikiler sistemlerin karakterizasyon parametreleri agisindan;

(6-O-CAPRO-B-CD) ve PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerinde SIF ve SCF
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ortamlarinda anlamh farklihk (p<0,05) go6zlenmistir. CS-(6-O-CAPRO-B-CD)
nanopartikillerde ise yalnizca SCF ortaminda anlamh farkhlik (p<0,05) gézlenmistir.
(Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinin karakterizasyon parametrelerinde ise higbir simile
gastrointestinal sivi ortaminda kritik kalite parametrelerinde anlamli bir farkhlik
meydan gelmedigi tespit edilmistir.

Batlin formdilasyonlar igin ortalama partikiil blyuklikleri ve polidispersite
indekslerinde artis egilimi gozlendigi, bu durumun simile gastrointestinal sivilarin
olusturdugu zorlayici ¢cevresel kosullarindan (pH degisimi, iyon etkisi, tuz etkisi vb.) ve
(Poly-B-CD-C6) disindaki formilasyonlarin £30 mV’den disuk zeta potansiyelleri
sonucu agregasyon egiliminden kaynaklanabilecegi dlisiiniilmektedir (110).

Lazzari ve ark. (226) tarafindan gerceklestirilen ve polimerik nanopartikillerin
gastrointestinal sivilarda stabilitelerinin degerlendirildigi bir calismada, Poli-laktik asit
(PLA) (-18 mV) nanopartikillerinin gastrik sivida 24 saat inkiibasyon sonrasinda
partikdl bayukliklerinde agregasyona bagli olarak %20’lik bir artis tespit edildigi ancak
poli-metilmetakrilat (PMMA) (-38 mV) nanopartikillerinde ise istatistiksel bir artis
olmadigi ve bu durumun PMMA nanopartikillerinin PLA nanopartikiillerine kiyasla
daha yuksek olan zeta potansiyellerinden ileri geldigi gdsterilmistir.

Zeta potansiyel degerleri goz 6nline alindiginda bitln formilasyonlar igin
baslangic degerlerine gore zeta potansiyellerin diisis ve nétrale yaklasma egiliminde
oldugu gozlenmistir. Ancak; (Poly-B-CD-C6) nanopartikilleri icin +44,2 mV olan
baslangic zeta potansiyel degeri, 8.saat sonunda simiile kolon sivisinda +39,9 mV
olarak gozlenmis ve stabil bir kolloidal sistem icin halen yeterli diizeyde yliksek
kalabildigi gortlmustir.

Plapied ve ark. (75) nanotaslyicilarin oral uygulama sonrasi gastrointestinal
kanal pH’si ve enzimler gibi degiskenler dolayisiyla degrade olabilecegini, bu sebeple
nanotaslyicinin gastrointestinal davranisinin ve fiziksel stabilitesinin degerlendirilerek
tasidigi ilaci gastrointestinal kanalda hangi segmente kadar koruyabileceginin in vitro
olarak degerlendirilmesinin gerekliligini vurgulamislardir.

(Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinin ortalama partikil blylklGgi, polidispersite

indeksi ve zeta potansiyel degerleri acisindan simile gastrointestinal sivilarin



169

tamaminda stabilitesini koruyabilir olusu nanopartikiler sistemde fiziksel olarak stabil
kalabildigine ve buna bagh olarak enkapsiile halde tasidigi CPT’yi de gastrointestinal
kanalin degisken pH ve c¢evresel kosullarindan koruyabilecegi yoniinde
yorumlanmistir (225). Buna bagli olarak da gastrointestinal kanalda kimyasal yapisi
bozulmadan enkapstile halde daha uzun siire kalabilen CPT’nin kalig siiresine ve
kimyasal stabilitesinin korunabiliyor olusuna bagh olarak ilag tasiyici sistemin CPT’nin
fizyolojik olarak etkinligi izerinde de olumlu yonde etkisi oldugu sonucuna variimistir

(293, 294).

5.3.6. Fiziksel Stabilite Calismalan

Hazirlanan amfifilik CD nanopartikillerinin kisa sureli fiziksel stabilite
calismalari B6lum 3.5.7.'de acgiklanan sekilde sulu dispersiyon halinde +4°C’de isiktan
korunarak saklanan ve 1 ay siresince belirli glinlerde (0., 1., 7., 14. ve 30.) 6rnekler
alinarak nanopartikillerin ortalama partikil buyaklGgd, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyel degerlerinin dlglilmesiyle gergeklestirilmistir.

(6-O-CAPRO-B-CD), CS-(6-O-CAPRO-B-CD) ve (Poly-B-CD-C6)
nanopartiklllerinde 1., 7. ve 14. glinlerde anlamli bir fark yokken, bu fark 30. glinde
anlamli hale gelmistir (p<0,05). PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerinde ise hicbir
zaman noktasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememis olmasina
ragmen ortalama partikil blyikliga ve polidispersite indeksi diger formulasyonlara
gore anlamh ol¢lide yiksek kalmaya devam etmistir. Ayrica PEI-(6-O-CAPRO-[B-CD)
nanopartikillerin 30. giin sonunda olcllen dislik zeta potansiyeline (+13,4) bagl
olarak partikillerin zaman icerisinde agregasyon egilimi gostermis olabildikleri ve
bununla iliskili olarak polidsipersite indeksi degerinin yine 30. giin sonunda 0,41
olarak olclilmesi partiktl blylUkligh dagiliminin genis bir aralikta oldugu seklinde
yorumlanmistir.

(Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinde 30. giin sonunda ortalama partikil
biydkliglu 150 nm ve polidispersite indeksi 0,274 olarak, diger t¢ formilasyondan
daha kiclk partikil biydkligh ve dar polidispersite indeksini koruyabildigi

gozlenmistir. Zeta potansiyel degerleri agisindan degerlendirildiginde (Poly-B-CD-C6)
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nanopartikilleri +40,2 mV baslangic degeri ve +37,9 mV 30. glin degeriyle diger 3
formiilasyondan daha yiliksek zeta potansiyele sahip olarak kalabilmistir. Bu durum,
zaman icerisinde partikillerin agregasyonuna bagli olarak gosterebilecegi stabilite

sorunu riskinin daha distk oldugu yoniinde degerlendirilmistir (108, 295).

5.4. Mukus ile Etkilesim ve Yapay Mukus Tabakasina Penetrasyon

Calismalan
5.4.1. Tirbidimetrik Tayin

Oral yolla uygulanmasi planlanan formilasyonlar i¢in gastrointestinal kanal
sivilarinda stabilite kadar énemli diger bir husus ise gastrointestinal kanalda kalis
suresinin uzatilabilmesidir. Boylece nanopartikiiler sistemin gastrointestinal epitelyal
hiicrelerle ve biyolojik membranlarla etkilesim siresi ve intestinal permeabiliteleri
artirilabilir ve/veya tasiyici sistemde enkapsile halde bulunan ilacin etkili bolgede
salimi icin yeterli slire saglanabilir. Oral olarak uygulanan birgok ilag tasiyici sistemin
biyoyararlanimini kisitlayan en 6nemli faktérlerden birisi gastrointestinal motilite
sonucu sistemden hizla fiziksel olarak uzaklastirilmasidir (120).

Nanopartikiler ilag tasiyici sistemlerin gastrointestinal kanalda mdsin sivisi ile
etkilesmesi ilag tasiyici sistemin boélgede kalis sliresinin uzamasini saglayabilmektedir.
intestinal kalis siiresinin uzamasi sonucu mukus tabakasina penetre olarak epitelyal
hiicre tabakasina ulasmasi gerekmektedir. Nanopartikiler ila¢ tasiyici sistemlerin
yuzey modifikasyonlari ve/veya yuzey yuklerinin degistirilmesiyle musin sivisi ile
etkilesimlerinin degistirilebilecegi ve mukoadezif 06zelliklerinin artirilabilecegi
bilinmektedir. Literatiirde, pozitif ylizey yikiine sahip nanopartikiiler ilag tastyici
sistemlerin veya pozitif yikli bir polimerle kaplama yapilan sistemlerin misin sivisi ve
mukus tabakasiyla daha yliksek oranda etkilestigi ve bunun sonucunda da intestinal
limende daha uzun sire kalabildigi belirtiimektedir (293, 296).

Tez c¢alismasi  kapsaminda  hazirlanan  dért  farkh  nanopartikil
formilasyonunun tamami icin mukusla etkilesim ve yapay mukus tabakasina
penetrasyon c¢alismalari Bolim 3.6. ve Bolim 3.6.1/de aciklandigi sekilde

gerceklestirilmis olup sonugclara iliskin bulgular ise Bolim 4.4. ve Bolim 4.5.”te
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sunulmustur. Sonuglara gore, bitin nanopartikillerin tim zaman noktalari icin (0.,
30., 60. ve 120. dk) misin ortaminda verdikleri absorbansin su ortaminda verdikleri
absorbansdan yiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Birbirleri ile
karsilastirildiklarinda ise pozitif ylizey ylikiine sahip (Poly-B-CD-C6), CS-(6-O-CAPRO-
B-CD) ve PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) formulasyonlarinin her bir zaman noktasinda negatif
ylzey yukli olan (6-O-CAPRO-B-CD) formilasyonundan daha yiiksek absorbans
verdigi dolayisiyla misin ¢ozeltisi ile daha yliksek oranda etkilestigi gézlemlenmis olup
ylzey yukinin katyonik olmasinin musinle etkilesim Uzerindeki etkisine iliskin
literatlirde sunulan ¢alismalara uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Unal ve ark. (45) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada da nanopartikdil
formilasyonlarinin yilizey yukinin pozitif olmasinin musinle etkilesimi arttirdigi
gosterilmistir. Benzer sekilde, Luo ve ark. (120) tarafindan oral kemoterapi amaciyla
gerceklestirilen bir baska calismada musin sivisinin icerdigi silfidril gruplarindan
dolayir negatif yikli (yaklasik -50 mV) oldugunu ve oral formulasyonlarin
hazirlanmasinda biyoadezyon amaciyla katyonik partikiller sayesinde miusinle
etkilesimin artirilabilecegi bildirilmistir.

Dort formiilasyon arasinda en yiliksek etkilesim PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) ve
(Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinde goézlenmistir. (Poly-B-CD-C6) formilasyonu igin
gozlenen bu durumun glicli katyonik etkiden ileri geldigi yorumlanmistir. PEI-(6-O-
CAPRO-B-CD) nanopartikilleri mdisinle kuvvetli etkilesse de, gerek partikdl
blydklGgu, polidispersite indeksi, enkapstilasyon etkinligi, in vitro salim verileri
gerekse stabilite verileri géz 6niline alindiginda istenen oOzellikleri tasilyamayan bir
formilasyon olmasi sebebiyle, misinle etkilesimleri kapsaminda degerlendirilen
formilasyonlar arasinda (Poly-B-CD-C6) nanopartikiillerinin daha umut veren bir
formilasyon oldugu degerlendirilmistir.

Nanopartikillerin  mukus varliginda karakterizasyon parametrelerinin
degerlendirilmesi calismalarina iliskin sonuclar Bolim 4.4.2.de sunulmustur. 120 dk.
siresince gerceklestirilen ve belirli zaman noktalarinda karakterizasyon
parametrelerin degerlendirilmesi esasina goére devam eden deney bulgularina gore,

hicbir nanopartikiil formulasyonunda 60. dk.’ya kadar ortalama partikil biyUkIGgu ve
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polidispersite indeksi acisindan istatistiksel olarak anlamh bir farkliik gézlenmemis
olup (p>0,05), 120.dk sonunda elde edilen bulgularda ise bitin formilasyonlarda 0.
dk verilerine gore anlamli farklilik gézlenmistir. Karakterizasyon parametrelerindeki bu
degisikligin ortam kosullarinin zorlayici etkisinden dolayl oldugu distintlmektedir.
120. dk sonunda (Poly-B-CD-C6) 108 nm ve 0,17 polidispersite indeksi degeriyle diger
3 formilasyona kiyasla en diistik ortalama partikil biylkligi ve polidispersite indeksi
degerlerine olan formilasyon olarak gozlenmistir.

Nanopartikillerin musin varlig§inda ve yoklugunda zeta potansiyellerinin
degerlendirildigi calisma bulgularina gére bitin formilasyonlarin zeta potansiyel
degerlerinde musinin negatif yikinln etkisi gbzlenmistir. Negatif ylizey yukli olan (6-
O-CAPRO-B-CD) nanopartikiillerinde zeta potansiyel musin yoklugunda -21,3 mV,
musin varliginda ise -25,8 mV olarak gozlenmistir. Katyonik 6zellik gbsteren diger (g
formiilasyonda ise zeta potansiyel degerlerinde diists gozlenmistir. Bu durum mdsinin
negatif yikli olmasiyla iliskilendirilmistir (297). Musin varliginda zeta potansiyel
degisimleri  degerlendirilen  nanopartikillerden, stabil ve agregasyonun
onlenebilecegi en umut veren formilasyonun +37,8 mV zeta potansiye degeri ile

(Poly-B-CD-C6) nanopartikilleri oldugu tespit edilmistir (111).

5.4.2. Yapay Mukus Tabakasina Penetrasyon

Oral yolla uygulanan ilag yikli nanopartikiillerin intestinal liimene ulagmalari
ve mukus tabakasi ile yeterli diizeyde etkileserek intestinal limen bdlgesinde kalis
siresinin uzatilmasi ile bagirsak epitelyal hiicre tabakasina ulasabilmesi
beklenmektedir. Bunun icin nanopartikillerin sulu mukus tabakasina penetre olmasi
gereklidir. Mdsin ile etkilesimin cok kuvvetli olmasi durumunda da miusin sivisina
hapsolan nanopartikillerin bir alt tabaka olan mukus tabakasina penetre olmasi ve
ardindan intestinal hiicre tabakasina ulasabilmesi zorlasmaktadir. Dolayisiyla misin
sivisi ile yeterli etkilesim ve ardindan mukus tabakasina penetrasyon asamalari bir
denge durumunda olmasi gereken, birbiriyle iliskili ve sirali iki stirectir (230, 298, 299).

Tez calismasi kapsaminda elde edilen nanopartikillerin mukus tabakasina

penetrasyonlarinin degerlendirilebilmesi amaciyla yapay mukus tabakasi modelinde
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gerceklestirilen deney sonunda en yliksek penetrasyon oranina sahip formulasyonun
%73 penetrasyon orani ile (Poly-B-CD-C6) nanopartikil formilasyonu oldugu tespit
edilmistir. CS-(6-O-CAPRO-B-CD) formilasyonu % 65 penetrasyon orani ile ikinci en
yuksek penetrasyon gosteren formilasyon olmustur. (6-O-CAPRO-B-CD) ve PEI-(6-0O-
CAPRO-B-CD) formilasyonlari ise yapay mukus tabakasina sirasiyla %50 ve %45
oraninda penetre olabilmistir. (Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinin glicli pozitif ylizey
ylkine sahip olmasi, deney modelinde yapay mukus tabakasi lizerinde bulunan
mdsin sivisi ile daha fazla etkileserek mukus tabakasina dogru daha fazla penetre
olabilecegi yoninde degerlendirilmistir (78, 88). Ayni durumun, CS-(6-O-CAPRO-f3-
CD) nanopartikillerinde de yizey yikinln bir sonucu olarak ikinci en yiksek
penetrasyon gosteren formilasyon olmasina imkan verdigi dislinGlmustur.

Mukozal penetrasyon calismalarinda ayrica CPT’in aktif lakton ve inaktif
karboksilat formlarinin miktar tayinleri de gergeklestirilmis olup, mukusla etkilesimin
fizyolojik kosullarda stabil olmayan CPT Uzerindeki etkisi de degerlendirilmistir.
Mukusa penetre olabilen toplam CPT miktari ve aktif lakton formunun oranlari
degerlendirildiginde; (Poly-B-CD-C6) nanopartikiillerinin hem toplam CPT (%73) hem
de aktif lakton formu (%52) agisindan mukusa en fazla penetre olabilen formilasyon
oldugu gorilmistir. Tez calismamizda elde edilen bulgular ile siklodekstrinlerin
literatlirde belirtilen intestinal permeabilite arttici etkileri 6zellikleri uyumludur (300,
301).

Loftson (302), CD nanopartikilleri ile mukozal membranlarin olusturdugu iki
temel engelin asilabilecegini ve boylece intestinal permeabilitenin artirilabilecegini
belirtmistir. Bu kapsamda acikladigi ilk engel sulu misin ¢ozeltisidir. CD ile hidrofobik
yapidaki ilaglarin  suda ¢ozlnGrlGgl artirllarak diflizyon bolgesinde ilag
konsantrasyonu ve pasif difizyon artirilabilmektedir. Karsilasilan ikinci engel ise
protein etkilesimidir ve CD nanopartikillerinin hidrofilik dis ylizeyi sayesinde protein
etkilesimin en aza indirilmesiyle mukus tabakasina penetrasyonunun artirildigi
bildirilmistir.

Mazzaferro ve ark. (303) tarafindan CD’lerin intestinal permeabilite artirici

etkisinin arastirlldigi bir calismada, ex vivo olarak rat intestinal modelinde
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dosetakselin intestinal permabilitesinin hazirlanan CD nanopartikdlleri ile belirgin
sekilde arttigi bildirilmistir. Benzer sekilde, Unal ve ark. (45) tarafindan gerceklestirilen
calismada, Polikaprolakton (PCL), (6-O-CAPRO-B-CD) ve CS-(6-O-CAPRO-B-CD)
nanopartikll formilasyonlarinin mukozal penetrasyonlari karsilastiriimistir. Yapay
mukus modelinde gerceklestirilen calisma sonunda en vyiksek mukozal
penetrasyonun sirasiyla CS-(6-O-CAPRO-B-CD), (6-O-CAPRO-B-CD), PCL nanopartikiil
formilasyonlarinda elde edildigi gosterilmistir Bu durum CD ile intestinal
permeabilitenin artirilabilecegi ve ayrica CS kaplama ile pozitif ylizey yiki kazanan
nanopartikillerin musinle etkilesiminin artarak daha yiliksek mukozal penetrasyona
da imkan saglayacagini gbstermistir.

Elde edilen nanopartikillerin musin sivisi ile etkilesimleri ve mukus tabakasina
penetrasyonlarinda ylizey yiki ve CD materyali yaninda nanopartikilin ortalama
partikil baylkliglinin kiglik olmasinin da etkili oldugu dusinilmektedir (304).
Herhangi bir kaplama materyali olmaksizin hazirlanan (Poly-B-CD-C6) nanopartikdil
formulasyonunun, en kiigtik partikil blyuklGgu ve en yiiksek pozitif zeta potansiyeline
bagh olarak yapay mukus tabakasina yiksek penetrasyon kabiliyeti literatiirle de
uyumludur (305, 306).

Oral uygulanabilir bir nanopartikiiler sistem gelistirilebilmesi icin partikilin
intestinal limende miusinle etkilesimin yeterli seviyede olmasi, mukoadezif 6zellik
gosterebilmesi ve ardindan mukusa penetrasyonunun da bir denge icerinde
gerceklesebilmesi gerektigi bilinmektedir (133). Gerek misinle etkilesim, gerekse
mukusa penetrasyon kabiliyeti acisindan  tim  formilasyonlar  birlikte
degerlendirildiginde, karakterizasyon parametreleri de g6z 6niline alinarak (Poly-B-CD-
C6) nanopartikillerinin elde edilen diger formilasyonlara kiyasla en uygun ve umut

vaaden sonuclari sunabildigi gézlenmistir.
5.5. In vitro Hiicre Kiiltiirii Galigmalar

Tez c¢alismasi kapsaminda amfifilik CD tirevlerinden elde edilen
nanopartikiillerin in vivo deneyler oOncesi glivenlik, antikanser etkinlik ve

permeabiliteleri Gg farkl in vitro hiicre kiltirG galismasi ile degerlendirilmistir.
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Karakterizasyon ve hiicre kiltliri calismalari sonrasinda optimum formiilasyon ile
kolon tlimoru indlklenmis farelerde in vivo hayvan deneyleri gerceklestirilmistir.

ilag yiikli olmayan bos amfifilik CD nanopartikiillerinin giivenlik calismalari
Bolim 3.8.1/de agiklanan sekilde gergeklestirilmis olup sonuglari ise Bolim 4.6.1.de

sunulmustur.
5.5.1. Giivenlilik Calismalari

Bu kapsamda, insanlara uygulanmasi planlanan polimerik sistemlerin
glvenliligi USP 28’de standart olarak tavsiye edilen L929 hiicre hattinda in vitro olarak
arastirilmistir (249). Sekil 4.28.’de sunulan bulgulara gore PEI-(6-O-CAPRO-B-CD)
nanopartiklllerinin ¢alismanin gergeklestirildigi bltlin seyreltme oranlarinda gerek
kontrol grubuna gerekse diger formilasyonlara kiyasla 6énemli oranda sitotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir. Tez calismamiz kapsaminda, elde edilen nanopartikiillere
katyonik 6zellik kazandirmak amaciyla ylizey kaplama polimeri olarak kullanilan PEI'in
Ozellikle gen terapisi, nanotasiyici sistemler gibi alanlarda kullanilmasinin yaninda
onemli toksik etkilerinin bulunabildigi, bu etkilerin azaltilmasina yonelik ¢alismalarin
ve yeni tirevlerinin  gelistirilme ¢alismalarinin  varligindan literatlrde
bahsedilmektedir (307, 308).

Kafil ve ve ark. (309) tarafindan gerceklestirilen bir calismada, lineer ve
dallanmis olmak Uzere farkli PEl tirevleri ile hazirlanan nanopartikillerin A431
hiicreleri lizerine sitotoksisiteleri arastirilmis ve PEl polimeri yapisinin lineer veya
dallanmis olmasinin  hazirlanan nanopartikillerin  sitotoksisitelerinde etkisi
incelenmistir. Calisma sonunda, dallanmis PEI tiirevlerinde daha yliksek sitotoksisite
gozlendigi ve s6z konusu sitotoksisitenin hiicreler Gizerinde DNA hasari ve apoptozis
mekanizmasini indiklemesi sebebiyle olustugu bildirilmistir.

Benzer sekilde, Xia ve ark. (310) tarafindan gerceklestirilen calismada, farkh
PEI tilrevleri ile ylizey modifikasyonu gerceklestiriien mezoporlu silika
nanopartikillerinin PEI kaynakli sitotoksisiteleri degerlendirilmis ve PEI'in molekiil

agirligi arttikca sitotoksisitesinin de arrtigi bildirilmistir.
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ilgili calismalar 1siginda degerlendirildiginde, PEI kapli olmayan (6-O-CAPRO-B-
CD) nanopartikillerinde benzer bir toksisitenin gorilmemesi, s6z konusu toksik
etkinin PEl kaynakh oldugunun degerlendirilmesine neden olmustur. Bu sebeple,
calisma kapsaminda kaplama materyali olarak kullandigimiz PEl'in, elde edilen
nanopartikiillerde kanser hicreleri Uzerinde yliksek oranlarda oldirtct etkili
olabilmesinin sebebinin gdzlenen énemli sitotoksisite oldugu distnilmustir (291,
307-309).

(6-O-CAPRO-B-CD), CS-(6-O-CAPRO-B-CD) ve (Poly-B-CD-C6)
nanopartikillerinin ise L929 hiicreleri lizerinde toksisite olarak degerlendirilecek bir
hiicre 6limine sebep olmadigi, 1:32 seyreltmeden itibaren hiicre canliiginin %80
Uzerinde bulundugu ve daha diisiik konsantrasyonlara dogru hiicre canhliginin daha
da arttigi gozlenmistir. CS-(6-O-CAPRO-B-CD) formiilasyonunda hiicre canlihiginin
kontrol grubuna gore daha yiksek ¢ikmis olmasi ise kitosanin hiicrelerin yasamsal ve
beslenme faaliyetlerinde ihtiyaglarini karsilayabiliyor olusuyla iliskilendirilmistir (311).

L929 hiicre hatti lzerinde 24 saat slireyle, farkh seyreltme oranlariyla
uygulanan ila¢ yikli olmayan bos nanopartikil formilasyonlarinin giivenliliginin
degerlendirilmesi sonucunda, PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikilleri disindaki Gg¢
formilasyonun glivenli oldugu gortlmustir. Ayrica, in vitro kosullardaki sitotoksisitesi
seyreltme ile azalan nanopartikllerin, in vivo kosullarda viicut sivilarinda daha fazla
seyrelmeye ugrayacak olmalari nedeniyle de giivenli oldugu yorumlanmistir (312).

Guvenlilik calismalari sonunda; antikanser ilag yiikli (6-O-CAPRO-B-CD), CS-(6-
O-CAPRO-B-CD) ve (Poly-B-CD-C6) nanopartikiillerinin, kanser tedavisinde
kullanilmasi durumunda, ilag¢ tasiyici sistemin kendisinden kaynakli olacak sekilde
saglikh hiicreler izerinde toksisite gostermedigi, dolayisiyla s6z konusu (g ilag tasiyici

nanopartikiler sistemin giivenli olarak degerlendirilebilecegi diisinilmustdr.
5.5.2. Antikanser Etkinlik Caligmalari

Hazirlanan CPT yikli ve bos nanopartikillerin antikanser etkinliklerinin
incelenmesi amaciyla HT-29 insan kolon kanseri hiicre hattinda esdeger

konsantrasyondaki CPT ¢ozeltisiyle karsilastirmali olarak hicre kultiiri ¢alismalari
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gerceklestirilmistir. Calisma Bolim 3.8.2/de agiklanan sekilde; dort farkl
nanopartikllin ilag yikli ve yikli olmayan formulasyonlarinin, 2 farkli inkiibasyon
sUresi icin (48 saat, 72 saat) esdeger konsantrasyondaki CPT’nin c¢ozeltisi ile
karsilastiriimasiyla gergeklestirilmis olup, bulgular Bolim 4.6.2.de sunulmustur.

L929 hiicre hatti Gzerinde gergeklestirilen glivenlik galismalarindan elde edilen
sonuglarla bir arada degerlendirildiginde, bitiin konsantrasyonlarda ilag ytkli olan ve
olmayan PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerinin kanser hiicreleri Uzerinde de
belirgin toksisite gosterdigi ve s6z konusu durumun kaplama materyali PEI kaynakli
oldugu bilinmektedir. Bu durumda, PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikillerinin kanser
hicreleri Gizerinde de gozlenen sitotoksisitesi olumlu olarak degerlendirilememistir.
Zira s6z konusu nanopartikil formilasyonu ayni etkiyi bos nanopartikiillerle hem
saglkli L929 hem de kanserli HT-29 hiicreleri lizerinde gostermistir ve segici olmayan
genel bir toksisiteyi isaret etmektedir. Diger yandan PEIl icermeyen nanopartikil
formilasyonlarinin kolon kanser hiicreleri (izerine etkisi incelendiginde Umit verici
bulgular ortaya ¢ikmistir.

(Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinin, (6-O-CAPRO-B-CD) ve CS-(6-O-CAPRO-(3-
CD) nanopartikiillerine kiyasla benzer ve/veya daha yiksek antikanser etkinlik
gosterdigi, hilicre canliliklari incelendiginde goriilmektedir. Bu durumun, glgli
katyonik ozelliginden dolayi hiicre membrani ile etkilesiminin ve buna bagh olarak
hicre icine aliminin artmasiyla gerceklesebilecegi dlisiinilmektedir (108).

Varan ve ark. (156) tarafindan gerceklestirilen ve farkh yizey yiiklerine sahip
nanopartikillerin hiicre canlihig lizerine etkisinin degerlendirildigi calismada, negatif
yukli hicre membrani ile katyonik nanopartikillerin etkilesiminin daha yiksek
oldugu bildirilmis ve bu durumun hiicre membranindaki kolesterol ve fosfolipit gibi
negatif yukli molekillerle etkilesimden ileri geldigi gosterilmistir. Benzer sekilde,
Verma ve ark. (313) tarafindan gerceklestirilen bir baska c¢alismada,
nanomateryallerin hiicresel etkilesim ve hiicre icine alim mekanizmalarinda
nanomateryalin yizey o6zelliklerinin ve zeta potansiyelinin yorumlarimizla uyumlu

olarak 6nemi vurgulanmistir.
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Nanopartikul formilasyonlarinin antikanser aktivitelerinin
degerlendirilmesinde inklibasyon siiresi olarak secilen 48 ve 72 saat, hiicrelerin
proliferasyon yetenek ve sirelerinin bir ifadesi olan “doubling time” sliresi ve
nanopartiklllerin in vitro salim profilleri gbz 6nline alinarak belirlenmistir. Literatilirde
HT-29 hiicreleri igin “doubling time” 2-4 giin olarak belirtiimektedir (314). Bu sire
hlcre sayisinin iki katina c¢ikabilecegi proliferasyon siresini ifade etmektedir ve
formilasyonlarin antikanser aktivitelerinin degerlendirilebilmesinde sonuglarin
gercekciligi bakimindan 6nemlidir.

In vitro salim profilleri acgisindan degerlendirildiginde ise amfifilik CD
nanopartikil formilasyonlari ile 24 saat siiresince devam eden bir salim profilinin
elde edilebilmis olmasi, antikanser etkinlik degerlendirilmesinde 48 saat ve 72 saatlik
inkGibasyon siiresi ile CPT’in nanopartikillerden saliminin tamamlanmasi ve hiicrede
birikerek aktivitesinin degerlendirilebilmesine literatiir bilgileri ile uyumlu olarak
imkan vermistir. CPT’in topoizomeraz | inhibitori olarak hicre siklusunda DNA
sentezinin gerceklestigi S-fazinda inhibitor aktivitesi ile sitotoksik etki gosterdigi
bilinmektedir (315).

Lalloo ve ark. (316) CPT’in DNA sentezi inhibisyonu ile antikanser aktivite
gosterebildigi S-fazinin hicre siklusunda kisa siren bir faz olmasi sebebiyle tekrarli
uygulama veya uzatilmis salimh formulasyonlar ile ilgili fazda hiicre 6limiinin
artirilabilecegini belirterek, CPT ve analoglarina artan maruziyet slresiyle birlikte
tedavi etkinliginin arttigini da géstermislerdir.

Benzer sekilde, Unal ve ark. (147) CPT yiiklii CD nanokapstil formiilasyonlarinin
MCF-7 hiicre hattinda antikanser aktivitesini degerlendirdikleri calismada, MCF-7
hiicrelerinin “doubling time” sliresinin 38 saat olmasini g6z 6niinde bulundurarak
nanokapsil formulasyonlarinin antikanser aktivitelerini degerlendirebilmek amaciyla
¢alismalarini 48 saatlik inkiibasyon sliresi olacak sekilde tasarladiklarini bildirmislerdir.

(6-O-CAPRO-B-CD), CS-(6-O-CAPRO-B-CD) ve (Poly-B-CD-C6)
formilasyonlarinin, bitiin zaman noktalarinda ve konsantrasyonlarda, esdeger

miktardaki CPT ¢ozeltisine gore anlamh derecede (p<0,05) daha fazla hiicre 6limiine
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sebep olabilmis olmasi, nano formiilasyondan beklenen artmis terapotik etkinin
saglanabildigini gostermektedir.

ilacin organik ¢dziicii icindeki ¢ozeltisi ile kiyaslandiginda, 48 saat verilerine
gore; 0,01 pg/mL konsantrasyonda sadece (Poly-B-CD-C6) ve PEI-(6-O-CAPRO-B-CD)
nanopartikilleri, 0,1 ug/mL ve 0,5 ug/mL konsantrasyonda ise buttin nanopartikiller
anlamli derecede (p<0,05) daha yiiksek antikanser etkinlik géstermistir. ilag ¢ozeltisi
ile kiyaslanadiginda, 72 saat verilerine gore ise; butin nanopartiklller dort
konsantrasyonda da artan etki sliresine paralel olarak anlamli derecede (p<0,05) daha
yliksek antikanser aktivite gostermistir. Ayrica; hlicre canhligl ylzdesi géz Oniine
alindiginda doza ve zamana bagli en uygun profili (Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinin
gosterdigi ve calisilan bltlin konsantrasyon ve zaman noktalarinda ilag ¢ozeltisine
gore anlamli olarak daha yiiksek antikanser aktivite gosterdigi gorilmektedir (316).

Elde edilen bulgular, CPT’nin amfifilik CD nanopartikillerine enkapsiile
edilmesiyle, c¢ozeltisi halinde kullanilmasi durumuna gore daha yiksek antikanser
etkinlik saglandigini gostermektedir. Antikanser etkinin artmasi, tasarlanan ilag
taslyict  sistemin, ylzey vyuki ve partikil blylkligu gibi karakterizasyon
parametrelerine bagli olarak hiicresel etkilesimi ve hiicre icine alimininin derecesine
gore degisebilmektedir. Bu kapsamda elde edilen bulgularin aciklandigi lizere

literatiirle de uyumlu gézlenmistir (269).
5.5.3. intestinal Permeabilite Calismalari

Hazirlanan ilag yukli amfifiik CD nanopartikillerinin  intestinal
permeabilitelerinin arastiriilmasi amaciyla in vitro hiicre kiltirli calismalari
kapsaminda Caco-2 hiicre hattindan gecis calismalari Bolim 3.8.3'te aciklandigi
sekilde gerceklestirilmis olup, ¢calismaya iliskin sonuglar Bolim 4.6.3."de sunulmustur.
Deney sonuglarina gore hesaplanan goriinlir permeabilite katsayisilari (Papp)
arasindaki siralama; CS-(6-O-CAPRO-B-CD) > (Poly-B-CD-C6) > (6-O-CAPRO-B-CD) >
PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) > CPT olarak tespit edilmistir.

Oral yolla uygulanmasi planlanan formiilasyonlarin intestinal llimende

intestinal hiicre tabakasina permeabilite kabiliyetleri dokulara penetre olabilmesi ve
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etki gosterebilmesi agisindan, daha da ileri asamada sistemik dolasima gegebilmesi
bakimindan énemlidir (233).

Deney kapsaminda model hiicre hatti olarak kullanilan Caco-2 hiicre hattinin
transwell tabakasi Uzerinde olusturdugu tek tabakali hiicre yapisinin intestinal
[imende epitelyal hiicre tabakasini taklit ederek nanopartikil formulasyonlarinin
ve/veya ilacin saf halinin intestinal bariyerleri asabilme kabiliyetlerinin
degerlendirilebilmesi, olusan hiicre tabakasinin saglamligina ve transepitelyal
elektriksel direncglerine (TEER) baglidir (233).

Bulgular incelendiginde, nanopartikiil formilasyonlari ile CPT'nin gorinir
permeabilite  katsayinin  ¢ozelti formuna  kiyasla;  CS-(6-O-CAPRO-B-CD)
formiilasyonunda 2,9 kat, (Poly-B-CD-C6) formilasyonunda 2,76 kat, (6-O-CAPRO-§-
CD) formiilasyonunda 2,16 kat, PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) formiilasyonunda ise 1,64 kat
artis saglandigi tespit edilmistir. En ylksek gorinir permeabilite katsayisinin CS-(6-O-
CAPRO-B-CD) nanopartikillerinde elde edilmesinin, nanopartikil ylzeyinin CS ile
modifikasyonu sonucu kazandigi pozitif ylik sayesinde hiicresel etkilesiminin artmasi
ve CS sayesinde hiicreye adhezyonunun ve hiicre ylizeyinde kalis siiresinin artmis
olmasiyla ilgili oldugu degerlendirilmistir. CS ayrica bilinen bir penetrasyon artirici
eksipiyan olup, bu formilasyonda intestinal permeabilitenin artisina olum etki yaptigi
dislntlmastir.

Unal ve ark. (147) tarafindan gerceklestirilen, CPT yiikli anyonik ve katyonik
nanopartikillerin Caco-2 hiicre tabakasindan permeabilitelerinin arastirildigi bir
¢alisma da benzer sonuclar elde edilmis ve CS kaplanarak katyonik 6zellik kazandirilan
nanopartikillerin  anyonik formuna kiyasla Caco-2 hiicre tabakasindan
permeabiltesinde %50 artis  saglandigi  bildirilmistir. Bu baglamda
degerlendirildiginde, ikinci en yiiksek permeabilite artisini saglayabilen formulasyon
olan (Poly-B-CD-C6) ile CPT c¢ozeltisine kiyasla 2,76 katlik bir artis gbzlenmis olup bu
durumun temelinde de katyonik ylizey ylikiinin etkisi distnilmustar.

Ayrica, (Poly-B-CD-C6) nanopartikiillerinin diger formilasyonlara kiyasla
belirgin derecede daha diisiik olan ortalama partikil biydkliginin, Caco-2 hiicre

tabakasindan permeabilitesini kolaylastirmis olabilecegi diistinilmustdir.
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Derakhshandeh ve ark. (317) partikil baydklGginin Caco-2 hiicre
tabakasindan gecis Uzerindeki etkisini arastirmislardir. Bu amagla, farkh partikdil
blyukliklerinde CPT yukli PLGA nanopartikllleri hazirlamis ve permeabiliteleri
arastirilmistir. Sonuglar partikal biylkliginin 100 nm’den 950 nm’ye kadar kademeli
olarak artirilmasiyla CPT yikli PLGA nanopartikillerinin Caco-2 hiicre tabakasindan
permeabilitelerinin azaldigini gdstermistir.

Ayrica, ¢alisma kapsaminda model etkin madde olan CPT’'nin aktif lakton ve
inaktif karboksilat formlari arasinda, fizyolojik ortamda nétral ve bazik pH’larda hizla
aktif lakton formdan inaktif karboksilat forma gecisinin s6z konusu oldugu ve inaktif
formun biyolojik membranlardan diflizyonunun aktif lakton forma kiyasla daha yavas
ve diistk oldugu bilinmektedir (318).

Permeabilite galismalarinin gergeklestirildigi pH 7,4 kosulu ise serbest haldeki
CPT’nin aktif lakton formundan inaktif karboksilat forma gecisini indikleyen bir
etkendir. Bu baglamda, in vitro salim profili agisindan kismen daha yavas salim
gostermis olan ve partikil blyikliglnin daha kiglk olmasi sebebiyle diger
formilasyonlara gore intestinal hiicre bariyerinden daha hizli ve kolay difiize olabilen
(Poly-B-CD-C6) nanopartikillerinin, CPT'nin intestinal hiicre tabakasindan stabil
formunda ve etkin sekilde permeasyonuna daha yiksek oranda imkan verebilmis
oldugu disinlilmektedir.

Tam bilgiler 1s1g8inda, enkapsiile bir sistemde uygulanan CPT’nin ortamin
fizyolojik kosullarindan korunarak hidrolizinin ve inaktif karboksilat formuna
donlsimiiniin yavaslatilarak ve/veya engellenerek etkin maddenin stabil halde
korunmasinin mimkin olabilecegi, sonrasinda ise aktif lakton formu halinde
korunabilen CPT’nin intestinal hiicre tabakasindan inaktif formu olan karboksilat
formuna kiyasla daha yiiksek oranda diflize olabilecegi bu calismada gorilmdstar.

Bitlin formilasyonlarda, CPT'nin c¢oOzelti formuna goére daha vyiksek
permeabilite katsayisinin elde edilebilmesinde de aciklanan sebebin etkili olabilecegi
degerlendirilmis olup, formilasyonlar arasinda partikil buydklGga, yizey yuki,
nanopartikller sistemin enkapsilasyon etkinligi, salim profili ve enkapsiile halde

tasidigi CPT'yi fizyolojik kosullardan koruyabilme derecelerinin farkliigina goére
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gorinilr permeabilite katsayilarinda farkli oranlarda artis saglanabilmistir (109, 319,
320).

In vitro deneyler sonunda, bitlin bulgular g6z 6niine alindiginda;

- Partikdl buyiklugi 13519 nm, polidispersite indeksi 0,27, zeta potansiyeli
+40+1 mV olan,

- CPT enkapstilasyon etkinligi %35 olan ve tasidigi CPT’i en az %50 oranda kolon
bolgesine ulastirabildigi in vitro salim deneyleri ile tespit edilen,

- Gastrointestinal simle sivilarda ve kisa siireli stabilite sonuglarinda partikdil
biyuakligu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli agisindan stabil kaldig
yorumlanan,

- Mukusla etkilesimi ve mukozal penetrasyonu yiiksek,

- CPT yiikli olmayan bos nanopartikilleri L929 hicreleri lizerinde sitotoksik
olmayan,

- CPT yuklG nanopartikilleri HT-29 hiicreleri tizerinde CPT ¢Ozelti formuna gore
daha yuksek antikanser etki gosteren,

- Caco-2 hicrelerinden CPT’in ¢ozelti formuna gore 2,7 kat daha yuksek
permeabilite gosteren,

Poly-B-CD-C6 nanopartikil formiilasyonu umut vaadeden formiilasyon olarak

yorumlanmis ve s6z konusu formiilasyon ile in vivo deneylere devam edilmistir.
5.6. in vivo Etkinlik ve Goriintiileme Calismalari

Tez calismasi kapsaminda gelistiriimis olan dort farkli nanopartikiil
formilasyonu arasindan in vitro karakterizasyon ve hiicre kiltlri calismalarina ait
bitln bulgular bir arada degerlendirildiginde en iyi sonuglarin elde edildigi ve in vivo
deneyler icin optimum formilasyon olacagina karar verilen Poly-B-CD-C6
nanopartikiil formilasyonu ile in vivo etkinlik ve glvenlik c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Gamboa ve ark. (321) oral nanopartikiler ilag tasiyici sistemlerin
etkinlik ve givenliginin degerlendirilmesi amaciyla icin her ne kadar detayl in vitro
modeller mevcut olsa da nihayetinde in vivo deneylerin gergeklestirilmesinin gerekli

oldugunu vurgulamislardir.
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Bu kapsamda yuritilen in vivo calismalar 4 temel bashk altinda ylritilmUstdr.
Bunlar;
1. Farelerde cerrahi olarak kolorektal tiimo6r olusturulmasi,
2. Erken evre timor modelinde tedavinin etkinliginin degerlendirilmesi,
3. Geg evre timor modelinde tedavinin etkinliginin degerlendirilmesi,
4

Gorantileme galismalaridir.
5.6.1. Farelerde Cerrahi Olarak Timoér Modeli Gelistirilmesi

In vivo calismalarin ilk asamasini, farelerde cerrahi olarak kolorektal
timorlerin indiklenmesi sireci olusturmaktadir. Bu amagla, literatlirde mevcut
calisma ve vyontemlerden vyararlanilarak modifiye bir yontem gelistirilmistir.
Literatlirde, farelerde kolorektal karsinogenez gelistirmek amaciyla kimyasal
indiksiyon ve ortotopik olarak hiicre inokiilasyonu olmak Uzere farkh esaslara
dayanan tiimoér modelleri mevcuttur (235-237, 322, 323).

Kimyasal indiksiyonla gergeklestirilen modellerde, timor gelisimi igin gerekli
slrenin uzun olmasi ve primer timor gelisme boélgesinin degiskenlik géstermesi s6z
konusudur (324, 325). Ortotopik yontemler ise hem zaman kontrolii hem de primer
odagin ve timor gelisim bolgesinin daha net belirlenebilir olmasi sebebiyle
calismamizin amaclarina daha uygun olarak yorumlanmistir (237, 326, 327).

Tez kapsaminda, cerrahi olarak ¢ekum submukozasina inokiile edilen CT-26
fare kolon karsinoma hiicreleri ile 8. glinden itibaren palpe edilebilir bir primer timor
odagi ve sakrifiye edilen farelerin abdominal bdlgesinin cerrahi olarak acilarak
incelenmesi sonucunda inokilasyon bdélgesi olan ¢ekumdan baslayan ve basta kolon
olmak Uzere bagirsak bolgesine spesifik ve lokalize timorler olustugu teyit
edilebilmistir. Primer timor odaginin cekum boélgesinde olusu, yontemde uygulanan
inoktilasyon bélgesinin cekum olmasindan kaynaklanmis olup beklenen ve istenen bir
sonu¢ olarak degerlendirilmistir (235). CT-26 hiicrelerinin inokilasyonu sonrasi
zamanin fonksiyonu olarak oncelikle primer timor odaginin ardindan ise sekonder
timorlerin olustugu goézlenmis olup bulgularin literatiirdeki 6nceki calismalarla

uyumlu oldugu tespit edilmistir.
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Tumor indiklenen farelerde 7. glinden itibaren abdominal siglik olustugu ve
tedavi edilmeyen grupta so6z konusu sisligin giderek artarak farelerin genel
durumlarinin kotilestigi tespit edilmistir. Bu durumun, CT-26 fare kolon karsinoma
hiicresi inokiilasyonu yapilan bdélgede, hiicrelerin ¢ekum submukozasina penetre
olarak ¢ogalmasi sonucu timor olusumuna bagli asit sivisi birikmesi sebebiyle oldugu
ve literatlirde timor olusum siirecinde gozlenen ascites tablosuyla uyumlu oldugu
degerlendirilmistir (328, 329).

Terracine ve ark. (235) benzer sekilde, farelerde metastatik kolon kanseri
modeli gelistirmek amaciyla gergeklestirdikleri ¢calismada, CT-26 hiicrelerinin cerrahi
olarak c¢ekum submukozasina inokiilasyonu ile farelerde kolon kanser modeli
olusturabildiklerini ve modelin metastatik karakteri bakimindan da kolon kanseri
tablosuna benzer sekilde lenf nodlari ve karacigere metastaz egilimde oldugunu
bildirmislerdir. Yontemde, post-operatif olarak 20.glin sonunda farelerin %89’inin
hayatta oldugunu gosterek, ydontemin deneysel arastirmalar amaciyla uygulanabilir bir
oldugunu bildirmislerdir.

Xu ve ark. (330) ise kolon kanseri tedavisine yonelik olarak hazirladiklari oral
uygulanabilir nanopartikiler sistemin etkinligini degerlendirmek lzere Terracine ve
ark. (235) tarafindan belirtilen yontemle farelerde gerceklestirdikleri kolon kanseri
modeli tizerinde galismiglardir. Yontemin, ¢alismanin amacina uygun ve tekrarlanabilir
oldugunu belirterek, hazirlanan oral nanopartikiler sistemin kolon timéri modelinde
etkinliginin degerlendirilebildigi gbsterilmistir.

In vivo deneylerin iki farkli evresini olusturan erken evre timoér modeli ve ge¢
evre timor modelinde farelerde oral nanopartikiiler tedavinin etkinliginin
degerlendirilmesi amacglanmis olup, cerrahi olarak timor olusturulmasi sonrasi 10.
GUn erken evre timor modelini temsil ederken, 17. glin ge¢ evre tUimor modelini
temsil etmistir.

Erken evre timor modeli uygulanan farelerde, 10. glinde primer timor
odaginin ¢cekum submukozasinda oldugu, kolon ve bagirsagin diger bolgelerinde ise
sekonder olusumlar seklinde poliplerin varhgi gézlenmistir. Geg evre timor modelini

temsil eden, 17. glinde ise erken evre modele gore ¢cok daha biyik bir primer timor
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odagi gozlenmis olup, kolon ve bagirsak bolgesinin dnemli 6lglide tiumor kitleleri
tarafindan sarilmis oldugu gozlenmistir. Bahsedilen bulgulardan hareketle, farelerde
kolorektal timor olusturulmasi amaciyla gelistirilen ve uygulanan yéntemin basarili
bir model oldugu degerlendirilmis olup, yontem sonunda kolorektal timor
indliklenen farelerde timor kitle buylGkligh ve bodlgesel dagiliminin zamanin
fonksiyonu olarak arttigi gortlmustar.

Gerek erken evre gerekse gec evre timor modelinde teyit amaciyla sakrifiye
edilerek kolon ve bagirsak yapilari ve ¢cevre dokulari incelenen farelerde timorlerin
kolon ve bagirsak bolgesine spesifik ve lokalize olarak olustugu, cevre doku ve
organlarda modele baglh olarak farkh bir primer timor olusumu gézlenmedigi tespit
edilmistir. Ge¢ evre kolorektal kanser modelinde, timorlerin karacigerde metastaz
yapabildigi, bu durumun uygulanan yontemin olagan kanser tablosu slirecinde de
gozlenebilecek fizyolojik ilerlemeyi temsil etmesi acgisindan uyumlu olarak

disltintlmastir (235).
5.6.2. Kolorektal Tiimorlii Farelere Uygulanan Tedavinin Etkinligi

Kolorektal kanser modeli gelistirilen farelerde tedavi etkinliginin
degerlendirilmesi sonucunda elde edilen ve Bolim 4.7.2’de sunulan bulgular
yorumlandiginda erken evre timor modelinde ve geg evre timoér modelinde tedavi
etkinliginin farkl sonuglar sundugu goézlenmistir.

ilk olarak geg evre kanser modelinde tedavi etkinligi degerlendirilmis olup
deney sonunda farelerden cikarilan timor kitlelerinin agirliklari olglilmustir. CPT
sispansiyonu ve CPT yukli nanopartikil formuilasyonu gruplarinin, herhangi bir
tedavi uygulanmayan kontrol grubu ve bos nanopartikil grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derece daha diislik timor agirligina sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
durum literatir verileri ile uyumlu olarak yorumlanmistir zira 6zellikle kolorektal
kanserlerde CPT’in glicll antikanser aktivitesi literatirde acikc¢a belirtilmektedir (318,
331-333). Tedavi uygulanmayan kontrol grubu ile bos nanopartikiil grubu arasinda
herhangi bir farkin gézlenmemis olmasi da tez calismasi kapsamindaki hiicre kiltiria

calisma bulgularini destekler niteliktedir ve ilag tasiyici sistemin tek basina
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farmakolojik olarak bir aktivitesinin olmadigi teyit edilebilmistir. CPT slispansiyonu
grubu ile CPT yikli nanopartikil grubu arasinda timor agirligi agisindan fark
gozlemlenmis olup CPT nanopartikil formulasyonu ile timor kitlesi agirhginin daha
az oldugu tespit edilmistir ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gorilmustir.

Bu durum, ge¢ evre kanser modelinde farelerin genel durumlarinin kanser
tablosunun ilerlemesine bagli olarak kotilesmesi sonucu tedavi siiresinin kisitl olmasi
ve ilerleyen kanser tablosundan o6tiri ani fare oltimleri ile iliskilendirilmistir. Bu
nedenle, CPT slspansiyonu ve CPT yikli nanopartikil formilasyonu ile tedavi
etkinliklerinin ayirt edilmesi igin yeterli siirenin olmadigi seklinde yorumlanmistir.

Bu amacgla, ge¢ evre kanser modelinde elde edilen bulgulardan hareketle CPT
siispansiyonu ve CPT yikli nanopartikil gruplari icin erken evre kanser modelinde de
tedavi etkinligi degerlendirilmistir. Deney sonunda farelerden ¢ikarilan timor kitleleri
yonlinden CPT slispansiyonu grubu ile CPT yiklli nanopartikil grubu arasinda anlaml
bir fark (p<0,05) gozlenmis olup, CPT yikli nanopartikil grubu ile tedavi edilen
gruptaki timor kitlelerinin agirhginin daha kiigik oldugu tespit edilmistir.

Bu durum, erken evre kanser modelinde farelerin oral yoldan uygulanan
tedaviye cevap verebilmesine imkan verecek sire tedavi uygulanabilmesi, ilerlemis
kanser tablosundaki gibi ani fare 6limlerinin gézlenmemesi ve daha uzun siire
dozlama yapilabilmesinin, gruplar arasinda formiilasyona bagli olasi farkin daha net
gozlenebilmesine imkan vermesi olarak yorumlanmistir (236, 322).

Benzer sekilde, Zhang ve ark. (27) kimyasal indiksiyon yontemiyle kolit iliskili
kolorektal timor modeli gelistirilmis farelerde, reaktif oksijen tiirevi (ROS) duyarli
olarak kolona hedeflenebilmesi amacglanan CPT yiukli nanopartikillerin ve CPT
sispansiyonunun oral tedavideki etkinliklerini arastirmislardir. Calisma sonunda
63.glinde, CPT nanopartikiil formilasyonu uygulanan grupta, tedavi uygulanmayan
gruba gore kolon tiimori sayisi bakimindan %50 oraninda azalma oldugu bildirilmistir.
Calismada belirtilen sonuclar, kolona hedefli nanopartikiler sistemler ile lokal olarak
antitimoral tedavi etkinliginin artirilabilecegini gbstermis ve ¢alismamizdaki sonuglar

ile uyumlu olarak yorumlanmistir.
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Her iki evre kanser modeli icinde deney siireci sonunda farelerden c¢ikarilan
timor kitlelerinin makroskopik olarak gorintilerinin sunuldugu Sekil 4.40. ve Sekil
4.41. incelendiginde, 6zellikle geg evre kanser modelinde kontrol ve bos nanopartikuil
gruplarinda timor kitlelerinin farelerin bitin kolonlarini igine alacak sekilde
blyldigi ve ¢ok fazla ilerdigi, ayrica tedavi uygulanan gruplarla arasinda 6nemli fark
oldugu gozlenmistir. Erken evre kanser modelinde tedavi edilen farelerde CPT yuklu
nanopartikil formilasyonu timor kitlesinin ¢ok daha kiiciik oldugu ve gec¢ evre
modelindeki gibi agresif sekilde bliyimedigi belirlenmistir.

Manikandan ve ark. (334) tarafindan gerceklestirilen c¢alismada, oral
uygulanan CPT yikli PMMA nanopartikiil formilasyonu ve CPT siispansiyonunun
tedavi etkinligi, farelerde kimyasal indiiksiyonla olusturulan kolon tiiméri modelinde
karsilagtirllmistir. Calisma sonunda Ugunci ay itibariyle, nanopartikil formilasyonu
uygulanan grupta %33 olan timor insidansinin CPT slispansiyonu uygulanan grupta
%80 oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bildirilmistir.

In vivo hayvan deneyleri boyunca gruplar arasinda takip edilen ylizde
sag kalim bulgularinin da gerek gec evre gerekse erken evre kanser modelinde timor
agirliklart bulgulariyla uyumlu oldugu distnilmistir. Geg evre kanser modelinde
tedavi uygulanmayan kontrol grubu ile bos nanopartikiil grubundaki farelerin sag
kalim ylzdesinin hizla azaldigi gozlenmistir. CPT slispansiyonu ve CPT yukli
nanopartikil formtlasyonu ile tedavi edilen gruplar kontrol ve bos nanopartikil
gruplarina gore daha uzun sire hayatta kalmistir (p<0,05). Ancak ge¢ evre kanser
modelinde yukarida da agiklanan gerekgelerden 6tliri CPT stispansiyonu ve CPT yikli
nanopartikil grubu arasinda anlamh farklilik tespit edilememis ve deney sireci ani
fare 6limlerinden dolayr beklenmedik sekilde sonlanmistir. S6z konusu durumun
ilerleyen kanser tablosundan dolayi farelerin genel durumlarinin kétiilesmesine bagli
olarak gozlenen ani olimler ve bunun sonucunda CPT slspansiyonu ve CPT yikla
nanopartikil gruplarinin tedavi etkinliginin degerlendirilmesine imkan verecek sire
tedavi uygulanamamasiyla sonuclanmis olmasi seklinde yorumlanmistir.

Erken evre kanser modelinde ise CPT slispansiyonu ve CPT yikli nanopartikul

grubunda yizde sag kalimlar arasinda anlamli farkhlik gézlenmis olup, CPT yikli
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nanopartikil ile tedavi edilen grupta farelerin hem CPT slispansiyonu grubuna hem
de geg¢ evre kanser modelindeki bitlin gruplara gore daha uzun siire hayatta kaldig
tespit edilmistir. Bu durumun, erken evre kanser modelinde kolorektal timorli
farelere tedavi icin siire olmasina bagli olarak gereken dozlama sayisina ulasilabilmis
olmasi ve boylece gruplar arasinda tedavi etkinliginin ayirdedilebilmesine imkan
vermesi ile iliskilendirilmistir (214).

Literatlirde de belirtildigi Gzere CPT gibi antikanser ilaclarla tedavide, tedavi
etkinliginin 6niindeki en 6nemli engellerden birisi ilaca baglh yan etkiler ve toksisitedir
(78). CPT siispansiyonu ile tedavi uygulanan grupta sag kalim yilizdesi bulgularindaki
hizli duslisiin hem gerekli tedavinin saglanamamasina hem de ilaca bagh yan etki ve
toksisiteye bagl olabilecegi diisinliImistir. CPT yukli nanopartikil formilasyonunda
ise enkapstle haldeki ilag kolona kadar kadar aktif formunda ulasmis ve antitimoral
etkisini gostermistir. Buna ek olarak gozlenmesi muhtemel spesifik olmayan
biyodagilima bagh toksisitenin dnline gecilmistir (45, 195, 197, 334).

Hua ve ark. (335) kolona hedeflenen bir nanopartikiler sistemile ilacin spesifik
olmayan biyodagiliminin ve buna bagl olarak cevresel doku ve organlarda yan etki ve
toksisitesinin azaltilabilecegi belirtmislerdir. Bu kapsamda elde edilen bulgularimizin
literattirde belirtilen ¢alismalarla uyumlu oldugu degerlendirilmistir.

Geg evre ve erken evre kanser modellerinde farelerin deney siiresince agirlik
degisimleri takip edilmis ve CPT yikli nanopartikil grubuyla tedavi edilen farelerde
gec evre ve erken evre kanser modellerinin her ikisinde de farelerin agirliklarinda
onemli bir diisiis gézlenmedigi ve agirlik degisimlerinin pozitif yonde oldugu tespit
edilmistir. Tedavi uygulanmayan kontrol grubu, bos nanopartikiil grubu ve CPT
slispansiyonu grubunda viicut agirliklarinin deney siiresince azalma egiliminde oldugu
bu durumun nedeni farelerin genel saghk durumlarinin ilerleyen kanser tablosuna
bagli olarak kotlilesmesi ve zayiflama egilimine girmesi olarak dislintlmustur (27).

Erken evre kanser modelinde tedavi uygulanan farelerde CPT silispansiyonu
grubundaki farelerin deneyin ilerlemesiyle agirlik kaybi, CPT yiikli nanopartikil
grubundaki farelerin ise deney ilerlemesiyle agirhk artisinin olmasi, nanopartikil

grubunda tedavi uygulanan farelerin genel durumlarinin diizelme egiliminde olusuyla
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iliskilendirilmistir. CPT sispansiyonu grubundaki farelerin ise gerek kanser tablosunun
ilerlemesine bagh olarak gerekse serbest halde uygulanan CPT’nin yan etki ve
toksisitesine bagli olarak agirhk kaybi yasanmis olabilecegi seklinde yorumlanmistir
(43, 334, 336).

Urbanska ve ark. (214) tarafindan gerceklestirilen ve kolorektal kanserlerin
tedavisine yonelik olarak hazirlanan oral oksaliplatin nanopartikillerinin tedavi
etkinliginin degerlendirildigi bir calismada, kolorektal timorli farelerin tedavi
suresince agirliklari takip edilmistir. Deney sirecinin erken evrelerinde her iki grupta
da bir miktar agirhik artisi gérilmesinin olusan tiimorlerle iliskili oldugu bildirilmistir.
Ancak tedavi etkinliginde degerlendirmenin yapilabilmesi amaciyla deneyin ilerlemesi
ve vicut agirhginin daha uzun sire takip edilmesi gerektigi belirtilmistir. Buna gore
kolorektal timorli olup oksaliplatin nanopartikil tedavisi uygulanmayan grupta
farelerin vicut agirhklarinin  zamanla duslis egiliminin arttig, oksaliplatin
nanopartikilleri ile tedavi uygulanan grupta ise artis egilimi oldugu gosterilmistir. Bu
durumun tedavi uygulanmayan grup icin farelerin genel saglk durumlarinin
kotulesmesi ve beslenme aliskanliklarinin bozulmasi sebebiyle kilo kaybini ifade ettigi,
tedavi uygulanan grupta ise zamanla farelerin genel durumlarinin diizelmesi ile iliskili
oldugu bildirilmistir. Bu kapsamda, ¢alismamizda elde ettigimiz bulgularin literatirde
mevcut ve benzer diger calismalarla da uyumlu oldugu gorilmustiir (337, 338).

Erken evre ve geg evre tim6r modellerinde tedavi etkinliginin degerlendirildigi
in vivo deney bulgular topluca yorumlandiginda, oral uygulanabilir CPT yikli
nanopartikil formulasyonu ile kolorektal tiimorlere yonelik olarak etkin ve glvenli bir
tedavi saglanabilecegi ve tedavi etkinliginin uygulanabilen tedavi siresi ile iliskili

olarak artabilecegi dustnllmustar.

5.6.3. Goriintiileme Calismalari

In vivo ¢alhsmalar kapsaminda gerceklestirilen ve bulgulari Bolim 4.8./de
sunulmus olan gorintileme calismalariyla, hazirlanan amfifilik CD nanopartikdl
formilasyonunun enkapsiile ilaci gastrointestinal kanal segmentlerinde ne oranda

tastyabildigi degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda hidrofobik yapidaki CPT’yi temsil
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etmesi amaciyla literatiirde de in vitro ve in vivo gorintiileme g¢alismalarinda
kullanilan hidrofobik yapida floresan bir boya olan NR segilmistir (45, 339, 340).

Gamboa ve ark. (321) oral uygulanan ilag tasiyici sistemlerin gastrointestinal
dagiliminin arastiriimasi ve gériintilenmesinde kullanilan In vivo goriintileme sistemi
(IVIS)'nin floresan boyanin 1sima oOlcimine dayanmasi nedeniyle radyoaktif
isaretleme gibi diger goriintileme ydntemlerine kiyasla radyasyon faktorinin
ortadan kalkmasina imkan verdigini belirtmislerdir.

Calismaya baslarken oncelikle, oral gavaj yoluyla uygulanan NR ¢ozeltisi ve NR
yUkli nanopartikdllerin gastrointestinal kanalda floresan isimayla gérintilenebildigi
teyit edilmistir. Bu amacla tez calismamiz kapsaminda floresan boya olarak kullanilan
NR’nin floresan i1sima siddetinin normal dokulardan fazla ve sinyal:glrulti oraninin
ylksek olmasiyla calismanin amacina uygun oldugu dislintlmustir (321).

NR ¢ozeltisinin oral gavaj ile uygulanmasindan 24 saat sonra gerceklestirilen
goriintileme calismalarinda mide ve bagirsakta disik floresans i1sima, ¢ekum
sonrasinda kolon bolgesinde ise anlaml bir floresan isima gozlemlenmedigi tespit
edilmistir. Bu durum, NR c¢ozelti halinde uygulanmasi durumunda kismen midede,
ilerleyen bolgeler icin ise ince bagirsaga bir miktar ulasabildigi, kolon bolgesine ise
oldukea az ulasabildigi seklinde yorumlanmustir (341, 342).

NR’nin kolona kadar yeterli miktarda ulasamamis olmasi ise temsil ettigi CPT’in
de c¢ozelti halinde uygulanmasi durumunda kolona kadar etkili konsantrasyonda
ulasamayacagi ve bu bolgede antitimoral etki gosteremeyecegi seklinde
degerlendirilmistir (13).

NR yikli nanopartikillerin oral gavajla uygulanmasi sonrasi 24. saatte
gerceklestirilen goriintiileme calismalari bulgulari yorumlandiginda ise kolon
bolgesinde yliksek bir floresan isima gozlendigi ve bu durumun nanopartikiler ilag
tasiyici sistemde intakt kalarak kolona kadar ulasan ve bliylik oranda ¢ekum ve kolon
bolgesinde salinmis olan NR’den kaynaklandigi dislintlmustiir. Bu durum, kolona
hedefleme amaciyla tasarlanan amfifilik CD nanopartikil formilasyonunun tasidigi
etkin maddeyi blyik oranda g¢ekum ve kolona kadar ulastirabilecegi yoninde

yorumlanmistir.
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Diger yandan NR yuklG nanopartikil formuilasyonu ve NR ¢ozeltisi uygulanmasi
sonrasi midede tespit edilen floresan i1simanin siddeti karsilastinldiginda,
nanopartikil formilasyonu igin anlamli derecede yiiksek floresans siddeti elde
edilmistir. Bu durumun mukozayla etkilesimi ylksek olan nanopartikillerin mide
mukozasina daha fazla adhezyon gostermesine bagh oldugu disinilmustir.

Ma ve ark. (343) kolon kanserinin oral tedavisi i¢in gelistirdikleri kolona spesifik
Eudragit® nanopartikiil formiilasyonu ve nanopartikil yukli mikropartikl
formiilasyonunun farelere oral uygulanmasindan 24 saat sonra gastrointestinal kanal
segmentlerinde dagilimlarini floresans goriintiileme calismalari ile incelemistir. Bu
calismada, formilasyonlarin amaglandigi gibi kolona ulasabildigi ancak midede de
ylksek bir floresan i1sima gorintilendigini bildirilmistir. Boyle bir durumun, in vitro
deneylerle 6ngorilmesinin mimkin olmadigl ve yalnizca in vivo goriintileme
¢alismalarinin bu durumun tespit edilmesine imkan sagladigi belirtilmistir. Bu
durumunun nedeninin ise, kolona spesifik tasarlanan ve bagirsak mukozasinda
mukoadezif oOzellik gostererek kalis siresinin  uzatilmasi amaclanan oral
nanopartikillerin, mide mukozasina da adezyonuna bagh olarak bir miktarinin bu
bolgede kalmasi oldugu disinilmustir. Bu sebeple galisma sonunda, kolorektal
kanserlerin tedavisine yonelik tasarlanan nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin in
vivo gastrointestinal kanal dagilimlarinin degerlendirilerek formilasyonlarin elde
edilen bulgular 1siginda hazirlanmasi gerekliligi vurgulanmustir.

Sekil 4.47.de sunulan bulgular yorumlandiginda, primer timoér odaginin yer
aldigi cekum bolgesine NR vyukli nanopartikil formilasyonunun ulasabildigi
gorilmektedir. Bu durum, timor gelisen dokuda meydana gelen yapisal bozulma ve
EPR (artmis gecirgenlik ve alikkonma) etkisi ile nanopartikillerin partikiil
biydkliklerinden dolayi timor kitlesine yiksek penetrasyon gosterebilmis olmasiyla
iliskilendirilmistir (116). In vivo gorintileme c¢alismalari, gelistirilen CPT yikla
nanopartikil formilasyonunun kolon bolgesindeki timorlere hedeflendirilebildigi
seklinde yorumlanmistir.

Goruntileme galismalari kapsaminda elde edilen bitiin bulgular bir arada

degerlendirildiginde, amfifilik CD nanopartikil formilasyonu ile kolorektal kanserlerin
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lokal tedavisi amaciyla oral uygulama ile g¢ekum ve kolon bdlgesine ilag
hedeflendirilebilecegi ve tez kapsaminda hazirlanan nanopartikiler ilag tasiyic
sistemin gastrointestinal dagilim agisindan kolorektal kanserlerin tedavisine yonelik

uygun bir sistem oldugu yorumlanmistir.

5.7. Histolojik Degerlendirme

Erken evre ve geg evre timoér modelinde tedavi uygulanan gruplarda deney
sonunda sakrifiye edilen farelerden ¢ikarilan karaciger ve kolonlara ait histolojik
degerlendirme ile karaciger lobil yapisindaki degisiklikler, karacigerde metastatik
odaklara ait odak alanlari ve kolon dokulari incelenmis olup gergeklestirilen in vivo
deney bulgulari ile iliskilendirilmek suretiyle yorumlanmistir.

Wanebo ve ark. (344) tarafindan gerceklestirilen ¢calismada kolorektal kanser
iliskili metastazlarin kompleks bir molekdler siire¢ oldugu vurgulanmistir. Buna gore,
kolorektal kanser iliskili metastaz siirecinin, ekstraselliiler matriks degradasyonu,
hicre adhezyonunda degisim, timor hicrelerinin ¢ogalmasi ve oncelikle primer
bolgede yayilmasi, immin kagis, vaskiiler embolizasyon ve sirkllasyon ardindan son
olarak ise hedef metastatik organ olan karacigere tutunmasi seklinde gelistigi
bildirilmistir.

Hong ve ark. (345) ise timor metastazinin kolorektal kanser iliskili 6limlerin
onemli bir nedeni oldugu ve karacigerin ise kolorektal kanserlerde en yaygin metastaz
bolgesi oldugu belirtilmistir. Mevcut tedavilerin kolorektal kanser iliskili karaciger
metastazlarina yonelik halen etkin bir tedavi imkani sunamiyor olusunun
nanopartikiler ilac tasiyici sistemlerin artmis etkinlikleri ve hedefleme yaklasimlariile
asilabilecegi yoniinde calismalar oldugu vurgulanmistir.

Kotelevets ve ark. (346) oral yoldan kolorektal kanser tedavisi amaciyla
gelistirdikleri sisplatin yukli nanopartikiler ilag tasiyici sistemin kimyasal indiksiyonla
kolorektal timor modeli gelistirilen farelerde antikanser etkinligini ve karaciger
metastazlari Uzerindeki etkisini arastirmislardir. Calisma sonunda, oral vyolla
uygulanan sisplatin yikli nanopartikiler ila¢ tasiyici sistem ile sisplatin ¢ozeltisi

uygulanmasina goére fare basina diisen kolorektal timor sayisinda ve timor alaninda
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disls oldugu, karaciger ve lenf metastazlarinda ise anlaml olarak azalma saglandigi
belirtilmistir.

In vivo deney bulgulari erken evre timor modelinde, CPT yikli nanopartikdil
grubu ile CPT sispansiyonu grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha
disuk timor agirligr ve daha uzun hayatta kalma siresi saglandigi gosterilmistir.
Gruplara ait kolon ve karaciger dokularinda gerceklestirilen histolojik degerlendirme
sonuclariyla, her iki grupta da karacigerde degisik buylklik ve sayida metastatik
odaklarin varhgl gézlenmis olup buna bagl olarak karacigerin klasik lobul yapisinda
bozulma oldugu tespit edilmistir. Ancak, karacigerde gozlenen metastatik odaklarin
degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilen odak alani 6lciimleri sonunda elde edilen
bulgular, CPT yukli nanopartikil grubuyla tedavi uygulanan grupta metastatik odak
alaninin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha kiicik oldugunu gostermistir. Bu
durum erken evre timoér modelinde CPT yikli nanopartikiil grubuyla tedavi
uygulanmasi durumunda daha etkin bir tedavi profili elde edilebilmesine bagli olarak
karacigerde gorilen metastatik odaklarin kiiclilmesi ve zamanla azalmasiyla
sonuclandigi seklinde yorumlanmistir.

Erken evre timor modelinde her iki grupta da timoér mikrogevresine ait
hiicresel atipi gozlenmis olup, CPT yukli nanopartikil grubunda metastatik odak
alaninin azalmasiyla birlikte karaciger hiicrelerinde kismi hemoraji gozlenmistir. Bu
durum gicli katyonik 0Ozellikteki nanopartikil formilasyonunun oral uygulama
sonrasl ince bagirsaktan absorbe olan kisminin karacigere ulasmis olmasiyla
iliskilendirilmistir (347).

Gec evre timor modelinde degerlendirilen kontrol, bos nanopartikil, CPT
yUkli nanopartikil ve CPT sispansiyonu gruplarina iliskin olarak ise; karacigerde
toplam metastatik odak alani agisindan CPT siispansiyonu ve CPT yiiklii nanopartikiil
gruplarinin birbirleri ile ve kontrol grubuyla benzer oldugu tespit edilmistir. Bu durum
in vivo deney sirecinde de goézlenen ve ge¢ evre timor modelinde kolorektal
timorlerin ve buna bagl olarak kanser tablosunun cok ilerlemis olmasi sebebiyle,

tedavinin karaciger metastazlari Uzerinde etkili olabilmesine imkan verecek stire
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uygulanamamis olmasiyla iliskilendirilmistir (348). Elde edilen histolojik bulgularin in
vivo deney sonunda elde edilen bulgularla uyumlu oldugu da gorilmustar.

Ge¢ evre tlimor modelinde kolon degerlendirmesinde 6zellikle tedavi
uygulanmayan kontrol grubunda obstriiksliyona giden ve bagirsagin tiim tabakalarini
tutan belirgin timorlerin varhgi ile timér modelinin etkinligini teyit etmistir.

Bltlin sonuglar birlikte degerlendirildiginde, erken evre timoér modelinde
tedavi uygulanan farelerden elde edilen histolojik bulgular hem literatiirle hem de
ayni gruba ait in vivo bulgularla uyumlu olarak disinilmus olup, erken evre timor
modelinde CPT yukli nanopartikil formilasyonunun oral uygulanmasi ile CPT
sispansiyonu uygulanmasina gore herhangi bir parenteral ila¢g uygulamasina gerek
kalmadan hayatta kalma, timor blyukliglinde azalma ve metastaz sayisi ve alaninda
azalma kriterleri agisindan daha etkili ve giivenli bir tedavi elde edilebildigi sonucuna

variimistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez galismasi kapsaminda elde edilen bulgular degerlendirildiginde;

Kolorektal kanserlerin lokal tedavisi amaciyla oral uygulanabilen, tasidigi
etkin maddeyi kolona kadar intakt olarak koruyabilen ve biyilik oranda
¢cekum ve kolonda salmasi beklenen CPT yikli amfifilik CD nanopartikiler
ilag tastyici sistem ile yeni ve 6zgin bir tedavi yaklasimi gelistirilmesi
Uzerinde galigiimistir.

Bu amacla; amfifilik CD tlrevleri (6-O-CAPRO-B-CD ve Poly-B-CD-C6) ile
nanog¢oktirme yontemi  kullanilarak  nanopartikiillerin  basariyla
edilebilecegi,

6-0O-CAPRO-B-CD ve Poly-B-CD-C6 tirevleri ile nanogdktiirme yontemiyle
nanopartikll eldesinde organik fazin etanol olmasi durumunda elde edilen
nanopartikillerin daha blyuk partikil blyiklGgi ve polidispersite indeksi
gosterdigi, organik fazin aseton olmasi durumunda daha kiicik partikdil
blyukligu ve polidispersite indeksi gosterdigi,

Poly-B-CD-C6 nanopartikillerinin net pozitif ylizey yikiine sahip katyonik
nanopartikiller oldugu,

Negatif ylizey ylkine sahip 6-O-CAPRO-B-CD nanopartikillerine kitosan
(CS) veya polietilenimin (PEI) ile pozitif ylzey yuki kazandirilabilecegi,
Optimum  parametreler belirlenerek  hazirlanan  amfifilik CD
nanopartikillerinin, 117 nm ile 284 nm arasinda arasinda ortalama capa
ve 0,3’den kiiclk polidispersite indeksine sahip olduklari belirlenmistir. Bu
kapsamda optimum nanopartikiil formilasyonu olarak belirlenen Poly-B-
CD-C6 nanopartikiillerinin  135+19 nm partikdl buydkliga, 0,27
polidispersite indeksi ve +40+1 mV zeta potansiyele sahip oldugu,
Nanocoktirme yontemiyle hazirlanan 6-O-CAPRO-B-CD ve Poly-B-CD-C6
nanopartikillerine model etkin madde CPT’'nin etkin sekilde enkapsiile
edilebilecegi gozlenmistir. Bu kapsamda optimum nanopartikiil
formilasyonu olarak belirlenen Poly-B-CD-C6 nanopartikillerine

enkapsulasyon etkinliginin %35 oraninda oldugu,
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CPT  yiukli  Poly-B-CD-C6  nanopartikil  formulasyonun  simiile
gastrointestinal sivilarda gergeklestirilen salim ¢alismalarinda tasidigi etkin
maddenin vyaklasik %52’sini kolona kadar ulastirabilecegi ve kolon
bolgesinde salabilecegi belirlenmistir. Bu oranin; (6-O-CAPRO-B-CD), CS-(6-
O-CAPRO-B-CD) ve PEI-(6-O-CAPRO-B-CD) nanopartikdlleri icin sirasiyla
%35, %39, %23 olarak Poly-B-CD-C6 nanopartikiil formulasyonuna kiyasla
daha distk oldugu,

Gastrointestinal simiile sivilarda stabilite, kisa siireli stabilite, mukus ile
etkilesimleri, yapay mukus tabakasina penetrasyon galismalari ve in vitro
hiicre kiltiri ¢cahismalari bulgulari bir arada degerlendirildiginde, in vivo
etkinlik calismalarina devam edilmesine karar verilen en uygun sonuglari
gosteren Poly-B-CD-C6 nanopartikiil formilasyonunun oldugu,
Nanopartikiil formilasyonlarinin simile biyolojik sivilarda stabilite,
mukusla etkilesim, mukozal penetrasyon ve intestinal hicrelerden
permeabilitelerinin partikidl buylklikleri ve zeta potansiyelleri ile
dogrudan iliskili oldugu, daha kiictk partikillerin ve daha yiksek katyonik
zeta potansiyele sahip formilasyonlarin hem stabilite hem de mukozal
penetrasyon ve intestinal permeabilite agisindan daha uygun sonuglar
sundugu,

Farelerde kolorektal kanser modeli gelistiriimesi amaciyla cerrahi olarak
¢ekum bolgesine fare kolon karsinoma hiicre hatti CT-26 inokilasyonu ile
kolorektal timorlerin olusabildigi ve zamanin fonksiyonu olarak erken evre
timor modeli ve geg evre timor modeli elde edilebildigi,

In vivo etkinlik ¢alismalari bulgularina gére CPT ylkli oral uygulanabilir
Poly-B-CD-C6 nanopartikil formilasyonu ile tedavi edilen kolorektal
kanser modeli gelistirilmis farelerde, 6zellikle erken evre kanser modelinde
tedavi uygulanmasi durumunda hayatta kalma oranlarinin artirilabilecegi,
timor buydkliga ve timor agirhginin azaltilabilecegi,

Histolojik degerlendirme ile kolorektal kanser iliskili karaciger metastazlari

Gzerinde Ozellikle erken evre kanser modelinde CPT yukli Poly-B-CD-C6
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nanopartikll formilasyonu ile tedavi uygulanmasiyla metastatik odak
alaninin belirgin derecede azaldigl gozlenmis olup elde edilen histolojik
bulgularin in vivo deney bulgulariyla uyumlu oldugu,

e CPT vyukli Poly-B-CD-C6 nanopartikiil formiilasyonunun kolorektal
kanserlerin lokal tedavisinde oral yolla uygulanabilir nanopartikiler ilag
taslyici  sistem olarak umut vaad edici bir yaklasim olabilecegi
duslintlmektedir.

In vitro ve in vivo sonuglar bir arada degerlendirildiginde, amfifilik CD
nanopartikll formilasyonlarinin oral uygulama ile tasidiklari etkin maddeyi kolona
ulastirabilme imkani sunmalarindan dolay! kolona ila¢ hedefleme amaciyla uygun
oldugu degerlendirilmis olup, bu amaca yonelik tasarlanmis yeni amfifilik CD
trevlerinin sentezlenmesi durumunda s6z konusu amfifilik CD’lerden hazirlanacak
nanopartikller ila¢ tasiyici sistemlerle daha etkin ve gilvenli tedavi imkanlari
sunulabilecegi distinilmektedir.

In vivo etkinlik calismalari degerlendirildiginde, ge¢ evre kanser modelinde
farelerin ilerlemis kanser tablosuna bagli olarak genel durumlarinin kétiilesmesinin
tedavi etkinligini kisitlayan en 6nemli faktor oldugu, erken evrede baslanabilen tedavi
ile cok daha umut vaad eden sonuglar elde edilebiliyorken ilerlemis kanser
tablolarinda bu durumun mimkiin olamadigl gézlenmistir.

Kolonik mikroflora tarafindan parcalanarak tasidigi etkin maddeyi kolonda
salmasi amaciyla pasif hedeflendirme stratejisiyle gerceklestirilen tez ¢alismamizin
bulgulari degerlendirilerek, gelecekte, kolona hedefleme amaciyla aktif hedefleyici
kisimlar da tasiyabilen amfifilik CD nanopartikil formulasyonlari ile kolona kadar pasif
hedefleme yaklasimiyla ulasabilen, kolona ulastiktan sonra aktif hedefleme
yaklasimiyla timore odakh olarak daha spesifik bir tedavi yaklasimi gelistirilebilecegi

degerlendirilmektedir.
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