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OZET

Eke, Z. Melanomanin Topikal Yolla Tedavisine Yonelik Metformin Yiiklii
Polikaprolakton Nanopartikiil Iceren Jel Formiilasyonu Hazirlanmasi Ve in
Vitro Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Teknoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023. Melanoma
metastaz yetenegi yiiksek olan, tedavisi en zor kanser tiirlerindendir. Melanoma
tedavisinde kullanilan kemoterapotik ilaclara direng gelismesi nedeniyle tedavi
etkinligi diisiiktiir. Bunun yani sira kemoterapotik ilaclar ile sistemik yan etkiler de
goriilebilmekte, bu da saglikli dokularda hasar meydana getirebilmektedir. Melanoma
tedavisinde kemoterapiye ek olarak, radyoterapi, fotodinamik terapi ve gen terapisi de
uygulanmaktadir. Ancak bu yontemlerin de iistiinliikleri ve sakincalar1 bulunmaktadir.
Kot prognoz ve tedavideki yetersizlikler goz Oniine alindiginda, melanomada
yenilik¢i tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu c¢aligmada terapdtik madde olarak
melanomada antikanser etkinligi oldugu literatiir ¢aligmalarinda gosterilmis
biguanidin tlirevi bir antidiyabetik olan metformin HCl (Met) sec¢ilmistir. Etkin
maddenin patolojik bolgeye lokal olarak uygulanabilmesi ve metforminin
nanopartikiillere yiiklenmesiyle topikal uygulama sonrasi deride tutulumunun
arttirilmasi amaglanmistir. Topikal uygulamalarda derinin en {ist tabakas1 olan stratum
korneumun asilmas1 zor olmakta ve tedaviyi sinirlamaktadir. Tez calismamizda etkin
madde Polikaprolakton (PCL) nanopartikiil icine hapsedilerek partikiil boyutu
kiictiltiilmiis ve etkin maddenin deriye penetrasyonu arttirilmistir. Hiicre kiiltiirii
caligmalari ile metformin HCL yiiklii PCL Nanopartikiil (NP) igceren Kitosan (CS) jel
formiilasyonunun serbest metformin iceren jele kiyasla daha etkili oldugu
gorlilmiistiir. Yapilan in vitro karakterizasyon ve ex-vivo calismalar sonucunda
melanomanin topikal yolla tedavisinde Met yiiklii PCL nanopartikiil igeren kitosan jel

formiilasyonunun umut vaad eden sistemler oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: metformin HCL, nanopartikiil, polikaprolakton, melanoma,

topikal

Destekleyen Kurumlar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri 19704

numarali Hizli1 Destek Proje
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ABSTRACT

Eke, Z. Preparation and In Vitro Evaluation of Metformin Loaded
Polycaprolactone Nanoparticle Containing Gel Formulation for Topical
Treatment of Melanoma, Master's Thesis, Pharmaceutical Technology Program,
Graduate School of Health Sciences, Hacettepe University, Ankara, 2023.
Melanoma is one of the most challenging types of cancers to treat with a high
metastatic capability. Resistance to chemotherapeutic drugs used in melanoma
treatment leads to reduced treatment efficacy. Furthermore, systemic side effects can
also occur with chemotherapeutic drugs, which can cause damage to healthy tissues.
In addition to chemotherapy, radiotherapy, photodynamic therapy, and gene therapy
are also applied in melanoma treatment. However, these methods have their advantages
and disadvantages as well. Considering the poor prognosis and the shortcomings in
treatment, innovative treatments are needed for melanoma. In this thesis, metformin
HCI, a biguanide derivative antidiabetic drug that has shown anticancer activity in the
literature, was chosen as the therapeutic agent. The aim of the study was to increase
the skin retention after topical application by enabling the drug to be applied locally to
the pathological area and encapsulating metformin into nanoparticles. Overcoming the
stratum corneum, the outermost layer of the skin, is quite challenging in topical
applications and limits treatment. In this thesis, metformin HCl (Met) was
encapsulated in Polycaprolactone (PCL) nanoparticles to reduce particle size and
enhance the penetration of the drug into the skin. Cell culture studies showed that the
Chitosan (CS) gel formulation containing metformin HCl-loaded PCL nanoparticles
was more effective compared to the gel containing free metformin. In vitro
characterization studies and ex-vivo studies concluded that the chitosan gel
formulation containing Met-loaded PCL nanoparticles is a promising system for the

topical treatment of melanoma.

Keywords: metformin HCL, nanoparticle, polycaprolactone, melanoma, topical

Supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Fast Support Project
with number 19704
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1. GIRIS

Melanoma tiim cilt kanserlerinin %4 iinii olusturmasina ragmen, 6liim orani
oldukga yiiksek olan bir kanser tiirtidiir. Tiim cilt kanseri kaynakli 6liimlerin %75’ ini
melanoma olusturmaktadir (1). Melanoma, cildi 1siktan koruyan bir pigment olan
melanin pigmenti salgilayan melanosit hiicrelerinin malign doniistimii sonucu olusur.
Melanoma; goz, gastrointestinal kanal, genital bolge, siniisler ve meninkslerin pigment
iireten hiicrelerinden olusabildigi gibi en cok ciltte, ultraviyole 1sinlar1 nedeniyle

goriilmektedir (2).

Melanomanin en 6nemli tedavi se¢eneklerinden biri kemoterapi olup gesitli
kemoterapi kombinasyonlart melanoma tedavisinde denenmistir. Ancak hayatta kalma
oranlarinda bir iyilesme olmamistir. Kemoterapi ilaglarma direng gelistigi ve bu
direncin sebebinin apoptoza direng oldugu diisiiniilmektedir. Kemoterapi melanoma
tedavisinde ek segeneklerle birlikte tercih edilmektedir ve palyatif tedavide etkinligini
korumaktadir (3). Radyoterapi, kanser hiicrelerinin radyasyonla yikimi temeline
dayanir. Radyoterapide goriilen yan etkiler hastalarin tedavi uyuncunu azaltmaktadir.
Ek olarak, radyoterapi melanoma tedavisinde nadiren tek basina kullanilir.
Cogunlukla, kemoterapiye destek tedavi olarak tercih edilmektedir (4). Fotodinamik
terapi, timorde lokalize olan ve 1s1kla etki eden (photosensitizer) bir ajanin sistemik
ya da lokal olarak uygulanmasi ile saglanir. Girisimsel olmayan bir yontem olmasi ve
diisiik kiimiilatif sistemik yan etki riski nedeniyle tercih edilen bu ydntemin, non-
melanoma kanser tiirleri, lenfoma ve vitiligo ve psoriazis gibi diger bazi cilt
hastaliklarinda etkinligi kanitlanmistir. Melanoma tedavisinde fotodinamik terapinin
etkisini arttirmaya yonelik caligmalar siirdiiriilmektedir (5). Gen terapisi melanoma
tedavisinde yenilik¢i bir alternatif tedavidir. Gen terapisi ile zarar gormiis genler
saglikli kopyalar1 ile degistirilerek genetik defektlerin diizeltilmesi amaglanir.
Melanoma tedavisinde de gen terapisi kullanilmakla birlikte gen terapisinin onkojenik
riskler/genotoksisite agisindan iyi degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu alandaki

caligmalar potansiyel riskleri elimine etmeye yonelik olarak devam etmektedir (6).

Ilaglarin topikal yolla uygulanmasi oral ve parenteral uygulamalarda goriilen
yan etkileri azaltir. ilaglar parenteral yolla verildiginde vaskiiler komplikasyonlar,

lokal dokularin zarar gérmesi, agri ve act gibi yan etkiler goriilebilir. Girisimsel



olmayan bir yontem olan topikal uygulamada agri olmazken, hasta i¢in uygulama
kolaylig1 da sunulmaktadir. Topikal uygulama ile, oral uygulamada karsilagilan ve
ilaglarin biyoyararlanimini 6nemli 6l¢giide etkileyen karacigerde ilk gecis etkisinden
kacilmaktadir. Ayrica ilacin cilde verilisinin optimize edilmesiyle etkide artis da
saglanir. Ek olarak topikal uygulama ile kontrollii salim da saglanabilmektedir (7, 8).
Melanoma tedavisinde onay almis topikal bir tedavi heniiz bulunmamaktadir.
Melanoma tedavisi i¢in hazirlanacak topikal bir formiilasyon yaklasimi yenilik¢i

ozellikte olacaktir.

Nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerin tasarlanmasi topikal uygulama i¢in
arastirmalarin yeni odak noktasidir. Nanopartikiiler sistemlerle hem hidrofilik hem
hidrofobik molekiillerin enkapsiilasyonu saglanabilir. ilaglarmn nanopartikiillere
enkapsiilasyonu sayesinde ilacin uygulama bdlgesinde kontrollii salimi saglanir.
Nanopartikiillere enkapsiilasyon ile etkin maddenin stabilitesi de arttirilabilir (9, 10).
Ek olarak nanopartikiiler sistemler derinin katmanlar1 arasinda kademeli ilag
taginmasini saglayabilir. Nanopartikiiler sistemler ile deriden geg¢isin sa¢ folikiilleri
yoluyla oldugu literatiirde belirtilmistir. Sac¢ folikiillerinde ilaglarin derinin {ist
katmanlarina kiyasla daha uzun siire depolanabildigi de calismalarla gosterilmistir (11,
12). Derinin alt katmanlarindaki keratinositler, stratum korneuma kiyasla daha

kiictiktiir. Bu da ilaglarin deri altindan dagilimini kolaylastirabilir.

Biyoparcalanir polimerler nanopartikiillerin hazirlanmasinda sik tercih
edilirler. Bu tezde biyopargalanabilir bir polimer olan polikaprolakton (PCL)
kullanilacaktir. ~ Polikaprolakton ilaglarin  kontrollii salimma imkan veren
biyouyumlulugu yiiksek bir polimerdir (13). Topikal uygulamalarda da
polikaprolakton siklikta tercih edilmektedir (14).

Bilinen ruhsatli ilaglarin farkli endikasyonlarda etkilerinin arastirilmasi, ilag
iretim maliyetleri ve siireleri diisliniildiigiinde yeni tedavi yaklasimlarinin

belirlenmesinde etkili bir yontemdir.

Metformin HCL suda ¢Oziiniirligli yiiksek olan biyofarmasotik
siniflandirma sistemine gore sinif 111 bir antidiyabetik ilagtir (15). Suda ¢oziintirligi
yuksek 1ilaglarin deriye penetrasyonu zayif olmaktadir (16). Metforminin

nanopartikiiler sistemlerle uygulanmasi ile hem stratum korneumdan gegisi hem de



folikiiler gecis mekanizmasi ile kil folikiillerinden deriye penetrasyonunun arttirilmasi
hedeflenmektedir. Nanopartikiil dispersiyonunun pozitif yiikli kitosan jel i¢inde
tasinmasi saglanarak, ilacin stratum korneumdaki negatif yiikli deri lipitleriyle daha

1yi etkilesmesi amaglanmistir.

Metformin yiiklii polikaprolakton (PCL) nanopartikiillerin topikal
uygulamada melanoma tiizerine etkisi heniiz arastirilmamistir. Bu bilgiler 1s181nda, bu
calismanin amaci melanomanin topikal tedavisinde iimit vaat edici sistemler olan
nanopartikiillerin tasarlanip ilag yiikli olarak hazirlanmas1 ve tastyict olarak
biyoadezif kitosan jel ig¢inde verilmesi, karakterizasyonlarinin yapilmasi, salim
Ozelliklerinin degerlendirilmesi ve ex vivo calismalarinin yapilarak deriden

penetrasyon ve permeasyon 6zelliklerinin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Melanoma

Melanoma, cilt, g6z, i¢ kulak ve leptomeninkslerde bulunabilen pigment tireten
hiicreler olan melanositlerin malign doniisiimii sonucu olusan bir kanser tiirtidiir.
Melanoma ¢ogunlukla spontan olarak gelisirken, genetik mutasyonlar sonucu
olustugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Melanomanin cilt kanserleri arasinda
goriilme orani diisiik olmakla birlikte cilt kanserlerinde en agresif yayilim gosteren
tirdiir. Cilt kanserlerinde goriilen 6liimlerin %75°1 melanoma kaynaklidir. Metastatik

melanoma hastalarinda sagkalim oran1 5 yilin altindadir (8, 17).

Melanoma vakalarmin goriilme sikligi son yillarda artmis olsa da, yeni
gelistirilen tedavi yontemleri sayesinde hastaligin mortalitesi azalmistir. Ancak birgok
kanser tiirtinde gecerli oldugu gibi, melanomada da erken tedavi sagkalim oranini
arttirmaktadir. Tedavi yontemlerinin yan1 sira teshis ve dogru evreleme de oldukca

onemlidir. Kanserin evresinin tespitinde yeni yontemler iizerine ¢alisilmaktadir.
2.1.1. Risk Faktorleri

Kutan6z melanom i¢in belirlenmis risk faktorleri arasinda glinese maruziyet ve
ardindan gelen giines yaniklari ile ultraviyole radyasyon, kapali alanda bronzlagma
(6zellikle 35 yasindan Once), melanositik veya displastik neviis varligi, kisisel bir
kutan6z melanom Oykiisii, ailede kutanz melanoma Oykiisii ve fenotipik 6zellikler yer
alir. Sar1 sag, acik goz rengi ve agik ten rengi, ¢il olusumuna yatkinlik ve obezite de

melanoma igin risk faktorleridir (18, 19).

Melanoma hastalarinin kiigiik bir kisminda gen mutasyonlar1 goriilmektedir.
Birden fazla melanoma geciren hastalarda, bir aile iiyesinde birden fazla melanoma
olan veya ailede pankreas kanseri olan bir bireyde kalitsal olarak bir gen mutasyonu
olabilir. Bununla birlikte, gen mutasyonlari i¢in testler artik mevcut olmasina ragmen,

bu testler i¢in su ana kadar klinik fayda gosterilmedigi i¢in 6nerilmemektedir (18, 20).



2.1.2. Melanoma Tiirleri
Yiizeyel Yayllan Melanoma

Yiizeyel yayilan melanoma ¢ogunlukla Avrupa toplumlarinda goriilmektedir.
Lezyonlar biiylik oranda gilinesle temasi1 fazla olan govde ve bacaklarda ortaya
cikmaktadir. En yaygin melanoma tiiriidiir ve cogu melanoma vakasinin yaklagik %70-
80'ini olusturur. Yiizeyel yayilan melanoma, derinin iist tabakasinda (epidermis) baslar
ve yavasca biiyliyebilir. Renkli veya kahverengi lezyonlar, siirlar diizensizlesebilen

ve zamanla yayilan bir nodiil veya yamalar seklinde goriilebilir.

Akral Lentijin6z Melanoma

Bu melanoma tiirii, avug i¢i, ayak tabani veya tirnak yataklarinda ortaya ¢ikar.
En sik siyah tenli insanlarda ve Asyalilarda goriiliir. Akrolentijinal melanom,

genellikle koyu renkte veya siyah bir lezyon olarak baglar ve zamanla biiyiiyebilir.

Lentigo Maligna Melanoma

Lentigo Maligna melanoma c¢ogunlukla giinese maruz kalan yash hastalarda
goriilmektedir. Hastalik biriken UV hasarina bagli olarak ¢ogunlukla yiiz bolgesinde
goriliir. Lentigo maligna, yavas biiylime gosteren diizensiz sinirlara sahip biiylik bir
lezyon veya yama seklinde baglar. Zamanla derinin daha derin tabakalarina yayilabilir

ve daha agresif bir melanomaya doniisebilir.

Nodiiler Melanoma

Nodiiler melanomanin giinesle temas:1 fazla olan bas, boyun ve 6n kol
bolgelerinde goriildiigli bildirilmistir. Nodiiler melanoma, diger melanoma tiirlerine
gore daha agresif bir sekilde biiyiime egilimindedir. Genellikle koyu renkte veya siyah
bir nodiil olarak baglar ve hizla deriye yayilabilir. Siklikla kanayabilen veya kabuk

baglayabilen bir lezyon olarak belirebilir.



Mukozal Melanoma

Mukozal melanoma nadir goriilen bir melanoma tiriidiir ve deri
melanomlarindan daha agresif bir seyir gosterebilir. Genellikle mukozal yiizeylerde
koyu renkli veya siyah bir lezyon veya timdr olarak baslar. Mukozal melanomanin
baslica goriildiigii bolgeler arasinda agiz boslugu, burun boslugu, aniis, vajina, penis

ve rektum yer alir.
2.1.3. Melanomada Tedavi Yontemleri

) Cerrahi Yontem

Melanoma tedavisinde cerrahi yontem 6nemli bir rol oynar. Cerrahi yontem,
melanomanin erken evrelerindeki tiimoriin ¢ikarilmasi veya ileri evrelerdeki
tiimorlerin cerrahi olarak ¢ikarilmasi icin kullanilan bir yontemdir. Cerrahi yontem,
melanoma tanist konulduktan sonra en yaygin olarak uygulanan tedavi

seceneklerinden biridir.

Melanomada cerrahi yontem ile, tlimoriin tamamen ¢ikarilmasi ve kanserin
yayilmasinin 6nlenmesi amagclanir. Cerrahi yontem, timoriin boyutu, kalinlik, derinlik
ve yayllma durumuna bagh olarak farkli sekillerde uygulanabilir. Bazi yaygin cerrahi

prosediirler sunlari igerir:

Genis Lokal Eksize: Bu prosediir, melanomanin etrafindaki saglikli deri
dokusuyla birlikte bir kisminin ¢ikarilmasini igerir. Ameliyat, tiimoriin ¢evresindeki
saglikli dokunun tamamen alinmasimi ve kanserin geri donme riskini azaltmayi

hedefler.

Deri Grefti: Melanomanin biiytik bir bolgeyi etkiledigi durumlarda, deri grefti
kullanilabilir. Bu prosediirde, tiimoriin c¢ikarildigi alanin iizerine deri grefti

yerlestirilir. Greft, baska bir viicut bolgesinden alinabilir veya yapay deri kullanilabilir.

Lenf Diigiimii Biyopsisi: Melanomanin lenf diigiimlerine yayildig1
durumlarda, lenf diigiimlerinin alinmasit ve incelenmesi amaciyla lenf diigiimii
biyopsisi yapilabilir. Bu, kanserin yayilma durumunun belirlenmesi ve tedavi planinin

olusturulmasinda 6nemli bir adimdir.



Radyo Cerrahi: Ileri evre melanomlarda, cerrahi olarak cikarilmasi zor veya
mimkiin olmayan tiimorlerin tedavisinde radyo cerrahi kullanilabilir. Radyo
cerrahi, yiiksek dozda 1sinlarin odaklanmis bir sekilde tiimore uygulanmasiyla timér

hiicrelerinin tahrip edilmesini hedefler.

Cerrahi miidahale genellikle melanoma tedavisinde 6nemli bir adimdir, ancak
her durum i¢in tedavi plan1 bireysel olarak degerlendirilir. Tiimdriin evresi, derinligi,
yayillma durumu ve hastanin genel saglik durumu géz 6niinde bulundurularak cerrahi

miidahaleye karar verilir.
. Immiinoterapi

Kanser immiinoterapisinde timér hiicrelerine karst immiin yanitlarin
stimiilasyonu ya da aktivasyonu yoluyla kanserin yok edilmesi amaglanmaktadir.
Immiinoterapi kapsaminda, ileri evre (metastatik) malign melanomlu hastalar icin,
immiin check point inhibitdrleri ile tedaviler uygulanmaktadir. Immiinoterapi énceki
standart tedavilerle karsilastirildiginda umut verici bir tedavi secenegi olup ileri evre
melanoma goriilen hastalarda kalict tam yanitlar meydana getirdigi goriilmiistiir.
Ancak melanoma tedavisinde immiinoterapiye yanit veren hastalarda dahi, immiin
kontrol noktas: inhibitdrii basar1 oran1 genellikle <%350'dir. Immiinoterapiye karsi
birincil ve kazanilmig diren¢ yaygmdir ve bu da tedavinin bagar1 oranim

diistirmektedir.

Melanoma tedavisinde immiin check point inhibitorii ilaglar, bagisiklik
sisteminin kanser hiicrelerini tanimasini ve onlara saldirmasimi tesvik etmek icin
kullanilan bir tedavi yaklagimidir. Immiin check point inhibitdrleri, bagisiklik
sisteminin diizenlemesinden sorumlu olan proteinlerin aktivitesini hedef alarak calisir.
En ¢ok kullanilan immiin check point inhibitdrleri Programlanmis Hiicre Oliimii
Protein 1 (PD-1) inhibitorleri ve Sitotoksik T Lenfosit Antijen 4 (CTLA-4)
inhibitorleridir.

Programlanmig Hiicre Oliimii Protein 1 (PD-1) inhibitdrleri, bagisiklik
sisteminin kanser hiicrelerini tanimasini ve etkili bir sekilde saldirmasini tesvik eder.
PD-1, bagisiklik hiicrelerinde bulunan bir reseptordiir ve kanser hiicrelerinin bagisiklik

tepkisinden ka¢gmasina yardimci olur. PD-1 inhibitorleri, PD-1 reseptoriinii hedef



alarak kanser hiicrelerine baglanmasini engeller ve bagisiklik hiicrelerinin kanser
hiicrelerine saldirmasini artirir. Pembrolizumab ve nivolumab, melanoma tedavisinde

yaygin olarak kullanilan PD-1 inhibitorleridir (21).

Sitotoksik T Lenfosit Antijen 4 (CTLA-4) inhibitorleri, bagisiklik sistemini
aktive eden bir mekanizmay1 hedef alir. CTLA-4, bagisiklik hiicrelerinde bulunan bir
reseptordiir ve bagisiklik tepkisini diizenler. CTLA-4 inhibitorleri, CTLA-4
reseptOriinii hedef alarak bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu artirir ve bagisiklik
sistemini kanser hiicrelerine karsi daha etkili hale getirir. Ipilimumab, melanoma

tedavisinde kullanilan bir CTLA-4 inhibitorudir.
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Sekil 1. 1. Melanoma tedavisinde FDA tarafindan onaylanmus ilaglar (2).

J Hedefe yonelik tedavi

Melanomada bulunan molekiiller miicadele etmek icin hedeflendirilmis
tedaviler gelistirilmistir. Bunlardan en timit verici olanlari, sirasiyla 2011 ve 2013
yillarinda metastatik ve cerrahi miidahaleye uygun olmayan BRAF mutasyonlu
melanomalarin tedavisi i¢in onaylanan BRAF inhibitorleri, vemurafenib ve
dabrafenib'i igerir. Bununla birlikte, bu ilagclar BRAF mutasyonlu hastalarin yaklasik
yarisi i¢in oldukea etkili olsa da, hastalarin ¢ogunlugunda nispeten kisa bir siire i¢inde
ikincil direng gelistigi goriilmiistiir. Bu ikincil direncin gelistigi bazi mekanizmalar
bulunmus ve daha kalic1 bir etki icin yeni ilaglar ve yeni ilag kombinasyonlari
arastirtlmaya devam edilmektedir. BRAF inhibitorlerine yanit verme olasilig1 yliksek
olan hasta gruplarim1 belirlemede kullanilabilecek biyobelirtegler iizerine de son

yillarda ¢aligsmalar yapilmaktadir (1, 22).



. Kemoterapi

Kemoterapi, melanoma tedavisinde genellikle ikinci veya {iciincii sirada tercih
edilen yontemdir. 11k tercih edilen tedaviler genellikle cerrahi yéntem, immiinoterapi
ve hedefe yonelik tedavi gibi diger yontemlerdir. Bununla birlikte, bazi durumlarda

kemoterapi, 6zellikle ilerlemis evrelerde ve metastatik melanomada kullanilabilir.

Melanoma tedavisinde kullanilan FDA onayli tek kemoterapi ajani
Dakarbazin’dir. DNA'daki O6- ve N7-guanin pozisyonlariin alkilleyici bir ajani
olarak iglev goren ve hiicre 6liimii ve apoptoza yol acan DNA ¢ift sarmal kirilmalarina
neden olan bir monoterapi ilacidir. Dakarbazin evre IV metastatik malign melanoma
hastalarina Onerilmektedir. Calismalar, dakarbazin icin umut verici sonuglar
gostermistir. Su anda bir¢ok ¢alismada, karmustin, tamoksifen ve sisplatin igeren
Dartmouth rejimini kullanan diger ajanlara ek olarak dakarbazin kullanilmaktadir (23,

24).
2.2. Metformin

2.2.1. Metforminin Fizikokimyasal Ozellikleri

CH,
o
N N NH

- 2
H,C T \“/ *HCI

NH NH
C4H12CIN;

Sekil 2. 1. Metformin HCL’nin kimyasal formiilii

Metformin hidrokloriir ac1 bir tada sahip beyaz, higroskopik kristal bir tozdur.
Kimyasal olarak 1,1 dimetil-biguanid hidrokloriirdiir ve diger biguanidlere benzer bir
etki mekanizmasina sahiptir (Sekil 1.2.). Suda ve %95 alkolde ¢oziiniir; eter veya

kloroformda pratik olarak ¢éziinmez.
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Metformin hidrokloriir, oda sicakliginda nispeten stabildir. Sicaklik 60°C'ye
cikarildiginda 6nemsiz ayrisma gdzlenir. Bununla birlikte metformin, erime noktasina
yakin sicakliklarda (200°C) aminler de dahil olmak iizere birgok iirlinii olusturmak
lizere ayrigmaya baslar. Metforminin oksidasyonu pH'a baglhidir. Asidik ortamda
%99’u bozunmamis olarak gozlenirken; noétr ortamda bu oran %88; ve alkali

soliisyonda %71 olarak bulunmustur.
2.2.2. Farmakolojik ve Farmakokinetik Ozellikleri

Metformin, hepatik glikoz iiretimini (glikoneogenez) ve glikozun
bagirsaklarda emilimini azaltip periferik glikoz alimimi ve kullaniminmi artirir. Bu
sayede insiilin duyarliligin1 artirarak kan glikoz seviyelerini diisiiriir. Metforminin
mitokondriyal kompleks I aktivitesini inhibe ettigi iyi bilinmektedir ve o zamandan
beri genel olarak giiclii antidiyabetik etkilerinin bu mekanizma yoluyla ortaya ¢iktigi

one siirtilmistiir.

Oral almm takiben, organik katyon tasiyici-1 (OCT1), metforminin
hepatositlere (karaciger hiicreleri) alinmasindan sorumludur. Metformin pozitif ytiklii
oldugundan, mitokondriyal i¢ zarin yani sira plazma zari boyunca hiicrelerde ve
mitokondride birikir. Metformin, mitokondriyal kompleks I'i inhibe ederek,
sitoplazmik ADP:ATP ve AMP:ATP oranlarinda artisa yol acan mitokondriyal ATP
tiretimini engeller. Bu degisiklikler, glikoz metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynayan bir enzim olan AMP ile aktive olan protein kinaz1 (AMPK) aktive eder.
Bu mekanizmanin yani sira AMPK, diger aktivatorleri igeren bir lizozomal mekanizma
ile aktive edilebilir. Bu islemi takiben AMP:ATP oranindaki artislar fruktoz-1,6-
bifosfataz enzimini de inhibe ederek glukoneogenezin inhibisyonuna neden olurken
adenilat siklaz1 da inhibe ederek kullanilan ATPin bir tiirevi olan siklik adenozin
monofosfat (cCAMP) tiretimini azaltir. Aktive edilmis AMPK, asetil-CoA karboksilaz
enziminin iki izoformunu fosforile eder, bdylece yag sentezini inhibe eder ve yag
oksidasyonuna yol agar, hepatik lipid depolarint azaltir ve karacigerin insiiline

duyarliligin artirir.
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Yukaridaki yola ek olarak, metforminin etki mekanizmasi baska yollarla da
aciklanabilir ve kesin etki mekanizmasi son yillarda kapsamli bir sekilde

arastirilmaktadir.

Metformin, suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip olup, hiicre membranlarina diisiik
gecirgenlige sahiptir. Bu nedenle, Metformin biyofarmasotik siniflandirma sistemine

gore Smif III ilag olarak siniflandirilabilir (15).
2.3. Metforminin Melanomada Kullanimi

Metformin, tip 2 diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilagtir; gesitli
mekanizmalar yoluyla serum glukoz seviyesini diisiiriir. Melanoma, 6zellikle glikoz
metabolizmasina gii¢lii bir sekilde bagimhidir ve birka¢ epidemiyolojik caligma,
metformin kullanimi ile daha diisiik cilt kanseri riski arasinda bir iliski oldugunu ortaya
koymustur. Bununla ilgili olarak, bir arastirma metforminin SCC hiicreleri (A431
hiicre hatt1) ile ksenogreftlenmis farelerde tiimor biiylimesini inhibe ettigini ortaya
¢ikarmis; etkinin mTOR ve NF-kB sinyal yollarinin inhibisyonundan kaynaklandig:
goriilmiistiir(25). Benzer sekilde, Tomic ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada metforminin in vitro olarak melanom hiicrelerinin proliferasyonunu

azalttiZ1 ve in vivo olarak hiicre dongiisii arresti yoluyla tiimor biiylimesini azalttig

gosterilmistir (26).

;,.:' — 0. } \

Sekil 2. 2. Metforminin kanser hiicrelerine etkileri (27).
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Yapilan diger c¢aligmalarda metforminin anti-melanom &zelliklerinin
aciklanmasi i¢in protein TRIB3 ekspresyonunun azalmasi, miRNA ekspresyonunun
upregiilasyonu ve tiimor mikrogevresinde immiin yanitin indiiklenmesi dahil olmak
tizere c¢esitli molekiiler mekanizmalar Onerilmistir. Ayrica metformin, p53 timor
baskilayici proteini ve AMPK'yi aktive ederek in vitro ve in vivo metastaz gelisimini
engellemistir. Metformin, bir metastatik melanoma hiicresi modelinde MEK inhibit6rii
olan binimetinib'in anti- proliferatif etkilerini arttirmistir (26). Molekiiler mekanizma,
P-ERK asag1 regiilasyonunu ve AMPK upregiilasyonunu igerir. Bu klinik oncesi
kanitlar nedeniyle, ¢esitli klinik arastirmalar yapilmistir. Metforminin cilt kanserinde
terapotik etkilerini arastiran en az bes klinik c¢alisma devam etmektedir
(NCTO01638676, NCT01840007, NCT02143050, NCT03311308 ve NCT04114136).
Metformin bu ¢aligsmalarda adjuvan olarak kullanilmistir (27, 28).

£y
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Hiicre dongiisii aresti Emt markarian 1
1 Melanoma
) baslatici hucreler
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1 metastazinin
inhibisyonu

Melanoma hiicre
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Sekil 2. 3. Metforminin melanoma {izerine etkileri (27).
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2.4. Derinin Yapisi ve Anatomisi

Deri insan viicudundaki en biiyiikk organdir ve organizmayi1 disaridan
gelebilecek fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlere karsi korur. Derinin toplam yiizey
alan1 yaklasik 1,5-2 m*’dir. Aym1 zamanda 1s1 ve su kaybimi dnleyerek viicudun dis
ortam kosullarina adaptasyonunu saglar. Derinin kalinlig1 bolgeye gore 0.5-3 mm

arasinda degisir, pH degeri ise 4-7 arasindadir (28).

Insan derisi distan i¢e dogru sirasi ile epidermis, dermis ve hipodermis olmak

tizere farkl 6zelliklere sahip 3 kisimdan olusmaktadir (29).

. Epidermis

Epidermis, derinin en disinda yer alan, ¢evre ile dogrudan temas eden ¢ok katl bir
tabakadir. Skuamoz ve keratinize bir epitelden olusmaktadir. Derinin en ince tabakasi
olup kan damar1 igermemektedir. Canliligin1 devam ettirebilmek i¢in dermisten
difiizyon yoluyla beslenir. Esas iglevi insan viicudu ile dis ortam arasinda bariyer gérevi
gormektir. Kalinlig1 viicut bolgelerine gore degisiklik gostermektedir, géz kapaginda
epidermis kalinlig1 0,06 mm iken avug i¢i ve ayak tabaninda bu kalinlik 0,8 mm’ye
ulagsmaktadir (30).

Epidermis distan ige dogru 5 tabakadan olugmaktadir:

1- Stratum korneum (epidermisin dis kismzi).
2- Stratum lucidum,

3- Stratum granulosum,

4- Stratum spinosum,

5- Stratum basale (epidermisin i¢ kismi) (31)

Stratum korneum;

Epidermisin en dis tabakasidir, i¢i keratinle dolu olii hiicreler olan
keratinositlerden olugmaktadir. Keratinositler hiicreler arasi lipit tabakaya gomiilii
sekilde bulunmaktadir ve bu yapisindan dolayr tugla-har¢ modeli olarak
adlandirilmigtir. Bu yap1 sayesinde derinin bariyer fonksiyonunda 6nemli bir yere
sahiptir. Stratum korneum yapist,

%75-80 protein, %5-15 lipit ve %5-10 tanimlanmamuis yapilardan olugmaktadir. Hiicre
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zarf proteinlerinin ¢oziiniirligi diisiiktiir ve kimyasal etkenlere kars1 direnglidir. Bu
tabakadaki lipit miktar1 ve cinsi ise viicut bolgesine gore degiskenlik gosterir.

Permeabilitenin stratum korneumdaki lipit miktarina gore degistigi kabul edilir. Bu

Ozellik stratum korneuma segici gecirgenlik saglar (32).
. Dermis

Epidermis ve subkutan yag doku (hipodermis) arasinda yer alan derinin en kalin
tabakasidir. Deriye saglamlik ve esneklik saglayan kolajen fibriller ve elastik bag doku
bu tabakada yer alir. Papiller ve retikiiler dermis olmak iizere iki boliimden olusur.
Papiller dermis daha incedir. Kan damarlar1 ve bag dokusu bu bolgede yogun olarak
bulunur. Bu kan damarlar1 sayesinde derinin dermis ve epidermis tabakalar1 beslenir.
Yine bu bolgedeki kan dolasimi sayesinde viicut sicakligi diizenlenir.

Ek olarak fibroblastlar, mast hiicreleri, makrofajlar, lenfositler, melanositler ve
derinin diger yapilart (kil, ter ve yag bezleri) ile sinirler de dermis tabakasinin
bilesenlerindendir. Dermiste bulunan sinir uglar1 dokunma, sicaklik, basing ve agr1 gibi
uyaranlar1 tespit ederken, toksinleri ve diger istenmeyen molekiillerin atimini da
saglamaktadir. Hidrofilik 6zelligi daha yiiksek olup hidrofilik molekiillerin gegisi
kolayken, lipofilik molekiillerin gegisi daha zordur (33-35).

. Hipodermis

Derinin en alt tabakasi olup yag dokusu ile gevsek bag dokusundan
olusmaktadir. Deriyi daha derin dokulara baglayarak arada koprii gorevi goriir.
Depoladig1 yag doku sayesinde viicut sicakligini korur ve disaridan gelen mekanik
travmalara kars1 bariyer gorevi goriir. Goz kapagi gibi bazi viicut bolgelerinde ise

bulunmamaktadir (36).
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Sekil 2. 4. Derinin Yapisi (37).

2.4.1.Topikal Tedavi

[laglarin deri yoluyla uygulanmasi ile hem lokal etki hem de sistemik etki
saglanabilmektedir. Girisimsel bir yontem olmamasi nedeniyle de topikal tedavi
uygulamasi kolay ve hasta uyuncunun iyi oldugu bir uygulama yoludur. Genis ylizey
alanina sahip olmasi ilag uygulanmasi i¢in uygun bir ortam yaratsa da, ilaglarin
stratum korneum tabakasini gecip deride hedeflenen bolgelere ulasmasi zordur.
Deriden ilag gecisini aciklayan g¢alismalarin sayist son yillarda artmis olmasina

ragmen, ila¢ gecis mekanizmalari heniiz tam olarak aydinlatilamamuistir.

Deriden ila¢ uygulanmalarinda ilacin uygulandigi boélgeye bagl olarak cilt
morfolojisi de degistiginden farkli sonuglarla karsilasilabilmektedir. Bunun yani sira
kisiler arasi cilt 6zelligindeki farkliliklar da ilacin etkisini degistirebilir.

Ilaglarin deriden gecisi dogrudan epidermis tabakasindan ilag gecisi
(transepidermal) yolu ile olur. Bunun yam sira kil folikdilleri, ter ve yag bezleri

araciligiyla da ilag¢ gegisi gerceklesmektedir (transappendeal yol) (38).
2.5. Melanomada Topikal Tedavi Yaklasimlari

Melanoma tedavi edilmesi olduk¢a zor bir cilt kanseridir. Melanoma

tedavisinde ilaglarin topikal uygulanmasi, ilaglarin sistemik yan etkilerin azaltilmasi ve
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hedef bolgede etki saglanmasi gibi tstiinliikler sunmaktadir. Son yillarda melanoma
tedavisinde topikal uygulamalar {zerine yapilan c¢alismalarin sayisi artig
gostermektedir. Her ne kadar cerrahi yontem melanomada ilk tercih edilen yontem olsa
da, metastatik melanoma hastalar1 gibi bazi hastalarda cerrahi ydntem
uygulanamamaktadir. Bunun yani sira hastalar tarafindan da cerrahi miidahalenin
tercih edilmedigi durumlar s6z konusu olabilmektedir. Topikal tedavi se¢eneklerinin
daha ¢ok kanser dncesi lezyonlarda ya da metastatik kanser vakalarinda kombinasyon

tedavisi olarak kullanimi dngdriillmiistiir (39).

Melanoma tedavisinde heniiz kullanim1 onaylanmis topikal uygulanan bir ilag
bulunmamaktadir. Cerrahi miidahale yapilamayan ya da cerrahi miidahale sonrasi
tedavi alan hastalarin bir kismina endikasyon dis1 olarak topikal imikimod tedavisi
uygulanmaktadir. Imikimod, genital sigiller, aktinik keratoz ve yiizeyel bazal hiicreli
karsinom tedavisi icin Amerikan Gida ve Ilag¢ Idaresi (FDA) ve Avrupa Ilag Ajansi
(EMA) tarafindan kullanimi1 onaylanmus bir Toll benzeri reseptdr agonistidir. Ozellikle
lentigo maligna melanoma ve melanoma metastazlarinda endikasyon dis1 olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilmis bir¢cok ¢aligma imikimodun hastalarda etkin ve
giivenli oldugunu gostermistir (40). Ancak mevcut ¢aligmalardaki tedavi rejimleri
birbirinden oldukg¢a farklidir. Ayn1 zamanda tedavi sonrasi gozlem siiresi 18 ay
ile simirhidir. Tedavi sonrasi hastalarin %25’inde hastaligin devam ettigi goriilmiistiir.
Buna ek olarak, tedavi pahalidir ve uygulama bdlgesinde genis bolgeye
uygulandiginda inflamasyon riski de mevcuttur. Bu nedenle uygulama 6ncesi hekim

tarafindan 1yi bir degerlendirme yapilmasi gerekmektedir (41, 42).

Melanomanin topikal yolla tedavisinde nanopartikiiler sistemler iizerine de
aragtirmalar yapilmaya devam edilmektedir. Tablo 2.1’de melanomanin topikal
tedavisine yonelik farkli etkin maddelerle hazirlanmis nanopartikiiler sistemlerle

yapilan bazi caligmalar gosterilmistir.
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Tablo 2. 1. Melanomanin topikal yolla tedavisinde nanopartikiiler sistemlerle yapilan
bazi ¢alismalar

Formiilasyon Etkin Madde Uygulama Yolu Referans
Tipi
Polimerik NP Dakarbazin Topikal (43)
Kati lipid NP Metformin Topikal (44)
Lipozom Vemurafenib Topikal (45)
Altin NP Imatinib mezilat Topikal (46)
Nanoemiilsiyon Dakarbazin Topikal (47)
Hidrojel Paklitaksel Topikal (48)
Lipozomal Niklozamid Topikal (49)
termojel

2.6. Nanoteknoloji Bazh ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Modern ilag tedavisi giiniimiizde etkin maddenin daha spesifik ve belirli bir
sekilde etki gostermesi istenen bdlgeye tasinmasi yoniinde degisim gostermektedir.
Nanoteknoloji terimi genel olarak 1-100 nm araligindaki yapilar1 ifade etmekle
birlikte, ilag tastyici sistemlerde nanoteknoloji terimi 1000 nm alt1 ¢apa sahip yapilar
kapsamaktadir. Nanoteknolojik sistemlere olan ilgi, konvansiyonel tedavilerin etkisiz
kaldig1 alanlarda 6zellikle artis gostermistir (50).

[laglarin hedef bdlgeye tasinmasi uzun yillar boyunca arastirmacilari zorlayan
bir adim olmustur. Pek ¢ok konvansiyonel ila¢ tasiyici sistemde istenen etkinin
saglanamamasi, seciciligin az olmasi, kisa kalis zamani1 ve zayif biyodagilim gibi
sorunlarla karsilasiimaktadir. Nanoteknoloji bazli ilag tasiyici sistemlerle ilaclarin
hedeflenen etki bolgesine tasinmasi saglanarak terapdotik etkinligin artirilmas: ve yan
etkilerin azaltilmas1 amaglanmaktadir.

Partikiil boyutunun kiiclilmesi nano boyutlu ilaglara pek c¢ok iistiinlik
kazandirsa da, nano boyutla birlikte fizikokimyasal 6zelliklerde goriilen degisiklikler
birtakim toksisite risklerini de beraberinde getirmektedir. Farkli partikiil biiyiikligii ve
morfolojiye sahip pek c¢ok nanoteknoloji bazli formiilasyon {izerine arastirmalar

yapilmaya devam etmektedir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2. 5. Nanoilaclarin biyolojik cevreleri ile etkilesimlerini etkileyebilecek farkl
ylizey yapilart (51).

[lacmn fizikokimyasal ozelliklerindeki farkliliklar ilacin farmakokinetiginde
degisikliklere neden olmakta, absorbsiyon, dagilim, eliminasyon ve metabolizma
ozellikleri degisen ilaglar biyolojik bariyerleri daha iyi gegebilmektedir. Ilacin
etkisinde artisa yol acan bu etki, bazi durumlarda ise ilacin istenmeyen organ ve
dokularda birikmesi ile toksik etkilerde ve yan etki riskinde artis da goriilebilmektedir
(52).

Potansiyel ilag tasiyici sistemler olarak arastirilmakta olan pek ¢ok sistem
mevcuttur. Bunlardan bazilari; polimerik nanopartikiiller, kati lipit nanopartikiiller,
metal nanopartikiiller, nanojeller, miseller, nanokristaller, lipozomlar, dendrimerler,
nanofiberler ve nanotiiplerdir.

Son yillarda ¢esitli endikasyonlarda kullanilmak tizere Metformin HCL igeren
nanotastyici sistemler ile ¢ok sayida bilimsel arastirma yapilmistir. Bu sistemlere bazi

ornekler Tablo 2.2’de sunulmustur.
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Tablo 2. 2. Metformin HCL igeren Nanotasiyici Sistemler

Formiilasyon Tipi Uygulama Yolu Endikasyon Referans
Kat1 lipit NP Oral Kolon Kanseri (53)
Polimerik NP Oral Diyabet (54)
Polimerik NP Oral Polikistik bobrek (55)

hastalig1
Polimerik NP Topikal Melanoma (56)
Nanoemiilsiyon Oral Diyabetik (57)
nefropati
Mikroigne Transdermal Diyabet (58)
Hidrojel Topikal Yara iyilesmesi (59)
Lipozom Oral Meme kanseri (60)
Lipozom Topikal Melanoma (61)
Etozom Topikal Cilt kanseri (62)

2.6.1. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller konvansiyonel ilag tastyici sistemlerde goriilen kisitlamalarin
iistesinden gelmek amaciyla gelistirilmistir. Nanopartikiillerin partikiil boyutu 10-
1000 nm arasinda degigmektedir. Nanopartikiiler sistemlerde etkin maddenin
polimerik yapiya hapsedilmesi ya da etkin maddenin matriks yapida homojen
dagilmas: saglanir.

Nanopartikiillerle hastalik ve hastaya 6zgii olarak degisebilen sistemik,
mikrogevresel ve hiicresel biyolojik engellerin asilmasi amaglanmaktadir.
Nanopartikiiler sistemler ile etkin maddenin stabilitesi ve hedef bdlgeye tasinmasi

arttirilabilir. Bu sistemler ilaglarin kontrollii salimini da saglamaktadir.
2.6.2. Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Nanopartikiiller pek cok farkli yontemle hazirlanabilmektedir. Hazirlama
yontemi ve kullanilan materyaller degistirilerek istenen boyut ve ozellige sahip

nanopartikiiller tasarlanabilir.
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° Emiilsiyon Olusturma/Coziicii Buharlastirma Yontemi

Nanopartikiil hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan yontemlerden biri emiilsiyon
olusturma/cdziicii buharlastirma yéntemidir. Ilag ve polimer uygun bir ¢dziicii
icerisinde ¢oziindiiriilir. Emiilsiyon olustuktan sonra ¢oziicii buharlastirilarak
nanopartikiiller elde edilir (Sekil 2.6.). Uretim sirasinda polimer ve ilag
konsantrasyonu, emiilsiyon orani, karistirma hizi, emiilsiyon ortaminin 6zellikleri ve
buharlastirma kosullar1 optimize edilerek istenen partikiil boyutu, dagilimi ve

morfolojiye sahip nanopartikiiller elde edilebilir (63).

DVB)

Yag /su Coziicl Nanopartikiillerin
emiilsiyonu buharlagtirma eldesi

Sekil 2. 6. Emiilsiyon olusturma / ¢6ziicli buharlagtirma yonteminin sematik gdésterimi
(64).

C

. Cift Emiilsiyon Yontemi

Cift emiilsiyon yontemi hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglarin enkapsiile
edilebildigi bir iiretim yontemidir. Bu yontemde, homojenizasyon iki adimda
gerceklestirilir. Ilk adimda, suda ¢oziinebilen ilaglar i¢ sulu faza (WI),
polimer/lipofilik ilaglar yag fazina (O) eklenir. Bu islemden sonra olusan karisim
uygun karistirma ile homojenize edilerek birincil emiilsiyon (W1/0) olusturulur. Daha
sonra, birincil emiilsiyon uygun bir stabilizator igeren dis sulu faz ile emiilsifiye
edilerek cift emiilsiyon (W1/0O/W2) olusturulur. Cift emiilsiyon olusumunu takiben
organik ¢oziicli buharlastirilarak nanopartikiil dispersiyonu elde edilir (Sekil 2.7.) (65).
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Sekil 2. 7. Cift emiilsiyon yonteminin sematik gosterimi (66)

e Siiperkritik Siv1 Teknolojisi

Stiperkritik sivilar kritik sicaklik ve basing altinda gaz ve sivi fazlar1 arasinda
bir gecis durumunda olan maddelerdir. Bu yontemde polimer ve ilacin karbondioksit
gibi giivenli bir ¢oziiciide ¢ozlinmesi saglanir. Sonrasinda basing degisimi ile ¢oziicii
gaz hale gecer ve nanopartikiillerin olusumu saglanmis olur. Bu yontem kullanilan
maddelerin toksik olmamasi, yeniden kullanilabilir olmasi gibi nedenlerle ¢evreye

zarar vermeyen ‘yesil’ olarak tanimlanmig bir yontemdir (65).
. Nanopresipitasyon Yontemi

Nanopresipitasyon yonteminde polimer suyla karisabilen organik bir ¢oziiclide
¢ozlindiiriiliip s1v1 faza eklenir. Organik ¢6ziiciiniin sulu faza difiize olmasiyla polimer
sulu ortamda ¢oker ve nanopartikiil olusumu spontane olarak gerceklesir. Kolloidal
siispansiyon stabilitesini saglamak amaciyla cogunlukla siirfaktanlar ilave edilir.
Nanopresipitasyon yonteminde partikiil biiytikliigii dagilimi belirli ve uygun 6zellikte

nanopartikiiller elde edilir (Sekil 2.8.). Basit ve ekonomik bir liretim yontemidir.



22

@ N
ﬁ 7
W‘,J
i
— ) —

Sekil 2. 8. Nanopresipitasyon yonteminin sematik gosterimi (67).

. Iyonik Jellesme

Iyonik jellesme ydntemi ile, belirli kosullar altinda iki iyonik madde arasindaki
elektrostatik etkilesimlerle nanopartikiil ve mikropartikiillerin tiretilmesi saglanir.
Maddelerden en az birinin bir polimer olmasi gerekir. Reaksiyona bir ilag veya
biyoaktif molekiill eklendiginde, polimerik zincirler arasinda tutulabilarak
nanopartikiil olusumu gergeklesir. Bu sayede ilacin kontrollii salinminin
saglanmasimin yani sira, molekiillerin birlikte kapsiillenmesi, nanopartikiillerin
bolgeye 6zgii islevsellestirilmesi ve ilacin biyoaktivite siirelerinin artmasi gibi etkilere

yol acabilir (69).

2.7. Kitosan

OH OH OH
o) o)
HO 0
HO " Ho HO OH
NH, NH, NH,
- —n

Sekil 2. 9. Kitosanin molekiiler yapisi (68).

Kitosan, kabuklu su hayvanlarinin dis iskeletinin ana bileseni olan kitinin
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deasetilasyonuyla elde edilen bir polisakkarittir. Biyobozunurluk, biyolojik uyumluluk,
yiiksek biyoyararlanabilirlik, zengin modifikasyon olanaklar1 gibi 6zellikleri nedeniyle
farmasotik ve tibbi alanlarda genis bir uygulama yelpazesi sunmaktadir. Kitosan,
ozellikle yara iyilesmesi, ilag tasiyici sistemler, gen tedavisi, doku miihendisligi gibi

bir¢ok alanda kullanim potansiyeli tasimaktadir (69).

Kitosan, polimer zincirinde bulunan amino gruplar1 sayesinde katyonik bir
ozellige sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde negatif yiiklii ylizeylere baglanabilir ve etkilesim
kurabilir. Kitosanin katyonik 6zelligi, mikroorganizmalarin hiicre zar gibi negatif ytiklii
yiizeylerine baglanarak antimikrobiyal etki gostermesine katki saglar (70). Ayrica
kitosan katyonik 6zelligi sayesinde deri yiizeyindeki negatif yiiklii yapilarla etkileserek
deriden gegisi kolaylastirabilir (71).

Deasetilasyon derecesi, kitosanin ozellikleri ic¢in kritik bir parametredir.
Onceki arastirmalar, yiiksek deasetilasyon derecesine sahip kitosanin daha giiglii
biyolojik etkiler sergiledigini ve suda ¢oziiniirliigiiniin arttigini bildirmistir. Bu durum
molekiil icinde daha yiiksek bir amino grubu konsantrasyonunu gdstermesinden
kaynaklanir ve fonksiyonel amin grubunun protonlanmasi, kitosanin biyolojik
etkilerini gosterebilmesi ve suda ¢oziinebilmesi i¢in 6nemlidir. Deasetilasyon derecesi
kitosanin molekiiler agirligini ve viskozitesini de etkileyebilir. Deasetilasyon derecesi
arttikca kitosanin molekiiler agirligi ve viskozitesi genellikle azalir. Bu ozellik,
kitosanin farkli uygulamalarda reolojik ve akigkanlik Ozelliklerini belirlemede

Oonemlidir (72).



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde

Asetonitril
Asetik Asit
Diklorometan
Dimetil Stilfoksit
Formik asit

Kitosan (diisiik molekiil
agirlikl, deasetilasyon derecesi
(%75-85)

Metformin Hidrokloriir

MTT (metil-tiyazol-
tetrazolyum)
Pluronik F68
Polikaprolakton
Polivinil alkol
Protasan UP CL213
Sodyum Hidroksit

Tedarikei
Sigma Aldrich
Isolab

J.T. Baker
Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Novamatrix

Riedel-de Haén

Ulke
ABD

Almanya

ABD
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3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Cihaz / Ekipman

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
(HPLC)

Dinamik Isik Sagilimi Spektrometresi

Yiiksek Devirli Mikrosantrifiij

Termostath Yatay Calkalayicili Su

Banyosu

Ultra Saf Su Sistemi

Cok Noktal1 Manyetik Karistiric
UV Spektrofotometre
Viskozimetre

pHmetre

Model veya Tip

Agilent 1100 Series DAD ve floresans
detektorlii, HP Agilent 1050 Series UV
detektorlii

Malvern Zetasizer Nano ZS, Zetasizer

Nanoseries-ZS, Malvern Ins.
Hermle Z323K

Memmert

Millipore Milli-Q systems
Variomag Multipoint HP
Shimadzu 160-A
Brookefield DV2R-RV

Sartorius

25
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3.2. Yontem ve Deneyler
3.2.1. Metformin Hidrokloriir’iin HPLC ile In Vitro Miktar Tayini ve
Analitik Yontem Validasyonu

Agilent 1100 HPLC aletinde Metformin Hidrokloriir maddesi i¢in

gelistirilmis olan metodun ozellikleri su sekildedir:

Mobil faz : Asetonitril:Su (50:50 h/h, %0,5 formik asit)
Mobil faz akis hizi : 1 mL/dk
Sabit faz : Chromasil C18 K olon (250 x 4.6 mm)
Enjeksiyon hacmi : 10 uL
Dedektor : DAD dedektor 235 nm
Kolon sicakligr : 25°C
Analiz siiresi : 8 dakika
Kalibrasyon

Metformin HCL’nin mobil fazda hazirlanmis olan 200 pg/mL stok
¢ozeltisinden hareketle 7 farkli konsantrasyonda (1,5, 3, 6, 12,5, 25, 50, 100 pg/mL) 6
seri ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 0,22 um PTFE filtreden gegirilerek
HPLC yontemi ile analiz yapilmistir. Elde edilen pik alanlarina karsilik gelen

absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusu olusturulmustur.

3.2.2. Analitik yontem validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizi yapilacak olan maddenin miktar tayin
yonteminin amaclanan uygulama bakimindan gecerliligini gostermek i¢in yapilmasi
ongoriilen iglemlerden olugsan bir prosediirdiir. Gelistirilien analitik yontemin

degerlendirilmesinde kullanilan kriterler siralanmistir.
Dogrusallhik

200 pg/mL konsantrasyonda metformin HCL’nin mobil faz igerisinde
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hazirlanan stok ¢ozeltisinden hareketle 7 farkli konsantrasyonda (1.5, 3, 6, 12.5, 25,
50, 100 pg/mL) 6 seri ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 0,22 ym PTFE
filtreden gegirilerek HPLC yontemi ile analiz yapilmistir. Konsantrasyona karsi elde
edilen pik alanlar1 grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusu denklemi elde edilmis ve r?

degeri hesaplanarak dogrusallik gosterilmistir.
Dogruluk

Belirlenen analitik yontemin dogrulugunu gosterebilmek amaciyla diisiik, orta
ve yliksek konsantrasyonda (3, 12,5, 100 pg/mL) olmak iizere 3 konsantrasyon
secilmigtir. Secilen konsantrasyon noktalarinda yapilan analizlerle metformin
HCL’nin % geri kazanim degerleri hesaplanarak ortalama (X), standart sapma (SS) ve
varyasyon katsayisi (%VK) degerleri belirlenmistir. Varyasyon katsayisinin %2’den

kiigiik olmas1 yontemin dogrulugunun gostergesidir.
Kesinlik

Kesinlik kullanilan analitik yontemin farkli 6l¢iimlerde birbirine ne kadar yakin
sonuglar verdiginin bir gostergesidir. Kesinlik; varyasyon katsayist (VK) hesaplanarak
belirlenir. Yontemin kesinligini belirleyebilmek amaciyla tekrar edilebilirlik ve tekrar

elde edilebilirlik ve giinler arasi farklilik parametreleri incelenmistir.
Tekrar Edilebilirlik

Hazirlanan 200 pg/mL metformin HCL stok ¢ozeltisinden hareketle, 12,5
pg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢6zeltinin 6 kez ard arda HPLC ile analiz
yapilmistir. Analiz sonucunda ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayisi

degerleri hesaplanmistir. Varyasyon katsayisinin %2’den kiiciik olmas1 amac¢lanmustir.
Tekrar Elde Edilebilirlik

Kullanilan yontemin tekrar elde edilebilirligini belirlemek amaciyla 200
ug/mL stok c¢ozeltiden hareketle 12,5 pg/mL konsantrasyonunda 6 adet ¢ozelti
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler HPLC ile analiz edilmis ve ortalama, standart
sapma ve varyasyon katsayisi degerleri hesaplanmistir. Varyasyon katsayisinin

%2’den kiigiik olmas1 amaglanmustir.
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Giinler Arasi Farklhihk

12,5 pg/mL konsantrasyonda ¢ozeltiler 3 giin arda arda hazirlanarak HPLC ile analiz
edilmistir. Analiz sonucunda ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayisi

degerleri hesaplanmistir. Varyasyon katsayisinin %2’den kiiciik olmasi amaglanmustir.
Duyarhhk

Gelistirilen analitik yontem i¢in tanima sinir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ)
degerleri  belirlenmistir.  Calismada  kalibrasyon  dogrusundaki ~ minimum
konsantrasyon degeri olan 1,5 pg/mL i¢in sinyal/giiriiltii oranina gére LOD ve LOQ
degerleri hesaplanmistir. Tanima sinir1 i¢in sinyal/giirtiltii oraninin 3.3, alt tayin sinir1

icin ise 10 oldugu deger belirlenmistir.
Ozgiinliik

Kullanilan analitik yontemin metformin HCL taninmasina 6zgii oldugunu
belirleyebilmek i¢in; formiilasyondaki diger maddelerin metformin HCL ile bir girigim

yap1p yapmadigina bakilmis ve HPLC analizi ile yontemin 6zgiinliigii test edilmistir.
Stabilite

Analiz siiresince metformin HCL nin stabil oldugunu gostermek amaciyla 12,5
pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozelti ile 24 saat sonunda bozunmadan kalan

miktar ol¢iilmiistiir.
3.2.3. Bos Polikaprolakton (PCL) Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Bos polikaprolakton nanopartikiilleri ¢ift emiilsiyon yontemi kullanilarak
hazirlanmistir. 1 mL %1 (a/h) Pluronic F-68 ¢6zeltisi, farkli konsantrasyonlarda (%0,5
ve %1) PCL igeren 5 mL diklorometan (DCM) ¢ozeltisine damla damla enjektorle
eklenmis, buz banyosu altinda ultraturaks kullanilarak 13 000 rpm’de 5 dakika
emiilsifiye edilmistir. Olusan primer emiilsiyon %0,1 (a/h) PVA iceren 20 mL (%1
a/h) PF68 cozeltisinde buz banyosu altinda 13000 rpm’de 5 dakika ultraturaks
kullanilarak karistirtlmis ve S/Y/S emiilsiyonu olusturulmustur. Nanopartikiillerin

olusumu i¢in rotavaporda 40 °C’de 20 dakika organik ¢6ziiclinlin ugmasi saglanmastir.
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Calismalar PVA eklenmeden de gergeklestirilmistir.
3.2.4. Formiilasyon calismalari
Metformin HCI yiiklii Polikaprolakton Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Bos PCL nanopartikiillerle yapilan ¢alismalar1 takiben PVA miktar1 (PVA
iceren ve PVA igcermeyen) ve PCL yiizdesi (%0.5, %0.75, %1 olacak sekilde) icin
optimizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Cift emiilsiyon teknigi kullanilarak
Metformin HCl yiiklii PCL nanopartikiilleri hazirlanmistir. 2,5 mg metformin HCL ve
10 mg PF68 (%], a/h) 1 mL ultrasaf suya eklenmis ve manyetik karistiric1 ile 500
rpm’de 20 dk siireyle karigtirllmistir. Olusan ¢ozelti farkli yiizdelerde (%0.5, %0,75
ve %1) (a/h) PCL igeren 5 mL DCM ¢ozeltisine enjektorle damla damla eklenmis ve
ultraturaks ile 13 000 rpm’de 5 dakika buz banyosu altinda karistirilmistir. Olusan
primer emiilsiyon %0,1 (a’/h) PVA iceren/icermeyen 20 mL %1 (a’/h) PF68 sulu
¢ozeltisine enjektorle damla damla eklenmis ve ultraturaks ile 13 000 rpm’de 5 dakika
buz banyosu altinda karigtirllarak  S/Y/S  emiilsiyonu  olusturulmustur.
Nanopartikiillerin olusumu i¢in rotavoporda 40 °C’de 20 dakika organik ¢oziiciiniin
ucmasi saglanmstir.

Formiilasyon caligmalar1 kapsaminda elde edilen sonuglara gdre optimum

formiilasyonda PVA eklenmemis ve PCL oran1 %1 olarak belirlenmistir.

Metformin HCI yiiklii polikaprolakton nanopartikiillerin hazirlanmasinda, 2,5
mg metformin HCL ve 10 mg PF68 (%1 a/h) 1 mL ultrasaf suya eklenmis ve manyetik
karistirict ile 500 rpm’de 20 dk siireyle karistirilmistir. Olusan ¢ozelti %1 (a/h) PCL
iceren 5 mL DCM ¢ozeltisine enjektorle damla damla eklenmis ve ultraturaks ile 13
000 rpm’de 5 dakika buz banyosu altinda karistirilmistir. Olusan primer emiilsiyon 20
mL %1 (a/h) PF68 sulu ¢ozeltisine enjektdrle damla damla eklenmis ve ultraturaks ile
13 000 rpm’de 5 dakika buz banyosu altinda karistirilarak S/Y/S emiilsiyonu
olusturulmustur. Nanopartikiillerin olusumu i¢in rotavoporda 40 °C’de 20 dakika

organik ¢oziiciinlin ugmast saglanmistir.
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3.2.5. Nanopartikiillerin In Vitro Karakterizasyonu
Partikiil Bityiikliigii, Partikiil Bityiikliigii Dagilimi ve Zeta Potansiyeli

Bos PCL nanopartikiilleri ve Metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiillerinin
partikiil biiyiikligl, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri Malvern
Zetasizer Nano ZS kullanilarak 25 °C sicaklikta tayin edilmistir. Olgiimler 3 defa

tekrarlanmistir.
Enkapsiilasyon Etkinligi

Metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinligi tayini
i¢in santrifiij yontemi (indirekt yontem) kullanilmistir. Nanopartikiiller 40 dakika 15
000 rpm’de ultrasantrifiijleme islemine tabi tutulurak siipernatan ayrilmis, 0.22 pm
filtreden gecirilerek serbest metformin miktar:1 6nceden valide edilmis HPLC yontemi

(Bolim 3.2.1) ile analiz edilmistir.

Enkapsiilasyon etkinligi, Esitlik (1) kullanilarak elde edilmistir.

Esitlik (1) = Enkapsiilasyon Etkinligi (EE)
EE (%) = (Baslangictaki Metformin miktar1 — Serbest Metformin miktari) x 100

Baglangictaki Metformin miktart

In Vitro Sahm Calismalan

In vitro salim deneyleri igin diyaliz membran ydntemi kullanilmistir. Bu
amagla diyaliz membran MWCO:12 kDa kullanilmigtir. Deneyler pH 7.4°te
gergeklestirilmistir. Salim ortami olarak PBS kullanilmistir. Taze hazirlanan 5 mL
nanopartikiil dispersiyonu diyaliz membrana ilave edilmis, diyaliz membran 25 mL
PBS igeren behere yerlestirilerek 37°C’de 100 rpm hizda ¢alisan yatay calkalayicili su
banyosuna yerlestirilerek salim deneyi gergeklestirilmisir. Belirlenen zaman
araliklarinda ortamdan o6rnek alinmis, sink kosullar1 saglamak amaciyla yerine aym
miktarda taze PBS eklenmistir. Alinan 6rnekler, HPLC yontemiyle analiz edilmistir.
Salim calismasi1 3 seri halinde 24 saatlik zaman diliminde belirlenen zaman

araliklarinda (0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 ve 24 saat) yapilmstir.
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Nanopartikiillerin Mikroskopla Goriintillenmesi

Bos PCL nanopartikiill ve metformin HCI yiikli PCL nanopartikiil
formiilasyonlariin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in Taramali Elektron
Mikroskopu (SEM) ile gériintiileme yapilmustir. Ornekler metal levhalar iizerine tespit
edilmistir ve yiizey yiikiinli en aza indirmek i¢in altin-palladyum alagimi ile 100 °A
kalinliginda kaplanmistir. FIB-SEM (GAIA3 +Oxford XMax 150 EDS) aleti ile, 30
kV hizlandirilmis voltajda SEM goriintiileri elde edilmistir.

Fiziksel Stabilite

Bos PCL nanopartikiil ve Metformin HCl yiiklii PCL nanopartikiillerin partikiil
biiytikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri Malvern Zetasizer Nano
ZS kullanilarak 0, 1, 7, 14, 30 ve 90. giinde 25 °C ‘de 6l¢iim yapilarak tayin edilmistir.

Nanopartikiiller +4 °C’de buzdolabinda saklanmis ve 6l¢timler 3 defa tekrarlanmistir.

3.2.6. Bos Kitosan (CS) Jel ve Metformin HCI Yiiklii PCL Nanopartikiil

Iceren Kitosan (CS) Jel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

Optimizasyon g¢aligmalar1 kapsaminda; kitosan tipi (Protasan UP CL213 ve
diisiik molekiil agirhikli kitosan) ve asetik asit yiizdesi (%1, %1,5 ve %2 h/h)
calisilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda asetik asit (%1, %1,5 ve %2 h/h) jel olugmasi i¢in
gereken su miktarina eklenmistir. Daha sonra kitosan asetik asit-su karigimina ilave
edilerek manyetik karistiricida 500 rpm’de 30 dakika karistirilmistir. Jel icinde olusan
hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi i¢in oda sicakliginda 4 saat bekletilmistir. Asetik
asit eklenmeden de aymi caligmalar gergeklestirilmistir. Formiilasyon pH’sinin
ayarlanmas1 amaci ile farkli molaritelerde (0,5, 1, 2M) sodyum hidroksit (NaOH)

ilavesi yapilmistir. Tiim deneyler oda sicakliginda ii¢ tekrarli gerceklestirilmistir.

Optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda optimum jel formiilasyonunda kullanilan
asetik asit yilizdesi ve kitosan tipi belirlenerek Metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiil
iceren CS jel formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Bu amagla asetik asit (%1, h/h) (50 pL),

jel olugmasi i¢in gereken nanopartikiil dispersiyonu icerisine (1.95 mL) eklenmistir
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(73). Daha sonra kitosan (%3, a/h) (diisiik molekiil agirlikli, %75-85 deasetilasyon
derecesine sahip) bu ¢ozeltiye ilave edilerek manyetik karistiricida 500 rpm’de 30
dakika karistirilmistir. Jel i¢inde olusan hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi i¢in oda

sicakliginda 4 saat bekletilmistir. Deneyler 3 tekrarli gergeklestirilmistir.

3.2.7. Bos Kitosan Jel ve Metformin Yiikli PCL Nanopartikiil Iceren

Kitosan Jel Formiilasyonlarinin In Vitro Karakterizasyonu
Goriiniis

Hazirlanan jel formiilasyonlari organoleptik 6zellik, renk, berraklik, saydamlik

ve partikiil igerip igermemesi agisindan gorsel olarak incelenmistir
pH Tayini

Hazirlanan jel formiilasyonlarimin pH degeri Sartorius PP-20 pH o&lger
kullanilarak tayin edilmistir. Bu amagla 1 g jel formiilasyonu 25 mL saf suda
coziindiriilerek, elektrot 30 dakika siireyle sabit bir okuma elde edilene kadar

formiilasyon igerisinde bekletilerek 6l¢iim yapilmistir (n=3).
Viskozite tayini

Hazirlanan jel formiilasyonlarinin viskozite tayini i¢in 25 °C, 30 °C, 35 °C
sicakliklarda, dijital Brookfield Brookefield DV2R-RV viskozimetre kullanilarak
farkli kayma hizlarinda cP cinsinden dlgiim yapilmustir. Olgiimlerde CP-52 spindle
kullanilmugtir. Olgiim sirasinda torque degerinin 10-100 arasinda olmasina dikkat
edilmigtir. Jellerin akis oOzellikleri kayma gerilimine karsi kayma hizi grafigi

olusturularak belirlenmistir.
Yayilabilirlik Testi

Yayilabilirlik testi i¢in, 0.5 g jel formiilasyonu bir cam plaka {izerinde 6nceden
isaretlenmis 2 cm ¢apinda bir dairesel alana yayilarak tizerine baska bir cam plaka
yerlestirilmistir. Ustteki cam plaka iizerine 500 g agirhk koyularak 5 dakika
bekletilmistir. Yayilan jelin daire ¢api dlgiilmiis ve yayilim asagida belirtilen formiile

gbre hesaplanmustir.
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% Alana gore yayilim = (A2/A1) x 100
Al= Ik dairenin ¢ap1 (2 cm)

A2= Yayilimdan sonra dairenin ¢ap1

Mikroskopla Goriintiilleme

Hazirlanan jel formiilasyonlarinin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in
Taramal1 Elektron Mikroskopu (SEM) ile goriintiileme yapilmistir. Ornekler metal
levhalar {izerine tespit edilmistir ve yiizey yiikiinii en aza indirmek i¢in altin-
palladyum alagimi ile 100 °A kalinliginda kaplanmistir. FIB-SEM (GAIA3 +Oxford
XMax 150 EDS) aleti ile, 30 kV hizlandirilmis voltajda SEM goriintiileri elde

edilmistir.
In Vitro Salim calismalar

Metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiilleri i¢ceren CS jel formiilasyonlarinin
in vitro salim profilinin belirlenmesinde Franz difiizyon hiicresi kullanilmistir. pH 7.4
fosfat tamponu (PBS) ¢o6zeltisi, salim ortami olarak kullanilmistir. Franz difiizyon
hiicresinin dondr ve reseptor kompartmanlar1 arasina yerlestirilen diyaliz membran
icine 1 mL Metformin HCl i¢eren CS jel ve Metformin HCl yiiklii PCL nanopartikiilleri
iceren CS jel formiilasyonlari eklenmistir. Reseptoér kompartmana 10 mL PBS ¢ozeltisi
eklenmistir. Franz diflizyon hiicreleri 37+0,5°C sicaklifa ayarlanmis su banyosu
icerisine yerlestirilmis ve 100 rpm hizda manyetik karistiricida karistirilmistir. Ornek
alma saatleri olarak 30 dk, 1, 2 ,3 .4 ,6 ,8 ,12, 24. saatler belirlenmistir. Belirlenen
zaman araliklarinda ortamdan 0,5 ml 6rnek alinarak yerine ayni miktarda taze PBS
eklenmis ve sink kosul saglanmistir. Alinan 6rnekler 0,45 pm’lik seliiloz filtrelerinden

stizlilmiis ve HPLC ile miktar tayini gerceklestirilmistir.
3.2.8. Sitotoksisite calismalar:

Deriye topikal uygulanmak amaciyla gelistirilen metformin HCI yiiklii PCL
nanopartikiill iceren CS jel formiilasyonunun, hiicre kiiltiirii ¢alismalar ile
sitotoksisitesi ve antikanser etkinligi incelenmistir.

Bos PCL nanopartikiil formiilasyonunun L929 fare fibroblast hiicreleri
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tizerinde sitotoksik etkisi MTT (metil-tiyazol-tetrazolyum) yoOntemi ile
degerlendirilmistir. Bu yontem, USP’de kayith standart toksisite tayin yontemidir (41).
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarma, her bir kuyucuga 15x10* hiicre ekildikten sonra
farkli diliisyonlarda (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) bos PCL nanopartikiil formiilasyonlari
ilave edilmis, 37°C'de %5 CO: igeren inkiibatdrde 48 saat siireyle bekletilmistir. Bu
siire sonunda her bir kuyucuga 5 mg/mL konsantrasyonda MTT ¢ozeltisi eklenerek 4
saat beklenmis, olusan formazan kristalleri 100 pL. DMSO ¢ozeltisi eklenerek
¢oziindiiriilmiis ve 570 nm’de mikroplate okuyucuyla (SpectraMAX ID3, Molecular
Devices) 570 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢tilmiistiir. Hiicre canliligi, kontrol

grubu ile karsilastirilarak yiizde olarak ifade edilmistir.

Metformin HCl’nin sitotoksisitesinin incelenmesi i¢in B16F10 hiicreleri
tizerinde LDso degeri hesaplanmistir. Bu amagla metformin HCl’nin ultrasaf su
icerisinde hazirlanan stok ¢ozeltisinden hareketle farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Cozeltilerin  konsantrasyonlart 360, 180, 90, 45, 22,5 ve 11,25
ng/mL olacak sekilde hazirlanarak hiicre yasayabilirlikleri tespit edilmistir.

Metformin yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarmin antikanser etkinligi MTT
yontemi kullanilarak B16F10 insan melanoma hiicre hattinda yapilmistir. Ilk olarak
hiicrelerin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina her bir kuyucuga 15x10° hiicre
besiyeri icinde ekilmistir. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda (360, 180, 90, 45,
22,5, 11,25 pg/mL) metformin HCL icerecek sekilde metformin ¢bzeltisi, metformin
HCl yiiklii PCL nanopartikiilleri ve metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiil iceren CS
jel formiilasyonlar1 ilave edilerek 37°C'de %5 COz igeren inkiibatorde 48 ve 72 saat
sireyle inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda her bir kuyucuga 5 mg/mL
konsantrasyonda MTT c¢ozeltisi eklenerek 4 saat beklenmis, olusan formazan
kristalleri 100 pL. DMSO c¢ozeltisi eklenerek ¢oziindiiriilmiis ve mikroplate
okuyucuyla (SpectraMAX ID3, Molecular Devices) 570 nm dalga boyunda
absorbanslar1 ol¢iilmiistiir. Kontrol grubu olarak DMEM ile inkiibe edilen hiicreler
kullanilmistir. Kantitatif degerlendirme, % yasayabilirlik degerleri hesaplanarak

gerceklestirilmistir.
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3.2.9. Ex Vivo Calismalar

Nanopartikiil formiilasyonundan metforminin deri penetrasyonu, 37 °C
sicaklikta calisilmasini saglayan ceketli Franz diflizyon hiicresi kullanilarak
incelenmistir. Reseptor kompartmana sink kosullar1 saglayacak hacimde PBS (pH 7.4)
eklenerek manyetik karistirict altinda 300 rpm'de karistirilmistir. Antalya’da bir
domuz kesimhanesinden temin edilmis dermatom edilmis domuz derisi (stratum
korneum dondr kompartmanda yukari, dermal tabaka reseptor kompartmana gelecek
sekilde) dondr ve reseptor kompartman arasina yerlestirilerek metformin HCI yiikli
PCL nanopartikiil igeren CS jel ve serbest metformin HCI igeren CS jel cildin
epidermal yiizeyine (dondr kompartmana) uygulanmis ve 24 saat sonunda difiizyon
hiicresinin 6rnekleme portundan ¢ekilerek 0.45 pm filtreden siiziilmiis ve HPLC ile
analiz edilerek deriden gecen ilag miktar1 hesaplanmistir. 37 °C'de tutulan esit
hacimde taze fosfat tamponu, her 6rneklemeden sonra sink kosullart korumak adina
reseptOr kompartmana eklenmistir.

24 saat sonunda stratum korneum {izerindeki formiilasyon alinmis, 20 kez bant
styirma ile (2x2 cm- Scotch Book bant) stratum korneum alttaki dokudan ayrilmustir.
Bantlar mobil faz igerisinde 12 saat ekstrakte edilmis ve siire sonunda alinan 6rnekler
0.45 pm filtreden siiziilerek HPLC ile analizi yapilmistir. Kalan deri 6rnegi kiiciik
parcalara ayirilip 12 saat mobil faz ile ekstrakte edilmis ve siire sonunda alinan 6rnekler
0.45 um filtreden siiziiliip HPLC ile analizi yapilmistir. Elde edilen konsantrasyondan
hareketle baslangictaki metformin miktarina oranlanarak deride kalan met miktar
hesaplanmustir.

Salim ¢alismasi1 sonucunda Met-PCL-NP-CS jel ve Met-CS jel i¢in aki degeri
(Js) ve permeasyon katsayisi (Kp) hesaplanmistir. Aki deriden gegen kiimiilatif
metformin miktariin zamana kars1 grafige gegirilmesi ile elde edilmistir. Permeabilite

katsayisi ise Esitlik 2°de gosterildigi sekilde hesaplanmistir.

Esitlik 2;
Kp=Js/Cd
Js: Ak

Cd: Donér kompartmana ilave edilen Met miktari
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4. BULGULAR

4.1. Metformin HCL’nin HPLC ile in Vitro Miktar Tayini ve Validasyonu

Metformin HCL’nin HPLC ile in vitro miktar tayini Béliim 3.2.1°de belirtilen
kosullar altinda yapilmistir. Metformin HCL piki 235 nm’de yapilan segici deteksiyon
sonucu 1,75. dakikada saf olarak elde edilmistir (Sekil 4.1.).

DAD1C, Sig=2354 Ref=off (METZIYNET| 2022-07-20 13-37-27002-0201.D)
mAU
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Sekil 4. 1. Metformin HCL’ye (100 ug/mL) ait HPLC kromatogramu.

4.1.1. Kalibrasyon

Metformin HCL nin kalibrasyon dogrusu Boliim 3.2.1.2.°de belirtildigi gibi
hazirlanan ve her birinde 1,5, 3, 6, 12.5, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda Met
HCL olan ¢ozeltiler kullanilarak elde edilmistir. Kalibrasyon dogrusu ve denklemi,
hazirlanan c¢ozeltilerin enjeksiyonundan sonra HPLC yontemi ile ¢ozeltilerin
konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik alanlarn grafige gecirilerek dogrusal
regresyon ile bulunmustur. Met HCL’nin HPLC ile miktar tayininde dogrusal

regresyon verileri Tablo 4.1.”de gosterilmekte olup kalibrasyon dogrusu ve denklemi
Sekil 4.2.°de yer almaktadir.
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Tablo 4. 1.Metformin HCL’nin HPLC ile miktar tayinininde elde edilen lineer
regresyon verileri.

Parametre Sonug¢
Konsantrasyon Arahgi 1,5 pg/mL- 100 pg/mL
Egim 44,235
Intersept 1,8486
Korelasyon Katsayisi (r?) 1,00

y =44,235x + 1,8486
RZ=1

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

Pik Alan1 (mAU*s)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Konsantrasyon (yg/mL )

Sekil 4. 2. Metforminin HCL’ nin kalibrasyon dogrusu ve denklemi (n=6).

4.1.2. Analitik Yontem Validasyonu
Dogrusallhik

Y ontemin dogrusallik analizi i¢in gerekli ¢ozeltiler Boliim 3.2.2.°de belirtildigi
sekilde hazirlanmistir. 200 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan stok c¢ozeltiden
hareketle 1,5, 3, 6, 12,5, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmis
ve HPLC ile analiz edilmistir. Pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar
hesaplanmis ve kalibrasyon dogrusu denklemi elde edilmistir. Denklemin
dogrusalligin1 belirleyen tanimlayicilik katsayisi (r?) degeri 1 bulunmus ve yontemin

dogrusal oldugu gdsterilmistir (Sekil 4.2).
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Belirlenen analitik yontemin dogrulugunu gostermek amaciyla, kalibrasyon

sinirlart igindeki diisiik, orta ve yiiksek olmak tizere 3 farkli konsantrasyonda (3, 12,5

ve 100 ng/mL) 6 seri ¢zelti hazirlanarak HPLC analizi yapilmustir. Ol¢iim sonucunda

Met HCL nin geri kazanim degerleri ve bu degerlere ait X, SS ve VK hesaplanmuistir.

Varyasyon katsayilar1 biitiin konsantrasyonlar i¢in %2’den kii¢iik bulunmustur (Tablo

3.2).
Tablo 4. 2. Metformin HCL nin geri kazanim ylizdeleri ve varyasyon katsayisi
degerleri.
Konsantrasyon % Geri Kazanim
Ornek 3 ng/mL 12,5 pg/mL 100 pg/mL
1 96,62 101,81 99,96
2 100,17 100,02 100,30
3 98,21 99,69 98,84
4 98,21 100,29 100,97
5 96,18 100,34 100,08
6 95,31 100,18 98,83
X 97,45 100,39 99,83
SS 1,90 0,73 0,84
VK 1,95 0,73 0,84
Kesinlik
. Tekrar Edilebilirlik

Kullanilan yontemin tekrar edilebilirligini degerlendirmek amaciyla 200 pg/mL

stok ¢ozeltiden seyreltilerek 12,5 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltinin 6

kez ardi ardina HPLC analizi yapilmistir. Varyasyon katsayis1 %2’den kiiciik

bulunmustur (Tablo 4.3.).
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Ornek Konsantrasyon X+ SS VK
(ng/mL)
1 12,74
2 12,52
3 12,48
4 12,55 12,56 £ 0,73 0,72
5 12,56
6 12,54

Tekrar Elde Edilebilirlik

Kullanilan yontemin tekrar elde edilebilirligini degerlendirmek amaciyla 200

ng/mL stok ¢ozeltiden seyreltilerek 12,5 pg/mL konsantrasyonunda 6 adet ¢ozelti

hazirlanmis ve HPLC ile analiz edilmistir. Varyasyon katsayisi %2’den kiiglik
bulunmustur (Tablo 4.4.).

Tablo 4. 4. Metformin HCL nin tekrar elde edilebilirlik sonuglari.

Ornek Konsantrasyon X+ SS VK
(ng/mL)
1 12,73
2 12,51
3 12,47
4 12,54 12,50 £ 0,16 1,29
5 12,55
6 12,23
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Giinler Arasi Farklihik

Giinler aras1 farklilik parametresinin degerlendirilmesi amaciyla, 12,5 pg/mL
konsantrasyonda 3 giin ardi1 ardina ¢ozeltiler hazirlanmis ve HPLC ile analizi
yapilmistir ve X, SS ve VK degerleri hesaplanmigtir. Varyasyon katsayis1 %2’den
kiigiik bulunmustur (Tablo 4.5).

Tablo 4. 5. Metformin HCL ye ait giinler aras1 farklilik sonuglari.

Ornek Konsantrasyon X =SS VK
(ng/mL)
1 12,65
2 12,22 12,43 £ 0,21 1,72
3 12,42

Duyarhhk (Tanima Simir1 (LOD) ve Alt Tayin Sinir1 (LOQ)

Degerlerinin Hesaplanmasi)

Metformin HCL nin HPLC ile miktar tayininde kullanilan yontemin duyarlilig1
Bolim 3.2.4.4°te belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Tanima sinir1 0,072 pg/mL ve
alt tayin sinir1 0,21 pg/mL olarak belirlenmistir.

Ozgiinliik

Kullanilan yo6ntemin metformin HCL’nin taninmasma 06zgii oldugunu
belirlemek amaciyla Bolim 3.2.2.°de belirtilen sekilde formiilasyondaki yardimci
maddelere ait HPLC kromatogramlar1 elde edilmistir (Sekil 4.3.). Elde edilen
sonuglara gore kullanilan yontemin metformin HCL nin HPLC ile tayini i¢in 6zgiin

bir yontem oldugu sonucuna varilmistir.
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d)

DAD1C, Sig=2354 Ref=off (METZIYNET| 2022-07-21 12-32-57\006-0601.D)
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Sekil 4. 3. Metformin ve diger maddelerin HPLC spektrumlarinin karsilagtirimasi. a)
Metformin HCL b)PCL c) PF68 d) DCM e) PBS’e ait kromatogramlar
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Stabilite

12,5 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan metformin HCL ¢ozeltisinin 24 saat
sonra tekrar analizi yapilmistir. Analiz sonucunda baslangi¢ konsantrasyonunun %96,7
si (£ 0,29) ortamda tayin edilmis ve metformin HCL’ nin stabil oldugu goriilmiistiir.
Tez calismamiz kapsaminda kullanilan HPLC yontemi ile herhangi bir bozunma

irlinline ait pike rastlanmamustir.
4.2. Formiilasyon Calismalari

4.2.1. Bos PCL Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Cift emiilsiyon yontemi ile hazirlanan bos PCL nanopartikiillerine ait partikiil
biiytlikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri Tablo 4.6.’da
verilmistir. Bos PCL nanopartikiillerin hazirlanmasinda iki farkli polimer
konsantrasyonu (%0,5 ve %]1) ve PVA yiizdesi (%0,1 ve PVA icermeyen)
kullanilmustir. Tki formiilasyon igin de partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeli
degerleri calisma i¢in uygun bulunmus, sonrasinda nanopartikiillere etkin madde
yiiklenerek formiilasyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

Tablo 4. 6. Bos PCL nanopartikiillerin partikiil bliylikligii, polidispersite indeksi ve
zeta potansiyeli degerleri (n=3).

PVA (%) PCL (%) Partikiil Polidispersite Zeta
Biiyiikliigii indeksi Potansiyeli
(mV)
(nm)
0,1 0,5 224 + 14 0,23 +£0,02 -8,6 £0,5
- 1 157+5 0,2+ 0,01 -17,2+2,1

4.2.2. Metformin HCI yiiklii PCL Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Formiilasyon ¢aligsmalar1 kapsaminda polimer konsantrasyonu, siirfaktan varligi
ve ylizdesi ve karistirma hiz1 degisken olarak se¢ilmistir. Polimer konsantrasyonunun
partikiil biiyiikligili, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeline etkisini gérmek

amaciyla; % 0,5, %0,75 ve %1 konsantrasyonda PCL kullanilarak Met yiiklii PCL
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nanopartikiiller —hazirlanmistir. Polimer konsantrasyonu %0,5’ten  %0,75°¢e
cikarildiginda elde edilen nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve PDI degerlerinde
artis gézlenmis, polimer konsantrasyonu %1 olarak kullanildiginda partikiil biiytikligi
ve PDI degerleri azalmistir (Tablo 4.2.).

Bu nedenle enkapsiilasyon etkinligi calismalar1 icin; % 0,5 ve %l

PCL konsantrasyonu ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 seg¢ilmistir.

Tablo 4. 7. Metformin HCI yiikli PCL nanopartikiillerinin partikiil biiyiikligii,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri (n=3).

PVA |PCL (%) Karistirma Partikiil Polidispersite | Zeta Potansiyel
(%) Hiza Biiyiikliigii (nm) indeksi (mV)
(rpm)

0,1 0,5 13000 268 +7 0,30 +0,14 25+1
0,1 0,5 11000 244 + 10 0,27 +£0,03 -1,3+0,1
0,1 0,75 13000 339+ 11 0,37 £ 0,01 -1,4+0,2
0,1 1 13000 255+ 13 0,24 +0,02 -1,3+0,5

- 1 13000 180 + 10 0,17 +£0,07 -114+23

%0,1 (a’/h) PVA ve %0,5 konsantrasyonda PCL kullanilarak hazirlanan
metformin HCI yiikli PCL nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinligi diisiik

bulunmustur (%9). Polimer konsantrasyonu %]1’e ylikseltildiginde enkapsiilasyon

etkinligi %14’e ylikselmistir.

Daha sonra PVA varliginin enkapsiilasyon etkinligi tizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla formiilasyonlar hazirlanmis ve PVA igermeyen
nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi %28 bulunmustur. PVA icermeyen %1 PCL
nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve PDI degerleri de azalmis, zeta potansiyeli
degerinde negatif yonde artis gorilmiistir (Tablo 4.8.). Optimum nanopartikiil
formiilasyonu olarak %28 enkapsiilasyon etkinligine sahip PVA icermeyen %1 PCL

iceren nanopartikiiller secilmistir.
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Tablo 4. 8. Metformin HCI yiikli PCL nanopartikiillerinin partikiil biyiikligi,
polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve enkapsiilasyon etkinligi degerleri (n=3).

PVA | PCL Partikiil PDI Zeta Enkapsiilasyon
(%) (%) |biiyiikliigii (nm) potansiyel Etkinligi (%)
(mV)
0,1 0,5 268 + 72 0,30 £0,13 25+1 9
0,1 1 255+ 13 0,24 £ 0,02 -1,3+£0,5 14
- 1 180+ 10 0,17 £0,07 -11,4+23 28

4.3. Nanopartikiillerin In Vitro Karakterizasyonu

4.3.1. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Mikroskopla Goriintiilemesi

Bos polikaprolakton nanopartikiilleri ve metformin HCL yiikli PCL

nanopartikiillerin ylizey o6zellikleri

kullanilarak incelenmis ve Sekil 4.4.’te gosterilmistir.

a)

SEM MAG: 40.0 kx
View field: 5.19 ym

‘“’54 nm
\’34 nm

SEM HV: 8.0 kV

Det: SE
BI: 7.00
Scan speed: 7

FIB-SEM

1pm

taramal1

"%nm
03 nm

GAIA3 TESCAN

7
HUNITEK

elektron

mikroskobu
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b)

187 nm

SEM HV: 8.0 kV Det: In-Beam SE L 1 GAIA3 TESCAN|

SEM MAG: 75.0 kx Bi: 7.00 500 nm rB
View field: 2.77 pm Scan speed: 8 HUNITEK| |/

Sekil 4.4.a) Bos PCL nanopartikiillerinin b) Metformin ~ HCI  yiiklii PCL
nanopartikiillerinin SEM goriintiileri (x8 000 biiyiitmede).

4.3.2. In Vitro Sahhm Cahsmalar1

In vitro salim calismasi 3 seri halinde 24 saatlik zaman diliminde belirlenen
zaman araliklarinda (0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 ve 24 saat) yapilmistir. Salim sonuglarina
bakildiginda; patlama etkisini takiben yavas ila¢ salim1 goriilmiistiir. 24 saatin sonunda
ortalama kiimiilatif salim degeri % 63,6 olarak bulunmustur. Nanopartikiil

dispersiyonunun salim siiresince stabilitesini korudugu goriilmiistiir.
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10 15

Zaman (saat)

20 25

Sekil 4. 5. pH 7.4 PBS ¢ozeltisinde Metformin HCI ytiklii PCL nanopartikiillerinin in

vitro salim profilleri (n=3) £ SS.

4.3.3.Fiziksel Stabilite

Bos ve Metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiillerinin 3 ay siireyle partikiil

biiylikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri dlgiilerek fiziksel olarak

stabil olduklar1 goriilmiistiir. Nanopartikiiller +4 °C sicaklikta buzdolabinda saklanmas,

0, 1,7, 14, 30 ve 90. giinlerde dl¢iim yapilmistir.

a)
300
]
2
= 200
%
A 100

Bos PCL NP

L

1

L

PARTIKUL BUYUKLUGU

300

¢ 200

100

Met-PCL NP

L A B e I

Sekil 4. 6. a) Bos PCL nanopartikiillerin b) Metformin HCL yiikli PCL
nanopartikiillerin zamana kars1 partikiil bliyiikliigii degerleri (n=3).
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Sekil 4. 7. a) Bos PCL nanopartikiillerin b) Metformin HCL yiikli PCL
nanopartikiillerin zamana kargi PDI degerleri (n=3).

a) b)
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Sekil 4. 8. a) Bos PCL nanopartikiillerin b) Metformin HCL yiikli PCL
nanopartikiillerin zamana kars1 zeta potansiyel degerleri (n=3).

4.4. Bos Kitosan (CS) Jel ve Metformin Yiiklii PCL Nanopartikiil Iceren

Kitosan Jel Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

Bos CS jel hazirlanmasinda, iki farkli kitosan (Protasan UP CL213 ve disiik
molekiil agirlikli kitosan) kullanilmis ve calismalar sonuglar Tablo 4.9’da
sunulmustur.

Kullanilan kitosan tipi ve asetik asit miktarinin jellesmede ve jelin
viskozitesinde etkili oldugu goriilmiistiir. Asetik asit eklenmeyen formiilasyonlarda jel
olusumu meydana gelmemistir. Asetik asit miktar1 arttikga jelin viskozitesi de

artmistir. Protasan UP CL213 ile hazirlanan formiilasyonlarda asetik asit ilavesiyle
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viskozitede istenen oranda artis saglanamadigindan, ¢alismalara diisiik molekiil
agirlikl kitosan ile devam edilmistir.

Formiilasyonlara pH ayarlamak amaci ile farkli konsantrasyonlarda NaOH (0.5
M, 1 M ve 2M) ilave edilmis ancak NaOH ilavesinin jel yapisin1 bozdugu goriilmiistiir.
Bu nedenle formiilasyonlarda kullanilan asetik asit miktar1 degistirilerek deriye
uygulanabilir pH araliginda (pH 4,5-6) jel olusumu saglanmistir (42). pH 6lgiim

sonuclar1 Tablo 4.11°de sunulmustur.

Tablo 4. 9. Formiilasyon ¢alismalari.

Polimer Polimer Asetik Asit NaOH
tipi  konsantrasyonu (%) (h/h)
(79)
Protasan UP CL213 1 - =
Protasan UP CL213 2 - -
Protasan UP CL213 3 - -
Protasan UP CL213 4 - -
Protasan UP CL213 3 2 -
Kitosan 3 - -
Kitosan 3 1 -
Kitosan 3 1,5 -
Kitosan 3 1,5 F
Kitosan 3 2 -
Kitosan 3 2 F
Kitosan 4 - -
Kitosan 4 1 -

Tablo 4. 10. Bos kitosan jel formiilasyonlarina ait viskozite dl¢lim sonuglari (n=3).

Polimer tipi ve  Asetik Kayma Hizi Viskozite (25
konsantrasyonu Asit % (rpm) °C, cP)
(h/h)
Protasan UP CL213 %1 - 100 8.9
Protasan UP CL213 %2 - 100 26,8
Protasan UP CL213 %3 - 100 64
Protasan UP CL213 %4 - 100 68.8
Protasan UP CL213 %3 2 100 90,6
Kitosan %3 - 100 191,8
Kitosan %3 1 10 21587
Kitosan %3 1.5 10 935,6
Kitosan %4 - 100 4485
Kitosan %4 1 10 4851,9
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Viskozite 6l¢iimii sonucunda %3 konsantrasyonda diisiik molekiil agirlikli
kitosanla olusturulan jel (%1, %1,5 ve %2 asetik asit ilavesiyle) formiilasyonlarinin
pH olgiimleri yapilmistir (Tablo 4.11.). Elde edilen sonuglar 1siginda; optimum
formiilasyon olarak % 1 (h/h) asetik asit ve %3 kitosan igeren jel formiilasyonu

sec¢ilmistir. Tiim deneyler oda sicakliginda gerceklestirilmistir.

Tablo 4. 11. Farkli konsantrasyonda asetik asit kullanilarak olusturulan bos kitosan
jel formiilasyonlarina ait pH degerleri (n=3, £SS).

Polimer Asetik Asit pH

% (h/h)
Kitosan %3 ‘ 1 5,00 + 0,04
Kitosan %3 ‘ 1,5 4,55 + 0,04
Kitosan %3 ‘ 2 4,35 + 0,06

Metformin yiiklii PCL nanopartikiil iceren kitosan jel formiilasyonlarinin
hazirlanmasi

%1 (h/h) oraninda asetik asit, jel olusmasi i¢in gereken nanopartikiil
dispersiyonu igerisine eklenmistir. Daha sonra kitosan (%3, a/h) (diisiik molekiil
agirlikli, %75-85 deasetilasyon derecesine sahip) lave edilerek 500 rpm’de 30 dk
karnigtirnlmistir. Jel icinde olusan hava kabarciklarimin uzaklastirilmas: i¢in oda
sicakliginda 4 saat bekletilmis ve metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiil iceren CS

jel formiilasyonu elde edilmistir. Caligmalar 3 tekrarli gerceklestirilmistir.

4.4.1. Bos Kitosan Jel ve Metformin Yiiklii PCL Nanopartikiil iceren

Kitosan Jel Formiilasyonlarinin In Vitro Karakterizasyonu
Goriiniis

Bos CS jel ve Metformin HCI yiiklii PCL NP iceren CS jel formiilasyonlari
renk, berraklik, saydamlik ve partikiil bulundurup bulundurmamasi agisindan gorsel
olarak incelenmistir. Bog kitosan jel formiilasyonlar1 acik sar1 renkli ve berraktir.
Metformin yiiklii PCL NP igeren kitosan jel formiilasyonlari beyazimsi, mat ve

saydam gOriiniimliidiir. Formiilasyonlarda gozle goriiliir partikiil ve kumlanmaya
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rastlanmamustir.

pH Tayini

Bos CS jel ve Metformin yiiklii PCL NP igeren CS jel formiilasyonlarinin pH
degeri Sartorius PP-20 pH o6lger kullanilarak tayin edilmistir. Bos kitosan jelin pH
degeri 5,00 £+ 0,04, Metformin yiiklii PCL NP iceren CS jel formiilasyonun pH’1 4,89
+ 0,05 olarak 6l¢tilmiistiir (n=3, &= SS).

Viskozite tayini

Hazirlanan bos CS jel ve Met yiiklii PCL NP igeren CS jel formiilasyonlarinin
viskozite tayini i¢in Ui¢ farkli sicaklikta (25°C, 30°C, 35°C), dijital Brookfield
viskozimetre kullanilarak cP cinsinden 6l¢iim yapilmistir. Hem bog CS jel hem de Met
yiiklii NP iceren CS jel formiilasyonlarina ait viskozite degerlerinin sicaklik artis1 ile

azaldig1 goriilmiistiir.

Tablo 4. 12. Bos CS jel formiilasyonu i¢in farkli sicakliklarda viskozite 61¢iim degerleri
(n=3, £ SS).

Kayma Hizi 25 °C 30 °C 35°C
(rpm)
5 2626+ 356,7 1992 + 59,2 1689 + 70,8
10 2159+267,8 1666 + 39,9 1428 +43,2
30 1483+71,1 1215 +£21,8 1052 £21,0
50 1224+38,1 1029 + 17,1 894 + 184
70 1087+32,7 917 £18,2 799 + 14,3

Tablo 4. 13. Metformin HCl yiiklii PCL nanopartikiil igeren CS jel formiilasyonu i¢in
farkl sicakliklarda viskozite 6l¢tim degerleri (n=3, + SS).

Kayma Hizi 25 °C 30 °C 35°C
(rpm)
5 2626+ 356,7 1992 + 59,2 1689 + 70,8
10 2159+267,8 1666 = 39,9 1428 £43,2
30 1483+£71,1 1215+21,8 1052 +21,0
50 1224+38,1 1029 £ 17,1 894 + 184
70 1087432,7 917 £18,2 799 + 14,3




52

Farkli kayma hizlarina (0-150 rpm) karst Met HCI ytiiklii PCL nanopartikiil
iceren CS jel formiilasyonu i¢in akis grafigi elde edilmistir. Bos CS jel ve Met HCI-
PCL NP igeren CS jel formiilasyonlar1 psddoplastik akis tipi gostermistir (Sekil 4.9.).

Kayma hiz1 (1/s)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Kayma Gerilimi (dyne/cm)

b)

160

140

Kayma hiz1 (1/s)
8 8 B

D
o

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Kayma Gerilimi (dyne/cm)

Sekil 4. 9 a) Bos kitosan jel b) Met-PCL NP iceren CS jel formiilasyonuna ait akis
egrisi.

Yayilabilirlik Testi

Bos CS jel ve Met HCIl yiikli PCL nanopartikiill iceren CS jel

formiilasyonlarinin % yayilabilirlik sonuglar1 Tablo 4.8°de verilmistir.



53

Tablo 4. 14. Bos CS jel ve Met-PCL NP igeren CS jel formiilasyonlarina ait
yayilabilirlik sonuglar1 (n=3, &+ SS).

% Alana Gore Yayillim
Bos CS jel | 406,7 £ 12,6

Met PCL NP iceren CS jel | 392 + 6.4

Mikroskopla Goriintiilleme

Bos CS jel ve Met HCI yiiklii PCL NP igeren CS jel formiilasyonlarina ait
SEM goriintiileri Sekil 4.10. ve Sekil 4.11°de verilmistir.

a)

- &
X -
g : . (P
SEM MAG: 500 x  View field: 415 ym | I an GAIA3 TESCAN

Det: SE WD: 5.53 mm 100 pm '
Date(m/d/y): 07/05/23 HiVac HUNITEK |\ \/




b)

SEM MAG: 1000 x View field: 208 pm I I GAIA3 TESCAN

Det: SE WD: 5.53 mm 50 pm (7'\
Date(m/dly): 07/05/23 HiVac HUNITEK |\ 17}

Sekil 4. 10.Bos CS jel formiilasyonuna ait SEM goriintiileri ( a) x500 ve b) x1000
biiyiitmede).

4
SEM MAG: 500 x View field: 415 pm GAIA3 TESCAN

Det: SE WD: 5.64 mm 100 pm (6 \
Date(m/d/y): 07/05/23 Hivac HUNITEK || !
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b)

SEM MAG: 28.3 kx View field: 7.33 pm | GAIA3 TESCAN

Det: SE WD: 5.29 mm 2 ym FLT
Date{m/d/y): 07/05/23 Hivac HUNITEK| ' '}

Sekil 4. 11.Metformin HCI yiiklii PCL NP igeren CS jel formiilasyonuna ait SEM
goriintiileri (a) x500 ve b) x28 000 biiyiitmede)

In Vitro Sahm Calismalar

Metformin HCI yiiklii PCL NP igeren CS jel ve serbest metformin HCI igeren
CS jel formiilasyonlarinin in vitro salim caligmalar1 Franz Diffiizyon hiicreleri
kullanilarak pH 7,4 fosfat tamponu ¢ozeltisinde gerceklestirilmistir (n=3). ilk 6 saatin
sonunda Metformin HCI yiikli PCL NP iceren CS jel formiilasyonundan ilacin
%51,3’1, serbest metformin HCI igeren CS jel formiilasyonundan ise ilacin % 59,1’
salinmustir. {lag salimi 24 saatten sonra sabit kalmustir. 72 saat sonunda Metformin HCI
yiiklii PCL NP igeren CS jel formiilasyonundan salim % 57,1 ve serbest metformin

HCl igeren CS jel formiilasyonundan salim % 78,2 olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 12. Metformin HCI yiiklii PCL NP igeren CS jel ve serbest metformin HCI
iceren CS jel formiilasyonundan in vitro Met salim profili (n=3, £+ SS).

4.5. Sitotoksisite Calismalari

L929 Hiicrelerinde Bos PCL Nanopartikiilleri, Bos PCL Nanopartikiil

iceren CS Jel ve Bos CS Jel Formiilasyonlarinin Sitotoksisite Degerlendirmesi

Hazirlanan ilag tasiyict sistemlerin glivenliliginin degerlendirilmesi amaciyla;
bos PCL nanopartikiil formiilasyonu, bos CS jel ve bos PCL NP iceren CS jel
formiilasyonlarmin sitotoksisitesi L929 fare fibroblast hiicre hatt1 {izerinde MTT
analizi ile gergeklestirilmistir. Kontrol grubu olarak DMEM kullanilmistir. Sekil
4.13’de 24 saat ve 48 saatte bos PCL nanopartikiil, bos PCL nanopartikiil igeren CS
jel ve bos CS jel uygulanan L929 hiicrelerinin yasayabilirligi gosterilmistir.

24 saatin sonunda; bos PCL nanopartikiil formiilasyonu i¢in diliisyon aralig1
¥2’den 1/32’ye diistiigiinde hiicre canlilig1 %20°den %83 e yiikselmistir. Bog CS jel i¢in
diliisyon aralig1 1/2’den 1/32’ye diistiigiinde hiicre canlilig1 %20’den %93’e ¢ikmustir.
Bos PCL nanopartikiil yiiklii CS jel formiilasyonu i¢in de her diliisyon i¢in hiicre
canlilif1 %90’1n lizerindedir. Biitiin formiilasyonlar i¢in yiiksek diliisyonlarda hiicre
canlilifi %90’1n iizerinde olup bos PCL nanopartikiil, bos PCL nanopartikiil iceren
CS jel ve bos CS jelin diistik sitotoksisite gosterdigi goriilmiistiir.

Ayrica L929 hiicrelerinde 24 saat ve 48 saat sonunda sagkalim oran1 acisindan
anlaml bir fark goriilmemis olup inkiibasyon zamaninin artmasi hiicre yasayabilirligi

tizerinde etkili bulunmamistir. Elde edilen sonuclar 1s1ginda hazirlanan bos



57

nanopartikiil ve jel formiilasyonlarmin L929 hiicrelerinde toksik olmadigi ve ilag

tasiyici sistemler olarak giivenilir olduklar1 sonucuna varilmistir.
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Sekil 4. 13. a) 24 saat b) 48 saat inkiibasyon sonucu 1929 hiicrelerinde Bog-PCL-NP,
Bos- PCL-NP-CS jel, Bos-CS jel ve kontrol grubu i¢in MTT analiz sonuglar1 (n=3,
+SD).
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B16F10 hiicrelerinde Metformin HCI1 Yiikli PCL Nanopartikiilleri ve
Metformin HCI Yiiklii PCL Nanopartikiilleri iceren CS Jel Formiilasyonlarinin
Antikanser EtKkinligi

Metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiilleri ve Metformin HCI yiiklii PCL
nanopartikiil iceren CS jel formiilasyonlarinin in vitro sitotoksisitesi B16F10 fare
melanoma hiicre hattinda degerlendirilmistir. Hiicreler metformin HCI ¢ozeltisi, bos
PCL nanopartikiil, metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiil ve metformin HCI yiikli
PCL nanopartikiil igeren CS jel formiilasyonlar1 ile 48 saat inkiibe edilmis ve MTT

yontemi ile analiz edilmistir.

Sekil 4.14°de goriildiigii iizere bos PCL nanopartikiil uygulanan B16F10
hiicrelerinde 48 saatte tiim konsantrasyonlarda hiicre canlilifi %100°e yakin olup
sitotoksisite goOstermemistir. 48 saat analiz sonunda, hem Metformin yiikli
PCL nanopartikiilleri hem de Metformin yiiklii PCL nanopartikiilleri igeren CS jel

formiilasyonu hiicre canliliginda anlamli bir diisiise (yaklasik %50) yol agmustir.

Metformin yiiklii nanopartikiil jel i¢in 11,25 pg/mL konsantrasyonda hiicre
canlilifi %58,5 iken, ayni konsantrasyonda metformin ¢ozeltisi ile %85,3 hiicre
canlilig1 goriilmustiir.

Sekil 4.13’te goriildiigii tizere bos PCL nanopartikiill uygulanan B16F10
hiicrelerinde 72 saatte tiim konsantrasyonlarda hiicre canliligi %95’in {izerinde olup
sitotoksisite gostermemistir. 72 saat analiz sonunda, hem Metformin yiiklii PCL
nanopartikiilleri hem de Metformin yiikli PCL nanopartikiilleri iceren CS jel
formiilasyonu hiicre canliliginda anlamli bir diisiise (sirasiyla yaklasik %38 ve % 50)
yol agmustir.

Metforminin sitotoksisitesinin incelenmesi i¢in B16F10 hiicreleri iizerinde
LD50 degeri hesaplanmistir. 48 saatin sonunda metformin HCl igeren ilag ¢ozeltisinin
LD50 degeri 32,70 ug/mL, Met-PCL-NP formiilasyonunun LD5( degeri 25,77 ug/mL
olarak hesaplanmistir. 72 saatin sonunda yapilan hesaplamalarda, metformin HCI
iceren ilag ¢ozeltisinin LD5() degeri 23,49 ng/mL, Met-PCL-NP formiilasyonunun
LD50 degeri 8,95 pg/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 14. a) 48 saat b) 72 saat inkiibasyon sonucu B16F10 hiicrelerinde Metformin
cozeltisi, Met-PCL NP ve Met-PCL-NP-CS jel formiilasyonlarinin in vitro
sitotoksisitesi (n=3, £SD).

4.6. Ex Vivo Calismalar
Met-PCL-NP-CS jel ve Met-CS jel formiilasyonlarmin deriden gegis

calismalart domuz sirt derisi kullanilarak Bolim 3.2.9°de aciklandig1 sekilde
gergeklestirilmistir.
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24 saat siireyle salim ortamina Met-PCL-NP-CS jelden salim % 80 iken Met-
CS jelden salim yaklasik % 47 olmustur (Sekil 4.15.). Deriden 1 cm?’den 24 saat
sonunda gegen madde miktart Met-PCL-NP-CS jel i¢in 38 ng iken, Met-CS jel igin
yaklasik 22 pg olmustur (Sekil 4.16.).
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=@ \Viet-CS jel

Sekil 4. 15. Met-PCL-NP-CS jel ve Met-CS jel i¢in zamana karst % kiimiilatif salim
(n=3, £ SS).
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Sekil 4. 16. Met-PCL-NP-CS jel ve Met-CS jel i¢in zamana kars1 deriden gecen etkin
madde miktar1 (n=3, &+ SS).
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24 saatin sonunda deride tutulan metformin miktar1t Met-PCL-NP-CS jel i¢in 7 , Met-
CS jel i¢in 3,9 pg.cm™ olarak hesaplanmistir (Sekil 4.17.)
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Sekil 4. 17. a) Met-PCL-NP-CS jel b) Met-CS jel i¢in 24 saat sonunda deriye
penetrasyon ve permeasyon sonuglart (n=3, £ SS).
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Tablo 4.15°te Met-PCL-NP-CS jel ve Met-CS jelden metformin salimina ait
permeabilite katsayisi, aki ve kiimiilatif salinan met miktar1 goriilmektedir. Met-PCL-
NP-CS jel saliminda permeabilite katsayis1 ve aki degerleri Met-CS jele kiyasla daha

yuksek bulunmustur.

Tablo 4. 15. Met-PCL-NP-CS jel ve Met-CS jelden Metformin salimina ait
permeasyon parametreleri (n=3, &+ SS).

Permeabilite | Aki(ug.sal.cm™?) | 24 saatin sonunda
Katsayisi gecen Met miktari
(cm.sa™) (ng.cm?)
Met-PCL-NP-CS | 0,010 + 0,003 122 +0,39 38,41+ 7,95

jel
Met-CS jel 0,008 = 0,002 0,95+0,31 22,47 +£3,93
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5. TARTISMA

5.1. Metformin HCI’nin HPLC ile In Vitro Miktar Tayini ve Analitik

Yontem Validasyonu

Metformin HCL nin in vitro miktar tayini Boliim 3.2.1°de belirtilen kosullar
altinda HPLC ile gerceklestirilmistir. Metformin HCL piki 235 nm’de yapilan segici
deteksiyon sonucu 1,75. dakikada saf olarak elde edilmistir. Metformin HCL’ye ait
kromatogram Sekil 4.1°de verilmistir.

Kalibrasyon dogrusunu olusturmak i¢in 1,5-100 pg/mL araliginda ¢alisilmistir.
Kullanilan yontem Boliim 3.2.1°de agiklanmistir. Yapilan regresyon analizi sonucunda
Sekil 4.2°de goriildiigli tizere HPLC ile elde edilen pik alanlar1 ve konsantrasyonlar
arasinda dogrusal bir iliski saptanmigtir. Kalibrasyon dogrusunun r*> degeri 1
bulunmustur. Kullanilacak analitik yontemin salim ¢aligmalar1 ve ex vivo ¢alismalarda
goriilebilecek diisiik miktarlardaki etkin maddeyi de tayin edebilmesi onemlidir.
Nanopartikiil i¢indeki etkin madde miktar1 ile yapilan hesaplar, bulunan araligin
ilerleyen ¢alismalarda miktar tayini i¢in uygun oldugunu gdstermistir.

Kullanilan analitik yontem icin gerceklestirilen dogruluk ¢aligmalart
Boliim 3.2.2.°de agiklanmistir. Dogruluk caligsmasi i¢in secilen 3 konsantrasyon (3,
12,5, 100 pg/mL) i¢in de HPLC analizleri gergeklestirilmis ve % geri kazanimlar
hesaplanmistir. % geri kazanim sonuglarina gore ortalama, standart sapma ve
varyasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Ug konsantrasyon i¢in de varyasyon katsayisi
%?2’nin altinda bulunmustur. Sonuglar kullanilan analitik yontemin dogrulugunu
gostermektedir (74).

Kullanilan analitik yOntemin kesinliginin belirlenebilmesi i¢in tekrar
edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik ve giinler aras1 farklilik degerleri hesaplanmistir
(Boliim 3.2.2). Calismalar 12,5 pg/mL konsantrasyonda gerceklestirilmis ve ortalama,
standart sapma ve varyasyon Kkatsayist degerleri hesaplanmistir. Calismalarin
sonucunda Tablo 4.3.-4.4.-4.5’te goriildiigli lizere varyasyon katsayist degerleri

%2’nin altinda bulunmus ve yontemin kesinligi gosterilmistir.

Calisma kapsaminda yapilan duyarlilk calismast Bolim 3.2.2.°de
aciklanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu tanima smir1 0,072 pg/mL ve alt tayin sinir1

0,21 pg/mL olarak belirlenmistir. Sonuglar yontemin duyarliliginin tez ¢alismasi i¢in
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uygun oldugunu gostermistir.

Ozgiinliik calismalar1 kapsaminda etkin madde ve c¢alismada kullanilan
yardime1 maddelerin kromatogramlari elde edilmis ve metformin HCL i¢in ¢alismanin
uygun oldugu gorilmiistiir.

Metformin HCL’nin stabilite ¢alismast Bolim 3.2.5°te agiklandigi sekilde
gergeklestirilmis, 12,5 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan c¢ozeltinin 24 saat
sonunda %96,7’s1 ortamda tayin edilmistir. Ek olarak herhangi bir bozunma {iriiniine

ait pik olusmamustir.

5.2. Metformin HCL Yiikli PCL  Nanopartikiilleri I¢in Yapilan

Formiilasyon Calismalari

Metformin HCL yiiklii PCL nanopartikiillerin hazirlanmasinda ¢ift emiilsiyon
teknigi kullanilmistir. Cift emiilsiyon teknigi hem hidrofilik hem hidrofobik ilaglarin
enkapsiilasyonunun saglanmasinda kullanilan etkili bir yontemdir (44). Metformin
HCL hidrofilik bir etkin maddedir. Literatiirde ¢ift emiilsiyon teknigi ¢ok sayida
hidrofilik ilacin enkapsiilasyonunda kullanilmis ve bu yontemle diisiik partikiil boyutu,
uygun partikiil boyutu dagilimi ve yiiksek enkapsiilasyon etkinligi elde edilmistir (65,
75, 76). Bu nedenle cift emiilsiyon yontemi elde edilen veriler 1s181nda tez calismast

i¢cin uygun bulunmustur.

Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda polimer olarak polikaprolakton
kullanilmistir. Polikaprolakton biyobozunur olmasi, biyouyumlulugu ve kontrollii ilag
salimina imkan vermesi nedeniyle pek ¢ok ilag tastyici sistemde polimer olarak tercih
edilmektedir. Polikaprolakton topikal uygulamaya da uygun bir polimer olup,
literatiirde topikal uygulama i¢in PCL ile hazirlanmis pek ¢ok ilag tasiyict sistem
mevcuttur (77-79). Polikaprolakton nanopartikiillerin deriye uygulanmasina yonelik
yapilan bir calismada partikiil boyutuna bagli olarak PCL nanopartikiillerin 2 saat
igerisinde epidermise penetre oldugu, takip eden 24 saat sonunda da dermise penetre
oldugu gosterilmistir (80). PCL birgok ilagla uyumlu olmas1 ve yavas degredasyonuna
bagli kontrollii salim saglamasi nedeniyle ¢ift emiilsiyon yonteminin uygulandigi pek

cok calismada polimer olarak tercih edilmistir (65).

Calismamizda nanopartikiil hazirlanirken partikiil biiyiikliigiinii kiictiltmek ve

daha homojen bir partikiil biiyiikliigii dagilimi1 elde edebilmek i¢in homojenizator
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kullantlmistir (81).

PVA nanopartikiil formiilasyonlarinda siirfaktan ve stabilizor olarak
kullanilmaktadir. PVA konsantrasyonunun dis sulu fazin viskozitesini arttirarak ilacin
s1v1 faza kagmasini 6nledigi ve daha diisiik partikiil boyutu ve enkapsiilasyon etkinligi
sagladig literatiirde mevcuttur (65). Benzer sekilde Pluronic F68 de nanopartikiil
olusumu ve ilaglarin enkapsiilasyonunda etkili bir siirfaktandir.

Metformin HCI suda ¢oziiniirliigi yiiksek bir etkin madde oldugundan etkin
madde sulu faza kagma egilimi gostermektedir (82). %0,1 (a/h) PVA ve %0,5
konsantrasyonda PCL kullanilarak hazirlanan metformin HCl yiikli PCL
nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinligi diisitk bulunmustur (%9). Polimer
konsantrasyonu %1’e yiikseltildiginde enkapsiilasyon etkinligi %14’e yiikselmistir.

Literatiirde PF68’in sulu dis fazdaki konsantrasyonundaki artigin partikiil
boyutu ve polidispersite indeksini kii¢tilttiigiinii ve enkapsiilasyon etkinliginin arttigini
ve PVA’ya kiyasla daha iyi bir stabilizor oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur (83,
84). Bu nedenle PVA varliginin enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla formiilasyonlar hazirlanmis ve PVA igermeyen
nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi %27,5 bulunmustur. Optimum nanopartikiil
formiilasyonu olarak %27,5 enkapsiilasyon etkinligine sahip PVA icermeyen %1 PCL
nanopartikiilleri secilmistir.

Nanopartikiil hazirlanmasinda organik ¢6ziicli olarak diklorometan (DCM)
kullanilmistir. Uguculugunun yiiksek olmasi ve ortamdan kolayca uzaklastirilmasi
nedeniyle diklorometan tercih edilmistir. Calismamizda rotavapor kullanilarak

diklorometanin ugurulmasi saglanmistir.

Metformin 1siya duyarli bir etkin maddedir. Bu nedenle etkin maddenin
karigtirma islemi sirasinda olusan yiiksek 1sidan etkilenmemesi i¢in ¢aligmalar buz
banyosu altinda gerceklestirilmistir. Buz banyosunun nanopartikiillerin partikiil
biiylikliigii, partikiil biyikligli dagilim1 ve =zeta potansiyelini etkilemedigi

gosterilmistir (85).
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5.3. Nanopartikiillerin In Vitro Karakterizasyonu
5.3.1. Morfolojik Ozellikler

Bos PCL nanopartikiilleri ve Met HCI yiiklii PCL nanopartikiil formiilasyonlarinin
ylzey ozellikleri SEM goriintiileri alinarak incelenmistir. Nanopartikiillerin kiiresel
yapida ve piriizsiiz oldugu, ayrica SEM gorintiilerinde o6lgiilen partikiil
biiyiikliiklerinin, karakterizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan partikiil blytkligi
Olctimleriyle uyumlu oldugu (Sekil 4.4 ve Tablo 4.8.) goriilmiistiir. Etkin madde

yiliklenmesi nanopartikiillerin yapisinda degisiklige yol agmamustir.
5.3.2. Partikiil Biyiikliigii ve Partikiil Biiyiikliigii Dagilim

[laglarin topikal uygulanmasinda deriden emilimin gerceklesmesi igin partikiil
biiytlikliigii 6nemli parametrelerden biridir. Literatiirde partikiil bliytlikliigii kiigiildiikce
ilaglarin deriden emiliminin arttigin1 gosteren yayinlar mevcuttur (86-88). Yapilan
cesitli caligmalar, 300 nm altinda partikiil biiytikliigiiniin deriden emilim i¢in uygun
oldugunu bildirmistir (89-92). Tez kapsaminda hazirlanan bos PCL nanopartikiillerin
partikiil bliylikligti 157+5 nm, metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiillerin partikiil
biiyiikliigii ise 180 = 10 nm bulunmustur. Belirtilen degerler topikal uygulama i¢in

uygundur.

Calismamiz kapsaminda formiilasyonda farkli konsantrasyonda polimer ve
stirfaktan varligr ile nanopartikiiller hazirlanmistir. Polimer konsantrasyonunun
partikiil bliytikligii, partikiil biiyiikliigii dagilimi ve zeta potansiyeline olan etkisini
gormek i¢in %0,5, %0,75 ve %1 polimer iceren nanopartikiiller hazirlanmistir.
Calismamizda %0,75 polimer oraninda partikiil biiytikliigli ve PDI’de artis goriilmdis,
polimer oran1 %1 e yiikseldiginde partikiil biiyiikliigii ve PDI degerleri kii¢tilmiistiir.
Bu durumun nedeni polimer miktar1 arttiginda nanopartikiillerin daha fazla ilag
molekiiliinii enkapsiile ederek, ilacin nanopartikiil yiizeyine adsorbsiyonunun ve bu

sebeple de partikiil boyutunun artisini engellemesi olarak gosterilebilir (93).

Cift emiilsiyon yonteminde dis fazin yogunlugu etkin maddenin dis faza
kagmasin1  Onleyerek enkapsiilasyon etkinligini arttirip, partikiill boyutu ve

polidispersite indeksine de etki eden bir parametredir. Bu amagla calismada c¢ift
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emiilsiyon yonteminde siklikla tercih edilen siirfaktanlar olan PVA ve Pluronic 68
iceriklerinin partikiil biiyiikliigii, partikiil biytikligi dagilimi ve enkapsiilasyon
etkinligi lizerine etkisi incelenmistir. Siirfaktan ve stabilizor olarak dis sulu fazda %0, 1
PVA ve %1 PF68 iceren %1 PCL igeren metformin yiiklii PCL nanopartikiillerde
partikiil boyutu ve polidispersite indeksi sirasiyla 255,1+ 13,15 nm ve 0,240 + 0,02
iken, dis sulu fazda PVA igermeyip %1 PF68 iceren PCL nanopartikiillerde partikiil
boyutu 179,6 = 10,15, polidispersite indeksi ise 0,17 = 0,07 olmustur. Sonuglar
literatiirdeki ¢alismalarla uyumludur (83).

Daha kiigiik partikiil boyutu ve PDI ve daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligi
(%27) nedeniyle optimum formiilasyon olarak PVA icermeyen % 1 PCL
nanopartikiillerle calismalara devam edilmistir. Partikiil boyutu homojen dagilim (0,17
+ 0,07 gostermektedir ve partikiil boyutu (179,6 £ 10,15) deriden emilim igin

uygundur.
5.3.3. Zeta Potansiyel

Zeta potansiyeli kolloidal formiilasyonlarinin  stabilitesini  gdsteren
parametrelerden biridir. Tez ¢alismasinda hazirlanan optimum nanopartikiil
formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri -10 ile -20 mV arasinda degismektedir
(Tablo 4.7. - Tablo 4.8.). Literatiirde -30 ile +30 mV arasindaki zeta potansiyeli
degerlerinin genel olarak 1yi stabilite gostergesi oldugu belirtilmistir (94).

Deriden emilimi etkileyen faktorler arasinda zeta potansiyelin etkisini inceleyen
caligmalar literatiirde mevcuttur. Katyonik nanotasiyicilarin derinin alt katmanlarina
ulasabildigini gosteren c¢alismalar mevcuttur (95-98). Buna karsin negatif zeta
potansiyele sahip formiilasyonlarin deriye permeabilitesinin pozitif zeta potansiyele
sahip formiilasyonlara gore daha iyi oldugunu gosteren caligmalar da yapilmistir (99,
100). Melatonin igeren negatif ve pozitif yiikli lipozomlar {izerine yapilan bir
calismada, in vitro and in vivo penetrasyon calismalari sonucunda negatif yiikli
lipozomlardan ila¢g salimmin, pozitif ylikliilere kiyasla daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Bu sonucu, negatif yiiklii lipozomlarin, pozitif ylklilere gore negatif
yuklii hiicreleraras: lipitlerle (karboksilik ve fosfat gruplarina bagl olarak) daha az
etkilesime girmeleri ve boylece dermise ve kil folikiillerinin alt kismina daha hizli

difiize olabilmeleri ile agiklamislardir(99). Honeywell-Nguyan ve Bouwstra, bir
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formiilasyondan ila¢ molekiiliinlin salim hizi ve oraninin, ilacin vezikiile afinitesi ve
stratum korneum lipitlerindeki ¢oziiniirliigi ile iligskilendirmistir (101). Ferulik asit ile
yapilan bir ¢alismada nétral pH da ferulik asitin negatif yiiklenmesine bagl olarak
pozitif yiiklii bir tasiyici ile dermal uygulamanin, deri permeasyonu agisindan tistiinliik
sagladig gortilmiistiir (102). Bu calismalar g6z 6niinde bulunduruldugunda metformin
etkin maddesinin (pKa= 12.4) pH 7.4’de pozitif yikli olmasi ve hazirlanan
nanopartikiil formiilasyonlarinin negatif yiizey yiikiine sahip olmasi ilacin afinitesini
artirarak, derinin alt tabakalara daha yiiksek miktarda metformin ulagsmasina katki
saglayabilir. Ayrica negatif yiiklii nanopartikiiler sistem sayesinde negatif yiikli
interseliiler lipitler ile daha az etkilesime girerek, derinin ve kil folikiillerinin alt
tabakasina daha hizli difiize olmasi bdyle daha yiiksek oranda ve hizda kana

karismasina katki saglayacagi da diisiiniilebilir.

Tez ¢alismamiz kapsaminda hazirlanan Met-PCL-NP zeta potansiyeli -11,4 +

2,26 bulunmustur. Sonuglar literatiirle uyumludur (103-105).
5.3.4. In Vitro Salim

Met-PCL-NP dispersiyonundan pH 7,4’te yapilan salim c¢alismasinda,
nanopartikiil dispersiyonunun ilk 2 saat igerisinde ilk patlama etkisi nedeniyle hizli
salim gosterdigi gozlenmistir. Metformin HCI hidrofilik yapiya sahip bir etkin madde
oldugundan sulu faza yiiksek afinite gostermektedir. Nanopartikiil dispersiyonundaki
serbest metformin hizli bir salim 6zelligi gostererek ilk patlama etkisine yol acabilir.
Buna ek olarak nanopartikiillerin partikiil boyutunun kii¢iik olmasi da ylizey alanimi

arttirmakta ve yiizeye adsorbe olan etkin maddenin hizli salinmasini saglamaktadir.

Nanopartikiil dispersiyonundan kiimiilatif salinan ila¢ miktar1 yaklasik
%64°tiir. Sonucun PCL’nin yavas salim 6zelligi gosteren bir polimer olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu sonug literatiirdeki ¢calismalarla uyumludur (103-

106).

Kiigiik partikiil boyutuna sahip nanopartikiillerin derinin alt katmanlarinda ve
kil koklerinde biriktigi yoniinde ¢aligmalar mevcuttur (107). Sag folikiillerinin 10 giine
kadar depolama etkisinin oldugu c¢esitli calismalarla gosterilmistir (108, 109).

Nanopartikiiller derinin rezervuar 0zelligi sayesinde uygulama bdlgesinde
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depolanarak, PCL’nin yavas salim o6zelligi ile etkin maddenin kontrollii salimin

saglamaktadir.
5.3.5. Nanopartikiillerin Stabilitesi

Bos ve Metformin HCI yiiklii PCL nanopartikiillerin partikiil biytikligu,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri Malvern Zetasizer Nano ZS
kullanilarak 0, 1, 7, 14, 30 ve 90. giinde 25°C sicaklikta ol¢iim yapilarak tayin
edilmistir. Hem Bos-PCL-NP hem de Met-PCL-NP formiilasyonlarmin 30 giin
boyunca partikiil boyutu ve PDI degerlerinin korundugu goriilmiistiir (Sekil 4.6.-Sekil
4.7.). 90. giin yapilan 6l¢glimde bos PCL-NP formiilasyonlarinin partikiil boyutu ve
PDI degerleri daha diisiik bulunmustur. Met-PCL-NP formiilasyonlarinin 90 giin
boyunca partikiil boyutu ve PDI degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

goriilmemistir.

Hem bos-PCL-NP hem de Met-PCL-NP formiilasyonlarinin zeta potansiyeli
Ol¢iimlerinde 30 giin boyunca anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. 90. giin yapilan
Ol¢iimlerde her iki formiilasyon i¢in de zeta potansiyel degerleri pozitif yonde anlaml
bir diisiis gdstermistir. Bu durum nanopartikiillerin stabilitesinde diisiis olabilecegini
gostermektedir. Bos-PCL-NP formiilasyonlarinda bu durum partikiil boyutu ve PDI
Olctimleriyle de uyumludur. Met-PCL-NP formiilasyonlarinda partikiil boyutu ve PDI
anlaml dists gostermemistir. Met-PCL-NP formiilasyonunun Bos-PCL-NP’ye

kiyasla fiziksel stabilitesinin daha iyi oldugu sdylenebilir.

5.4. Metformin HCI Yiiklii PCL Nanopartikiil iceren CS Jel Hazirlanmasi

ve Karakterizasyonu

Hazirlanan Met-PCL-NP formiilasyonunun deriye uygulanabilmesi i¢in uygun
bir tastyici jel formiilasyonu hazirlanarak formiilasyonlarin viskozite ve pH 6lgiimleri
yapilmistir. Bos CS jel hazirlanmasinda, iki farkli kitosan (Protasan UP CL213 ve

diisiik molekiil agirlikl kitosan) kullanilmistir.

Kullanilan kitosan tipi ve asetik asit miktarinin jellesmede ve jelin
viskozitesinde etkili oldugu goriilmiistiir. Asetik asit eklenmeyen formiilasyonlarda jel

olusumu meydana gelmemistir.
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Viskozite, jel formiilasyonlarindan ilacin salim Ozelligine etki eden
parametrelerden biridir. Yiiksek viskoziteye sahip jellerde deride kalig siiresinin
artmasima karsin etkin madde salimi yavas olmaktadir (110). Asetik asit miktar
artttkca jelin viskozitesi de artmistir. Protasan UP CL213 ile hazirlanan
formiilasyonlarda asetik asit ilavesiyle viskozitede istenen oranda artig
saglanamadigindan, ¢alismalara diisiik molekiil agirlikli kitosan ile devam edilmistir.

Insan deri pH’s1 hafif asidik o6zellik gostermektedir. Deriye uygulanacak
preparatlarin pH degerlerinin deri pH’s1 ile uyumlu olmasi1 gerekmektedir
(4 3). Formiilasyonlara pH ayarlamak amaci ile farkli konsantrasyonlarda NaOH
(0.5 M, 1 M ve 2M) ilave edilmis ancak NaOH ilavesinin jel yapisini etkiledigi
goriilmiistiir. Bu nedenle uygun viskoziteye sahip formiilasyonlarda kullanilan
asetik asit miktar1 degistirilerek deriye uygulanabilir pH araliginda (pH 4,5-6) jel
olusumu saglanmistir (51). Hazirlanan optimum jel formiilasyonunun 25 °C, 30 °C,
35 °C’de viskozite Ol¢iimleri yapilmigtir. Bos CS jel ve Met-NP-CS jel
formiilasyonlarin viskoziteleri sicaklik arttikca azalmistir. Farkli kayma hizlarina
(0-150 rpm) kars1 Met yiiklii PCL nanopartikiil iceren CS jel formiilasyonu i¢in akis
grafigi elde edilmis ve bos CS jel ve Met-PCL-NP CS jel formiilasyonlarin
psodoplastik akis tipi gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.9.). Psddoplastik akis ile herhangi
bir kuvvet uygulanmadiginda jelin yapisint korumasi, buna karsin kuvvet
uygulandiginda (uygulama sirasinda ya da uygulama bolgesinde yayilirken)
viskozitesinin azalmasi, bu sayede de wuygulama kolaylig1 saglayacagi
beklenmektedir (111). Buna ek olarak, uygulama sirasinda jel viskozitesindeki

azalmanin ilacin jelden salimini da arttirabilecegi literatiirde yer almaktadir (112).

Jel formiilasyonlarinin yayilabilirligi cam plaka ile dl¢iilmiistiir. Bos CS jel ve
Met-PCL-NP-CS-Jel formiilasyonlarinin yaklasik %400 oraninda yayilim gosterdigi

ve deriye uygulanabilir 6zellikte oldugu goriilmistiir.

Bos CS jel ve Met-PCL-NP-CS jel formiilasyonlarmin SEM goériintiileri
alimarak incelenmistir (Sekil 4.10.). Met-PCL-NP lerin jel yiizeyinde kiiresel
ozelligini korudugu ve SEM goriintiilerinde Olgiilen partikiil biiyiikliiklerinin,
karakterizasyon calismalar1 kapsaminda yapilan partikiil biiytikliigii o6l¢iimleriyle

uyumlu oldugu (Tablo 4.7.) goriilmiistiir.
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Kitosan, biyolojik dokularla uyumlulugu, biyoparcalanabilir olmasi,
antimikrobiyal ozellikleri, stabilitesi ve kolay modifiye edilebilmesi gibi 6zellikleri
nedeniyle tasiyict polimer olarak tercih edilmistir (113). Bunun yam sira katyonik
ozelligiye derideki anyonik yapilarla elektrostatik  etkilesiminin  ilacin
biyoadhezyonunu arttirdigi ¢esitli c¢alismalarda gosterilmistir. Biyoadhezyonun
artmasiyla, ilacin deriyle olan etkilesimi artarak deriye daha iyi tutunmasi

saglanmaktadir (113, 114).

5.4.1. Metformin HCL Yiikli PCL Nanopartikiil iceren Kitosan Jel
ve Serbest Metformin HCL Iceren Kitosan Jelden in Vitro Sahhm Calismalar

Metformin HCI yiiklii PCL NP igeren CS jel ve serbest metformin HCI igeren
CS jel formiilasyonlarinin in vitro salim analizi Franz Difiizyon hiicreleri kullanilarak
pH 7,4 fosfat tamponu ¢ozeltisinde gerceklestirilmistir (n=3). Ik 6 saatin sonunda
Metformin HCI yiiklii PCL NP igeren CS jel formiilasyonundan ilacin %51,3’1,
serbest metformin iceren CS jel formiilasyonundan ise ilacin % 59,1°i salinmustur. Ilag
salim1 24 saatten sonra sabit kalmistir. 72 saat sonunda Metformin yiiklii PCL NP
iceren CS jel formiilasyonundan salim % 57,1 ve serbest metformin iceren jel
formiilasyonundan salim % 78,2 olarak bulunmustur. Metformin HCL’nin suda
¢cOziiniirligli  yiikksek oldugundan, serbest metformin igeren kitosan jel
formiilasyonundan kiimiilatif salim, Metformin yiikli PCL NP iceren CS jel
formiilasyonuna nazaran daha fazla gerceklesmistir. PCL’nin etkin maddenin uzun
stirede kontrollii salimina olanak veren bir polimer olmas1 da, Met-PCL- NP-CS jel
saliminin Met-CS jele kiyasla daha yavas olmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Met-PCL-NP-CS jel’den 24 saatte gerceklesen salim % 57 iken Met-PCL-
NP’lerden salim 24 saatin sonunda % 64 salim gerceklesmistir. Nanopartikiil
dispersiyonunun kitosan jel ile taginmasi ile ilacin daha yavas ve kontrollii salimi

saglanmustir.
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5.5. Sitotoksisite Calismalari

5.5.1. L929 Hiicrelerinde Bos PCL Nanopartikiilleri, Bos PCL
Nanopartikiil iceren Kitosan Jel ve Bos Kitosan Jel Formiilasyonlarimin

Sitotoksisite Degerlendirmesi

Hazirlanan ilag tasiyici sistemlerin glivenliliginin degerlendirilmesi amaciyla;
boliim 3.2.6.’da belirtilen sekilde bos PCL nanopartikiil formiilasyonu, bos CS jel
formiilasyonu ve bos PCL NP iceren CS jel formiilasyonlarinin sitotoksisitesi 1.929
fare fibroblast hiicre hatti ilizerinde MTT analizi ile 24 ve 48 saat siirelerle
gergeklestirilmistir. L929 hiicre hatti Amerikan Farmakopesi (USP 28) tarafindan
polimerik sistemlerin in vitro toksisite degerlendirmesi i¢in standart hiicre hatt1 olarak
onerilmektedir (115).

Bos PCL NP ve bos CS jel formiilasyonlarinin L929 hiicrelerine sitotoksik
etkisinin konsantrasyona bagli olarak degistigi goriilmiistiir. 24 saatin sonunda; bos
PCL nanopartikiil formiilasyonu i¢in diliisyon araligi 1/2°den 1/32’ye diistiigiinde
hiicre canlilig1 %20°den %83’e yiikselmistir. Bos CS jel i¢in diliisyon aralig1 1/2’den
1/32’ye distiigiinde hiicre canliligir %20°den %93’°e ¢ikmistir (Sekil 4.13). Kitosan
genel olarak biyouyumlu kabul edilen bir polimerdir. Kitosan jelin 2 diliisyonu ile
goriilen sitotoksisitenin jel formiilasyonunun hiicrelere mekanik baski uygulamasi
nedeniyle olabilecegi literatiirde belirtilmistir (116).

Bos PCL nanopartikiil yiiklii CS jel formiilasyonu i¢in 24 saat sonunda tiim
diliisyonlarda hiicre canliligi %90°1n tizerindedir. Biitlin formiilasyonlar i¢in yiiksek
diliisyonlarda hiicre canlilig1 %90’ iizerinde olup bos PCL nanopartikiil, bos PCL
nanopartikiil iceren CS jel ve bos CS jelin diisiik sitotoksisite gosterdigi goriilmiistiir.

Ayrica 1929 hiicrelerinde 24 saat ve 48 saat sonunda sagkalim oran1 agisindan
anlamli bir fark goriilmemis olup inkiibasyon zamaninin artmasi hiicre yasayabilirligi
tizerinde etkili bulunmamistir. Elde edilen sonuglar 1siginda hazirlanan bos
nanopartikiil ve jel formiilasyonlarinin 1929 hiicrelerinde toksik olmadigi ve ilag

tasiyici sistemler olarak giivenilir olduklari sonucuna varilmistir.
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5.5.2. B16F10 hiicrelerinde Metformin Yiiklii PCL Nanopartikiilleri ve
Metformin Yiiklii PCL Nanopartikiilleri iceren Kitosan Jel Formiilasyonlarinin

Antikanser EtKkinligi

Metformin yiiklii PCL nanopartikiilleri ve Metformin yiiklii PCL nanopartikiil
iceren CS jel formiilasyonlarinin in vitro sitotoksisitesi B16F10 fare melanoma hiicre
hattinda MTT yontemi ile degerlendirilmistir.

Bos PCL nanopartikiil uygulanan B16F10 hiicrelerinde 48 saat sonunda tiim
konsantrasyonlarda hiicre canliligit %100’e yakin olup sitotoksisite gostermemistir
(Sekil 4.14.). 48 saat sonunda, hem Metformin yiiklii PCL nanopartikiilleri hem de
Metformin yiiklii PCL nanopartikiilleri i¢eren CS jel formiilasyonu hiicre canliliginda

anlamli bir diisiise (yaklasik %50) yol agmistir.

Met-PCL-NP jel i¢in 11,25 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligi %58,5
iken, ayn1 konsantrasyonda metformin ¢ozeltisi ile %85,3 hiicre canlilig1 goriilmiistiir.
Bu sonu¢ Met-PCL-NP jel formiilasyonunun 48 saatte met ¢ozeltisine kiyasla daha
diisiik dozda daha etkili oldugunu gostermektedir.

Bos PCL nanopartikiil uygulanan BI16F10 hiicrelerinde 72 saatte tiim
konsantrasyonlarda hiicre canlilif1 %95’in tizerinde olup sitotoksisite gdstermemistir
(Sekil 4.14.). 72 saatin sonunda, hem Metformin yiiklii PCL nanopartikiilleri hem de
Met- PCL-NP-CS jel formiilasyonu ile hiicre canliligindaki diisiisiin (sirasiyla yaklasik
%38 ve % 50) anlamli oldugu goriilmiistiir.

Metforminin sitotoksisitesinin incelenmesi i¢in B16F10 hiicreleri iizerinde 48
saat ve 72 saat i¢cin LD5( degerleri hesaplanmistir. 48 saatin sonunda metformin igeren
ilag ¢ozeltisinin LD50 degeri 32,70 ug/mL, Met-PCL-NP formiilasyonunun LD50
degeri 25,77 pg/mL olarak hesaplanmigtir. 72 saatin sonunda yapilan hesaplamalarda,
metformin igeren ilag ¢oOzeltisinin LD50 degeri 23,49 ug/mL, Met-PCL-NP
formiilasyonunun LD50 degeri 8,955 pg/mL olarak bulunmustur.

72 saatin sonunda hem Met-PCL-NP hem de Met-PCL-NP-CS jel
formiilasyonu 48 saate kiyasla daha sitotoksik etki gostermistir. Bu durumun PCL’nin

ilacin yavas salimini saglamasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir.
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5.6. Ex Vivo Cahsmalar

Met-PCL-NP-CS jel ve Met-CS jel formiilasyonlarmnin deriden gegis
calismalari domuz sirt derisi kullanilarak Bolim 3.2.7°de aciklandigi sekilde
gergeklestirilmistir.

24 saat siireyle salim ortamina Met-PCL-NP-CS jelden salim %80 iken Met-
CS jelden salim yaklasik %47 olmustur (Sekil 4.15.) Deriden 1 cm*’den 24 saat
sonunda gecen madde miktar1 Met-PCL-NP-CS jel icin 38 pg iken, Met-CS jel i¢in
yaklasik 22 pg’dir (Sekil 4.16.). Met-PCL-NP-CS jel formiilasyonunda permeasyonun
Met-CS jele kiyasla fazla olmasinin sebebinin etkin maddenin nanopartikiillere
enkapsiilasyonu sayesinde partikiil boyutuna bagli olabilecegi diistiniilmektedir (117).
Etkin maddenin permeasyonunun Higuchi modeline uygun olarak, difiizyon yoluyla
oldugu belirlenmistir. Sonuglar literatiirle de benzerlik gostermektedir (118). Ek olarak
her iki formiilasyonda da 24 saat siiresince salim degerlerine bakildiginda kitosan jelin
ilacin kontrollii salimini sagladig1 goriilmektedir. Kitosan topikal uygulanan pek ¢ok
formiilasyonda tercih edilen bir polimerdir (88). Kitosanin epidermisteki siki kavsak
proteinleriyle etkilesimi sonucu deriye penetrasyonu arttirdigi bildirilmistir (119).
Ayrica kitosanin katyonik yapis1 sayesinde hiicredeki negatif yiiklii dokular ve hiicre
ylizeyi ile etkilesimi sayesinde deriye penetrasyonu 1yi olmaktadir (71). Caligmamizda
da formiilasyonlarin kitosan jel i¢inde deriye uygulanmasinin etkin maddenin deriden
permeasyonu ve deriye penetrasyonunu arttirdigi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira,
PCL da nanoboyutu ve hidrofobik yapisi nedeniyle deri lipitleri ile etkilesime girerek
deride bosluklar olusturup etkin maddenin deriden gegisini arttirabilir (118).

24 saatin sonunda deride tutulan metformin miktar1 Met-PCL-NP-CS jel i¢in 7
ng.cm? iken, Met-CS jel igin 3,9 pg.cm? olarak hesaplanmistir (Sekil 4.17). Bu
sonuglar Met-PCL-NP-CS jel formiilasyonunun serbest metformin igeren kitosan jele
kiyasla cit katmanlarina daha iyi niifuz ettigini géstermistir. Bu etki nanopartikiillerin
kiiclik partikiil boyutu sayesinde deri katmanlarina daha kolay gecis yapmasi ile
aciklanabilir. Bunun yani sira ilaglarin kil koklerinde boyuta bagli olarak birikmesi
yoluyla da deride kalabildigi gosterilmistir (120-122). Sonuglar literatiirle uyumludur
(44).
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6. SONUC

Melanomanin topikal yolla tedavisinde kullanim amaciyla metformin HCI
yuklii polikaprolakton nanopartikiil iceren kitosan jel hazirlanmis, metformin HCI’nin
nanopartikiillere enkapsiilasyonu ile tedavi etkinligi arttirilmig, metforminin deriye
penetrasyonunda da artig saglanmustir.

° Hidrofilik bir etkin madde olan metformin HCl’nin, PCL
nanopartikiillere enkapsiile edilebilmesi i¢in ¢ift emiilsiyon yontemi kullanilmistir.

. Elde edilen nanopartikiillerin in vitro karakterizasyon c¢aligmalari
kapsaminda partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeli degerleri Slglilmiistiir.
Nanopartikiillerin partikiil biiytlikliigii 180 nm civarinda olup partikiil biytikliigii
dagilimi1 sonuglar1 nanopartikiillerin tekdiize oldugunu gostermistir. Partikiil boyutu
deriye uygulama icin 30 giin boyunca nanopartikiillerin stabilitesini korudugu
goriilmiistiir. Yapilan in vitro salim ¢alismasinda nanopartikiillerle ilk patlama etkisini
takiben yavas ve kontrollii bir salim 6zelligi gosterdigi gortilmiistiir.

J Metformin HCL yiiklii PCL nanopartikiillerin deriye uygulanmasini
kolaylastirmak i¢in tasiyict olarak kitosan jel hazirlanmistir. Jel formiilasyonlarinin
viskozite ve pH Ol¢iimleri yapilmis, deriye uygulanabilir 6zellikte olduklar
goriilmiistiir. SEM goriintiisii ile, nanopartikiillerin jel yilizeyinde kiiresel yapida ve
belirlenen partikiil biiyiikliigiine sahip olduklar1 gériilmistiir.

. Hazirlanan nanopartikiil ve jel formiilasyonlar1 ile sitotoksisite
calismalar1 gergeklestirilmistir. Met-PCL-NP-CS jel formiilasyonunun B16F10
hiicrelerinde metformin jele kiyasla daha diisiik dozda etkili oldugu bulunmustur.

. Yapilan ex vivo ¢alismalarla metformin HCL nin PCL nanopartikiillere

enkapsiilasyonu ve tasiyict kitosan jel i¢inde uygulanmasinin, etkin maddenin

deriden permeasyonunu arttirdigi, ayrica deriye daha iyi penetrasyonunu sagladigi
gosterilmistir.

Melanoma tedavisi en giic olan kanser tiirlerindendir. Metastaz yeteneginin
yiiksek olmasi ve konvansiyonel tedaviye direng gelismesi nedeniyle mevcut
tedavilerin basar1 orani diisiiktiir. Tez ¢alismamizda terapotik madde olarak
melanomada antikanser etkinligi oldugu literatiir c¢alismalarinda gosterilmis

biguanidin tlirevi bir antidiyabetik olan metformin HCI se¢ilmistir. Calismamizda
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etkin maddenin lokal olarak patolojik bolgeye uygulanabilmesi ve metformin HCI’nin
nanopartikiillere yliklenmesiyle topikal uygulama sonrasi biyoyararlanimin
arttirilmasi amaglanmistir. Topikal uygulamalarda derinin en iist tabakasi olan stratum
korneumun asilmasi olduk¢ca zor olmakta ve tedaviyi sinirlamaktadir. Tez
calismamizda etkin madde nanopartikiil icine hapsedilerek partikiil boyutu
kiigiiltiilmiis ve deriye penetrasyonu arttirilmistir. Topikal uygulama sayesinde
sistemik yan etkilerin de engellenmesi saglanacagindan tedavide hasta uyuncunun
artmasi beklenmektedir. Yapilan in vitro karakterizasyon calismalari ve ex vivo
calismalar sonucunda melanomanin topikal yolla tedavisinde Met yiikli PCL
nanopartikiil igeren kitosan jel formiilasyonunun umut vaat eden sistemler oldugu

sonucuna varilmistir.
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