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ÖZET 

 

Kozlu, S., Kemik Metastazlarının Tedavisinde Etkili Nanopartikül 

Formülasyonlarının Geliştirilmesi, Optimizasyonu ve In Vitro 

Değerlendirilmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Farmasötik 

Teknoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 2017. İnsidansı yüksek olan (meme ve 

prostat kanseri) kanserlerde sıklıkla görülen kemik metastazları hastanın hayat 

kalitesini belirgin derecede düşürmekte ve hastanın kaybıyla sonuçlanan ciddi 

komplikasyonlara neden olmaktadır. Kemiğe metastaz yapmış meme kanseri 

tedavisinde yüksek dozda kullanılan kemoterapötiklerden olan doksorubisin, başta 

kardiyotoksisite olmak üzere ciddi yan etkileri nedeniyle kullanım kısıtlaması 

bulunan bir moleküldür. Son yıllarda yapılan ve kardiyak yan etkileri nedeniyle 

sonuçlandırılamayan klinik çalışmalar sayesinde, doksorubisin ile anti enflamatuar 

bir ilaç olan selekoksibin sinerjik etki gösterdiği bilinmektedir. Bu tez kapsamında 

bu iki etkin maddeye ait sinerjik etkiyi ve spesifik olarak bir dokuda ilaç 

konsantrasyonunun artmasını sağlayacak bir taşıyıcı sistemin geliştirilmesi 

amaçlanmıştır. Bu amaçla taşıyıcı sistem olarak PLGA nanopartikülleri, 

hedeflendirme ligandı olarak kemik dokusunda yer alan kalsiyum iyonları ile şelat 

yapma özelliği olan alendronat, etkin madde olarak ise doksorubisin ve selekoksib 

kullanılmıştır. Öncelikle insan meme kanseri hücrelerinde sinerjik etkinin gözlendiği 

optimum doz tespit edilmiş, tespit edilen optimum dozun deney tasarımı ile 

nanopartiküller içerisine yüklenmesi sağlanmıştır. Elde edilen optimize 

nanopartiküller  partikül boyutu, elektron mikroskobisi görüntüleri, yüzey yükü, 

salım profili anlamında karakterize edilmişlerdir. Karakterize edilen 

nanopartiküllerin etkinlikleri ise in vitro ortamda kalsiyum bağlama kapasitesi, 

hidroksiapatit afinitesi, in vitro sitotoksisite ve hücre içine alım görüntülemeleri ile; 

in vivo olarak da Balb/c fareler üzerinde yapılan biyodağılım çalışmaları ile test 

edilmişlerdir. Tasarlanan nanopartiküler sistemin, etkin maddeyi istenilen doz 

oranında taşıyan ve kemik dokusuna afinitesi olan nanopartiküler taşıyıcı bir sistem 

olduğu bulunmuştur. 

 

Anahtar Kelimeler: PLGA nanopartikül, Alendronat kaplama, Doksorubisin ve 

Selekoksib kombinasyonu, kemiğe ilaç hedeflendirme 
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ABSTRACT 

 

Kozlu, S., Formulation Development, Optimisation and In Vitro Evaluation of  

Nanoparticles Effective to Bone Methastasis, Hacettepe University Institute of 

Health Sciences Department of Pharmaceutical Technology Doctor of 

Philosophy Thesis, Ankara, 2017. Bone metastasis that is often seen on patient with 

high incidence cancers (egg. breast and prostate) because important complication that 

lowers the quality of life and even ended with death. Doxorubicin is one of the 

chemotherapeutics using for the treatment of breast cancer metastasis on bone has 

some limitation due to its adverse effects primarily cardiotoxicity. In recent years it 

is known that doxorubicin and celecoxib have synergistic effect. There are some 

clinical trials that had to be stopped due to adverse effect to other organs.  Within this 

study it is aimed to develop a nanocarrier system that leads the synergic effect of 

these molecules and promote increasing of drug concentration in the specified tissue. 

Thus, PLGA nanoparticles has chosen as carrier system, alendronate as targeting 

ligand due to its chelating properties with calcium ions in bone tissue, doxorubicin 

and celecoxib have chosen as the active pharmaceutical ingredients.  Metastatic 

breast cancer has chosen as the model disease. At first step, the optimum dose that 

shows synergic effect is investigated with human breast cancer cell line.  The 

determined optimum synergic dose is incorporated into nanoparticles by the help of 

statistical experimental design tools. Optimized nanoparticles were characterized 

with particle size, electron microscopy images, surface charge and in vitro release 

characteristics. The characterized particles’ affinity to bone tissue has been 

investigated with in vitro calcium binding capacity assay, hydroxyapatite binding 

affinity assay and in vitro cell cytotoxicity and uptake studies. Moreover in vivo 

biodistribution study has been performed with Balb/c mice.   

It is founded that; the developed nanoparticular system is promising with ability to 

carry the drugs at desired dose ratio and with affinity to bone tissue. 

 

Key Words: PLGA Nanoparticles, Alendronate coating, Doxorubicin and Celecoxib 

combination, drug targeting to bone 
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1. GİRİŞ 

Kanser, günümüzde kardiyovasküler hastalıklardan sonra en yüksek ölüm 

nedeni arasında yer almaktadır. Araştırmacılar açısından uzunca bir süredir çok 

yönlü tedavi yaklaşımları incelenmiş olmakla birlikte hala güncelliğini koruyan bir 

araştırma konusudur. Primer tümörlerin yanı sıra tümörlü hücrelerin başka dokulara 

taşınarak yeni odaklar oluşturması, hastalık tedavisini daha karmaşık yaklaşımlara 

yönlendirmektedir. Bu yeni odaklardan bir tanesi de kanser hücrelerinin kemiğe 

sıçraması ve burada çoğalması yoluyla oluşan kemik metastazlarıdır.  

İnsidansı yüksek kanser vakalarında (meme ve prostat kanseri gibi) sıklıkla 

görülen kemik metastazları, hastanın kaybıyla sonuçlanan ciddi komplikasyonlara 

neden olmaktadır. Kemik metastazları kemikten köken almayıp primer bir tümörün 

kemiğe yayılması ile oluşmaktadır.  

Hemen hemen her kanser türü kemik metastazı yapsa da meme ve prostat 

kanserleri kemiğe en sık metastaz yapan kanser türlerindendir. Meme kanserinden 

ölen hastaların radyolojik bulguları incelendiğinde hastaların yaklaşık % 70’inde 

iskelet metastazları görülmüştür. İstatistiksel çalışmalara göre meme kanserinde 

hastalığın ilerleyen dönemlerinde kemik metastazı gerçekleşme oranı %85’lerdedir. 

Meme kanserinin en sık görülen kanser türlerinden olması ve gelişen kemik 

metastazlarının genellikle tedavi edilemez olması ciddi klinik belirtilerle hasta 

kaybına ve tedavi maliyetinde önemli bir artışa neden olmaktadır. Bu çalışma 

kapsamında model hastalık olarak meme kanseri ve kemiğe metastazları 

incelenmiştir. 

Kemik metastazlarının tedavisinde kullanılabilecek ilaçların, diğer dokularda 

yan etki oluşturmadan kemik dokusuna istenilen miktarda ulaştırılamaması bu 

metastazların tedavisini sınırlamaktadır. Son zamanlarda nanopartiküllerin pasif ve 

aktif hedeflendirilebilme özellikleri kullanılarak kanser tedavisinde yeni yaklaşımlar 

geliştirilmiştir. Nanoteknoloji kullanılarak geliştirilen ilaçlar piyasada yer almaya 

başlamasına rağmen; kemik metastazlarının teşhis ve tedavisinde yapılan çalışmalar 

henüz başlangıç aşamasındadır.  

Doksorubisin, çoklu metastatik odaklar nedeniyle cerrahi tedavinin genellikle 

mümkün olamadığı meme kaynaklı metastatik kemik tömürlerinde, uzun yıllardır 

kullanılan kematerapötik ajanlardan bir tanesidir. Uzun yıllardır kanser tedavisinde 
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kullanılan bir moleküldür. Nanoteknoloji ile formüle edilecek kadar değerli bir 

molekül olup,  piyasada farklı nano taşıyıcı sistemler ile kullanıma sunulmuştur. 

Lipozomal formları ile bu durum kısmen aşılmış olsa bile, doksorubisin göstermiş 

olduğu kardiyotoksisite nedeniyle kullanımı kısıtlanan bir ilaç konumundadır. Bu 

denli çok araştırma yapılmış olması sebebiyle tez kapsamında etkin madde olarak 

kullanılmıştır. 

Diğer taraftan pek çok klinik öncesi ve klinik çalışmada, selekoksib gibi 

spesifik siklooksijenaz 2 (COX-2) inhibitörlerinin, doksorubisinin de içlerinde 

bulunduğu kemoterapötik ilaçların etkinliğini arttırdığı gösterilmiştir.  

Doksorubisinin daha düşük dozda uygulanabilmesi amacıyla selekoksib ile 

kombine edilmesi ve tümör hücrelerine eş zamanlı etki etmesinin sağlanmasıyla, 

kullanılan sitotoksik ilaç miktarını en aza indirerek yan etkileri azaltmak, tek bir 

enjeksiyonla sinerjik etki gösteren iki molekülü aynı anda uygulayabilmek ve kanser 

hücrelerinde gelişen direnci aşabilmenin mümkün olması öngörülmüştür.  

Bu hedefe ulaşabilmek için kalite tasarımı ile deney planlaması 

gerçekleştirilmiş, öncelikle formülasyon parametreleri irdelenmiş ve etki düzeylerine 

göre sınıflara ayrılmışlardır. Etkili olduğu tespit edilen parametreler ile ileri düzey 

araştırmalar gerçekleştirilmiştir. Sonuç olarak istenilen doz oranına ve partikül 

boyutuna sahip nanopartiküllerin elde edilebilmesini sağlayan bir modelleme 

yapılmıştır. 

Elde edilen partiküllerin fizikokimyasal yönden in vitro karakterizasyonu ve 

hücreler ile in vitro düzeyde etkileşimlerinin incelenmesi sonrasında hedeflendirme 

etkinlikleri hem in vitro ortamda hem de canlı hayvanlar üzerinde test edilmiştir. 

İlerleyen bölümlerde detayları ile bahsedilen çalışma sonucunda gelecekte ileri düzey 

araştırmalara temel oluşturulabilecek, kontrol edilebilir, etkin ve umut vadeden 

taşıyıcı polimerik bir sistem geliştirilmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Hedef Hastalık - Kanser 

Çok hücreli organizmalarda hücreler kendi hücre içi çalışma sistemlerini 

düzenlemelerinin yanısıra aynı zamanda, diğer hücreler ile sürekli bir iletişim içinde 

olmak ve bu hücrelerden alınan sinyalleri koordine etmek suretiyle tüm 

organizmanın da düzenli çalışmasına olanak sağlarlar. Mutasyon gibi bazı moleküler 

bozukluklar, hücreler arasındaki bu düzenli koordinasyonun bozulmasına sebep olur. 

Normal bir organizmadaki hücreler her gün bu mutasyonlara maruz kalmakta ve eğer 

bu mutasyon hücreye önemli bir yarar sağlamayacaksa hücrelere özgü özel koruma 

sistemleri tarafından elimine edilmektedir (1).  

Kanser; koruma mekanizmalarını aşan mutasyonlar ile hücrenin kontrolsüzce 

büyümesi ve çoğalması sonucu ortaya çıkan bir hastalıktır. Hücrenin kontrolsüz bir 

şekilde çoğalması, hücre yığınından meydana gelen ve tümör denilen bir yapının 

oluşmasına neden olur. Bazı tümörler kansere neden olmaz; çünkü bunlar vücudun 

diğer taraflarına yayılmadıkları gibi, bulundukları bölgeden kolayca uzaklaştırılabilir 

ve genellikle de nüksetmezler. Bu tümörler “benign tümör” olarak adlandırılan 

tümörlerdir. Bununla birlikte; “malign tümör” olarak adlandırılan; yakın dokulara 

invazyon yapabilen ve odak noktadan ayrılıp vücudun diğer yerlerine yayılan 

(metastaz yapabilen) tümörler de kanseröz tümörlerdir (2). 

Hücre türüne ve kaynaklandığı organa göre farklı şekilde isimlendirilen 

birçok kanser tipi bulunmaktadır. Örneğin; epitel dokudan kaynaklanan kanserler 

karsinoma olarak adlandırılırken, immün sistemden kaynaklanan kanserler de 

lenfoma veya miyeloma olarak adlandırılmaktadır (1). 

Türkiye Halk Sağlığı kurumu tarafından 2017 yılında yayınlanan kanser 

istatistiklerine  göre (2014 yılı) erkeklerde en sık gözlenen ve yaşa göre standardize 

hızı  en yüksek olan kanser türleri trakea, bronş, akciğer ve prostat kanseriyken; 

kadınlarda ise en yüksek oranda gözlenen türler meme ve tiroid kanserleridir (Şekil 

2.1.) (3). 
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Şekil 2.1. Erkeklerde ve kadınlarda en sık görülen 10 kanserin yaşa göre standardize 

edilmiş hızları (3). 

Kanser,  tek bir hastalık olarak düşünülmekten ziyade, kontrolsüzce çoğalmış 

hücrelerin neden olduğu hastalıklardan oluşan kompleks bir durum olarak 

düşünülmektedir. Günümüzde; tüm dünyadaki hastalıklardan kaynaklı ölümlerde 

kanser ikinci sırada yer almaktadır ve tedavisi için daha karmaşık tedavi yaklaşımları 

geliştirilmektedir (4).  
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2.1.1. Meme Kanseri 

Her yıl yaklaşık 1,4 milyon kadın meme kanserinden etkilenmektedir ve bu 

durum meme kanserinin, ülkemizde olduğu gibi dünyada da kadın popülasyonunda 

sık görülen hastalıkların başında yer almasına neden olmaktadır (5).  Hastalığın 

teşhisi, sağlık hizmetleri uygulamasının çok önemli bir basamağını oluşturmaktadır 

ve erken teşhis çok önemlidir. Hastaların çok büyük bir kısmına cerrahi işlem 

uygulanmakta ve birçoğuna da sonrasında sitotoksik kemoterapi ve hormon tedavisi 

başlanmaktadır (5).  

Klinikte çok farklı tiplerde meme kanseri görülür ve her birinde farklı tedavi 

yolları izlenmektedir. Östrojen reseptörü (ER), insan epidermal büyüme faktörü 

reseptörü-2 (HER-2), progesteron reseptörü (PgR) vb. farklı reseptörlerin tümör 

hücrelerindeki varlıkları hastalığın tedavisinde izlenecek yol hakkında önemli 

bilgiler sunmaktadır. ER veya PgR pozitif tümörlü hastalarda genellikle anti 

östrojenik tedavi uygulanırken; HER-2 reseptörünün baskın olduğu tümörleri taşıyan 

hastalarda da antiHER-2 tedavisi uygulanmaktadır. Her üç reseptörü de taşımayan 

tümörlü hastalara (üçlü negatif hastalar) ise, sadece kemoterapi uygulaması 

yapılabilmektedir (5). 

Meme kanseri teşhisinin gün geçtikçe artmış olmasına rağmen, bu hastalıktan 

dolayı meydana gelen ölüm oranında da azalma sağlanmıştır.  Bu durum büyük 

olasılıkla kadınlardaki farkındalığın artmış olması, toplum temelli taramaların 

yaygınlaşması ve tedavi olanaklarının gelişmiş olmasından kaynaklanmaktadır (6).  

Araştırma merkezlerinde ve üniversitelerde ise meme kanseri araştırmaları 

oldukça yoğunlaşmış olup çoğunlukla birkaç hücre hattı ile sürdürülmektedir. 

Bunlardan sitotoksisite çalışmalarında en sık kullanılanları MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücre hatlarıdır. Literatürde bu hücre hatları ile yapılan sitotoksisite çalışmalarına 

birçok örnek gösterilmiştir (7, 8).  
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2.1.2. Kemik Metastazları 

Primer tümörün bulunmuş olduğu dokudan ayrılan kanser hücrelerinin, 

vücudun farklı yerlerine taşınması durumu metastaz; bu hücrelerin kemik dokusuna 

taşınarak yerleşmesi durumu da kemik metastazı olarak isimlendirilmektedir. 

Dolayısıyla kemik metastazları, kemikten köken almayan tümör hücresinin kemiğe 

sıçraması ile oluşmaktadır (9). Bir kanser hücresinin primer odaktan ayrılıp kemikte 

metastatik bir tümör oluşturuncaya kadar izlediği yol Şekil 2.2.’de şematik olarak 

gösterilmiştir. 

Bunun yanında, kemikten köken alan primer kemik tümörleri de mevcut 

olmakla birlikte bu tümörler; kemik metastazları ile aynı şeyi ifade etmemektedir ve 

nadir görülen kanser türleri arasında yer almaktadır. Kemik dokusu, kapiler ağının 

geniş ve kan akımının yavaş olmasından dolayı tümör hücrelerinin büyümesi için 

elverişli bir ortam yaratmaktadır. Kemik metastazları öncelikle ve sıklıkla lumber 

vertebralarda görülürken, daha sonra sırasıyla torasik ve servikal vertebralarda da 

görülmektedir (10).  

İskelet metastazlı hastaların temel şikayeti; ani, hızlı bir şekilde artan ve 

dinlenme ile geçmeyen ağrıdır. Hastaları uykudan uyandıracak kadar şiddetli gece 

ağrıları, kemik metastazına spesifik olmamakla birlikte; metastatik kemik 

hastalıklarının önemli belirtileri arasında yer almaktadır. Öte yandan;  bazı lezyonlar 

(%25) ağrısız bir ilerleme gösterebilir ve ancak kemik taraması veya radyografi 

sonrasında klinik olarak teşhis edilebilir (9, 11).  

Kemik metastazının görülme sıklığı ve kemik kanserlerinin prognozu, çeşitli 

kanser türlerine göre farklılık göstermektedir. Örneğin; kemiğe metastaz, kadınlarda 

en çok meme kanserlerinde görülürken, erkeklerde ise akciğer ve prostat 

kanserlerinde görülmektedir. Meme ve prostat kanserlerinde görülen her üç 

metastazdan ikisi kemiklere gerçekleşirken; akciğer, tiroid ve böbrek kanserlerinde 

ise her üç metastazdan biri kemiklere olmaktadır (12). 

Kemik metastazları birçok kanserde hastalığın genel prognozu açısından çok 

önemli bir faktör iken, erken tespit edilmesi ve uygun tedavinin yapılması 

durumunda, hastanın sağ kalımını ve yaşam kalitesini olumlu yönde etkilemektedir. 

(12). 
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Günümüzde kanser tedavisini zorlaştıran çok büyük bir sorun olan metastaz, 

kanser hücrelerinin oluştukları primer odaktan ayrılarak vücudun başka bölgelerine 

sıçramasını ve o bölgede yayılmasını ifade eder. Kanser teşhisi konulan hastaların 

çoğunda metastaz çoktan gerçekleşmeye başlamıştır. Örneğin, akciğer kanseri teşhisi 

konulan hastaların %80’inde metastaz görülmektedir. Genel itibariyle; tüm kanser 

çeşitlerinde metastatik kanser teşhisi konulan hastaların sadece beşte biri, 5 yıldan 

daha fazla yaşayabilmektedir (13).  

 

Şekil 2.2. Primer dokudan ayrılıp kemiğe metastaz yapan hücrelerin izlediği yolak 

(13). 

Her ne kadar kanser tedavisi günümüzde gelişme göstermiş olsa da, hala pek 

çok ilaç terapötik dozda metastatik bölgelere ulaşamamakta ve dolayısıyla, kullanılan 

bu ilaçların kanser tedavisindeki etkinlikleri konusunda kısıtlamalar bulunmaktadır 

(14).   

Büyük ve iyi damarlanma göstermiş tümörlere karşı etkin tedavi yöntemleri 

olmakla birlikte; aynı tedavi yöntemleri, küçük ve geniş dağılım göstermiş kötü 

huylu tümörlerde yetersiz kalabilmektedir. Dolayısıyla, kanser tedavisinin daha 

efektif olabilmesi için yeni yaklaşımlara ihtiyaç duyulmaktadır. Bu kapsamda; her 

geçen gün ilerleyen ve kullanım alanı genişleyen nanoteknoloji, etkin maddelerin 

belirli bir bölgeye yönlendirilmesi ve hedeflendirilmesi konularında önemli rol 

oynamakta ve böylece metastatik kanserlerde etkili bir tedavi olanağı 



 

8 

sağlayabilmektedir (15-17). 

Nanoteknolojinin ilaç teknolojisindeki uygulamalarında farklı sorunlar ortaya 

çıkmış olsa da, bu sorunlar klinikteki diğer ilaçların karşılaşmış olduğu sorunlarla 

benzerdir. Bununla birlikte, nanoteknolojinin uygulandığı bazı ilaç etkin maddeleri, 

diğerlerine göre oldukça üstün özelliklere kavuşmuştur. Örneğin; lipozom 

enkapsülasyonu yapılmış doksorubisin, ovaryum kanseri ve kaposi sarkoma 

hastalarında sıklıkla kullanılmaktadır ve enkapsüle edilmemiş doksorubisinin yol 

açtığı kardiyotoksisiteye karşı da üstünlük göstermektedir (18).  

Günümüzde klinikte kullanılan nanoterapötik sayısı her geçen gün 

artmaktadır ve bu nanoterapötiklerin metastatik bölgelere hedeflenmesi, bu 

bölgelerin daha erken ve etkili bir şekilde teşhis edilmesini sağlaması gibi özellikleri 

de gün geçtikçe daha çok gelişmektedir (19). 

Örneğin metastatik meme kanserinde kullanılan paklitaksel içeren protein 

nanopartiküllerinin, tümör hücrelerine etkilerinin arttığı gözlenmiştir (20). Demir 

eksikliğine bağlı anemide kullanılan demir oksit nanopartiküllerinin de, erken faz 

lenf metastazı gösteren prostat ve testis kanseri hastalarında etkili olduğu 

gösterilmiştir (21, 22).  

2.1.3. Kanser Tedavisinde Mevcut Yaklaşımlar 

Kanser hücrelerini organizmadan uzaklaştırmak ve bu hücrelerin 

yayılmalarını mümkün olduğunca engellemek için çok çeşitli tedavi yolları 

bulunmaktadır. Uygulanacak tedavide, tümörün cinsi ve lokasyonu, kanserin evresi 

ve hastanın genel sağlık durumu önemli rol oynamaktadır. Günümüzde kanser 

tedavisi temelde 5 başlık altında toplanmıştır: cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, 

immunoterapi ve hedeflendirilmiş terapi  (2). 

Cerrahi  

Tümör, invazyon yapmayıp belirli bir bölgede sınırlı kalarak vücudun diğer 

taraflarına yayılmamışsa cerrahi müdahale ile uzaklaştırılabilir. Bu durumda tümörün 

tipi ve kanserin hangi fazda olduğu çok önemlidir. Cerrahi, belirli sabit bir tümör 

kitlesinin olduğu hematolojik olmayan kanserlere uygulanır ve böylece tümör 

kitlesiyle birlikte çevre dokular da alınarak bölge temizlenmiş olur. Son yıllarda 
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cerrahi operasyonlar için robotik cerrahinin kullanımı da oldukça gelişmiştir. 

Çıkarılan tümör kitlesi patolojik olarak analiz edildikten sonra hastanın tedavisi için 

kemoterapi veya radyoterapi uygulamasına gerek olup olmadığına karar verilir. 

Genellikle cerrahi diğer uygulamalardan önce uygulanır fakat bazı durumlarda tümör 

kitlesinin cerrahiden önce küçültülmesi gerekebilmektedir. Bu durumda; cerrahiden 

önce diğer işlemler uygulanarak tümör kitlesinin nispeten küçültülmesi sağlanır  

(23). Kemik metastazlı hastalarda ise tercih edilen yaklaşım genellikle kemik kırığı 

gözlendiği zaman cerrahi müdahaleye başvurmak şeklindedir (Şekil 2.3.) (24).  

 

Şekil 2.3. Kemik metastazlı hastada tedavi yaklaşım şeması (24). 

Radyoterapi 

Kanser hücrelerinin öldürülmesi için iyonize radyasyonun kullanılmasıdır. 

Sadece uygulandığı bölgeye etkisi vardır. X ışınları gibi iyonize radyasyon 

kullanılarak tümör hücrelerinin genetik materyaline zarar verilir ve böylece 

büyümeleri inhibe edilir (25).  

Radyoterapide vücuda dışarıdan X ışınları verilerek uygulanabildiği gibi 

tümör bölgesine radyoaktif maddenin enjekte edilmesiyle de uygulanabilir.  

Radyoterapi uygulamasında tümör kitlesinin çevresindeki sağlıklı dokular da ışınlara 

maruz kalmaktadır. Bununla birlikte; sağlıklı dokular bu ışınların etkilerine karşı 
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kendilerini onarabilme kabiliyetine de sahiptir.  

Radyoterapi  meme, beyin ve akciğer kanseri gibi solid tümörlü kanserlerde 

ve ayrıca lösemi ve lenfoma gibi hematolojik kanserlerde sıklıkla kullanılmaktadır. 

Kanserli dokunun tipi ve doku içindeki tümörün lokasyonu, radyoterapinin 

uygulanmasına karar verilmesinde ve dozunun ayarlanmasında önemli rol 

oynamaktadır (23, 25).  

Kemoterapi 

Kemoterapi, tedavide sitotoksik/antikanser olarak nitelendirilen ilaçların 

kullanıldığı tedavi tipidir.  Bu ilaçlar DNA replikasyonunu engellemek, DNA ile 

şelat oluşturmak veya oksidatif hasar meydana getirmek suretiyle tümör hücrelerinde 

öldürücü etki gösterirler. Çoğu ilaç, bölünen tümörlü hücrelere hızlıca hedeflenerek 

etkisini gösterir. Bu ilaçların bölünmekte olan sağlıklı hücreleri de hızlı bir şekilde 

etkilemesiyle kemoterapide gözlenen yan etkiler ortaya çıkar. Kemoterapötik ilaçlar 

oral veya intravenöz olarak verilebilir (23).  

İmmunoterapi 

İmmunoterapide, hastanın bağışıklık sistemi hücrelerinin tümör hücrelerine 

karşı daha iyi mücadele edebilmesi için uyarılması ve güçlendirilmesi söz konusudur. 

Çeşitli biyolojik ve kimyasal ajanlar kullanılmaktadır (23).  

2.1.4. Hedeflendirilmiş Tedavi 

Hedeflendirilmiş tedavi, 2000’li yıllarda bazı kanser türleri için kullanılmaya 

başlanmıştır. Bu tedavide kullanılan ajanlar, kanser hücrelerinde regülasyonu 

bozulmuş proteinlere karşı hedeflendirilmiş ve bu hedeflere özgü olan ajanlardır. 

Tirozin kinaz inhibitörleri (imatinib) ve monoklonal antikorlar (trastuzumab) 

hedeflendirilmiş tedavide kullanılan ilaçlara örnek verilebilir (26).  

Moleküler hedeflendirmeden farklı olarak başka bir hedeflendirme yaklaşımı 

ise etkin maddelerin nano sistemler içerisine yüklenmesidir. Nanopartiküllerin 

metastatik bölgeye hedeflendirilmesi 2 basamakta gerçekleşmektedir. Birincisi 

nanopartikülün metastazın olduğu organ veya organlara doğru yönlendirilmesini 

kapsarken; ikincisi ise doğru organa iletilmiş olan nanopartikülün, bu organdaki 
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kanserli hücreleri bulması ve bu hücrelerdeki spesifik hücre içi yerlere bağlanmasını 

kapsamaktadır (27, 28). 

Partikül büyüklüğü, yüzey yükü, fiziksel ve kimyasal özellikler ile ilacın 

uygulanma yolu gibi faktörler nanopartiküllerin spesifik bir organa 

hedeflendirilmesinde önemli rol oynamaktadır. Bu faktörlerin, nanopartiküllerin 

biyodağılımı ve hedeflenmesi üzerine etkilerini araştırmak için birçok çalışma 

yapılmıştır (17, 27).  

Sonuç olarak, yaşamı tehdit edici metastazlar sıklıkla beyin, akciğer, 

karaciğer, lenf ve kemiklerde gerçekleşmektedir; dolayısıyla bu organlar üzerine 

nanopartikülleri hedeflendirme çalışmaları çok büyük önem taşımaktadır (29). 

Kanser tedavisine yönelik birçok çalışma yapılmasına rağmen kemik 

metastazlarının tedavisinde sınırlı düzeyde başarı sağlanabilmiştir. Kanser 

hücrelerinde gelişen ilaç direnci ve kemik dokusuna istenilen konsantrasyonda ilaç 

ulaştırılamaması tedaviyi sınırlayan faktörler olmaktadır (30, 31).  
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2.2. Doksorubisin 

Doksorubisin antrasiklinler adı verilen bir etkin madde grubuna ait bir 

moleküldür. Antrasiklinler birçok farklı kanser tipinin tedavisinde kullanılan oldukça 

etkili bir etkin madde grubudur (32). İlk antrasiklinler 1960’lı yıllarda Streptomyces 

peucetius isimli toprak bakterisinin ürettiği pigmentlerden izole edilmiştir (33). İlk 

izole edilen antrasiklinler daunorubisin ve doksorubisindir. Her iki antrasiklin de 

yapısında bir şeker grubu ve aglikan bir grup içermektedir. Aglikan grup kinon-

hidrokinon, bir metoksi substituenti ve karbonil içeren bir yan zincir yapısına komşu 

tetrasiklik bir halkaya sahiptir (33). 

 

Şekil 2.4. Doksorubisin molekülünün açık kimyasal formülü. 

Doksorubisin, antineoplastik olarak sıklıkla kullanılan bir moleküldür. 

Doksorubisinin yüksek etkinliğinin aksine tedaviyi takiben gözlenen kardiyotoksisite 

diğer yan etkilerinin arasında en önemlisidir. Ayrıca antrasiklinlerin alopesia, kemik 

iliği supresyonu ve oral ülserlere neden olma eğilimleri de söz konusudur (34). 

Spesifik olmayan ilaç dağılımı sonucu gözlenen bu toksisite tablosu 

kemoterapinin yarıda bırakılmasına ve başarıyla sonuçlanamamasına neden 

olabilmektedir (35).  Kanser hücrelerinin daha spesifik olarak öldürülebilmesi için 

daha yoğun bir odaklanma gerekmektedir. Doksorubisin ile ilgili olarak çeşitli ilaç 

taşıyıcı sistemler geliştirilmiştir. Böylelikle sağlıklı dokuların ilaca maruziyetlerinin 

minimize edilmesi amaçlanmıştır (36).   

Doksorubisin, molekül yapısında iyonize olabilen iki fenol grubu ve bir amin 

grubu içermektedir. Bu gruplar sebebiyle ortamın pH değeri doksorubisin 

molekülünün iyonizasyonunu ve polaritesini değiştirmektedir. Doksorubisinin nötral 
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formu sulu fazdan organik faza ekstrakte edilebilir (37-39). Şekil 2.5’te sunulmuş 

olan grafikte doksorubisinin metilen klorür ve etil asetat içerisinde artan pH ile 

birlikte çözünürlüğündeki artış, pH değişimiyle birlikte molekülün iyonizasyon 

değişimi ile birlikte gösterilmektedir.  

Doksorubisin, yan zincirinde terminal grup olarak primer bir alkole sahip 

iken daunorubisin bir metil grubuna sahiptir.  Yan zincirde yer alan bu farklılık iki 

farklı etkin maddenin aktiviteleri üzerine etkilidir. Doksorubisin genellikle çocukluk 

çağı solid tümörleri ve meme kanserinin tedavisinde kullanılırken, daunorubisin akut 

lenfoblastik ve miyeloblastik lösemide kullanılmaktadır (40). 

 

Şekil 2.5. Doksorubisinin ortamın pH değerine göre partisyon katsayısı ve 

iyonizasyon derecesindeki değişiklikleri (41). 

Doksorubisin bu tez çalışmasında kullanılacak etkin maddelerden bir 

tanesidir. Anti tümör aktivitesi diğer antrasiklinlere benzer şekildedir. DNA’ya 

interşelasyon yaparak nükleik asit sentezinin inhibisyonu, membran özelliklerinin 

bozulması, serbest radikal oluşumuyla makro moleküllerin hasara uğratılması, lipit 

peroksidasyonunun tetiklenmesi ve topoizomeraz II enziminin inhibe edilmesi ile 

DNA kırılmasının başlatılması yolaklarını içeren kombine etki mekanizması ile 

etkinliğini göstermektedir (42, 43).  

Belirtilen bu multifaktoriyel etki mekanizmasından kaynaklandığı düşünülen 

kardiyotoksisite, doksorubisinin kullanımını kısıtlayan en temel faktördür. Bu denli 

ciddi bir kardiyotoksik yan etki profili olmasına rağmen, doksorubisin günümüzde 
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hala birçok anti tümör bileşik için iyi bir kombine tedavi ajanı olup geniş kullanım 

alanına sahip kemoterapötik olma özelliğini devam ettirmektedir  (40). 

2.2.1. Selekoksib-Doksorubisin Kombinasyon Denemeleri 

Epidemiyolojik çalışmalar ve hayvan deneyleriyle non steroidal anti 

enflamatuar ilaçların (NSAİ) kanser hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri 

gösterilmiş fakat etki mekanizmaları henüz net olarak açıklanamamıştır (44). Yapılan 

çalışmalarda, NSAİ’ların kanser hücrelerinin çoğalmasını siklooksijenaz enzimlerini 

(COX) inhibe ederek önledikleri düşünülmektedir. Ancak antiproliferatif etkinin 

siklooksijenaz inhibisyonundan bağımsız olabileceğini öne süren çalışmalar da vardır 

(45). NSAİ ilaçların kanser tedavisinde kombine tedavilerde yerini alması amacıyla 

klinik çalışmalara hız verilmiştir (46, 47).  

 

Şekil 2.6. Selekoksib molekülünün açık kimyasal formülü. 

Fakat NSAİ ilaçların uzun süre kullanılmasıyla beraber oluşabilecek birçok 

yan etki de gösterilmiştir.  Siklooksijenaz-2 (COX-2)’nin seçici bir inhibitörü olan 

selekoksibin prostat kanseri (PCa) hücrelerinde PGI2 sentezini inhibe ettiği ve 

sitotoksik etkiye sahip olduğu gösterilmiştir (48). Ayrıca meme kanseri hücrelerinde 

sahip olduğu sitotoksisiteyi artırıcı etkisi de literatürde gösterilmiştir (49). NSAİ ve 

spesifik COX-2 inhibitörlerinin kemoterapötik ilaçlarla kombinasyonunun nasıl etki 

göstereceğini araştırmaya yönelik çalışmalarda selekoksib ile birlikte doksorubisin 

veya vinkristinin kullanımının sinerjik etki gösterdiği bulunmuştur (50, 51).  

Yan etkiler nedeniyle sonlandırılan faz II (NCT00061893, NCT00494338) 

çalışmalarında selekoksibin kombine kullanımıyla elde edilecek kazanımlar, yan 
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etkiler nedeniyle kısıtlanmaktadır (52, 53).  

Kanser tedavisindeki tüm gelişmelere rağmen metastatik bölgeye ilacın 

yeterince ulaştırılamaması sorununun, nano ilaç geliştirilmesi yaklaşımları ile 

aşılabileceği düşünülmekte ve konuyla ilgili birçok araştırma grubu çalışmaktadır. 
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2.3. Nanopartiküler İlaç Taşıyıcı Sistemler 

Daha etkin ilaç taşıyıcı sistemler geliştirebilmek için nanoteknoloji 

günümüzde dikkat çekici özelliğini korumaya devam etmektedir. Bu doğrultuda 

araştırmacılar tarafından inorganik ve metalik yapıların yanısıra, sentetik ve biyolojik 

makro molekülleri veya fosfolipitleri kullanan farklı yapılarda partiküler ilaç taşıyıcı 

sistemler geliştirilmiştir (54). Uzatılmış, kontrollü ve hedeflendirilmiş ilaç taşıyıcı 

sistemler ise partiküllerin yüzeylerinin modifiye edilmesiyle elde edilmekte ve 

taşıyıcı sistemlere katkı değer sağlamaktadır (55). 

Nanopartiküller, doğal ya da sentetik yapıdaki polimerlerle hazırlanan; 

büyüklükleri nanometre boyutunda olan, çözünmüş, enkapsüle edilmiş ve/veya 

adsorbe olmuş etkin maddeyi kontrollü bir şekilde salan katı kolloidal partiküller 

olarak tanımlanmaktadır. Tanımda 100 nm’nin altındakilerin ‘nano’partiküller 

olduğu belirtilmesine rağmen tatmin edici bir yükleme sağlayabilmek için 100 

nm’den daha büyük partiküllere ihtiyaç duyulmaktadır (54). Nanopartiküller 

hazırlanış yöntemlerinin bir sonucu olarak mikro yapılarındaki farklılıklar sebebiyle, 

konuyla ilgili temel kaynaklarda nanoküre ve nano kapsül olmak üzere temel iki 

gruba ayrılarak tanımlanmışlardır (56).  

Nanokapsüllerde etkin madde polimerik bir zarf ile çevrelenmiştir. 

Nanokürelerde ise etkin madde polimerik matriks içerisinde homojen şekilde 

dağılmıştır. Nanopartiküler bir sistemin ilaç taşıyıcı olarak kullanılması; ilacın 

hedeflenme ile istenilen bölgeye daha yüksek konsantrasyonda yönlendirilmesi, 

kontrollü olarak salınması, diğer nanoyapılara göre daha stabil olmaları, taşıyıcı 

polimerin fizyolojik ortamda farklı hızlarda parçalanabilir şekilde seçilebilmesi ve 

parçalanma ürünlerinin toksik olmaması ve sterilize edilebilmeleri gibi bir takım 

üstünlüklere sahiptir (56).  

Nanotıp kapsamında çoğunlukla anti kanserojen ilaçların, anti enflamatuar 

ilaçların, antiparaziter etkin maddelerin nanopartiküllere yüklenmesine yönelik 

araştırmalar yoğunlaşmıştır. Bunlarla birlikte beyin, akciğer, karaciğer, göz, kolon 

gibi spesifik organlara ilaç taşınımında, transdermal uygulamalarda, peptid yapılı 

ilaçların taşınmasında ve görüntüleme sistemlerinde kullanılmaktadırlar (56). 

Etkin ilaç taşıyıcı sistem olarak biyoparçalanabilir nanopartiküllerin 

geliştirilmesi araştırmacılar arasında son yıllarda ilgi çeken bir konu olmuştur (57-
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59). İlaç taşınmasında nanopartiküllerin kullanılmasının avantajları, onların iki temel 

özelliğinden kaynaklanmaktadır. İlk olarak; nanopartiküller, küçük partikül boyutları 

sayesinde küçük kapillerlerden geçerek kolaylıkla penetre olup hücrelerin içine 

girebilirler ve böylece, hedef bölgede etkili ilaç akümülasyonunu sağlarlar (60-65). 

Bir diğer özellik ise, nanopartiküllerin hazırlanmasında kullanılan biyoparçalanabilir 

materyallerin, günler ve haftalar sürebilecek periyotlarda hedef dokuda kontrollü ilaç 

salımını sağlayabilmesidir (66-69). Kanser tedavisinin etkinliği, mümkün olan en az 

sayıda sağlıklı hücreyi etkileyerek, tedavinin kanser hücrelerine hedeflenmesi ve 

onları öldürme yeteneği ile ilgilidir.  

Hastaların tedavi süresince yaşam kalitesi ve yaşam beklentisindeki 

değişikliğin derecesi tedavinin hedeflenme yeteneği ile doğrudan ilişkilidir. 

Günümüzdeki kanser tedavisinde kullanılan moleküllerin gösterebildikleri tek 

seçicilik özelliği, kemoterapötik ilaçların doğası ile ilgili olarak, belirli tipteki kanser 

hücreleri üzerinde sağlıklı hücrelere göre daha yoğun bir biçimde etki göstermesidir 

(70). Bu şiddetli ilaçların yüksek dozlarda sistemik olarak uygulanmasında bazı yan 

etkiler meydana gelmektedir. Doksorubisin başlığında da belirtildiği üzere, bazen bu 

yan etkilerin yoğunluğundan dolayı, ilaçların kanseri tamamen ortadan kaldırma 

şansı varken hastaların tedaviyi bırakmak zorunda kaldığı durumlar rapor edilmiştir 

(70).  

Bu gibi durumlarda, hem aktif hem de pasif hedeflendirme stratejilerinde 

kullanılan nanopartiküllerin bir diğer avantajı daha ortaya çıkmaktadır. 

Nanopartiküller; sağlıklı hücreler üzerinde herhangi bir toksik etki göstermeden, 

tedavide kullanılan moleküllerin kanser hücreleri içindeki konsantrasyonunu 

arttırarak yan etkilerin en aza inmesini sağlarlar (71, 72). Bununla birlikte; ilaç 

direnci, kemoterapötik ajanların terapötik etkinliğini sınırlayıcı büyük bir engel 

olarak ortaya çıkmaktadır. İlaç direnç mekanizmalarının da NSAİ ilaçların kombine 

ilaç kullanımı ile aşılabileceği çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (73).  

Nanopartiküllerin bu sayılanların dışında diğer avantajları ise şu şekilde 

sıralanabilir;  

- Sterilize edilebilmeleri mümkündür. Kullanılan polimerin camsı geçiş 

sıcaklığı göz önünde bulundurularak termal yöntemlerle, filtrasyonla veya 

radyasyonla sterilize edilebilirler (74).   
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- Fizyolojik ortamla uyumlu (biyouyumlu) ve işlevini tamamladıktan sonra 

parçalanabilir polimerler seçilerek üretimlerinin yapılabilmesi ve ayrıca, polimere 

göre değişmekle birlikte toksik olmayan yıkım ürünlerine sahip nanopartiküllerin 

hazırlanması mümkündür (75-77).  

- Oral yolla kullanılan nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemler ile etkin 

maddenin stabilite, salım ve biyoyararlanım parametreleri iyileştirilebilir (78-80).  

-Nanopartiküllerin polimerik yapıları, etkin maddenin tümör hücrelerine 

hedeflendirilmesine ve kontrollü salımının yapılmasına olanak tanır. Hedeflenen 

dokuya ulaşmasının ardından, etkin maddenin günler ve haftalar sürebilecek 

periyotlarda salınmasını sağlarlar (81, 82).  

- Hedeflendirme yapılacak dokuya özgü moleküler yapıları tanıyan spesifik 

ligandların, nanopartiküllerin yüzeyine yerleştirilmesi ile etkin maddenin lokalize 

edilmesi mümkün olmaktadır (83),  

- Değişik kolloidal taşıyıcı sistemlerle karşılaştırıldıklarında, üretimlerinden 

hastaya uygulanmasına kadar geçen sürede ve uygulama sonrasında biyolojik 

sıvılarda daha stabil yapıdadırlar (84).   

- Doku, hatta ötesinde hücre selektif bir tedavi stratejisi amaçladıkları için 

uygulanan etkin maddelerin, özellikle sitotoksiklerin, sağlıklı organ ve dokular 

üzerindeki toksik etkilerini en aza indirirler (85).  

- Üretim teknikleri çok çeşitlilik göstermektedir. Bu sayede farklı 

fizikokimyasal özelliklere sahip etkin maddeler ile formülasyonların tasarlanabilmesi 

ve üretimleri mümkündür (86).  

- Kullanım öncesi seyreltilmek üzere (genellikle liyofilizasyon ile) 

kurutulmuş nanopartiküller, ilacın katı dozaj formunda, uzun süre stabil kalmasına 

olanak tanımaktadır (86).  

Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), en çok kullanılan biyoparçalanabilir 

polimer olarak karşımıza çıkmaktadır (87). Konvansiyonel PLGA sistemleri 

kullanılarak molekül ağırlığı, terminal fonksiyonel grup ve laktid/glikolit oranı gibi 

PLGA yapısında farklılıklar yaratacak değişik faktörlerin etkileri araştırılmıştır. 

Düşük molekül ağırlığı, polimerin degradasyon (88) ve ilaç salım hızını arttırırken  

(68); laktid oranındaki artış, degradasyon ve buna bağlı olarak ilaç salım hızını 

azaltmaktadır  (89, 90).  
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Serbest karboksil grubu (-COOH) taşıyan ve daha hidrofilik olan PLGA, 

karboksil grubu esterleşmiş PLGA’ya kıyasla daha hızlı hidroliz olur. Bu tip 

polimerler; üretim kolaylığı, çok yönlü polimer karakteristikleri ve insanlara 

uygulanabilmeleri için FDA onaylı olmaları gibi birçok olumlu özelliğe sahiptirler 

(58). Bu polimerler, peptid ve protein yapısına sahip moleküllerin taşınması, 

kimyasal ve enzimatik bozunmaya karşı korunması ve kontrollü salınmalarının 

sağlanabilmesi için üzerinde sıklıkla çalışılan polimerlerdir (91).  

Paklitaksel gibi suda çözünürlük sorunu olan ve fakat klinik etkinliği 

nedeniyle vazgeçilemeyen etkin maddelerin parenteral formülasyonlarında çeşitli 

yardımcı çözücüler ve sürfaktanlar kullanılmaktadır. Bazı durumlarda ise baz 

formundan tuz formuna geçiş veya iyonize olabilen gruplar varsa pH ayarlaması 

yapılarak etkin maddelerin çözünürlüğünün arttırılmasına yönelik çalışma ve 

araştırmalar yapılmaktadır. Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerin kullanılması ile 

bu yaklaşımlara gerek kalmaksızın hasta uyuncunun yüksek ve yardımcı madde 

kaynaklı yan etki profilinin düşük olduğu formülasyonların geliştirilebilmesi 

mümkün olmuştur (92-95).  

Diğer taraftan kanda kalış süresi uzatılmış, biyouyumlu ve biyoparçalanabilir, 

hedeflendirilerek vücut içerisinde istenilen bölgede akümüle olma özelliğine sahip, 

salım süresi ve partikül boyutu kontrol edilebilir ilaç taşıyıcı sistemlerin halihazırda 

çözüme kavuşmamış bir takım problemleri bulunmaktadır (96, 97). 

2.3.1. İlaç Taşıyıcı Sistemlerin Kanser Tedavisindeki Yeri 

Kanser tedavisinde kullanılan nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemler, özellikle 

hidrofobik yapılı sitotoksik etkin maddelerin enkapsüle edilmesiyle hedef neoplastik 

dokudaki antitümoral etkinliklerinin arttığını, doku ve hücre dağılım profillerinin de 

aktif ve pasif hedeflendirmenin kombinasyonuyla kontrol edilebildiğini 

göstermektedir (98).  

Kemoterapide ilaç moleküllerinin mümkün olduğunca kanser hücrelerine 

odaklanıp hedeflenmesi ve sağlıklı hücreler üzerindeki yan etkilerinin en aza 

indirilmesi, tedavinin başarılı olabilmesi için şarttır. Bu durum ayrıca; hastanın 

yaşam süresi ve kalitesinin arttırılması açısından da son derece önemlidir.  

Tümör, kapiler vasküler yapılanması sağlıklı dokudan farklı olarak endoteller 
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arası boşluklar içermektedir. Bu bozuk damar yapılanması sebebiyle kapiler 

geçirgenliği tümör bölgelerinde artmış olup bu durum artmış permeasyon ve 

retansiyon (EPR) etkisi olarak nitelendirilmektedir. Normal kapillerlerden daha 

geçirgen olan tümör dokusu yakınlarına gelen nanopartiküller, bu bölgede 

ektravasküler kompartmana çıkarak seçici şekilde akümüle olabilmektedir. 

Nanopartiküllerin sahip oldukları boyutlar EPR etkisi ile tümör dokusuna 

hedeflendirilmelerine olanak sağlamaktadır (99, 100). Bu özellikleri sayesinde 

normal dokularda daha az birikerek kanda daha uzun süre kalabilmekte ve diğer 

dokuların sitotoksik ajana maruziyetini azaltabilmektedir.  

Neoplastik hücreler normal hücrelerden çeşitli yönlerden farklılaşmaktadırlar. 

Bunlardan bir tanesi de artmış olan endositik aktivite olup, nanopartiküllerin kanser 

hücrelerine girişinin sağlıklı hücrelere göre daha yüksek oranda olmasını 

sağlamaktadır (101, 102). 

Etkin maddenin nanopartiküler sistem içerisinden kontrollü salınabilir olması 

ise başka bir avantajıdır. Genellikle dar terapötik indekse sahip olan antineoplastik 

ajanların hedef tümör dokuda uzun süre etki göstermesi sağlanarak tedavi 

etkinliğinin arttırılabileceğinin mümkün olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur 

(103, 104). 
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2.3.2. Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

Nanopartiküllerin karakterizasyonunda incelenen etkinliği değiştirebilecek 

kritik temel parametreler; nanopartiküllerin büyüklükleri ve dağılımları, morfolojik 

görünümleri ve şekilleri, zeta potansiyelleri, yükleme etkinliği, yükleme kapasitesi, 

etkin madde polimer etkileşimleri ve etkin madde salım hızı olarak sıralanmaktadır 

(105). 

Yükleme Etkinliği ve Yükleme Kapasitesi 

Seçilen üretim metodu, kullanılan polimer, organik faz, stabilizör/sürfaktan 

tipi ve miktarları etkin maddenin başarılı bir şekilde nanopartiküllere 

yüklenebilmesinde öncelikli bir öneme sahiptir (106).  

Nanopartiküler sistemlere başarılı bir şekilde etkin madenin enkapsüle 

edilebilirliği genel olarak kullanılan etkin maddenin başta çözünürlük olmak üzere 

çeşitli fizikokimyasal özelliklerine, seçilen çözücülere ve kullanılan polimerin 

özelliklerine bağlıdır (106, 107). 

İlaç yüklü nanopartiküllerde ilaç yükleme kapasitesi doğrudan ya da dolaylı 

olarak hesaplanabilmektedir. Doğrudan hesaplama yönteminde nanopartiküle 

yüklenmeyen serbest ilaç ortamdan uzaklaştırıldıktan sonra nanopartiküller 

parçalanarak enkapsüle edilen ilaç miktarının tayini yapılır ve başlangıçta kullanılan 

ilaç miktarına göre yüzdesi hesaplanır. Dolaylı hesaplama yönteminde ise 

nanopartikül formülasyonu hazırlandıktan sonra oluşan nanopartiküller ortamdan 

uzaklaştırılır ve ortamdaki serbest ilacın tayini yapılır. Serbest ilaç miktarı kullanılan 

ilaç miktarından çıkartılır böylelikle yüklenmiş ilaç miktarı dolaylı olarak 

hesaplanmış olur (67). 

Partikül Büyüklüğü Analizi 

Partikül büyüklükleri ve büyüklük dağılımları nanopartiküler ilaç taşıyıcı 

sistemler için de diğer kolloidal yapılı sistemler gibi, sistemin in vitro ve in vivo 

performanslarını etkileyen temel faktörlerdir (108).  

Nanopartiküllerin dolaşımdan ekstravasküler alana geçişleri, hücre 

membranları ile olan etkileşimleri ve fizyolojik bariyerlerden penetrasyonlarını 
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etkileyen ana faktörlerden bir tanesi partikül büyüklüğüdür. Sahip oldukları küçük 

partikül boyutları nanopartikülllerin daha büyük yüzey alanına sahip olmalarını 

sağlar, bu da diğer taşıyıcı sistemlere nanopartiküllerin üstünlüklerindendir. Diğer 

taraftan artan yüzey alanı nanopartiküllerden etkin madde salımını etkileyen önemli 

parametrelerdendir (109, 110).  

Nanopartiküler sistemlerin, partikül büyüklük dağılımları polidispersite 

indeksi (PDI) veya SPAN değerleri ile ifade edilmektedir. PDI, partikül çapının log 

normal dağılım genişliği ile tanımlanmaktadır ve nanopartiküllerin tekdüzeliğini 

kantitatif olarak ölçmektedir. SPAN değeri ise D90-D10/D50 ifadesi ile hesaplanmakta 

olan güncel nano teknolojik ilaç taşıyıcı sistemlere ait ruhsatlandırma kılavuzlarında 

yer alan bir ifadedir (111).  

Nanopartiküllerin büyüklükleri ve partikül boyut dağılımları,  günümüzde en 

yaygın olarak dinamik ışık saçılımı esasıyla çalışan foton korelasyon spektroskopisi 

(PCS) ile tespit edilmektedir. Bununla birlikte; morfolojik özellikleri ve şekillerinin 

tayini ancak taramalı elektron mikroskobu (SEM), geçirimli elektron mikroskobu 

(TEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi ileri tekniklerle 

gerçekleştirilebilmektedir. Bu görüntüleme teknikleri kısıtlı sayıda partikülün 

mikroskop ekranında örneklenebilmesi ve bu partiküllerin boyutunun sistematik 

olarak tespit edilebilmesi için görüntü işleme tekniklerine ihtiyaç duyulması 

sebebiyle, ortalama partikül boyutu ve partikül boyutu dağılımında DLS/PCS esas 

kabul edilmektedir (112, 113).  

Zeta Potansiyel Analizi 

Zeta potansiyel değeri, kolloidal partiküllerin birbirleriyle ve karşılaşacakları 

biyolojik membran ve diğer endojen komponenetlerle etkileşimlerini incelemek için 

kullanılan yüzey karakterizasyon parametresidir. Nanopartiküllerin sahip oldukları 

yüzey yükleri hem vücuttaki dağılımlarını etkilemekte hem de hücreler tarafından 

tutulmalarında rol oynamaktadır. Uygulama öncesinde ise süspande partiküllerin 

agregasyon oluşumu açısından kontrol edilmesi gerekli olan bir parametredir (114). 

Elektroforetik foton korelasyon spektroskopisinin esasında, partikül 

elektriksel bir alana maruz kaldığında, kendi yüküne ters yükteki elektroda doğru 

hareket etmektedir. Bu haraketlilik bir süre devam ettikten sonra zamanla partikülün 
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sürüklenme hızı sabitlenmekte ve elde edilen bu sabit hızın elektrik alanına oranı 

elektroforetik hareketliliği yani mobiliteyi vermektedir. Bir nanopartikülün sahip 

olduğu zeta potansiyel değeri bu esasa dayanılarak ölçüm cihazlarının internal 

fonksiyonları yardımıyla belirlenmektedir (114). 

Şekil ve Yüzey Morfolojisi 

Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerin şekil morfolojileri yüzey yapıları, 

küresel, kübik, çubuk yapılarda olmaları nanopartiküllerden etkin madde salımını ve 

nanopartiküllerin hücrelerle etkileşimini etkileyen önemli parametrelerden bir 

tanesidir (115). Nano boyuttaki kolloidal sistemlerin şekil ve yüzey morfolojileri 

taramalı elektron mikroskobu (SEM), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve 

atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi çeşitli mikroskobik tekniklerle 

görüntülenebilmektedir. Bu tekniklerin kullanılabilirliği kolloidal sistemin 

özelliklerine göre değişkenlik gösterir.  Bu açıdan görüntüleme tekniğinin seçiminde 

kolloidal taşıyıcı sistemin yapısal özellikleri büyük bir öneme sahiptir. 

Formülasyon Bileşenleri Arasındaki Geçimlilik Çalışmaları 

Diğer tüm dozaj formlarında olduğu gibi nanopartiküler ilaç taşıyıcı 

sistemlerde de etkin madde-polimer etkileşmesi çok sık karşılaşılan problemler 

arasındadır. Bu durumun belirlenebilmesi ancak etkin madde ile polimer arasındaki 

etkileşimin incelenmesi ile mümkün olabilmektedir (116-118). 

Polimer-etkin madde etkileşiminin belirlenebilmesi için kullanılan diğer bir 

analiz yöntemi, fourier dönüşümlü infrared spektrokopisidir (FTIR). Bu yöntemde; 

hazırlanan nanopartikül formülasyonlarındaki etkin madde varlığı, etkin maddenin 

taşıdığı ana fonksiyonel grupları ifade eden absorpsiyon bantları aracılığıyla 

izlenebilmektedir. Nanopartikül formülasyonlar diferansiyel tarama kalorimetresi ile 

yapılan çalışmaların desteklenmesi amacıyla gerçekleştirilen, aynı amaçla yapılan bir 

analiz olmakla birlikte nanopartiküler sistemlere yönelik araştırmaların çoğunda 

geliştirilen nanopartiküllerin yüzey kimyasının tayininde kullanılmaktadır (118).  
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In Vitro Salım Hızı Tayini 

Uygulanan etkin maddelerin organizmada gösterdikleri terapötik etki, zamana 

karşı kan dolaşımındaki serbest etkin madde konsantrasyonu eğrisi altındaki alan ile 

tayin edilebilmektedir. In vitro çözünme hızı deneyleri, tampon veya plazma gibi bir 

ortam içerisindeki polimerik nanopartiküllerden birim zamanda açığa çıkan etkin 

madde miktarının belirlenmesi esasına dayanmakta ve geliştirilen taşıyıcı sistemin in 

vivo ortamdaki davranışı hakkında bilgi vermektedir. Ancak bu noktada, in vivo 

ortam çevresel koşullarının burada yer alan çeşitli enzimlerin varlığı dolayısıyla 

farklı olması ve partiküllerin nano boyutta bulunmaları dozaj şeklinin in vivo 

davranışının in vitro olarak gözlenenden farklı olmasına yol açabilmektedir (97, 

119). Nanopartiküler sistemlerden etkin maddenin açığa çıkış şeklinin 

belirlenebilmesi için muhtemel uygulama yolu göz önüne alınarak, çeşitli ortamlarda 

in vitro çözünme hızı deneyleri yapılmaktadır. Kullanılan polimerik materyalin 

özelliklerine bağlı olarak nanopartiküler sistemlerden etkin maddenin salımı diyaliz 

torbası tekniği, ters diyaliz torbası tekniği, difüzyon hücresi modeli, düşük basınçta 

ultrafiltrasyon yöntemi, ultrasantrifüj ayırma tekniği gibi çeşitli yöntemlerle 

incelenmektedir (106, 107). 
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2.3.3. Nanopartikül Hazırlamada Kullanılan Polimerler 

Nanopartikül hazırlanmasında kullanılan polimerler farklı sistematikler ile 

aşağıdaki gibi sınıflandırılmaktadırlar:  

-  Elde edildikleri kaynaklara göre; doğal ve sentetik,  

-  Moleküler yapılarına göre; hidrofilik ve hidrofobik,  

-  Organizmaya uygulandıktan sonraki durumlarına göre ise; biyoparçalanabilir    

ve biyoparçalanabilir olmayan polimerler   

 Kullanılacak olan polimer seçiminde önemli iki nokta; etkin maddenin 

fizikokimyasal özelliği ve seçilen üretim metodudur (120). Nanopartiküler ilaç 

taşıyıcı sistemlerin üretiminde; tercih edilen üretim metoduna ve kullanılan etkin 

madde ile polimerik materyalin fizikokimyasal özelliklerine bağlı olarak farklı 

yaklaşımlarda bulunulmaktadır. Etkin madde, sentetik veya doğal bir polimerden 

hazırlanmış nanopartikülün içine hapsedilerek ya da nanopartikülün yüzeyine 

adsorbe ettirilerek polimer-etkin madde bileşimi hazırlanabilmektedir. Çoğunlukla 

enkapsülasyon ve yüzeye adsorbsiyon mekanizmaları aynı anda gerçekleşir, temel 

olan yüklenme şekli salım kinetiğinin esasını oluşturur. Polimer en basit tanımıyla, 

çok sayıda monomer birimin düzenli bir şekilde tekrar etmesi ve birbirleriyle kovalan 

bağlarla bağlanması sonucu oluşturduğu yüksek molekül ağırlığına sahip 

bileşiklerdir. Nanopartiküllerin hazırlanmasında kullanılan polimerler de genel 

itibariyle; biyolojik olarak parçalanabilen doğal ve sentetik polimerler ile biyolojik 

olarak parçalanamayan polimerler olarak sınıflandırılabilir (121, 122).  

Biyoparçalanabilir polimerlerin en önemli üstünlükleri degredasyon 

ürünlerinin genellikle vücuttan kolay uzaklaştırılabilen toksik olmayan maddeler 

olmasıdır. Bununla birlikte ticari ölçekte üretimlerde kullanımlarının ve üretim 

esnasındaki manipülasyonlarının zor olması, saflaştırma ve tekdüze üretiminin 

sağlanabilmesinde de sorunlu noktaların bulunabilmesi söz konusudur.  Genel olarak 

doğal polimerler; proteinik yapıdakiler ve polisakkaritler olmak üzere iki temel gruba 

ayrılmaktadırlar. Albumin, jelatin ve kollajen gibi protein bazlı polimerlerin başlıca 

dezavantajları ise; bu polimerlere karşı gelişen antijenik yanıtlardır (120, 121). 

Biyoparçalanır sentetik polimerler ise; molekül büyüklüğü, yük dağılımı, 

hidrofobisite değişiklikleri ile istenilen özelliklere göre sentezlenebilmeleri, fazla 

miktarda ve yüksek saflıkta üretilebilmeleri, farklı serileri arasında tekdüze 
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tekrarlanabilir özelliğe sahip olmaları, hazırlama ve saklama koşulları boyunca 

stabilitelerini korumaları gibi üstünlüklerinden dolayı nanopartikül 

formülasyonlarının hazırlanmasında oldukça tercih edilen polimerik materyallerdir. 

Bu üstünlüklerinin yanı sıra sentetik polimerler, immünojenik özellik taşımadıkları 

için kullanım güvenilirlikleri daha yüksektir (122). 

Biyolojik olarak parçalanmayan polimerler ise vücutta doğal olarak uzun 

yıllar parçalanmayan polimerlerdir. Bu nedenle başlıca dezavantajları, kronik 

toksisite problemleridir. 
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2.3.4. Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) Polimeri 

Poli(laktik-ko-glikolik asit), iki farklı monomerin (laktik asit ve glikolik asit) 

polimerizasyonu sonucu oluşmaktadır. Polimerizasyonda yer alan monomerlerin 

farklı oranlarda karıştırılmasıyla; fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal özellikleri 

farklı, ayrıca farklı molekül ağırlığına da sahip PLGA polimerleri elde edilmektedir.  

İlaç taşıyıcı sistemlerde kullanılan PLGA’ların farklı özelliklerine bağlı olarak, 

kontrollü ilaç salımı gerçekleştirilebilmektedir (123). Degredasyonunda ise Şekil 

2.7.’de de belirtildiği gibi, hidrolitik reaksiyonla yeniden monomerler oluşmaktadır 

(124).  

 

Şekil 2.7. PLGA degredasyon yolağının gösterimi (124). 

 Polimerizasyonda yer alan monomer bileşenlerinin molar oranlarına bağlı 

olarak PLGA’nın kristal yapısı değişmektedir. Poli glikolik asit (PGA) oranı % 

70’den az olan PLGA kopolimerleri amorf olmakla birlikte, diklorometan ve etil 

asetat gibi organik çözücülerde de kolaylıkla çözünebilmektedirler. PGA, hidrofilik 

bir yapıya sahip olduğu için hücre içi koşullarda çok kolay çözünürken; poli laktik 

asit (PLA) ise yan zincirinde fazladan bir metil grubu taşıdığı için daha hidrofobiktir 

ve bu nedenle PGA’ya göre çok daha uzun sürede çözünüp bozunmaktadır (125).  

Dolayısıyla, kopolimerin molekül ağırlığına ve laktik asit : glikolik asit 

oranına bağlı olarak PLGA’nın sudaki parçalanma özelliği değişmektedir. 

Parçalanma oranı, yüksek glikolik asit içeriği ve düşük molekül ağırlığı ile 

artmaktadır (126, 127). 

PLGA, fizyolojik ortamda inert ve biyouyumlu olması ve biyolojik olarak 

toksik olmayan metabolitlere parçalanabilmesi nedeniyle yeni ilaç taşıyıcı 

sistemlerde sıklıkla kullanılan, FDA tarafından onaylanmış bir biyopolimerdir. 

Yağda ve suda çözünen etkin maddelerin nanopartiküler sistemlerde taşınması için 

PLGA kopolimerleri ile hazırlanmış sistemler son derece uygundur (128).  
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PLGA kopolimeri vücutta laktik asit ve glikolik asit monomerlerine ayrılarak 

sitrik asit döngüsüne girmekte ve böylece metabolize olarak karbondioksit (CO2) ve 

suya (H2O) parçalanmaktadır (124, 128). 

Etkin maddenin PLGA nanopartiküllerden salımı, polimerin hidrolizi ile 

başlayarak dört basamakta gerçekleşmektedir. İlk aşamada suyun difüzyonu 

meydana gelmekte ve ikinci aşamada ise asidik uç gruplara sahip oligomerler 

hidroliz reaksiyonunu otokatalizleyerek hidrolizi hızlandırmaktadır. Üçüncü 

aşamada, oligomerler nanopartikülden dışarıya difüze olurken su molekülleri de 

oluşan boşluklardan difüze olarak oligomerlerin difüzyonunu arttırmaktadır. Etkin 

madde salımındaki belirgin artış bu aşamada meydana gelmektedir. Dördüncü ve son 

aşamada ise; polimerik matriksin daha fazla gözeneğe sahip bir yapıya dönüşmesiyle 

parçalanma daha yavaş ve homojen bir şekilde ilerlemektedir (129, 130). 

PLGA polimeri, çeşitli laktik asit/glikolik asit molar oranlarında 

hazırlanabilmektedir. Polimer zincirindeki laktik monomerinin glikolik izomerine 

olan molar oranı, polimer zincirinin doğrusallığı ve kristalizasyon derecesi, polimerin 

camsı geçiş sıcaklığı (Tg) değeri ve molekül ağırlığı; polimerin biyolojik olarak 

parçalanma hızını etkileyen faktörlerdir. Polimerin molekül ağırlığı ve laktik:glikolik 

molar oranı değiştirilerek PLGA’nın biyolojik ortamdaki parçalanma süresi ve salım 

profili değiştirilebilmektedir (131).  

Bu genellemelerin yanı sıra PLGA 50:50 kopolimeri en hızlı biyolojik 

parçalanmaya uğrayan kopolimer olduğu gösterilmiştir (132). Bu yapı farklılığı, 

geliştirilecek dozaj şeklinden beklenen amaca göre polimer seçiminin 

çeşitlendirilmesini sağlamaktadır. PLGA kopolimerinin kristal özelliği, polimerin 

mekanik dayanıklılığını, şişme özelliğini, hidrolize uğrama kapasitesini ve 

parçalanma hızını direkt olarak etkilemektedir. Polimerin kristal özelliği de 

kopolimer zincirindeki laktik ve glikolik asidin tipine ve molar oranına göre 

değişmektedir (133). 

PLGA kopolimeri organizmada sulu ortamda ester bağlarının kırılması ile 

hidrolitik degredasyona uğrar ve toksik olmayan hidroksikarboksilik asitlere 

parçalanır. Oluşan bu asitler de Kreps siklusu aracılığıyla karbondioksit ve suya 

metabolize olarak idrarla atılırlar. In vitro ortamda da benzer şekilde PLGA sulu 

ortamda ester bağlarının kırılması ile hidrolitik degredasyona uğrayarak parçalanır. 
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Suyun, kopolimerin içine girişi polimerin parçalanma hızından daha hızlı 

gerçekleştiği için PLGA’nın parçalanması homojen (bulk) erozyon mekanizması ile 

gerçekleşmekte (134, 135) ve bu durum polimerin hidrofilik yapısından 

kaynaklanmaktadır.  

PLGA sulu ortam içindeyken polimerin yapısına su girişi olmakta ve ester 

bağları hidrolitik olarak kırılarak zincir bölünmesi meydana gelmektedir. Bu şekilde 

polimerin molekül ağırlığı önemli ölçüde azalırken kütle kaybı ise oluşmamaktadır. 

Zamanla molekül ağırlığındaki kayba bağlı olarak kütle kaybı da oluşmaya 

başlamakta ve çözünür özellikteki oligomerik ve monomerik ürünler oluşmaktadır. 

Oluşan bu yapılar parçalanmaya devam ederken yüzeye doğru da hareket etmekte ve 

bu şekilde polimerik yapı tamamen degrade olmaktadır (136-138). 
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2.4. Nanopartikül Üretim Yöntemleri 

Literatürde ve temel kitaplarda bildirilen birçok hazırlama metodu mevcuttur. 

Hazırlama yönteminin seçimi, kullanılan polimerin yapısına ve etkin maddenin 

çözünürlük özelliğine göre belirlenmektedir. Nanopartikül hazırlama yöntemleri 

olarak ilk çalışmalarda, monomerlerin çeşitli ortamlarda in situ polimerizasyonuna 

dayanan yöntemler kullanılmıştır. Günümüzde ise, tam olarak karakterize edilmiş, 

önceden sentezlenmiş polimer veya doğal makro moleküllerin dispersiyonuna dayalı 

yöntemler geliştirilmiştir.  Nanopartikül hazırlama yöntemleri aşağıda kısaca 

sıralanmıştır. 

Polimerizasyon Yöntemi 

Bu yöntemde, sulu çözelti içinde nanopartiküller sağlamak için monomerler 

polimerize olur. Etkin madde, polimerizasyon ortamında çözündürülerek ya da 

polimerizasyon tamamlandıktan sonra nanopartiküllerin yüzeyine adsorbe ettirilerek 

yüklenir. Daha sonra stabilize edici ajanları uzaklaştırmak için, nanopartiküller 

saflaştırılır ve sürfaktan içermeyen izotonik ortamda yeniden süspande edilir. Bu 

teknikle poli(alkil siyano akrilat) (PACA) ve poli(bütil siyanoakrilat) (PBCA) 

nanopartikülleri hazırlanmıştır (139). 

 

Yüzeyler arası Polimerizasyon Yöntemi 

Bu yöntemde monomerin ara yüzeyde polimerleşmesi sonucu nanopartiküller 

oluşur. Dış faz olarak yüzey etkin madde ve organik çözücü içeren emülsiyon yüksek 

devirde karıştırılır. Bu emülsiyona polimeri oluşturacak monomer çözeltisi eklenir. 

Oluşan nanopartiküller santrifüjle ayrılarak yıkanır ve liyofilize edilir (140). 

Misel Polimerizasyonu 

Devamlı fazı organik fazın oluşturduğu bu yöntemde, suda yüksek 

çözünürlüğe sahip monomerler, düşük partisyon katsayıları nedeniyle misellerden 

organik faza difüze olamazlar. Suda çözünen monomer çözeltisi, yüzey etkin 

maddeler yardımıyla hidrofobik fazda dağıtılır ve miseller elde edilir (140). 
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Polimerizasyon başlatıcısı olarak kullanılan X-ışını, IR ışını gibi bir enerji yardımıyla 

katı tanecikli kolloidal bir sistem elde edilir ve ultrasantrifüj ile nanopartiküller 

ortamdan ayrılır (140). 

Emülsiyon Oluşturma / Çözücü Difüzyon Yöntemi 

Bu yöntemin esası, suda çözünmeyen etkin madde ile polimerin ortak 

çözündükleri bir organik çözücüde çözündürülmesi ve yüzey etkin madde içeren sulu 

ortama karıştırılarak ilave edilmesidir. Son yıllarda PLGA nanopartikülleri bu 

yöntemle hazırlanmışlardır (141-143). Şekil 2.8.’de gösterildiği üzere bu yöntem 

parametrik olarak daha kontrol edilebilir olmakla birlikte; birçok aşama ve birçok 

işlem parametresi içermektedir (144).  

 

 

Şekil 2.8. Emülsifikasyon difüzyon yönteminde proses adımları ve sistem 

değişkenleri (144). 
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Çift Emülsiyon ve Solvan Buharlaştırma Yöntemi 

Emülsiyon ve çözücü buharlaştırma yönteminin en temel eksikliği suda 

çözünebilen hidrofilik yapıdaki etkin maddelerde kullanılamamasıdır. Hidrofilik 

yapılı etkin maddenin enkapsülasyonunu sağlayabilmek için geliştirilmiş olan çift 

emülsiyon tekniğinde; etkin maddeyi içeren sulu fazın sürekli karıştırma altında 

organik bir çözücüde çözünmüş olan polimer çözücüsüne ilave edilmesiyle Y/S 

tipinde bir emülsiyon elde edilir. Elde edilen bu emülsiyon, ikinci bir sulu faz 

içerisine ilave edilerek Y/S/Y yapısında bir emülsiyon elde edilmesi sağlanır. 

Sonrasında organik çözücü uzaklaştırılarak (difüzyon-buharlaştırma) nanopartiküller 

elde edilir (145-147).  

Bu yöntemde; hidrofilik etkin madde miktarı, stabilizör ve polimer 

konsantrasyonları, sulu faz hacmi, karıştırma hızı ve süresi nanopartiküllerin 

karakteristiklerine etki edebilecek parametrelerdir (148). 

Nanoçöktürme Yöntemi 

Nanoçöktürme yönteminde; polimer, su ile karışabilir organik çözücüde 

çözündürüldükten sonra sulu faz üzerine eklenir ve homojenize edilir. Daha sonra 

organik çözücü uzaklaştırılarak nanopartiküller elde edilir (149). Bu yöntemin 

avantajları, tek aşamada hızlı bir şekilde nanopartikül oluşumuna olanak vermesi ve 

uygulama açısından basit bir yöntem olmasıdır.  

Bu yöntemde uygulanabilmesi için birbiri ile karışabilen iki çözücüye ihtiyaç 

vardır. Etkin madde ve polimer, çözen faz (solvent) diye isimlendirilen ilk fazda 

çözünmeli; çözmeyen faz (antisolvent) diye isimlendirilen ikinci fazda ise 

çözünmemelidir. Nanoçöktürme; polimer çözeltisinin, çözmeyen faza (ikinci faz) 

ilave edildiğinde polimerin hızlı bir şekilde katılaşması ile meydana gelmektedir 

(150).  

Polimerin çökmesi; içinde bulunduğu çözücünün, karışan faza difüze olması 

ile gerçekleşmektedir. Nanoçöktürme; genellikle PLGA, selüloz türevleri ve poli-

kaprolakton gibi polimerler ile dar bir dağılım aralığında ve 10-300 nm 

büyüklüğündeki nanopartiküllerin hazırlanmasına imkan tanımaktadır. 

Nanoçöktürme yöntemi; sisteme yüksek enerjinin verildiği, yüksek karıştırma hızları, 

ultrasonikasyon veya yüksek sıcaklıkların kullanıldığı bir yöntem olmadığı için 
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protein yapısını bozabilecek koşulları barındırmamaktadır (151). 

Etil alkol veya asetonda çözünebilen ve ayrıca indometazin gibi suda zor 

çözünen etkin maddelerin yüklenmesi bakımından çok uygun olan nanoçöktürme 

yöntemi, sürekli faza etkin madde geçişini minimuma indirerek yüksek yüklenme 

(enkapsülasyon) etkinliğini sağlamaktadır. Diğer yandan, nanopresipitasyon yöntemi 

kullanılarak suda çözünen etkin maddelerin yüklenmesi ile ilgili son yıllarda yapılan 

çalışmalar umut vericidir. Örneğin; etkin madde molekülünün iyonizasyonunu ve 

dolayısıyla sudaki çözünürlüğünü azaltan dış faz pH’ının optimuma getirilmesi ile 

prokain hidroklorür etkin bir şekilde nanopartiküllere yüklenmiştir (152, 153).  

Hidrofilik etkin maddelerin enkapsülasyonunun sağlanmasına yönelik olarak 

nanoçöktürme yönteminin optimize edilmesinin amaçlandığı başka bir çalışmada, 

polimerik nano taşıyıcıları hazırlamak üzere solvan ve antisolvan fazın yapısı, 

organik/sulu faz hacim oranı ve polimer konsantrasyonunun partikül büyüklüğüne 

olan etkileri araştırılmıştır. Bu çalışmada çözücü olmayan faz olarak farklı alkol 

tipleri kullanıldığında, metanol ve etanole kıyasla propanol ile en yüksek parçacık 

büyüklüğüne ulaşıldığı; çözücü/çözücü olmayan faz hacim oranının anlamlı şekilde 

partikül büyüklüğünü etkilemediği; çok yüksek konsantrasyondaki polimerin ise 

nano boyutta partikül oluşumunu engellediği bildirilmiştir (154).  

 

Şekil 2.9. Nanopresipitasyon yönteminde proses basamakları ve sistem değişkenleri 

(144). 
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Emülsiyon Solvan Uçurma Yöntemi 

Nanopartikül üretiminde en sık kullanılan yöntemlerden biridir ve temelde iki 

aşamadan oluşur. İlk aşama polimer çözeltisinin sulu (genellikle sürfaktan içeren) 

fazda emülsifikasyonudur. İkinci aşamada ise, polimerin çözücüsü olarak kullanılan 

organik çözücü, sulu faz üzerinden difüze olarak uçurulur ve organik çözücünün 

uzaklaşması ile nanoküre yapısındaki nanopartiküllerin oluşumu gerçekleşir. Oluşan 

nanopartiküller ultrasantrifüj ile toplanarak kalıntı polimer, stabilizer, sürfaktan veya 

yüklenmemiş etkin maddeden uzaklaştırılırlar (8).  

Yöntem endüstriyelleştikçe yüksek basınçlı emülsifikasyon ve çözücü 

uçurma yöntemi olarak modifiye edilmiştir (155). Partikül boyutu işlem 

parametrelerinin kontrol edilmesiyle değiştirilebilir. Çoğunlukla hidrofobik yapılı 

yağda çözünebilen etkin maddelerde tercih edilmekle birlikte ölçek büyütme 

açısından bir takım kısıtlamalar da taşımaktadır (69).  
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2.4.1. Hedeflendirme 

Hedeflendirme; etkin maddenin vücutta istenilen bölgeye, organa, dokuya 

veya hücreye gönderilebilmesidir. Bu durumda, ilaç bütün vücuda dağılmadan 

sadece etki etmesi istenen bölgeye gidebilmekte (156) ve böylece çok düşük ilaç 

miktarları ile terapötik etki sağlanarak ilaçların yan etkileri önlenebilmektedir. 

Nanopartiküllerin hedeflendirilmeleri pasif ve aktif olmak üzere iki şekilde 

olmaktadır:  

Pasif Hedeflendirme 

Partiküllerin ortalama partikül boyutu ve partikül şekilleri, pasif 

hedeflendirme stratejisinin temel esasıdır. Organlara doğal dağılım mekanizması ile 

gerçekleşir ve partiküllerin büyüklüklerine bağlı olarak farklı dokularda birikir. 

Partiküller sahip oldukları partikül boyutlarına göre farklı dokularda akümüle 

olmaktadır. Pasif hedeflendirme yaklaşımı çoğunlukla ayrım mekanizmalarının 

bulunduğu karaciğer, böbrek ve akciğer gibi organlara yapılmaktadır (157). Bununla 

birlikte kanserli dokunun bozulan damarlanma düzeninden (EPR) yararlanılarak da 

pasif hedeflendirme gerçekleştirildiği durumlar söz konusudur (157, 158). Normal 

damar yapısından geçemeyen nanopartiküller tümör dokusunun bozulmuş olan 

damarlarından geçerek tümör çevresinde birikir ve seçici bir ilaç taşınımı sağlarlar.  

Nanopartiküllerin intravenöz olarak verildiklerinde, RES hücrelerinin fazla 

olduğu karaciğer, dalak, kemik iliğinde; deri altı ve kas içine verildiklerinde ise; 

böbrek ve barsaklarda yoğunlaştıkları, idrar ve feçes yoluyla atıldıkları gösterilmiştir. 

Bu amaçla pek çok çalışmada, taşıyıcı sistemlerin, RES hücreleri tarafından 

tutulmalarını engellemek için yüzeyleri PEG ile kaplanmış ve dolaşımda kalış 

süreleri uzatılmıştır (156, 159).  

 

Aktif Hedeflendirme  

Bu hedeflendirme şeklinde, ilacın hedef bölgeye yönlendirilebilmesi için 

nanopartiküler taşıyıcı sistem, hedef bölgedeki reseptörlerle birleşebilen spesifik bir 

molekülle kaplanır. Bu moleküller başlıca, küçük moleküller, monoklonal antikorlar 
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ve bazı glikoproteinlerdir. Monoklonal antikorların antijen bağlayan bölgelerinden 

nanopartiküllere adsorbe olmaları, in vivo ilaç hedeflendirme çalışmalarında önemli 

rol oynamaktadır. Monoklonal antikorlar ile kaplanmış nanopartiküller, in vitro 

koşullarda da kanserli hücrelere karşı hedeflendirilmede başarılı olmaktadır. 

Antikorun nanopartiküllere kovalan bağlarla bağlanmasının, serum proteinleri ile yer 

değiştirmelerini önlediği için etkili olduğu gösterilmiştir (160). Yapılan çalışmalarda 

avidin-biyotin kompleksine dayanarak, hedefli nanopartiküller geliştirilmiştir (55, 

161).  
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2.5. Formülasyon Optimizasyonu 

2.5.1.  Plackett-Burmann Deney Tasarımı 

Geleneksel şekilde süregelen deney tasarım yaklaşımlarının avantajları 

olduğu gibi bir takım dezavantajları da vardır. Daha detaylı bir analiz yaklaşımı 

olmasına rağmen, deneyin her aşamasında yalnız bir faktörü değiştirerek diğer tüm 

faktörleri sabit tutmak, değişken sayısının fazla olduğu durumlarda yapılması 

gereken deney sayısının çok fazla olmasını gerektirmektedir (162, 163).  

Ayrıca konvansiyonel tasarımlar yalnızca temel etkiye odaklanır, ancak 

faktörler arası etkileşimlerin yanıt değişkenler üzerine etkileri de önemli bir 

parametredir. İstatistiksel deney tasarımlarında amaç, daha düşük sayıda deney ile 

daha fazla veri elde edebilmektir. Ürün optimizasyonu geleneksel tasarımlarda 

olduğu gibi istatistiksel tasarımlarda da gelişmiş grafikler ve veri kestirim metotları 

ile mümkündür (162, 164, 165).  

Literatürde deney sayısını azaltmaya yönelik geliştirilmiş ve literatür 

çalışmalarında benimsenmiş çok sayıda tasarım modeli mevcuttur. Plackett-Burmann 

da bu tasarımlardan biridir ve çok sayıdaki değişkenin etkili ya da etkisiz olarak 

sınıflandırılmasında tercih edilen birinci dereceden bir tasarımdır (91, 166). 

Nanopartiküler sistem tasarımlarında da araştırmacılar tarafından son yıllarda daha 

sık kullanılan bir yöntemdir (52, 167, 168).  

2.5.2. Box Behnken Deney Tasarımı 

Box-Behnken deney tasarımı bir yüzey cevap metodolojisidir ve cevap 

değişkenlerinin optimize edilmesi amacıyla az sayıda faktör söz konusu olduğunda 

tercih edilmektedir (169). Bu tasarım ikinci dereceden bir model olup deney 

kombinasyonları kübik modelin kenarları ve kenarların orta noktalarından 

oluşmaktadır (170). 

Bu tasarımda tüm faktörler üç düzey almaktadır. Her bir deneyde iki faktör uç 

değer alırken (düşük veya yüksek) bir faktör her zaman orta düzey almaktadır. 

Böylece, bu tasarım üç düzeyli bir tam faktöriyel tasarımın alt kümesi olmaktadır 

(171). Faktör kombinasyonlarında aynı anda tüm faktörler uç değerler almadığı için 

deneylerin fiziksel olarak yapılması açısından Box-Behnken deney tasarımı 
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literatürde tanımlanmış diğer tasarımlara göre avantajlıdır. Faktör sayısının artması 

ile deney sayısı da artmaktadır. Literatürde Box-Behnken deney tasarımının 

kullanıldığı çok sayıda çalışma bulunmaktadır (172-177). 
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2.6.  Kemik-Genel Bilgiler 

2.6.1. Kemiğin Yapısı ve Görevi 

Kemik dokusu, vücudu oluşturan dokular arasında en serti olup yaşayan ve 

gelişen, canlıda temel anlamda vücudu taşıyan dokudur. Ayrıca, organizmanın 

kalsiyum depolarıdır. Kalsiyum miktarı, kemiğin tipine ve bulunduğu bölgeye göre 

farklılık gösterir. Yüksek oranda kalsiyum içerdiklerinden dolayı daha sert bir yapıya 

sahip olmalarına rağmen, kıkırdak dokusundan farklı olarak bir damar sistemine de 

sahiptir. Kemik dokusunda farklı tipte hücreler  (osteositler, osteoblastlar, 

osteoklastlar) ve hücrelerarası kısmı dolduran organik madde (matriks) 

bulunmaktadır (178).  

Sağlıklı kemik dokusunun devamlılığı, kemik matriks formasyonundaki 

rezorbsiyon ve mineralizasyon arasındaki dengeye bağlıdır. Normal kemik 

fizyolojisinde yaşlı ve fonksiyonu olmayan kemik, osteoklastlar (yıkımdan sorumlu) 

tarafından rezorbe edilirken; osteoblastlar (yapımdan sorumlu) tarafından da yeni 

kemik oluşumu gerçekleştirilir. Osteositler, matriksin kavitelerinde yerleşim gösterir 

(179). 

Sağlıklı bir kemiğin toplam ağırlığının %30'a yakını matriksten, geri kalanı 

ise inorganik tuzlardan oluşur. Kemiğin organik matriksi, yüksek oran kollajen 

liflerden meydana gelmektedir ve bu kollajen liflerin fonksiyonu, kemiğin 

kırılganlığını azaltarak gerilme direnci sağlamaktır. Kollojenden geriye kalan organik 

kısım ise hücrelerarası sıvı, kondroitin sülfat ve hiyaluronik asit gibi 

proteoglikanlardan oluşur. Kemikte mineraller hidroksiapatit (HA)kristalleri halinde; 

kemik matriksine depolanan başlıca kalsiyum ve fosfattan [Ca5(OH)(PO4)3] 

oluşmaktadır (180). 

Son yıllarda testosteron, siklosporin A ve antikanser ilaçların uzayan etkili 

sistemlerini hazırlamak için, ilaç taşıyıcı sistem olarak HA mikropartikülleri 

kullanılmıştır. Genellikle implante edilen bu sistemlerin kemiğe yerleştirildikten 

sonra uzun süreli salım sağlayarak etkinliğini göstermesi amaçlanmıştır (181-184).  

Kemik dokusunda oluşan atıklar ve ulaşması beklenen tedavi edici 

moleküller, kalsiyum temelli inorganik matriksten kolaylıkla geçemez. Canlı kemik 

dokusunu oluşturan osteositler ve kan kapillerleri arasında kanalikül adı verilen 
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küçük kanalcıklar yer alır. Bu kanalcıklar içerisinde bulunan osteositlerin 

sitoplazmik uzantıları, kemiğin canlı dokusunun kapiller ve birbirleri ile iletişimde 

olmalarını sağlar (185).  

2.6.2. Kemiğe İlaç Hedeflendirme Stratejileri 

Kemiğe ilaç hedeflendirme stratejileri de pasif ve aktif olmak üzere iki başlık 

altında toplanmıştır. Pasif hedeflendirme; polimerik, lipozomal veya dendrimerik 

taşıyıcı sistemle enkapsüle edilen ilaçlarla yapılır. EPR etkisi olarak bilinen etkiyle 

nanopartiküllerin tümörlü dokuda geçirgen damar dokusu ve bozulmuş lenf dokusu 

nedeniyle tümörde toplanması yoluyladır. Aktif hedeflendirme yaklaşımı ise spesifik 

doku veya organa etkin konsantrasyonda ilaç taşımayı mümkün kılmaktadır (30).  

Kemik mineralize bir matriksten oluşması nedeniyle kemiğin yapısında 

bulunan bir madde olan hidroksiapatite hedeflendirilmiş ilaç taşıyıcı sistemlerin 

geliştirilmesi aktif hedeflendirmeyi sağlayabilmektedir. İn organik yapıya 

hedeflendirme için çeşitli moleküller kullanılmaktadır.  

Osteoporoz tedavisinde etkin olarak kullanılan bisfosfonatlar (BP) da, 

hedeflendirmede kullanılan moleküllerden bir tanesidir.  Ayrıca bisfosfonatlar tümör 

hücrelerinin hayatta kalmasını, çoğalmasını, tutunmasını ve taşınmasını 

azaltmaktadır (186).  

HA kristalleri sadece diş ve kemik gibi sert dokularda bulunduğundan 

hedeflendirme için uygun bir odak olmaktadırlar. Literatürde bisfosfonat türleri ile 

yapılan hedeflendirmeye birçok örnek gösterilmiştir (187, 188). 

Tetrasiklin, kalsein ve bisfosfonatlar kemiğin ana yapısı olan HA’e güçlü 

afiniteleri ile bilinirler. Ancak, BPlar diğer gruplara oranla daha yüksek afinite 

göstermesi, fonksiyonel grupları ile polimerlerle reaksiyonlara girerek moleküllere 

kolayca bağlanabilmesi ve kendilerinin de tedavi edici etkilerinin olması gibi 

nedenlerle diğerlerinden ayrılmışlardır (189). 
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2.7. Bisfosfonatlar 

Bisfosfonatlar (BP), inorganik pirofosfatlara benzer yapıda olan sentetik 

bileşiklerdir. Birbirlerine fosfoester ile bağlı iki fosfat grubundan oluşurlar. Bu yapı 

onları hidrolize karşı dayanıklı hale getirir (189, 190). İlk olarak, 19. yüzyılın 

ortalarında formüle edilmiş ve kalsiyum karbonatın çökelmesini önlemek amacıyla 

tekstil, gübre ve yağ sanayiinde boruların içerisinde kullanılmıştır. Kemik 

rezorbsiyonunu inhibe etmek gibi biyolojik etkileri daha sonra gösterilmiştir (190). 

BPlar azot içeren ve azot içermeyen olmak üzere iki gruba ayrılırlar BPlar, 

fizyolojik dozlarda kullanıldıklarında sadece kemiğe etki ederler. Bunun nedeni 

kemiğe olan spesifik afiniteleridir. Yeni oluşan kemikte ve osteoklastların etrafında 

çökelirler. Dolaşımdaki yarı ömürleri çok kısadır ancak kemik dokusunda 10 yıldan 

fazla kalabilirler. BPlar kemik üzerine çeşitli mekanizmalarla etki ederler (191). 

BPlar, metabolize olmadıkları için kemik içerisinde çok uzun süre yüksek 

konsantrasyonda bulunurlar. Günümüzde osteoporoz tedavisi ve maligniteye bağlı 

gelişen hiperkalseminin tedavisi olarak 2 temel endikasyonda yaygın olarak 

kullanılmaktadırlar. Kanser metastazına bağlı kan kalsiyum seviyesinin yükselmesi 

durumunun tedavisinde, BP uygulaması sık kullanılan bir yöntem olup, iskelete 

sıçrama sonucu oluşan komplikasyonların görülme sıklığını azaltır (192, 193).  

Maligniteye bağlı hiperkalsemi tedavisinde BP uygulaması temel bir 

yöntemdir ve ayrıca iskelet metastazlarının tedavisinde iskelet komplikasyonlarının 

insidansını azaltırlar. BPların kemiğe olan spesifik afiniteleri göz önüne alınarak, 

kemik hastalığı tedavisinde kullanılmak üzere kemiğe hedefli pek çok formülasyon 

geliştirilmiştir (192, 193).  

Bisfosfonatların iskelet sistemine hedeflendirmede kullanılmasında 

uygulanan yaklaşımlar şematik olarak Şekil 2.10’da sunulmuştur. Bisfosfonatlar 

doğrudan ilaç molekülüne kovalan bağlanarak bir ön ilaç haline getirilebilmekte, 

içerisinde tedavi edici ilaç molekülünü taşıyan taşıyıcı bir sistem üzerine 

kaplanmasıyla yada çoklu fonksiyonel grubu olan polimerlerin farklı bölgelerine hem 

etkin madde hem de hedeflendirici bisfosfonatın bağlanması ile hedeflendirme 

şekilleri mevcuttur (194).  
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Şekil 2.10. Bisfosfonatların ilaç hedeflendirme stratejilerinde kullanımları (194). 

Uludağ ve ark.(195-197), sıçanlarda yaptıkları in vivo çalışmalar sonucunda, 

BP ile konjuge ettikleri proteinler ile sadece protein içeren çözeltileri kıyaslamışlar, 

konjuge proteinlerin kemiğe yüksek afinite göstermeleri nedeniyle kemik yapımını 

10 kat fazla hızlandırdıklarını ortaya koymuşlardır. Yapılan çalışmalar, BP ile 

bağlanan antikanser ilaçların, kemik metastazları üzerine klasik formülasyonlardan 

daha etkili olduğunu göstermiştir.  

Zhang ve ark. (198, 199),  hazırladıkları polimer-BP konjugatları ile modifiye 

edilmemiş polimerlerin, HA ile afinite çalışmalarını kıyaslamışlar ve BPlar ile 

kemige hedeflemenin başarılabildiği sonucunu bulmuşlardır. 

2.7.1. Alendronat 

Alendronat (ALD) azot içeren bisfosfonatlar grubundan olup, bu grubun 

kemik kaybını önlemenin dışında, kemiğin güçlenmesini de sağlayan ilk ilacıdır. BP 

yapısında yapılan küçük değişiklikler, her bir bileşiğin fizikokimyasal, biyolojik, 

terapötik ve toksikolojik karakteristiklerinde önemli bireysel değişikliklere neden 

olur. ALD, kemik rezorpsiyonunu ilk jenerasyon ilaç olan etidronata göre daha güçlü 

bir şekilde inhibe eder (200).  

Deneysel hayvan çalışmalarında ALD’ın anti rezorpsiyon gücü, 

pamidronat'tan 100 kat ve etidronat'tan 1000 kat daha fazladır. İnsanlarda, 10 mg 

ALD’ın tümöre bağlı kemik hastalığında ortaya çıkan hiperkalsemiyi azaltmadaki 

etkinliği, yaklaşık 1500 mg etidronat'a eşdeğerdir. ALD, klinikte postmenopozal 

kadınlarda görülen osteoporozun ve Paget hastalığının tedavisinde kullanılmaktadır. 
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Hiperkalseminin tedavisindeki etkinliği de araştırılmaktadır (200, 201). 

Alendronat kemikte HA’e bağlanır ve özellikle kemik rezorpsiyonu yapan 

hücreler olan osteoklastların aktivitesini inhibe eder (201). Osteoklastların birikmesi 

ve birbirlerine bağlanmalarıyla herhangi bir etkileşme göstermez. Kemiklerin 

rezorbsiyonu kemikle temas halindeki osteoklastların rezorbsiyon yapan pürüzlü 

kenarları aracılığı ile olur. Alendronat özellikle osteoklastların altındaki bu 

rezorpsiyon bölgelerinde lokalize olarak rezorpsiyona engel olur. Alendronatın 

aktivitesi, matriksin içine gömülene değin yaklaşık 3 hafta kadar devam eder. Buna 

rağmen alendronat yıllarca HA’e bağlı kalır. Hayvan çalışmaları alendronatın kemik 

dönüşümünü (turnover) azalttığını göstermiştir.  

Alendronatın HA’e olan afinitesinden faydalanılarak kemiğe hedefli 

formülasyonlar tasarlanması araştırmalarda dikkat çeken bir konu haline gelmiştir. 

Choi ve Kim (202), hazırladıkları PLGA nanopartiküllerinin yüzeyini alendronat 

(hedefleyici ajan) ve PEG (hidrofilik ajan) ile modifiye etmişler, yaptıkları in vitro 

çalışmalar sonucunda; alendronat içeriğinin artmasıyla HA yüzeyine adsorbe olan 

nanopartikül miktarının arttığını ve PEG zincir uzunluğunun alendronat aktivitesini 

etkilediğini bulmuşlardır.  

Pano ve ark. (203) ise farklı molekül ağırlıklarında hidroksi propil 

metakrilamit-alendronat konjugatları hazırlayarak kemiğe hedefli yeni bir sistem 

hazırlamışlar ve 50-100 kDa arasında molekül büyüklüğüne sahip olanlar ile farelere 

uygulanan formülasyonlarda optimum hedefleme sağlandığını bulmuşlardır (201, 

204).  

Burada belirtilen bilgiler ışığında, gerçekleştirilen bu tez çalışması 

kapsamında doksorubisin ve selekoksibin tedavi edici ilaç molekülleri olarak, 

PLGA’in nanopartikül polimeri olarak, alendronatın ise hedeflendirici molekül 

olarak seçildiği bir taşıyıcı sistem geliştirilmiştir. Deney tasarımı modellerinden 

yararlanılarak elde edilen optimum formülasyon in vitro ortamda kalsiyum ve 

hidroksiapatit afinite testleri ile ve sitotoksisite çalışmaları ile incelenmiştir. In vivo 

olarak ise hayvanlardaki organ dağılımı açısından değerlendirilmiştir. 

Gerçekleştirilen bu çalışmaların metodolojisi ve elde edilen bulgular sırasıyla 

ilerleyen bölümlerde sunulmuştur. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasal/Biyolojik Maddeler 

Madde Marka 

Aseton Sigma Aldrich A.B.D. 

Asetonitril Sigma Aldrich A.B.D. 

Bakır Sülfat Sigma Aldrich A.B.D. 

DMSO Sigma Aldrich A.B.D. 

Doksorubisin hidroklorür Hisun Pharma,  

Etanol Sigma Aldrich, A.B.D. 

FBS Lonza, İsviçre 

Glasial asetik asit Sigma Aldrich A.B.D. 

ICG Sigma Aldrich A.B.D. 

L-glutamin Lonza İsviçre 

NaCl Merck, Türkiye 

Nitrik asit Sigma Aldrich A.B.D. 

Penisilin-Streptomisin Lonza İsviçre 

pH 7,4 Tris tampon  Sigma Aldrich A.B.D. 

PLGA 502 H Sigma Aldrich A.B.D. 

PLGA 503 H Sigma Aldrich A.B.D. 

PVA Sigma Aldrich, A.B.D. 

Selekoksib Santa Cruz Biotech , A.B.D. 

Tetrahidrofuran Sigma Aldrich A.B.D. 



 

45 

Trietil amin Sigma Aldrich A.B.D. 

Tripsin EDTA Lonza İsviçre 

Yüksek Glukozlu DMEM Lonza, İsviçre 

WST-1 Reagent Sigma Aldrich A.B.D. 
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3.2. Kullanılan Cihaz ve Ekipmanlar 

Cihaz/Yazılım Marka/Program Adı 

Atomik Kuvvet Mikroskobu 
Veeco, A.B.D. 

(ODTU Merkez Laboratuvarı) 

Çizim yazılımları ChemDraw 15, SketchUP2016 

Çok Noktalı Manyetik Karıştırıcı Variomag Telesystem, Almanya  

Floresan Mikroskop Leica, Germany 

FTIR Cihazı Bruker, A.B.D. 

Hassas Terazi  Mettler Toledo, İsviçre  

HPLC Kolonu GL Sciences, Japonya 

In vivo Görüntüleme Sistemi Perkin Elmer IVIS Lumina, A.B.D.  

(Ege Üniversitesi, ARGEFAR) 

Laboratuvarı) Isıtıcılı Manyetik Karıştırıcı IKA, Almanya 

İnkübatör  Sanyo, Japonya  

İstatistik yazılımı Minitab 16 

Laminar hava akımlı kültür kabini Faster, İtalya 

Lcsolutions Yazılımı Shimadzu, Japonya  

Liyofilizatör  Jouan, Danimarka  

Mikropipetler  Ependorf, Almanya 

Manyetik Rezonans Spektrometresi AVANCE III 400 MHz Bruker, A.B.D. 

(Giresun Üniversitesi, GRUMLAB) 

Moduler Prominence Seri HPLC sistemi Shimadzu, Japonya  

Partikül Büyüklüğü ve Zeta Potansiyeli 

Ölçüm Cihazı  

Malvern Instruments, İngiltere  

Resim düzenleme yazılımı  ImageJ, Image Plus,  
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Rotovapor IKA, Almanya 

Ultra Santrifüj Aleti  Hermle Z383 K, Almanya 

Termostatlı Yatay Çalkalayıcı  Memmert, Almanya 

Transmisyon Elekton Mikroskobu FEI Company, Hollanda  

(ODTU Merkez Laboratuvarı) 

Ultra Saf Su Sistemi  Milipore, A.B.D. 

UV spektrofotometre Shimadzu, Japonya  

Vorteks  IKA, Almanya 
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3.3. Miktar Tayininde Kullanılan Analitik Yöntem 

3.3.1. Kullanılan Ekipman ve Kromatografik Sistem Şartları  

Doksorubisin ve selekoksib moleküllerinin analizi için izokratik RP-HPLC 

metodu geliştirilmiş ve ICH gerekliliklerine göre valide edilmiştir.  Etkin maddelerin 

in vitro koşullardaki kantitatif yükleme kapasitesi analizlerinde ve hazırlanan 

nanopartiküllerden etkin madde salım çalışmalarında Shimadzu Prominence Seri 

modüler, HPLC sistemi kullanılmıştır. Cihaz dörtlü mobil faz pompa sistemi, 

otomatik örnekleyici, ısıtıcılı/soğutuculu kolon fırını ve floresan dedektör (RF20A) 

segmentinden oluşmaktadır. 

Analiz yönteminde hareketli faz olarak trietilamin ile pH 3.0’e ayarlanmış %1 

(h/h) asetik asit içeren ultrasaf su ve asetonitril (60:40, h:h) karışımı kullanılmıştır. 

Sabit faz olarak ise Inertsil ODS 3 C18  (250m x 4.6 mm, 5 µm partikül büyüklüğü) 

içeren kolon tercih edilmiştir. Enjeksiyon hacmi 20 µL ve akış hızı 1 mL / dak olarak 

ayarlanmıştır. Analiz esnasında kolon sıcaklığı 25°C olarak ayarlanmıştır.  

Deteksiyonda ise floresans dedektör kullanılarak, ilk on dakika eksitasyon dalga 

boyu 480 nm ve emisyon dalga boyu 590 nm olarak ayarlanarak doksorubisin piki 

gözlenmiş olup,  analizin ikinci kısmında ise eksitasyon dalga boyu 240 nm ve 

emisyon dalga boyu 380 nm olarak ayarlanarak selekoksib saptanmıştır. Sonuçlara 

ait integrasyon işlemleri LCsolutions Software yazılımı ile gerçekleştirilmiştir. 

3.3.2. Kullanılan Analitik Yöntemin Validasyon Parametreleri  

Etkin maddelerin in vitro miktar tayin yönteminin validasyonuna yönelik 

olarak yapılan bu çalışmada doğrusallık, doğruluk, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve 

tekrar elde edilebilirlik), özgünlük ve duyarlılık gibi analitik validasyon 

parametreleri ayrı ayrı incelenmiş ve sonuçlar istatistiksel olarak yorumlanmıştır. 

Analitik yöntem validasyonu, ICH Q2 (R1) analitik metod validasyonu kılavuzuna 

göre gerçekleştirilmiştir. İstatistiksel analizler ve grafiklerin çizimi için Microsoft 

Office 2010 Excel programı kullanılmıştır (205, 206).   
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Sistem Uygunluğu 

Sistem uygunluk testi kromatografik sistemin performansını değerlendirmek 

için 5 μg/ml konsantrasyonda doksorubisin ve selekoksib standart çözeltisi 

kullanılarak yapılmıştır (n = 6). 

Özgünlük  

Analitik yöntemin amaçlanan bileşen veya bileşenleri tayin edebilme yeteneği 

olup sayısal bir değeri bulunmamaktadır. Özgünlük her iki etkin maddenin cevap 

oluşturduğu aralık ve dalga boyları için incelenmiştir.  

Analizi yapılan etkin maddenin yanıt verdiği zamanda başka bir bileşiğe ait 

yanıt yoksa yöntem özgün olarak değerlendirilmektedir. Dolayısıyla analiz edilen 

bileşiğe ait cevap, ortamda bulunabilecek diğer formülasyon bileşenlerinin olası 

cevaplarından kaynaklanabilecek girişimden uzak olmalıdır. 

Özgünlük parametresinin kontrolü amacıyla; etkin madde içermeyen 

formülasyona ait salım ortamları analiz edilerek aynı retansiyon zamanında çakışan 

piklerin varlığı incelenmiştir.  

Duyarlılık 

Analiz yönteminin duyarlılığının belirlenmesine yönelik olarak 

kantitasyon/ölçüm limiti (LOQ) ve deteksiyon limitleri (LOD) incelenmiştir.  

LOD analiz yöntemi uygulanırken elde edilen kromatogramlardaki 

sinyal:gürültü oranının 3:1 olduğu konsantrasyon bulunarak LOQ ve benzer bir 

şekilde sinyal:gürültü oranının 10:1 olduğu konsantrasyon tespit edilerek LOD 

belirlenmiştir.  

Doğrusallık ve Aralık 

Doğrusallık,  beklenen çalışma konsantrasyonunu içerecek şekilde                

(1-11µg/mL) aralıkta, farklı konsantrasyonlardaki madde çözeltisinin oluşturacağı 

pik alanları arasında doğrusal bir ilişki olup olmadığının tespitidir.  

Seçilen konsantrasyon aralığında artan konsantrasyon ile doğru orantılı olarak 

artan pik alanının arasındaki ilişkinin doğrusal olup olmadığı değerlendirilmiştir.  Bu 
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amaçla artan konsantrasyonlarda hazırlanan kalibrasyon noktaları üzerinden analiz 

yapılmış ve elde edilen pik alanları bu konsantrasyonlara karşı doğrusal regresyona 

tabi tutulmuştur. Sonuçta kalibrasyon denklemi ve bu denklemin tanımlayıcılık 

katsayısı hesaplanmıştır 

Doğruluk  

Geliştirilen analitik yöntem ile elde edilen verilerin, gerçek konsantrasyona 

benzerliğinin ispatlanması maksadıyla yapılmaktadır. Seçilen üç farklı 

konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek konsantrasyon) (1, 5 ve 11 µg/mL) hazırlanan 

etkin madde çözeltileri HPLC ile analiz edilerek sonuçların gerçek değerlere olan 

yakınlıkları incelenmiştir. 

Kesinlik 

Kesinlik geliştirilen analiz yöntemi ile ardışık şekilde yapılan ölçümler 

arasındaki beklenen benzerliğin test edilmesidir.  Çalışma aralığı içerisinde bulunan 

üç farklı konsantrasyonda (1, 5 ve 11 µg/mL)örnekler, birbiri ardına analiz edilir ve 

sonuçlar aritmetik ortalama ve relatif standart sapma hesaplanarak 

değerlendirilmektedir.  

Kesinlik parametresi temelde iki paramatre üzerinden incelenmekedir: 

Tekrarlanabilirlik  

Aynı laboratuvar, aynı personel ve aynı ekipman kullanılarak gerçekleştirilen 

ölçümlerde uyum ve uygunluğunun incelenmesidir. Tekrarlanabilirliğin gösterilmesi 

için 3 farklı konsantrasyon (1, 5 ve 11 µg/mL) seçilerek 6 defa ardışık ölçümler 

yapılmıştır. Elde edilen verilerin istatistiksel değerlendirmesi yapılarak relatif 

standart sapma değerleri hesaplanmıştır.  

Tekrar Elde Edilebilirlik  

Geliştirilen analitik yöntemin farklı analiz günlerinde güvenilirliğinin test 

edilmesi için yapılmaktadır. Etkin maddelerin 3 farklı konsantrasyondaki (1, 5, 11 

µg/mL) çözeltisinden 2 farklı günde HPLC analizi yapılarak elde edilen değerlerin 

standart sapma ve varyasyon katsayıları hesaplanmış ve sonuçlar değerlendirilmiştir.  
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3.4. Nanopartiküllerin Hazırlanması 

3.4.1. Başlangıç Formülasyonu Deneme Çalışmaları 

Başlangıçta hangi organik çözücü kullanılarak nanopartikül üretimi 

yapılacağına dair bir ön çalışma gerçekleştirilmiştir. Polimer olarak PLGA seçilmiş 

olan organik faz sistemi olarak ise aseton, tetrahidrofuran (THF) ve dimetilsülfoksit 

(DMSO) denemesi yapılarak, partikül boyutu ve etkin maddelerin yüklenme oranları 

açısından değerlendirilmişlerdir. Değerlendirme sonucunda sonraki işlemlerde 

polimer çözücüsü organik faz olarak aseton kullanılmıştır.  

3.4.2. Etkin Madde Yüklü Olmayan Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Nanopartiküller (NP) solvan değişim esasına göre oluşum sağlayan 

nanopresipitasyon yöntemi kullanılarak üretilmişlerdir.  Polimer, su ile karışabilen 

bir organik solvan olan asetonda çözündürülür ve manyetik karıştırıcıda poli vinil 

alkolün (PVA) sudaki çözeltisi üzerine damla damla eklenerek karıştırılır. Asetonun 

suyla karışması ve PLGA’in çözünürlük değerinin düşmesi ile nanopartiküller 

oluşur. Nanopartiküller aseton su karışımında disperse halde iken aseton rotavapor 

ile vakum uygulanarak ortamdan uzaklaştırılır.  Asetonun uzaklaşmasını takiben 

nanopartiküller (24.000 g, 30 dakika) santrifüjlenerek toplanır. PVA’nın ve 

nanopartikül oluşturmamış polimer kalıntılarının uzaklaştırılması amacıyla 

partiküller bir kez ultra saf su ile yıkanırlar ve tekrar disperse edilirler.  Elde edilen 

nanopartikül dispersiyonu vakit kaybetmeksizin dondurulur ve 48 saat süresince 

liyofilizasyon yolu ile suyu uzaklaştırılarak kurutulur.  

3.4.3. Etkin Madde Yüklü Nanopartiküllerin Hazırlanması  

Etkin madde olarak kullanılan Doksorubisin HCl suda çözünürlüğü yüksek 

oldukça hidrofilik bir moleküldür. Doksorubisin HCl’ün PLGA’in çözündürüldüğü 

organik faz olan asetonda çözünürlüğünün sağlanabilmesi için ilk olarak 0.01 N 

NaOH çözeltisi ile 1 dakika inkübe edilmiştir (207). Etkin maddenin non iyonik 

halde olduğu alkali çözeltisi PLGA’nın asetondaki karışımına eklenmiştir. 

Selekoksib ise organik çözücülerde çözünürlüğü yüksek bir moleküldür ve aseton 

çözeltisi içerisine herhangi bir ön işlemden geçirilmeden, doğrudan ilave edilmiştir. 
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Doksorubisin, selekoksib ve PLGA’in asetondaki çözeltisi manyetik karıştırıcıda 

damla damla PVA çözeltisi üzerine ilave edilmiştir.  İşlem sonrasında vakum altında 

aseton uzaklaştırılmıştır. Nanopartiküller 24.000g de 30 dakika santrifüjlenerek 

toplanmıştır. Santrifüj tüpünde toplanan nanopartiküller, kalıntı maddeleri 

uzaklaştırmak için ultrasaf su ile yıkanmıştır. Sonrasında nanopartikül süspansiyonu 

dondurulmuş ve liyofilizasyon ile 48 saat süresince kurutulmuştur. Karakterizasyon 

çalışmaları suda yeniden disperse edilen nanopartiküller kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir.  

3.4.4. Alendronat Kaplı Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Alendronat kaplı nanopartiküller ise aynı nanopresipitasyon metodunun 

modifiye edilmesi ile üretilen aktive edilmiş nanopartiküllerden elde edilmiştir.  

Benzer şekilde polimer ve etkin maddelerin çözündürülmüş olduğu aseton, PVA’nın 

bis(sülfosüksinimidil)subarat (BS3) içeren sudaki çözeltisine damla damla ilave 

edilmiştir. Organik çözücü olan aseton ortamdan vakum altında uzaklaştırılmış ve 

nanopartiküller 24.000g’de 30 dakika boyunca santrifüjlenerek toplanmıştır. 

Nanopartikül daha önce belirtildiği şekilde yıkanmış ve liyofilizasyon ile 

kurutulmuştur.  

Tablo 3.1. Alendronat Kaplama Çalışmalarında Kullanılan nanopartikül ve 

alendronat oranları  

Formülasyon Kodu NP:ALE Oranı  (a/a) 

NP-ALE-A 1: 0,5 

NP-ALE-B 1:0,7 

NP-ALE-C 1:1,0 

NP-ALE-D 1:1,5 

NP-ALE-E 1:2,0 
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Liyofilizasyon sonrasında tartılmış miktar nanopartikül ultrasaf suda disperse 

edilip ve eşit hacimdeki alendronat çözeltisi ile karıştırılarak 30 dakika inkübe 

edilmiştir.  Tablo 3.1’de gösterilen farklı oranlarda inkübasyon gerçekleştirilmiştir. 

30 dakika sonrasında 100µL pH 7,4 Tris tamponu ilave edilerek kaplama operasyonu 

sonlandırılmıştır. Nanopartiküller kaplanmamış alendronattan santrifüjlenerek 

ayrılmışlardır. Supernatantta yer alan alendronat miktarı kompleksleştirme prosedürü 

sonrasında (1,5mM CuSO4, 1,5mM HNO3). 235 nm’de spektrofotometrik olarak UV 

spektrofotometre ile tespit edilmiştir (208). Supernatantta yer alan alendronat miktarı 

toplam alendronattan çıkartılarak nanopartikül yüzeyine yerleşen alendronat miktarı 

hesaplanmıştır.  
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3.5. Formülasyon Optimizasyonu 

3.5.1. Kritik Formülasyon Parametrelerinin Belirlenmesi  

Formülasyon parametrelerinin etki düzeylerini belirleyebilmek ve ileri 

analizlere etkili olan parametreler ile devam edebilmek için; kritik kalite 

parametrelerine etkisi olabileceği düşünülen sekiz formülasyon parametresi iki 

seviyeli bir Plackett-Burmann tasarımı ile incelenmiştir. Formülasyon 

parametrelerine ait düşük ve yüksek değerlerin seçiminde, ön formülasyon 

çalışmalarında yapılan denemeler ve literatür bilgisi rol almıştır. Seçilmiş olan 

formülasyon faktörleri, faktörlere ait değerler ve kodlar Tablo 3.2.’de belirtilmiştir.  

Seçilen parametrelerin incelenmesi için Minitab16 (Minitab Inc.; State 

College, PA, ABD) yazılımı kullanılarak randomize bir çalışma matriksi 

oluşturulmuştur. Rastgele sıralamayla üretilen toplam 12 farklı formülasyonun yanıt 

değerlerinin ölçülmesi ve istatistiksel değerlendirmenin yapılması ile, etkili olan 

parametreler ve etki düzeyleri saptanmıştır (Tablo 3.3.).  

Tablo 3.2. Plackett-Burman ve Box-Behnken Tasarımlarında Kullanılan Bağımsız 

Değişkenler 

Plackett-Burman Dizaynı 

Düşük 

Seviye 

Yüksek 

Seviye Birim 

 X1 : Dox Miktarı  2 4 mg 

 X2 : Cxb Miktarı  5 10 mg 

 X3 : PLGA Miktarı  30 100 mg 

 X4 : Organik Faz Hacmi 2 5 mL 

 X5 : PVA Konsantrasyonu 0,5 1 % 

 X6 : PLGA MA 7-17 24-38 kDa 

 X7 : Karıştırma Hızı  500 100 rpm 

 X8 : Damlatma Hızı  1 2 dps (damla/saniye) 

       

Box-Behnken Dizaynı 

Düşük 

Seviye 

Orta 

Seviye  

Yüksek 

Seviye Birim 

x1 : Dox Miktarı  2 3 4 mg 

x2 : Cxb Miktarı  5 7,5 10 mg 

x3 : PLGA Konsantrasyonu 15 32,5 50 mg/mL 
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Formülasyonlar 3 tekrarlı olacak şekilde üretilmiş ve analiz edilmişlerdir. 

Araştırılan kritik kalite parametreleri Yükleme Kapasitesi-Dox (%) (Y1), Yükleme 

kapasitesi-Cxb (%) (Y2) ve ortalama partikül büyüklüğü (nm) (Y3) olarak 

belirlenmiştir. Bu yanıtların yanı sıra PDI ve zeta potansiyeli değerleri de 

ölçülmüştür.  

Placket Burmann tasarımı ile amaçlanan temel nokta formülasyon üzerine en 

etkili parametrelerin hangileri olduğunu tespit edebilmektir. İleri değerlendirme 

analizleri ise yüzey cevap metodu kullanılarak gerçekleştirilmiş olup bir sonraki 

bölümde açıklanmıştır.  

Tablo 3.3. Plackett–Burman Tasarımı Deney Matriksi ile Oluşturulan                                  

12 Formülasyon 

Formülasyon 

Kodu 

X1  

(mg) 

X2 

(mg) 

X3 

(mg) 

X4 

(mL) 

X5 

 (%) 

X6 

(kDa) 

X7 

(rpm) 

X8 

(dps) 

PB 01 4 5 100 2 0,5 7-17  1000 2 

PB 02 4 10 30 5 0,5 7-17  500 2 

PB 03 2 10 100 2 1 7-17  500 1 

PB 04 4 5 100 5 0,5 24-38  500 1 

PB 05 4 10 30 5 1 7-17  1000 1 

PB 06 4 10 100 2 1 24-38  500 2 

PB 07 2 10 100 5 0,5 24-38  1000 1 

PB 08 2 5 100 5 1 7-17  1000 2 

PB 09 2 5 30 5 1 24-38  500 2 

PB 10 4 5 30 2 1 24-38  1000 1 

PB 11 2 10 30 2 0,5 24-38  1000 2 

PB 12 2 5 30 2 0,5 7-17  500 1 

 

3.5.2. Formülasyon Parametrelerinin Optimizasyonu 

Placket Burmann tasarımı kullanılarak en etkili parametreler tespit edildikten 

sonra, kritik formülasyon değişkenleri yüzey cevap analiz yöntemine göre tekrar 

detaylı olarak analiz edilmişlerdir.  Placket Burmann tasarımı sonrasında istenilen 

yanıtlar için kritik formülasyon parametreleri olarak formülasyona giren 

doksorubisin miktarı, selekoksib miktarı, PLGA miktarı ve organik faz hacmi olarak 

tespit edilmiştir. İleri irdelemede incelenen parametre sayısını minimize ederek aynı 



 

56 

sayıda deney ile daha kesin, daha kabul edilebilir kestirim sağlayabilmek açısından 

PLGA miktarı ve organik faz hacmi parametrelerinin bir fonksiyonu olarak PLGA 

konsantrasyonu üçüncü kritik parametre olarak belirlenmiştir. Bu amaçla üç faktörlü 

ve üç seviyeli Box Behnken Dizayn (BBD) matrisi oluşturularak nanopartikül 

formülasyonu uygulanmıştır.  Bu doğrultuda 3 değişkenin ve seviyelerinin etkilerinin 

incelendiği 15 formülasyon ile çalışmalar gerçekleştirilmiştir.  

Tasarımda faktörlerin ana etkileri, faktörlerin birbirleriyle olan etkileşimlerinin 

etkileri ve faktörlerin kendileri ile olan ikinci derece etkilerinin yanıt değişkenler 

üzerinde gerçekleştirdikleri değişiklikler incelenmiş ve istatistiksel olarak analiz 

edilmişlerdir. Yanıt değişken olarak Yükleme Kapasitesi-Dox (%) (Y1), Yükleme 

Kapasitesi-Cxb (%) (Y2) ve ortalama partikül büyüklüğü (nm) (Y3) ölçülmüştür. 

Hazırlanan formülasyonlara ait yüzey yükü-zeta potansiyeli ve PDI değerleri de 

ölçülmüş olup optimizasyon tasarımına enkorpore edilmemişlerdir. Bu iki yanıt 

üzerine anlamlı derece etkili olan formülasyon parametresi tespit edilememiştir. Bu 

iki parametre polimer tipi, kullanılan etkin maddeler ve üretim metoduna bağlı 

değişebilecek parametreler olup bu çalışma amacı dâhilinde incelenmemişlerdir.  

BBD oluştururken kullanılan yüksek ve düşük değerler Plackett-Burmann 

tasarımında kullanılan değerlerin aynısı olarak seçilmiştir. Orta değerler ise bu iki 

değerin orta noktası olarak belirlenmiştir. PLGA miktarı ve organik faz hacmi 

parametreleri bir arada değerlendirilerek PLGA konsantrasyonu olarak incelenmiş ve 

organik faz hacmi 2 mL olarak sabitlenmiştir. PLGA konsantrasyonunun alt ve üst 

değerleri de yine PBD’da kullanılan miktarlar ile aynı olacak şekilde seçilmiştir.  

Bağımsız değişkenlere ait değerler ve kodları Tablo 3.1 de sunulmuştur.  

Yanıt faktörlerinden her biri aşağıdaki non-lineer eşitlikte belirtilmiş olan 

üssel bir polinomial model ile örtüştürülmüştür.  

𝑌 = 𝛽0 + 𝛽1𝑥1 + 𝛽2𝑥2 + 𝛽3𝑥3 + 𝛽4𝑥1𝑥2 + 𝛽5𝑥1𝑥3 + 𝛽6𝑥2𝑥3

+ 𝛽7𝑥1
2 + 𝛽8𝑥2

2 + 𝛽9𝑥3
2 

Eşitlikte, Y cevap değişkeni temsil ederken; 𝑥1, 𝑥2,  𝑥3 bağımsız 

değişkenlereait ana etkileri; 𝑥1𝑥2 , 𝑥1𝑥3, 𝑥2𝑥3 bağımsız değişkenlerin birbirleriyle 

etkileşimlerinden kaynaklanan etkileri ve 𝑥1
2, 𝑥2

2, 𝑥3
2 ise faktörlerin üssel etkisini 

ifade etmektedir.  𝛽0 eşitlik sabiti ve 𝛽1 - 𝛽9 ise faktörlere ait regresyon katsayılarını 

ifade etmektedir.  



 

57 

Tablo 3.4. Box-Behnken Tasarımı Deney Matriksi ile oluşturulan 15 formülasyon 

Formülasyon Kodu x1 (mg) x1 (mg) x1 (mg/mL) 

BB 01 2 10 32,5 

BB 02 4 10 32,5 

BB 03 2 7,5 50 

BB 04 4 7,5 15 

BB 05 2 5 32,5 

BB 06 2 7,5 15 

BB 07 3 7,5 32,5 

BB 08 3 7,5 32,5 

BB 09 3 10 15 

BB 10 3 7,5 32,5 

BB 11 3 10 50 

BB 12 4 7,5 50 

BB 13 4 5 32,5 

BB 14 3 5 50 

BB 15 3 5 15 

Diğer taraftan PBD tasarımında etkileri istatistiksel olarak anlamsız bulunan, 

BBD matrisinde yer alan formülasyonların üretimi gerçekleştirilirken, geriye kalan 4 

proses değişkeni sabitlenmiştir. (Polimer molekül ağırlığı: 7-17 Da, PVA 

konsantrasyonu:%0,5, Karıştırma hızı: 1000rpm, Damlatma hızı: 1 damla/saniye)  

Faktörlere ve yanıt değişkenlere ait polinomial eşitlikler oluşturulduktan 

sonra ise formülasyon optimizasyonu Minitab yazılımında yer alan optimizasyon 

aracı ile gerçekleştirilmiştir. Yazılım tarafından oluşturulan optimum formülasyon 

ileri karakterizasyon çalışmaları için kullanılmıştır.  

Tablo 3.5. Plackett-Burman ve Box-Behnken Deney Tasarımlarından Elde Edilen 

Yanıt Değerler 

Kod 

 

Yanıt Birim 

Y1 : Yükleme Kapasitesi-Dox  % 

Y2 : Yükleme Kapasitesi-Cxb  % 

Y3 : Ortalama Partikül Boyutu  nm 

Y4 : Zeta Potansiyeli  mV 

Y5 : Poli Dispersite İndeksi  - 

 

 



 

58 

3.6. Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

3.6.1. Partikül Büyüklüğü Ölçümü 

Nano boyutlu partiküllerin partikül büyüklük ve dağılım ölçümlerinde farklı 

yöntemler kullanılmakla birlikte, hidrodinamik çap bilgisini veren foton korelasyon 

spektroskopisi-dinamik ışık saçılımı yöntemi en sık kullanılan yöntemlerdendir. Bu 

yönteme ilave olarak mikroskobik yöntemler de ölçülen değerlerin kontrolü ve başka 

bir yöntemle desteklenmesi amacıyla kullanılmaktadırlar. (TEM, SEM, AFM) 

Dinamik Işık Saçılımı  

Nanopartiküllerin partikül boyutunun ölçümü, bu amaçla sıklıkla kullanılan, 

dinamik ışık saçılımı esasıyla çalışan Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., 

İngiltere) cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Cihazın ölçüm prensibi 

doğrultusunda, 173° geri yansıyan açıda sinyal toplanarak ölçüm yapılmıştır. Partikül 

boyutu ölçümü liyofilize edilmiş nanopartiküllerin ultrasaf su içerisinde otomatik 

pipet yardımıyla disperse edilerek, tek kullanımlık partikül boyutu ölçüm küvetleri 

ile 25 °C’de yapılmıştır. Her numune üç kez ölçülerek z-ortalama (ortalama partikül 

boyutu) değerleri ve polidispersite indeksleri (PDI) bu üç ölçüm üzerinden 

hesaplanmıştır. Ortalama değerler ve partikül boyut dağılımının bir göstergesi olan 

PDI değerleri Zetasizer  Software 7.11 (Malvern Instruments Ltd., İngiltere) yazılımı 

kullanılarak  hesaplanmıştır.  

 

Şekil 3.1. DLS Dinamik Işık Saçılımı  ile partikül boyutu ölçüm çalışma ilkesinin 

şematik gösterimi.  
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Geçirmeli Elektron Mikroskobisi (TEM) 

Nanopartiküllere ait TEM görüntüleri FEI Tecnai, G
2
 Spirit BioTwin (CTEM, 

USA) elektron mikroskobu ile alınmıştır.   

Ultrasaf su içerisinde disperse edilen nanopartiküller, karbon kaplı bakır grid 

(300 mesh, Ø 3 mm) üzerine damlatılmış ve oda sıcaklığında kurumaya 

bırakılmışlardır. Görüntüler 120kV güçte alınmıştır. 

Atomik Kuvvet Mikroskobisi 

Nanopartiküllerin şekilsel ve yüzeysel özelliklerini incelemek için atomik 

kuvvet mikroskopisinden yararlanılmıştır. Çalışmada Veeco MultiMode (Plainview, 

ABD) mikroskobu kullanılmıştır. Görüntüleme öncesinde 1 damla nanopartikül 

süspansiyonu 1 x 1cm boyutunda cam yüzey üzerine spin kaplama prosesi ile 

sabitlenmiş ve yayılmıştır. Oda sıcaklığında Numune kuruduktan sonra, analizler 

gerçekleştirilmiştir.  

 

Şekil 3.2 AFM nin çalışma ilkesinin şematik gösterimi (209). 
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3.6.2. Zeta Potansiyeli Ölçümü 

Zeta potansiyeli kolloidal parçacıkların yüzey yüküne dair önemli bir parametre 

olup, kolloidal yapının stabilitesi açısından kritik bir değerdir. Analizler Zetasizer Nano 

ZS (Malvern Instruments Ltd., İngiltere) cihazı ile tek kullanımlık kıvrımlı kapiler 

elektroforez hücreleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Liyofilize partiküller ölçüm 

öncesinde utrasaf su içerisinde süspande edilmiştir ve örneklerin tümü için zeta 

potansiyeli üç defa ölçülmüştür. Ölçümler her örnek için üç kez tekrar edilerek ortalama 

değerler kullanılmıştır.  

3.6.3. Yükleme Kapasitesi Ölçümü 

Yükleme kapasitesi nanopartikül içine enkapsüle edilmiş etkin madde 

miktarının liyofilize formda elde edilmiş nanopartikülün toplam ağırlığına oranı 

şeklinde hesaplanmıştır. Bu amaçla tartılan nanopartiküller 2 mL DMSO içerisinde 

çözündürüldükten sonra, 0,22 µm politetrafloroetilen (PTFE) şırınga filtresinden 

süzüldükten sonra HPLC analiz sistemi ile analizi gerçekleştirilmiştir.  Her bir analiz 

üç kez tekrarlanmış olup, yükleme kapasitesi aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır: 

 

 

Yükleme Kapasitesi (%) = 
NP içine enkapsüle edilmiş ilaç miktarı

Tartılmış olan liyofilize NP miktarı
𝑥 100 

 

 

3.6.4. In vitro Etkin Madde Salım Çalışmaları 

Etkin maddelerin kanda serbestleşme kinetiklerini simüle edebilmek 

amacıyla, in vitro ortamda gerçekleştirilen ilaç salım çalışmalarında nanopartiküller 

PBS pH 7,4 ortamında ependorf tüpler içerisinde disperse edilmiş ve çalkalamalı su 

banyosunda inkübe edilmişlerdir. Banyo sıcaklığı 37°C ve çalkalama hızı 100 rpm 

olarak ayarlanmıştır. Belirlenmiş zaman noktalarında, tüpler santrifüjlenerek 

(24.000g, 30 dak) örnekler alınmıştır. Üst fazdan alınan örnekler ilaç salım hızını 

tespit edebilmek için daha önce belirtilmiş olan HPLC sistemi ile analiz edilmiştir.  
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3.6.5.
 31

P-NMR Spektroskopik Analizi 

PLGA nanopartiküllere ve alendronat kaplı PLGA nanopartiküllere ait 
31

P-

NMR spektrumları AVANCE III 400 MHz nükleer manyetik rezonans 

spektrometresi (Bruker, Biospin) ile alınmıştır. Örnekler d6-DMSO içerisinde 40 

mg/mL konsantrasyonda çözülerek analize alınmıştır.  

3.6.6. Geçimlilik Çalışmaları 

Nanopresipitasyon işlemi esnasında etkin maddelerin birbirleriyle ve PLGA 

ile oluşabilecek olası etkileşimlerini değerlendirmek için formülasyonda yer alan 

maddelerin ve hazırlanan nanopartiküllerinin FTIR spektrumları alınmıştır. 

Spektrumlar ALPHA FTIR spektrometre ile (Bruker; Massachusetts, ABD) ile 

alınmıştır. Ölçümler 4000-400 cm
-1

 frekans aralığı gerçekleştirilmiştir.. Örnekler 

herhangi bir hazırlama işlemine tabi tutulmadan, doğrudan ATR ekipmanı ile analiz 

edilmişlerdir.   
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3.7. In vitro Afinite Testleri 

3.7.1. Kalsiyuma Bağlanma Testi 

Kalsiyum kemik inorganik yapısını oluşturan temel mineral konumundadır. 

PLGA ve Aln(+)PLGA nanopartiküllerinin kalsiyuma bağlanma kapasiteleri daha 

önce literatürde belirtilmiş olan bir metotla incelenmiştir (208, 210). Yöntemin esası 

nanopartikül süspansiyonunun Ca
+2

 içeren bir ortamda inkübe edilmesi ve sonrasında 

bağlanmamış Ca
+2

 miktarının titrimetrik olarak tayin edilmesine dayanmaktadır. Bu 

amaçla 0,05mEq Ca
+2

/mL konsantrasyonda standart kalsiyum çözeltisi ultrasaf su 

içerisinde hazırlanmış ve nanopartikül süspansiyonu ile manyetik karıştırıcıda 15 

dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında örnekler 10 dakika 24.000g de 

santrifüjlenmiştir. Böylelikle nanopartikül yüzeyine bağlanan Ca
+2

 varsa 

nanopartiküller ile çökmesi beklenmiştir. Supernatant önce 1N KOH ile pH değeri 

10’a ayarlanmıştır. Üzerine 1 mL 0.025 M EDTA ve kalsein indikatörü ilave 

edilmiştir. Kalsein indikatörü kahverengi-turuncu bir renk oluşumu sağlamıştır. 

Sonrasında örnekler standart Ca
+2

 çözeltisi ile yeşil-sarı renk oluşumuna kadar geri 

titre edilmiştir. Nanopartikül üzerine bağlanan kalsiyum miktarı başlangıçta eklenen 

kalsiyum miktarından üst fazın titrasyonu ile elde edilen serbest kalsiyum miktarının 

çıkartılması ile hesaplanmıştır. Ölçümler üç tekrarlı olacak şekilde 

gerçekleştirilmiştir.    

3.7.2. Hidroksiapatit Afinite Testi 

Alendronat kaplı nanopartiküllerin hidroksiapatit kristallerine bağlanma 

eğilimleri ise floresan mikroskobi yöntemi ile test edilmiştir. Etkin madde yüklü 

alendronat kaplı olan yada kaplı olmayan nanopartiküller hidroksiapatit 

süspansiyonu ile inkübe edilmiş, santrifüjlenmiş ve sonrasında ultrasaf su ile 

yıkanmışlardır (188, 211). Bu işlem sonrasında nanopartiküllere bağlanan 

hidroksiapatit kristalleri cam bir yüzey üzerine yayılmış ve floresans mikroskop 

altında incelenmişlerdir (212). 
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3.8. In vitro Hücre Kültürü Çalışmaları 

3.8.1. Etkin Madde Kombinasyon Sitotoksisite Çalışması 

Etkin madde kombinasyon sitotoksisite çalışmalarında insan meme kanser 

hücresi hattı olan MCF-7 hücre hattı kullanılmıştır. Hücreler 96 kuyucuklu plakalara 

5 x 10
3
 hücre 100 µL tamamlanmış Dulbecco's Modified Eagle besi ortamı içerisinde 

(DMEM) olacak şekilde ekilmiş 5% CO2 at 37°C koşulunda 24 saat inkübe 

edilmiştir. Tamamlanmış DMEM besi ortamı bazal ortama % 10 (h/h) sığır bovin 

serum albumin, 50 U/mL penisilin, 50 µg/mL streptomisin ve 2 mM L-Glutamin 

eklenerek hazırlanmıştır. .  

İnkübasyon sonrasında sitotoksisite testi için, hücrelerin besi ortamı farklı 

konsantrasyonlarda Dox ve Cxb veya her ikisinin kombinasyonunu içeren 100µL 

tamamlanmış besi yeri ile değiştirilmiştir. Dox DMEM ortamında serbest çözünürlük 

göstermiştir. Cxb ise DMEM ile seyreltilmeden önce dimetilsülfoksit (DMSO) 

içerisinde çözündürülerek stok çözelti hazırlanmıştır. Seyreltmeler besiyeri 

ortamındaki DMSO konsantrasyonu % 0,5 (h/h)’i geçmeyecek şekilde 

gerçekleştirilmiştir.    

48 saatlik inkübasyon süresi sonrasında hücrelerdeki canlılık/ölüm oranı 

değerlendirilmiştir. Hücre canlılığı üzerine Dox, Cxb ve kombinasyonların etkisi, 

WST-1 hücre canlılık testi ile gerçekleştirilirmiştir. analiz edilecek olan kuyucukların 

üzerine bu amaçla %10 WST-1 reaktifi ilave edilmiştir ve inkübasyon sonrasında 

440nm’de plate okuyucu ile absorbans ölçümleri gerçekleştirilmiştir.   

3.8.2. Nanopartiküllerin Sitotoksik Aktivitesini Belirlenmesi 

Formülasyonlara ait hücre sitotoksisite çalışmaları da MCF-7 hücreleri 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Hücreler daha önce tanımlandığı şekilde 96 

kuyucuklu plakalar üzerine aynı yoğunlukta ve aynı besiyeri ortamı kullanılarak 

ekilmiştir. Yeterli hücre büyümesi sağlandıktan sonra besi yeri ortamı PLGA NP, 

Ale(+)PLGA NP, ayrı ayrı ve birlikte Dox ve Cxb çözeltileri, PLGA NP (Dox+Cxb) 

veya Ale(+)PLGA NP (Dox+Cxb) içeren 100 µL hücre kültürü ortamı ile 

değiştirilmiştir.   
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48 saatlik inkübasyon sonrasında nanopartikül süspansiyonlarının ve diğer 

çözeltilerin hücre canlılığı üzerine etkileri WST-1 hücre canlılık testi ile 

incelenmiştir. %10 konsantrasyondaki WST-1 reaktifi (10µL/100µL)hücre 

kuyucukları üzerine eklenmiş ve inkübasyon sonrasında kuyucuklarda gözlenen 

absorbans değerleri plate okuyucu ile 440nm’de ölçülmüştür.  

 

 

Şekil 3.3 WST 1 hücre canlılık test prosedürü ve esası. 

3.8.3. Hücre İçine Alım Çalışmaları 

Nanopartiküllerin hücre içine alımları ve alendronat kaplamanın buna etkisi 

ise paralel şekilde MCF-7 hücreleri ile gerçekleştirilmiştir. Hücreler nanopartikül 

süspansiyonu ile inkübe edildikten sonra, PBS pH 7,4 ile yıkanmışlar ve 24 saat 

sonrasında floresans mikroskobunda görüntülenmişlerdir. Alendronat kaplı ve kaplı 

olmayan her iki nanopartikül grubuna sitotoksisite oluşturmayacak konsantrasyonda 

etkin madde yüklenerek etkin maddelerin otofloresans özelliğinden yararlanılması 

amaçlanmıştır.  
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3.9. In vivo Biyodağılım Çalışması 

3.9.1. Canlı Hayvanda Görüntüleme Çalışması 

PLGA NP ve Ale(+)PLGA NP’lerinin in vivo ortamda kemik hedeflendirme 

kapasiteleri floresan bir boya olan indosiyanin yeşil ile gözlenmiştir. Çalışma Ege 

Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay alınarak 

gerçekleştirilmiştir (Ek-1, Ek-2).  25-30g ağırlığında Balb/c ırkı dişi fareler 

kullanılmıştır. Hayvanlar iki çalışma grubuna bölünmüş, ilk gruba 200 µL PBS’te 

disperse edilmiş PLGA NP verilirken diğer gruba aynı hacimde Ale(+)PLGA NP 

verilmiştir. Enjeksiyonlar intraperitoneal olarak gerçekleştirilmiştir.  

Şekil 3.4. IVIS Canlı hayvan görüntüleme cihazı ve hayvan anestezi aparatı.  
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Şekil 3.5. Hayvanların in vivo görüntülenme esnasında konumlandırılmaları. 

Enjeksiyondan sonra hayvanların yem ve suya erişimi serbest bırakılmıştır. 

Enjeksiyon ve görüntüleme işlemleri anestezi altında yapılmış olup anestezik olarak 

İzofluran kullanılmıştır. Başlangıç konsantrasyonu %4, idame konsantrasyonu ise 

%1,5 olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Çalışmanın tamamlanmasının ardından 

farelere anestezi altında servikal dislokasyon ile ötenazi işlemi uygulanmıştır. 

3.9.2. Ex vivo Organ Dağılım Çalışması 

Nanopartikül uygulanan hayvanlar 6 saat sonrasında izofloran anestezisi 

altında servikal dislokasyon yöntemi ile sakrifiye edilmişlerdir.  

Temel organları  (kalp, karaciğer, dalak, böbrek, kemik (femur)) çıkartılmış 

ve IVIS Lumina görüntüleme sisteminde nanopartiküllere yüklü floresans boyaya ait 

sinyal şiddeti eksitasyon 430nm, emisyon 820nm dalga boyunda görüntülenmiştir.  

 

Bu bölümde sıralanan analizler gerçekleştirilmiş olup ilgili sonuçlar 4. Bölüm 

olan bulgular kısmında sunulmuştur.  
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4. BULGULAR 

4.1. Analitik Metod Validasyonu 

Tekrar eden 6 enjeksiyondan elde edilen etkin maddelere ait alanların 

değerlendirilmesi sonrasında; her iki etkin maddeye ait kuyruklanma faktörleri 

2.0’den küçük teorik plaka sayıları 2000’den büyük tespit edilmiştir.  Sistem 

tekrarlanabilirliğinde beklenen alanlara ait bağıl standart sapma (RSD) değerinin  

%1’den küçük olması şartı da sağlanmıştır. Sonuçlar Tablo 4.1.’de sunulmuştur. 

Tablo 4.1 HPLC Analiz Metoduna ait sistem uygunluk parametreleri.  

Parametre Doksorubisin Selekoksib 

Kuyruklanma 

faktörü 

0,97 1,07 

Teorik Plaka Sayısı 2739 2157 

RSD (%) %0,9 %1,0 

 

Etkin maddelerin kromatogramları, salım ortamları ile ve PLGA çözelti 

enjeksiyonu ile kıyaslanmıştır. Salım ortamında yer alan tampon tuzlarından ya da 

nanopartikül formülasyonundan herhangi bir girişim olmadığı tespit edilmiştir.  

 

Tablo 4.2. Etkin maddelere ait analitik metod linearite parametreleri 

 Doksorubisin Selekoksib 

Doğru denklemi y = 77214x + 2072.2 y = 57855x + 2190 

Standart hata (intersept) 4579.8 2378.1 

Standart hata (eğim) 711.5 369.5 

Regresyon katsayısı 0.9996 0.9998 

Linearite aralığı  (µg/mL) 1-11 1-11 

Linearite nokta sayısı 7 7 

LOD (ng/mL) 7 13 

LOQ (ng/mL) 14 19 
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Kalibrasyon doğruları için, hazırlanan stok çözeltilerden 1, 2, 3, 5, 7, 9, 

11μg/mL konsantrasyondaki standart çözeltiler hazırlanarak analiz edilmişlerdir.  

Enjekte edilen çözeltilerden elde edilen pik alanları hesaplanmış ve regresyon 

analizine tabi tutularak lineer bir denklem oluşturulmuştur.  Doksorubisin için, 

korelasyon katsayısı r
2
 = 0,9996 ve doğru denklemi y = 77214 x + 2072,2 olarak 

bulunmuştur. % y-intersept değerleri 1 μg/mL haricinde % 2,0 den küçük olarak 

bulunmuştur. Selekoksib için doğru denklemi y = 57855x + 2190 ve korelasyon 

katsayısı r
2
=0,9998 olarak bulunmuştur. Her iki etkin madde analizi için de 

doğrusallık elde edilmiştir (Şekil 4.1., 4.2) (Tablo 4.2.). 

 

Şekil 4.1. Doksorubisine ait HPLC kalibrasyon doğrusu. 

 

 

Şekil 4.2. Selekoksibe ait HPLC kalibrasyon doğrusu. 
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Şekil 4.3. Salım ortamına (a), PLGA 502H polimer çözeltisine (b) ve etkin 

maddelere ait (c) kromatogramlar. 
 

Analitik yöntemin doğruluğu ve kesinliği tekrarlanabilirlik ve tekrar edilebilirlik 

parametreleri ile incelenmiş; bağıl standart sapma değerleri %2’nin altında ve geri 

kazanım değerleri kılavuzlara uygun şekilde %98-102 aralığındadır. Geliştirilen 

yöntemin validasyonunda doğruluk ve kesinlik parametrelerini sağladığı tespit 

edilmiştir.  (Tablo 4.2.). Piklere ait retansiyon süreleri doksorubisin için 3,1 dakika, 

selekoksib için ise 12,8 dakika olarak bulunmuştur (Şekil 4.3.) 

Tablo 4.3. Selekoksib ve Doksorubisin’in analitik yöntemine ait doğruluk ve 

kesinlik parametreleri (n=3) 

  

Gün İçi Günler Arası 

 

Teorik 

Konsantrasyon 

(µg/mL) 

Geri 

Kazanım 

(%) %RSD 

Geri 

Kazanım 

(%) %RSD 

Doksorubisin 

1 101,3 
1,6 98,7 1,5 

3 98,7 
1,1 99,6 0,5 

9 100,6 
0.3 101,1 0,1 

Selekoksib 

1 99,2 
1,4 101,2 1,2 

3 101,8 
0,9 98,4 1,0 

9 98,9 
1,0 101,9 0,4 
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4.2. Etkin Madde Kombinasyonu Sitotoksisite Çalışması 

Selekoksib ve doksorubisinin sinerjik etkisi hem farklı hücre hatlarında in 

vitro sitotoksisite çalışmaları ile hem de hayvan çalışmalarında gösterilmiştir. (46-

48). Çalışma kapsamında ise en belirgin sinerjik etkinin hangi doz oranında 

gözlendiği MCF-7 hücreleri ile test edilmiştir. 48 saatlik inkübasyon sonrasında 

hücre canlılık testi WST-1 analizi ile gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre 

selekoksibin sitotoksisite yüzde değerleri doksorubisinden daha düşüktür. Selekoksib 

on kat fazla konsantrasyonda uygulanmış olmasına rağmen bu durum değişiklik 

göstermemiştir.  

Yalnızca selekoksib uygulanan hücrelerde canlılık oranı 1 µg/mL, 2,5µg/mL 

ve 5µg/mL konsantrasyonlar için sırasıyla %98,1, %96,5 ve %93,8 olarak 

bulunmuştur. Yalnızca doksorubisin çözeltisinin uygulandığı hücrelerde ise canlılık 

oranı yüzde olarak; 0,1 µg/mL, 0,3µg/mL ve 0,5µg/mL konsantrasyonlar için 

sırasıyla %79,7 %61,3 ve %50,8 olarak tespit edilmiştir. (Şekil 4.4) 

 

Şekil 4.4. Yalnızca selekoksib ya da doksorubisin çözeltisi uygulanmış olan MCF-7 

hücrelerinde % canlılık oranı değerleri.  

Selekoksib ve doksorubisinin farklı konsantrasyonlardaki kombinasyon 

denemelerinden elde edilen hücre canlılık yüzdesine ait sonuçlar ise Şekil 4.5.’te 

sunulmuştur. Bu sonuçlara göre farklı doksorubisin konsantrasyonlarında 

selekoksibin 2,5µg/mL ve 5µg/mL ilavesi arasında istatistiksel düzeyde anlamlı bir 

farklılık olmadığı gözlenmiştir (p>0.05). Doksorubisin çözeltisine selekoksib ilavesi 
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ile elde edilen en belirgin farklılık ise 0,3µg/mL doksorubisin ve 2,5 µg/mL 

selekoksib kombinasyonunda gözlenmiştir. 0,3µg/mL doksorubisin ve 2,5 µg/mL 

selekoksibin ayrı ayrı oluşturdukları sitotoksisite değerleri ayrı ayrı toplandığında    

% 42,1 elde edilirken bir aradayken oluşturdukları yüzde sitotoksisite değerleri        

% 61,2 olarak tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4.5. Farklı konsantrasyonlarda selekoksib ve doksorubisin çözelti 

kombinasyonları uygulanmış olan MCF-7 hücrelerinde % canlılık oranı 

değerleri. 
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4.3. PLGA Nanopartiküllerin Hazırlanması ve Kritik Formülasyon 

Parametrelerinin Belirlenmesi  

Sekiz farklı formülasyon parametresi Plackett-Burmann Deney tasarımı 

kullanılarak 2 seviyeli, 12 deneyli bir tasarım matrisiyle test edilmiştir.  Hazırlanan 

formülasyona ait elde edilen sonuçlar Tablo 4.6.’te sunulmuştur. Verilerin analiz 

edilmesinde ana etki grafiklerinden ve pareto grafiklerinden yararlanılmıştır.  

Tablo 4.4. Plackett–Burman Tasarımı Uygulanan Formülasyonlarda Bağımlı 

Değişkenlere Ait Sonuçlar.  

Formülasyon 

Kodu Y1 (%) Y2 (%) Y3 (nm) Y4 (mV) Y5 

PB 01 5,3 5,1 272,3 -15,8 0,214 

PB 02 8,5 14,2 164,7 -13,9 0,173 

PB 03 0,7 6,7 293,5 -13,4 0,156 

PB 04 5,6 4,9 197,6 -14,2 0,245 

PB 05 8,4 12,2 162,6 -15,9 0,287 

PB 06 5,6 6,5 268,4 -15,8 0,204 

PB 07 2,1 8,3 172,5 -14,2 0,167 

PB 08 1,2 4,7 187,4 -15,2 0,284 

PB 09 2,6 5,8 156,8 -15,9 0,211 

PB 10 7,9 6,1 194,3 -16,5 0,237 

PB 11 4,7 15,3 176,8 -17,9 0,151 

PB 12 6,4 8,7 169,4 -17,5 0,223 

 

Doksorubisin yükleme kapasitesi (Y1) üzerine en etkili olan iki parametre 

Doksorubisin miktarı (X1) (p=0,009) ve PLGA polimer miktarı (X3) (p=0,019) olarak 

gözlenmiştir. Varyans analizi sonucuna göre ana etkilerin p değeri 0,06 olarak, R
2
 

değeri ise 0,9537 olarak tespit edilmiş olup test edilen modele belirgin bir uygunluk 

göstermektedir.  
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Karıştırma Hızı (rpm)

Cxb Miktarı (mg)

PLGA MA (kDa)

Organik Faz Hacmi (mL)

Damlatma Hızı (dps)

PVA Konsantrasyonu (%)

PLGA Miktarı (mg)

Dox Miktarı (mg)

6543210

T
e

rm

Standardize Etki

3,182

Standardize Etkilerin Pareto Grafiği
(Cevap Faktörü: Yükleme Kapasitesi-Dox (%))

 

Şekil 4.6. Doksorubisin yükleme kapasitesi üzerine etkili olan parametrelerin 

standardize pareto grafiği (Gri renkli sütunlar +, çizgili sütunlar – etkiyi 

ifade etmektedir). 

 

Doksorubisin miktarındaki artışın doksorubisin yükleme kapasitesi üzerinde 

artışa, PLGA miktarındaki artışın ise düşüşe neden olduğu ve iki faktörün de benzer 

düzeyde etkili olduğu pareto grafiğinden de görülmektedir. (Şekil 4.6, Şekil 4.7) 
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Şekil 4.7. Doksorubisin yükleme kapasitesi üzerine sekiz farklı faktörün etki 

şekillerini gösteren, temel etki grafiği. 

Dox Miktarı (mg)

Organik Faz Hacmi (mL)

PLGA MA (kDa)

Damlatma Hızı (dps)

Karıştırma Hızı (rpm)

PVA Konsantrasyonu(%)

PLGA Miktarı (mg)

Cxb Miktarı (mg)

6543210

Standardize etki

3,182

Standart Etkilerin Pareto Grafiği
(Cevap Faktörü: Yükleme Kapasitesi-Cxb (%))

 

Şekil 4.8. Selekoksib yükleme kapasitesi üzerine etkili olan parametrelerin 

standardize pareto grafiği.  
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Selekoksib yükleme kapasitesi (Y2) üzerine ise selekoksib miktarı (X2) 

(p=0,010) ve PLGA polimer miktarı (X3) (p=0,012) etkili olan parametrelerdir. 

Doksorubisin yükleme kapasitesine benzer şekilde etkin madde (Cxb) miktarının 

artması yükleme kapasitesini arttırıyorken, PLGA miktarının artması yükleme 

kapasitesi değerini azaltmaktadır. (Şekil 4.8.) Varyans analizinin sonucu olarak p 

değeri 0,044 ve R
2
 değeri 0,9627 olarak tespit edilmiştir. Temel etkilerin istatistiksel 

olarak anlamlı olduğunu ve model uygunluğunun yüksek olduğunu göstermektedir.  

(Şekil 4.9.) 

 

Şekil 4.9. Selekoksib yükleme kapasitesi üzerine sekiz farklı faktörün etki şekillerini 

gösteren, temel etki grafiği. 
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Şekil 4.10. Ortalama partikül boyutu üzerine etkili olan parametrelerin standardize 

pareto grafiği (Gri renkli sütunlar +, çizgili sütunlar – etkiyi ifade 

etmektedir). 

Ortalama partikül boyutu (Y3) sonuçları incelendiğinde ise; en etkili iki 

faktörün sırasıyla PLGA miktarı (X3) (p=0,019) ve organik faz hacmi (X4) (p=0,025)  

olduğu gözlenmiştir. Varyans analizine göre ana etkilerin p değeri 0,092 ve R
2
 değeri  

0,9375 bulunmuştur (Şekil 4.10., Şekil 4.11.). 

Damlatma hızı (dps)

Cxb Miktarı (mg)

PLGA MA (kDa)

Karıştırma Hızı (rpm)

Dox Miktarı (mg)

PVA Konsantrasyonu (%)

Organik Faz Hacmi (mL)

PLGA Miktarı (mg)

543210

Standardize Etki

3,182

Standardize Etkilerin Pareto Grafiği
(Cevap Faktörü: Ortalama partikül boyutu (nm))
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Şekil 4.11. Ortalama partikül boyutu üzerine sekiz farklı faktörün etki şekillerini 

gösteren, temel etki grafiği. 
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Şekil 4.12. PDI ve zeta potansiyeli üzerine faktörlerin istatistiksel açıdan anlamlı 

olmadığını gösteren pareto grafikleri. 

PDI ve zeta potansiyeli değerleri için yapılan ölçüm ve istatistiksel 

değerlendirmelerde ise, test edilen formülasyon parametrelerinin hiçbirisinin anlamlı 

düzeyde bir farklılık oluşturmadıkları tespit edilmiş olup faktörlerin istatistiksel 

düzeyde anlamlı olmasa da yanıt faktörler üzerinde olan etkileri Şekil 4.12.’de 

sunulmuştur. Etkileyen herhangi bir anlamlı faktör olmamasına rağmen Box-

PLGA Miktarı (mg)

Damlatma Hızı (dps)

PLGA MA (kDa)

Karıştırma Hızı (rpm)

Dox Miktarı (mg)

Organik Faz Hacmi (mL)

PVA Konsantrasyonu(%)

Cxb Miktarı (mg)

3,53,02,52,01,51,00,50,0

Standardize Etki

3,182

Standardize Etkilerin Pareto Grafiği
(Cevap Faöktör: Poli Dispersite İndeksi (PDI))

PVA Konsantrasyonu (%)

Dox Miktarı (mg)

Damlatma Hızı (dps)

PLGA MA (kDa)

Cxb Miktarı (mg)

Karıştırma Hızı (rpm)

Organik Faz Hacmi (mL)

PLGA Miktarı (mg)

3,53,02,52,01,51,00,50,0

Standardize Etki

3,182

Standardize Etkilerin Pareto Grafiği
(Cevap Faktörü: Zeta Potansiyeli (mV))
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Behnken tasarımı ile hazırlanan formülasyonlarda da bu iki yanıt ölçülmeye devam 

edilmiştir.   

Plackett-Burmann tasarımı çoğunlukla temel etkili faktörlerin tespit edilmesini 

ve kritik kalite parametreleri üzerine belirgin etkisi olmayan faktörlerin elimine 

edilerek daha detaylı araştırma, belirlenen faktörler kullanılarak BBD ile yapılmıştır.  

4.4. Formülasyon Parametrelerinin Optimizasyonu  

PBD ile kritik olarak belirlenen cevap değişkenler üzerinde en etkili olan 

formülasyon/proses faktörleri seçilmiş ve detaylı irdeleme cevap yüzey analizi ile 

gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla 3 faktörlü ve 3 seviyeli BBD matriksi 

oluşturulmuştur. Toplam 15 formülasyon denemesi ile etkili olduğu tespit edilmiş 

olan faktörlerin etki şekilleri incelenmiştir.  

Faktörlerin temel etkileri, birbirleriyle olan etkileşimlerinden kaynaklanan 

etkileri ve üssel etkileri değerlendirilmiştir. Üretilen formülasyonlara ait yanıt 

değerler Tablo 4.5.’te sunulmuştur. Kritik proses parametrelerine ait katsayılar, 

istatistiksel kıyaslamaları olarak regresyon analizlerinden elde edilen p değerleri ile 

birlikte Tablo 4.6.’da sunulmuştur. İstatistiksel değerlendirme yapılırken p değeri 

0,05 den küçük olan faktörlerin,  % 95 güven aralığı içerisinde etkisinin anlamlı 

olduğu kabul edilmiştir. 



 

80 

Tablo 4.5. Box-Behnken Tasarımı Uygulanan Formülasyonlarda Bağımlı 

Değişkenlere Ait Sonuçlar  

Formülasyon Kodu Y1 (%) Y2 (%) Y3 (nm) Y4 (mV) Y5 

BB 01 0,7 12,1 210,2 -14,3 0,176 

BB 02 7,3 11,9 209,2 -16,4 0,206 

BB 03 0,6 7,5 245,6 -15,4 0,147 

BB 04 7,9 10,3 173,2 -12,3 0,195 

BB 05 0,7 6,7 218,5 -13,7 0,201 

BB 06 0,9 10,1 178,2 -17,5 0,206 

BB 07 4,3 7,9 199,2 -16,4 0,153 

BB 08 4,6 8,2 206,2 -14,5 0,189 

BB 09 5,2 14,9 169,6 -13,7 0,192 

BB 10 5,1 7,8 198,4 -14,1 0,213 

BB 11 3,2 10,8 262,4 -12,8 0,235 

BB 12 5,4 7,4 254,6 -15,8 0,227 

BB 13 7,6 6,4 189,4 -16,4 0,153 

BB 14 3,2 4,7 265,4 -12,9 0,211 

BB 15 5,6 7,3 175,3 -14,6 0,196 
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Tablo 4.6. Faktörlere ait hesaplanan korelasyon katsayıları ve p değerleri tablosu  

 Yükleme 

Kapasitesi-Dox %  

(Y1) 

Yükleme Kapasitesi-

Cxb % 

(Y2) 

Ortalama Partikül 

Boyutu 

(nm) (Y3) 

 

Katsayı p değeri Katsayı p değeri Katsayı p değeri 

β0 (sabit) -12,673 <0,001 12,955 <0,001 309,148 <0,001 

𝑥1(Dox Miktarı) 7,983 <0,001 -2,111 0,792 -31,688 0,337 

𝑥2(Cxb Miktarı ) -0,029 0,605 -0,811 <0,001 -21,791 0,914 

𝑥3(PLGA Konsantrasyonu) 0,104 0,002 -0,117 <0,001 -0,785 <0,001 

𝑥1𝑥2 -0,030 0,752 0,010 0,928 2,810 0,167 

𝑥1𝑥3 -0,031 0,058 -0,004 0,780 0,200 0,458 

𝑥2𝑥3 0,002 0,675 -0,009 0,200 0,015 0,883 

𝑥1
2 -0,596 0,051 0,354 0,238 0,142 0,976 

𝑥2
2 0,001 0,986 0,152 0,015 0,866 0,285 

𝑥3
2 -0,001 0,174 0,002 0,115 0,038 0,052 

 

Doksorubisin yükleme kapasitesi değerlendirildiğinde doksorubisin miktarı, 

PLGA konsantrasyonu istatistiksel olarak anlamlı bulunan temel etkilerdir (p<0,05). 

PBD kapsamında hazırlanan formülasyonlara ve orda elde edilen sonuçlara paralel 

bir şekilde; formülasyonda Dox miktarının artması ile doksorubisin yükleme 

kapasitesi yüzde olarak artmakta, formülasyonda kullanılan PLGA konsantrasyonunu 

artması ile ise nanopartikül ağırlığına oranla içerdiği doksorubisin oranı yüzde olarak 

düşmektedir. Daha baskın olan etkinin Dox miktarı olduğu Şekil 4.13.’te verilmiş 

olan kontur grafiğinden de görünmektedir. Doksorubisin miktarının karesi ve bu iki 

faktörün birlikte etkisi (𝑥1𝑥3) ise oldukça küçük p değerlerine sahip ve formülasyon 

üzerinde etkili olmasına rağmen istatistiksel anlamda etkili kabul edilmemişlerdir 

(sırasıyla p=0,051, p=0,058). Doksorubisin yükleme kapasitesi için yazılım 

tarafından oluşturulan, ikinci derece polinomial modele ait kestirim denklemi 

aşağıdaki şekildedir (r
2
=0,9899); 

𝑌1 = −12,673 + 7,983𝑥1 − 0,029𝑥2 + 0,104𝑥3 − 0,030𝑥1𝑥2 − 0,031𝑥1𝑥3

+ 0,002𝑥2𝑥3 − 0,596𝑥1
2  +  0,001𝑥2

2 −  0,001𝑥3
2 
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Şekil 4.13. Formülasyonda yer alan PLGA konsantrasyonu ve Dox miktarının, 

nanopartiküllerin doksorubisin yükleme kapasitesi üzerine etkisini 

gösteren kontur grafiği. 

Selekoksib yükleme kapasitesi cevap yüzey analizi ile değerlendirildiğinde 

ise; selekoksib miktarı ve PLGA konsantrasyonunun selekoksib yükleme kapasitesi 

üzerine etkili olan iki parametre olduğu tespit edilmiştir (p<0,001). Bu cevapta Cxb 

miktarının kuadratik etkisi de istatistiksel olarak anlamlı bir etkiye sahip 

bulunmuştur (p=0,015). (Şekil 4.14.) Selekoksib miktarındaki artış selekoksib 

yükleme kapasitesinde artışa neden olurken, PLGA miktarındaki artış için durum tam 

tersidir. Selekoksib yükleme kapasitesi kestirimi için oluşturulan polinomial ikinci 

derece denklem aşağıdaki şekildedir (r
2
=0,9879);  

𝑌2 = 12.955 − 2,111𝑥1 − 0,811𝑥2 − 0,117𝑥3 + 0,010𝑥1𝑥2 − 0,004𝑥1𝑥3

− 0,009𝑥2𝑥3 + 0,354𝑥1
2  +  0,152𝑥2

2 + 0,002𝑥3
2 
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Şekil 4.14. Formülasyonda yer alan PLGA konsantrasyonu ve Cxb miktarının, 

nanopartiküllerin selekoksib yükleme kapasitesi üzerine etkisini 

gösteren kontur grafiği. 

 

Yapılan analizler sonucunda, hazırlanan nanopartiküllerin ortalama partikül 

boyutuna etki eden tek faktörün ise yalnızca PLGA konsantrasyonu olduğu 

(p<0,001) diğer formülasyon ve proses parametrelerinin partikül boyutu üzerinde 

anlamlı bir etkisinin bulunmadığı tespit edilmiştir.  

PLGA konsantrasyonunu kuadratik etkisi de partikül boyutu üzerinde önemli bir 

etkiye sahiptir (p=0,052). Bunun haricinde etkili olan hiçbir faktör tespit 

edilememiştir. Bu durum kontur grafiklerinin yapısından da anlaşılmaktadır (Şekil 

4.15.). Ortalama partikül boyutunun tahmini için oluşturulan ikinci derece polinomial 

denklem formülü ise aşağıdaki şekildedir (r
2
=0,9987) ;  

𝑌3 = 309,148 − 31,688𝑥1 − 21,791𝑥2 − 0,785𝑥3 + 2,810𝑥1𝑥2 + 0,200𝑥1𝑥3

+ 0,015𝑥2𝑥3 + 0,142𝑥1
2  +  0,866𝑥2

2 + 0,038𝑥3
2 

 



 

84 

 

Şekil 4.15. Formülasyonda yer alan PLGA konsantrasyonun, nanopartiküllerin 

ortalama partikül boyutuna etki eden tek parametre olduğunu gösteren 

kontur grafiği. 

 

MCF-7 insan meme kanseri hücre hattında gerçekleştirilen doz optimizasyon 

çalışması sonrasında, Dox:Cxb doz oranın 0,3:5 olarak hücrelere iletilmesiyle 

sinerjik etkinin en yüksek oranda gözlendiği sonucuna ulaşılmıştır. Bu oranı elde 

edebilmek için tasarım sınırları göz önünde bulundurularak, doksorubisin yükleme 

kapasitesi %1,5 ve selekoksib yükleme kapasitesi olarak %12,5 hedeflenmiştir. Aynı 

zamanda optimizasyon dizaynına partikül boyutunun minimizasyonu da ilave 

edilmiştir. (Şekil 4.15.) 
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Minitab yazılımı kullanılarak oluşturulan optimizasyon grafiğinin sonucuna 

göre hedeflenen formülasyonun elde edilebilmesi için gerekli olan formülasyon 

parametreleri şu şekildedir; 

Dox miktarı: 2,1 mg, 

Cxb miktarı: 9,5 mg 

PLGA konsantrasyonu 22,1 mg/mL 

Aseton hacmi: 2mL 

Polimer molekül ağırlığı: 7-17 Da,  

PVA konsantrasyonu:%0,5,  

Karıştırma hızı: 1000rpm,  

Damlatma hızı: 1 damla/saniye  

İstenebilirlik fonksiyonu (desirability) değerleri incelendiğinde Cxb yükleme 

kapasitesine ait değer d=0,97 olarak, Dox yükleme kapasitesine ait değer d=0,83 ve 

ortalama partikül boyutuna ait değer d=0,61 olarak tespit edilmiştir.  

 

Tablo 4.7.  Optimizasyon sonrası elde edilen formülasyonda beklenen ve ölçülen 

yanıt değişkenler  

Cevap Değer 
Ölçülen 

Sonuç 
Tahmin Edilen  Fark 

Hata  

(%) 

Yükleme Kapasitesi-Dox 

(%) 1.42 1.48 -0.06 -4.2 

Yükleme Kapasitesi -Cxb 

(%) 13.45 12.49 0.96 7.1 

Ortalama Partikül Boyutu 

(nm) 196.6 183.9 12.7 6.5 

 

Optimizasyon aracı ile elde edilen formülasyon parametreleri kullanılarak 

yapılan nanopartikül üretimlerinde ise %10’dan daha küçük hata değerleri ile 

hedeflenen kritik formülasyon parametrelerin elde edilebildiği gözlenmiştir.  (Tablo 

4.7)  
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4.4. Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

Optimizasyon çalışmaları sonrasında elde edilen nanopartiküllerin daha 

detaylı karakterizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. İncelenen kritik temel 

parametreler; nanopartiküllerin büyüklükleri ve dağılımları, morfolojik görünümleri 

ve şekilleri, zeta potansiyelleri, yükleme kapasitesi, kaplama etkinliği ve etkin madde 

salım hızı olarak sıralanmaktadır. Partikül büyüklüğü için temel yöntem olarak DLS 

seçilmiş olup ölçümler AFM ve TEM ile doğrulanmıştır. Yüzey yükü için 

elektroforetik DLS metodu kullanılmıştır. Nanopartikülden ilaç salımı iki farklı pH a 

sahip ortamda 37°C’de gerçekleştirilmiştir. Nanopartikülllerin alendronat ile 

kaplanmaları ise FTIR ve 
31

P-NMR analizi ile incelenmiştir.  

 

4.4.1. FTIR Analizleri 

Etkin maddelerin, kaplı olmayan etkin madde yüklü nanopartiküllerin ve 

alendronat ile kaplanmış etkin madde yüklü nanopartiküllerin FTIR spektrumları 

alınmıştır. Şekil 4.16.’da sunulan spektrumlar incelendiğinde alendronat kaplanmış 

olan nanopartiküllerde, yüzeyde yer alan alendronattan kaynaklı olduğu düşünülen 

3500cm
-1

 belirgin, yaygın, karakteristik, hidroksil piki gözlenmiştir.  
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Şekil 4.16. FTIR Spektrumları  a) Selekoksib, b)Doksorubisin, c) PLGA NP d) 

Ale(+)PLGA NP. 

 

 

a 

b 

c 

d 
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4.4.2. 
31

P-NMR Spektoskopik Analizi 

Alendronat moleküler yapısında; PLGA, Dox, Cxb ve PVA’dan farklı olarak 

fosfor atomu içeren fosfonat grupları barındırmaktadır. Bundan dolayı 
31

P-NMR 

spektroskopisi kaplanmış olan nanopartiküllerin yapısında alendronat bulunduğunun 

kanıtlanması amacıyla kullanılmıştır. Etkin madde içeren PLGA nanopartikülleri ve 

etkin madde içeren alendronat kaplı PLGA nanopartikülleri ile elde edilen 

spektrumlar Şekil 4.17.’de gösterilmektedir. PLGA nanopartiküllerinin 

spektrumunda herhangi bir pik gözlenmezken Aln(+)PLGA nanopartiküllerinde, 

yüzeyinde bulunan alendronata ait karakteristik singlet fosfor piki 17,569 ppm de 

gözlenmiştir. 

 

Şekil 4.17. PLGA nanopartikülüne ve ALN(+)PLGA nanopartikülüne ait 
31

P-

NMR spekturmları.  

 

4.4. 3. Partikül Büyüklüğü Dağılımı 

Elde edilen nanopartiküllere ait partikül boyutu ölçümleri öncelikle dinamik 

ışık saçılımı yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. Ortalama partikül büyüklüğü ve partikül 

boyut dağılımının bir ölçütü olan poli dispersite indeks (PDI) değerleri Malvern 

Zetasizer yazılımı ile hesaplanmıştır. Plackett-Burmann tasarımında elde edilen 
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partikül boyutu değerleri 156,8 nm ile 293,5nm arasında değişirken, BBD 

tasarımında hazırlanan formülasyonlara ait PB değerleri ise 173,2nm ile 265,4nm 

arasında değişiklik göstermektedir. Her iki tasarımdan elde edilen sonuçların tümü 

ise Tablo 4.3. ve Tablo 4.4’te sunulmuştur.  

Tablo 4.8. Alendronat ile kaplama öncesi ve sonrası partikül boyutu ve yüzey yükü 

değişimi  

Formülasyon 

Kodu 

Ortalama 

Partikül Boyutu 

(nm) 

Poli Dispersite 

İndeksi 

Zeta Potansiyeli 

(mV) 

PLGA NP 194,3±5,2 0,186±0,026 -16,3±2,7 

Aln(+)PLGA NP 206 ± 7,3 0,263 ± 0,047 -25,6±6,1 

 

 

Şekil 4.18. PLGA NP formülasyoununa ait DLS ile elde edilen partikül boyutu 

dağılımı grafiği.  

 

Tasarım sonucunda elde edilen optimize formülasyonda ise alendronat ile 

kaplama öncesi ve sonrasında elde edilen partikül boyutu değerlerinde istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık oluşmadığı gözlenmiştir (p>0,05). (Tablo 4.8.) 

 

 



 

90 

4.4.5. Atomik Kuvvet Mikroskobisi ve TEM  

Atomik kuvvet mikroskobu görüntüleme işlemi ile spin döndürme yöntemi 

ile kurutulmuş nanopartiküllerden elde edilen görüntülere göre nanopartiküllerin 

küresel ve pürüzlülük oranı düşük yüzey yapısında oldukları gözlenmiştir. (Şekil 

4.19.) elde edilen sonuçlar dinamik ışık saçılımı ile elde edilen sonuçların sonuçları 

destekler niteliktedir. Alendronat kaplanmış ve kaplanmamış nanopartiküller 

arasında AFM görüntülerinde anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir.  

 

 

 

Şekil 4.19. PLGA Nanopartiküllere ait atomik kuvvet mikroskobu ölçümü. 

Şekil 4.20.’de sunulan TEM fotoğrafları da AFM görüntülerini destekler 

niteliktedir. Küresel ve yüzey pürüzlülüğü düşük nanopartiküller elde edilmiştir. 
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Şekil 4.20. PLGA Nanopartiküllere ait TEM görüntüleri.  

4.4.3. Yüzey Yükü 

Nanopartiküllerin yüzey yükleri ultrasaf su içerisinde disperse edilmiş 

nanopartiküllerin zeta potansiyelleri ölçülerek tespit edilmiştir. Hazırlanan 

nanopartiküllerde zeta potansiyeli değerleri, PPD kapsamında hazırlanan 

formülasyonlarda zeta potansiyeli değeri -13,4mV ile -17,9mV arasında 

değişmekteyken, BBD kapsamında hazırlanan formülasyonlarda ise benzer şekilde    

-12,3mV ile -17,5mV arasında değişiklik göstermiştir.  

Diğer taraftan alendronat kaplaması öncesinde ve sonrasında yapılan zeta 

potansiyeli ölçümleri, kaplamanın partikül yüzey yükünü anlamlı derecede 

değiştirdiğini göstermiştir (p<0,05). Diğer parametreler açısından  optimize edilmiş 

nanopartikül formülasyonuna ait zeta potansiyeli değeri  -16,3 mV iken, alendronat 

ile kaplanması sonrasında -25,6mV olarak tespit edilmiştir. (Tablo 4.8 ) 
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4.4.4. In vitro İlaç Salımı 

Hazırlanan nanopartikül formülasyonundan Dox ve Cxb’in in vitro ortamda 

salım hızları pH7,4 PBS ve pH 4,5 ortamlarında test edilmiştir.  

 

Şekil 4.21. PLGA-ALE NP Formülasyonuna Ait Salım Grafiği (pH 4,5) (n=6). 

pH 4,5’te doksorubisin %45 üzerinde bir ön salım (burst release) göstermiş 

olup sonrasında yüklenen dozun %90’dan fazlasının taşıyıcı sistemden 18 saat 

içerisinde serbestleştiği gözlenmiştir. Selekoksib salımı ise 36 saat içerisinde 

maksimum %80’lik bir salım profili göstererek platoya ulaşmıştır. (Şekil 4.21.) 
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Şekil 4.22.PLGA ALE NP Formülasyonuna Ait Salım Grafiği PBS (pH 7,4) (n=6). 

 

pH 7,4’te doksorubisinin salım hızı pH 4,5’ta göstermiş olduğuna kıyasla 

daha yavaş olup 24 saat içerisinde salım tamamlanmıştır. İlk birkaç saat içerisinde 

%20 civarında bir ön salım (burst release) gerçekleşmiştir. Selekoksib salımında ise 

pH etkili bir değişiklik oluşmamıştır ve salım 36 saat içerisinde tamamlanmıştır. 

(Şekil 4.22.) 
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Gerçekleştirilen kalsiyum bağlanma kapasitesi testinde, geri titrasyon yolu ile 

elde edilen sonuçlara göre Aln(+)NP ler (% 45,7),  alendronat kaplı olmayan 

nanopartiküllere (%10,5)  kıyasla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde fazla bağlanma 

eğiliminde tespit edilmişlerdir (p<0,005). Etkin madde yüklenmesi ise Aln(+)NP 

lerin bağlanma eğiliminde bir değişikliğe neden olmamıştır (% 50,6). Sonuçlar Şekil 

4.23.’te detaylı olarak sunulmuştur 

 

 

 

Şekil 4.23. Nanopartikül formülasyonlarına ait kalsiyum geri kazanım yüzdeleri. 

 

Hidroksiapatit kristallerinin alendronat kaplı ve kaplı olmayan 

nanopartiküller ile inkübasyonu sonrasında, floresans mikroskop altında görsel 

inceleme yapılmıştır. İncelemede Aln(+)NP HA kristalleri etrafında kümelendikleri 

ve bu bölgedeki floresan intensitenin artmasını sağladıkları gözlenmiştir. Alendronat 

kaplı olmayan nanopartiküllerde ise görece çok daha düşük intensite ve karanlık bir 

görünüm elde edilmiştir. Şekil 4.24.’te sunulmuş olan bu görsel çalışma kalsiyum 

bağlanma kapasitesi sonuçlarını destekler nitelik taşımakta olduğu için önemlidir.  

Kör NP Aln(+)NP
NP

(Dox+Cxb)
Aln(+)NP

(Dox+Cxb)

Geri kazanılan Ca (%) 97,6 89,5 54,3 92,4 49,4

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

K
al

sy
u

m
 G

er
i K

az
an

ım
  

Yü
zd

es
i (

%
) 



 

95 

 

 

Şekil 4.24. Hidroksiapatit kristallerinin a) alendronat kaplı olmayan b) alendronat 

kaplı nanopartiküller ile inkübasyonu sonrasında floresan 

mikroskobunda alınmış görüntüleri. 

 

  

b 

a 
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4.6. Sitotoksisite ve İn vitro Hücre İçine Alım Çalışmaları  

Nanopartikül süspansiyonlarının ve etkin madde çözeltilerinin hücreler 

üzerine gösterdikleri sitotoksisite düzeyleri MCF-7 hücreleri kullanılarak, WST-1 

canlılık testi ile gerçekleştirilmiştir.  

Nanopartikül süspansiyonlarının ve etkin madde çözeltilerinin hücreler ile 48 

saatlik inkübasyonu sonucunda hücrelerin canlılık oranları ölçülmüştür. Sonuçlar 

PLGA nanopartiküllerinin sitotoksisite değerlerinin kontrol grubundan anlamlı 

farklılık göstermediğini (p>0.05), alendronat kaplamanın nanopartiküllerin 

sitotoksisitesi üzerine bir etkisinin olmadığı (p<0.05) gösterilmiştir. Dox, Cxb ve 

ikisinin kombinasyonunu içeren çözelti ise doz belirleme çalışmalarındakine benzer 

sonuçlar göstermiştir. Etkin maddelerin enkapsülasyonu nanopartiküllerin 

sitotoksisitesi üzerine anlamlı bir artışa neden olurken (p<0.05), alendronat 

kaplanması bu artış miktarını değiştirmemiştir. (Şekil 4.25.) 

 

Şekil 4.25. Nanopartikül Süspansiyonlarının ve etkin madde çözeltilerinin MCF-7 

hücre canlılığı üzerine etkisi.   
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Hücre içine alım çalışmaları için de etkin madde çözeltileri veya 

nanopartiküller ile inkübe edilmiş MCF-7 hücreleri izotonik sodyum klorür çözeltisi 

ile yıkandıktan sonra floresan mikroskobu ile görüntülenmişlerdir. 24 saatlik 

inkübasyon sonrasında elde edilen hücre görüntülerine göre; enkapsüle edilmeyen 

etkin madde çözeltileri uygulanan hücrelerde intensite değerleri kaplanmış yada 

kaplanmamış nanopartiküller ile inkübe edilen hücrelere kıyasla daha düşüktür. 

Değerlendirme kalitatif olarak gruplar arasındaki floresan intensitenin 

kıyaslanmasıyla gerçekleştirilmiştir. (Şekil 4.26.) 

 

   

Şekil 4.26. 24 saatlik inkübasyon sonrasında MCF-7 hücrelerinin floresan mikroskop 

görüntüleri a) NP b) Aln(+)NP c) Çözelti. 

a b c 
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4.7. In Vivo Biyodağılım Çalışması  

Balb/c ırk, 6-8 haftalık dişi farelerde yapılan in vivo biyodağılım çalışması 

IVIS görüntüleme sistemi ile gerçekleştirilmiştir. Enjeksiyondan 6 saat sonra 

Aln(+)NP ve An(-)NP uygulanan hayvanlar canlı haldeyken görüntüleme sistemi ile 

görüntülenerek, nanopartiküllerin vücut içinde dağılımları gözlenmiştir. 6 saat 

sonunda elde edilen fotoğraflar Şekil 4.26. da sunulmuştur. Çözelti grubu hızlı bir 

şekilde vücuttan ıtrah edilirken nanopartiküllerin daha uzun süre intensitelerini 

korudukları gözlenmiştir. Alendronat kaplı olmayan nanopartiküller yoğunluklu 

olarak karaciğer bölgesinde lokalize olurken, alendronat kaplı nanopartiküller ise 

diğer dokularda da bir dağılım göstermişlerdir. (Şekil 4.27.) 

 

 

 

Şekil 4.27. Balb/c hayvanlarda 6 saat sonrası nanopartikül görüntüleri (a.ICG çözelti 

grubu, b. ICG yüklü PLGA nanopartikül grubu, c.ICG yüklü 

Ale(+)PLGA nanopartikül grubu). 
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4.7.1. Ex Vivo Biyodağılım Çalışması 

In vivo biyodağılım çalışması sonrasında hayvanlar anestezi altında serebral 

dislokasyon ile sakrifiye edilmişlerdir. Sonrasında hayvanlara ait organlar çıkartılmış 

ve serum fizyolojik ile yıkandıktan sonra IVIS sisteminde görüntülenmiştir. Elde 

edilen görüntülerde çözelti grubunda ve alendronat kaplı olmayan nanopartiküllerde 

karaciğerde lokalizasyon gözlenmişken ve özellikle dikkat çekici bir şekilde femur 

kemik dokusunda floresan intensite gözlenmiştir.  (Şekil 4.28.) 

 

 

Şekil 4.28.  Balb/c hayvanlarda 6 saat sonrası çıkartılmış ve yıkanmış organlara ait 

floresan görüntüler (a. ICG yüklü Ale(+)PLGA nanopartikül uygulanan 

hayvana ait organ görüntüleri, b. ICG yüklü PLGA nanopartikül 

uygulana  hayvana ait organ görüntüleri, c. ICG çözeltisi uygulanan 

hayvana ait organ görüntüleri). 
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5.TARTIŞMA 

5.1.Optimum Doz Kombinasyonu Tespit Çalışmaları 

Literatürde selekoksibin ve doksorubisinin sinerjik etki gösterdiğini bildiren 

birçok çalışma mevcuttur (46-48).  Non steroidal anti enflamatuar ilaçların ve 

selektif siklooksijenaz-2 (Cox-2) enzim inhibitörlerinin anti tümör etkinliği arttırıcı 

özelliği meme, kolorektal, akciğer, pankreas, prostat kökenli olan çeşitli kanser 

hücrelerinde test edilmiştir (213). Gözlenen sinerjik etkiyle ilgili çeşitli mekanizma 

yorumları mevcut olmasına rağmen en temel yaklaşım selekoksib ile sitotoksik etkin 

maddenin hücre dışına taşınımını sağlayan p glikoproteinlerin inhibe edilmesi 

yönündedir. Bu iki etkin maddenin sinerjik antikanser etkileri aynı zamanda MCF-7 

hücreleri üzerinde de gösterilmiştir (214). Gözlenen sinerjik etkinlik selekoksibin, 

meme kanser hücreleri üzerinde çoklu ilaç direncinin gelişim mekanizmaları üzerine 

etki ettiği yönünde değerlendirilmiştir.  Bu çalışmada mevcut deney ortamında en 

uygun dozun tespit edilmesi için doz kombinasyon çalışması gerçekleştirilmiştir. 

Bununla amaçlanan aynı etkinliğin daha düşük doksorubisin dozu ile sağlanabileceği 

optimum doz kombinasyonunu tespit etmektir ve nanopartikül içerisine yüklenecek 

etkin madde doz oranını belirleyebilmektir.  Hücreler üzerine etkin maddelerin 

çözeltileri eklenmiş ve 48 saat sonra hücre canlılıkları WST-1 testi ile kontrol 

edilmiştir. Canlılık testi ile MCF-7 hücre canlılığı üzerine; doksorubisinin ve 

selekoksibin farklı konsantrasyonlardaki çözeltilerinin ne şekilde etki ettiğini 

göstermek amaçlanmıştır. Elde edilen sonuçlara göre selekoksib çözeltisi, 

doksorubusinden neredeyse 10 kat daha fazla konsantrasyonda uygulansa dahi daha 

az sitotoksisite göstermiştir. Bu durum etkin maddelerden beklenen esas 

farmakolojik etki ile uyumlu bir sonuçtur. Doksorubisin DNA’ya şelasyon yaparak 

hücrenin ölümünü tetikleyen bir sitotoksik ilaç iken, selekoksib ise hücrelerdeki 

enflamatuar cevabın sebebi olan Cox-2 enziminin selektif inhibitörüdür.  

Bununla birlikte kombinasyon denemelerinden elde edilen sonuçlar bu kadar 

öngörülebilir sonuçlar değildir. 0,1µg/mL, 0,3µg/mL ve 0,5µg/mL 

konsantrasyonlardaki doksorubisin çözeltileri, 2,5 µg/mL, 5µg/mL ve 10µg/mL 

konsantrasyonlardaki selekoksib çözeltileri ile sırayla kombine hale getirilmişlerdir.  

Doksorubisinin farklı konsantrasyonlarda uygulandığı üç farklı grupta da 
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selekoksibin belli bir konsantrasyondan sonra artışı sitotoksik etkiyi 

etkilememektedir. Elde edilen bulgulara göre, 5µg/mL ve 10µg/mL selekoksib içeren 

gruplar arasında anlamlı bir sitotoksisite farkı bulunmamaktadır (p<0,05). Bu durum 

sinerjik etkinin selekoksibin sitotoksik etkisinden değil de, doksorubisinin sitotoksik 

etkisini uzatıcı/arttırıcı etkisinden kaynaklandığı yönündeki görüşleri de destekler 

niteliktedir. Literatürde daha önce gerçekleştirilen MCF-7 hücrelerinin kullanıldığı 

çalışmalarda elde edilen gerçek zamanlı PCR sonuçlarına göre, doksorubisin 

(0,05µg/mL)  ile birlikte selekoksibin (10µM) de ilave edildiği hücrelerde yalnızca 

doksorubisine (0,05µg/mL) maruz kalan hücrelere kıyasla belirgin şekilde MDR1 

mRNA ekspresyonu inhibisyonu gerçekleşmiştir (214). Bu inhibisyonu kanser 

hücrelerinin doksorubisin gibi sitotoksik etkin maddelere karşı geliştirdikleri direnç 

mekanizmalarından birinin devre dışı bırakılmasını ve sitotoksik etkin maddenin 

daha düşük dozda etkisini gösterebilmesini sağlamaktadır. Benzer sonuçlar farklı 

hücre hatlarında ve in vivo çalışmalarda da gözlenmiştir (215). 

 Doksorubisin direnç yolaklarının inhibisiyonunun doygunluğa ulaşması 

sonucunda selekoksib konsantrasyonundaki belirli dozdan sonraki artış, sitotoksisite 

sonuçları üzerinde anlamlı etki göstermemektedir.  

0,5 µg/mL konsantrasyondaki doksorubisin çözeltisinde ise doksorubisinin 

daha yüksek oranda gözlenen sitotoksik etkisi, selekoksib ile oluşan sinerjik etkiyi 

gölgeleyen düzeydedir. Beklenen (kombinasyonun içeriğindeki doksorubisin ve 

selekoksibin ayrı ayrı sitotoksisite değerleri) ve gözlenen sitotoksisite değerleri 

incelendiğinde en yüksek farklılığın 0,3 µg/mL doksorubisin + 5 µg/mL selekoksib 

kombinasyonunda gözlendiği tespit edilmiştir.  Etkin madde çözeltilerinin 

kombinasyondaki dozda MCF-7 hücre hattında gösterdikleri bireysel 

sitotoksisitelerinin toplamı % 42,14 iken, kombine çözeltide gözlenen sitotoksisite 

değeri %61,17 olmuştur. Bu doz oranı 3:50 (Dox:Cxb) nanopartikül formülasyon 

dizaynında hedef olarak seçilmiş ve optimizasyon çalışmaları bu doğrultuda 

gerçekleştirilmiştir. Literatürdeki farklı hücre hatları kullanan çalışmalarda da 

sonuçlar benzer şekilde bulunmuştur (48-51, 215). 
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5.2. PLGA Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Literatürde polimerik nanopartiküllerin hazırlanmasında tezin genel bilgiler 

kısmında da belirtilen çeşitli metotlar kullanılmaktadır.  Bu çalışma kapsamında ise 

nanopartiküller nanopresipitasyon tekniği ile hazırlanmışlardır. Su ile karışabilen bir 

organik solvan içerisinde polimer çözülür ve çözelti suya ilave edilir. Suda 

çözünmeyen polimer ise etrafında organik faz molekülleri ile birlikte su 

moleküllerinin de bulunmasıyla çöker ve nanopartikül süspansiyonu oluşur. Oluşum 

mekanizması Şekil 5.1.’de şematize olarak gösterilmiştir. Tekniğin esası polimerik 

parçacıkların anti solvan tekniğine göre çökmeleridir. Çalışmada bulunduğu sınıf ve 

literatür çalışmaları değerlendirilerek aseton organik faz olarak seçilmiştir. 

Partiküller asetonda çözündürülen PLGA’nın sulu faza damla damla ilavesi 

esnasında elde edilmiştir. Hızlı nanopartikül oluşumu ve yüksek enerji gerektirmeyen 

bir metod olmasına rağmen partikül boyutu açısından uzo bölgesi adı verilen belirli 

bir aralıkta partiküllerin oluşabilmesine olanak tanımaktadır (216-218). 

Tez çalışmasının amacı olan kemik dokusuna hedeflendirme yaklaşımı 

literatürde farklı yollarla gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmalardan bazıları şu şekildedir: 

Wang ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada nanopartiküllerin 

üretiminde kullanılan PLGA polimeri ile hedeflendirme ajanı olan tetrasiklin türü 

antibiyotiklerin graft polimer haline getirilerek kullanılmış ve elde edilen sistemin 

etkinlikleri in vitro ve in vivo olarak incelenmiştir (219). Bir diğer çalışmada ise 

Jiang ve arkadaşları hedeflendirici ajan olarak asidik bir oligopeptid olan poli 

aspartik asit kullanmışlardır. Nanopartiküllerin üretiminde PLGA polimeri kullanmış 

olup, in vitro hücre kültürü ve afinite çalışmaları ile geliştirdikleri sistemin 

etkinliğini göstermişlerdir (220). Bu çalışma kapsamında hedeflendirme ajanı olarak 

nanopartiküllerin kaplamasında kullanılan bir bisfosfonat türevi olan alendronat, 

primer amin içeren uç grupları ile etkileşimin yüksek olması amacıyla karboksilik 

asit ucuna sahip olan PLGA polimer türevi tercih edilmiştir.  

Literatür çalışmalarına benzer şekilde kullanılan polimerde laktik ve glikolik 

asit oranları 50:50 olup bu oran diğer PLGA türevlerine göre daha yüksek hızda 

degredasyon olanağı sağlamıştır (186, 211, 219, 221). Tasarlanan sistemde öncelikli 

amaç her iki etkin maddeyi de hedeflenen dokuya gittikten sonra kısa süre içerisinde 
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içeriğinden dışarı çıkartması şeklindedir.  

 

Şekil 5.1. Nanopresipitasyon tekniği ile nanopartiküllerin oluşum mekanizmasının 

şematik gösterimi (144). 

Nanopartiküllerin alendronat ile kaplama prosesi esnasında nanopartiküllerin 

alendronat ile hangi oranda inkübe edilmeleri gerektiği, artan konsantrasyonlarda 

alendronat çözeltileri kullanılarak belirlenmiştir. Alendronat kaplama prosesinde 

alendoronatın suda çözünen türevi olan alendronat sodyum kullanılmıştır. Artan 

alendronat ilaveleri sonrasında kaplanma oranı bir noktaya kadar artmış ve bir 

noktadan sonra sabitlenmiştir. 

5.3.  Kritik Parametrelerin Belirlenmesi ve Formülasyon 

Optimizasyonu 

Öncelikli olarak nanopartiküllerin üretimine etki edebilecek parametreler 

Şekil 5.2.’de de belirtildiği üzere gruplanmışlardır. Literatürde yer alan bilgiler 

ışığında en etkili olabileceği düşünülen sekiz parametre, Placket Burmann deney 

tasarımı ile incelenmişlerdir. Böylelikle parametrelerin etki düzeyleri ve istatistiksel 

olarak etkili olup olmadığı araştırılmıştır.   
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Şekil 5.2. Nanopartikül üretiminde etkili olabileceği düşünülen proses ve 

formülasyon parametreleri. 

5.4.  Partikül Büyüklük Dağılımı 

PBD ve BBD kapsamında üretilen nanopartiküllerin partikül boyutları 

dinamik ışık saçılımı prensibine göre ölçülmüştür. Ortalama partikül boyutu 

değerleri ise yazılım aracılığıyla hesaplanmıştır. Partikül boyutu nanopresipitasyon 

metodun izin verdiği aralıkta gözlenmiştir. Placket Burmann deney tasarımı ile elde 

edilen partikül büyüklükleri incelendiğinde, farklı formülasyonlardan elde edilen en 

küçük partiküller 156,8nm ve en büyük partiküller 293,5nm ortalama partikül 

boyutuna sahiplerdir. Box-Behnken Deney tasarımı ile üretilen 15 farklı 

formülasyonda ise en düşük ortalama partikül boyutu 169,6nm iken en yüksek 

ortalama partikül boyutu 265,4nm olarak tespit edilmiştir. 

Dinamik ışık saçılımı metoduyla ölçülen partikül boyutu, partikülün sıvı 

içerisinde oluşturduğu brownian hareketlerden kaynaklı ışık saçılmasını oluşturacak 

eşdeğer kürenin çapı olarak hesaplanmaktadır. Dolayısıyla ölçümü yapılan 

partiküller küresel geometriye ne kadar yakınsa, elde edilen sonuçların doğruluğu da 

o derece yüksek olmaktadır. Partiküllerin geometrisi AFM ve TEM analizleri ile 
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ölçülmüştür. Elde edilen görüntüler, üretilen partiküllerin dar bir partikül boyutu 

aralığında dağılan ve küresel partiküller olduğunu göstermiştir.  

Optimum formülasyon için alendronat kaplama öncesi (194,3nm) ve 

sonrasında (206nm) yapılan ölçümler; kaplama işleminin partikül boyutunu 

değiştirmediği fakat yüzey yükü üzerinde değişikliğine neden olduğunu göstermiştir. 

Kemiğe hedeflendirmenin çalışıldığı literatürdeki benzer çalışmalar 200nm civarında 

partiküller kullanılarak elde edilmiş olup, bu bilgiler ışığında tez kapsamında üretimi 

yapılan nanopartiküllerin de amaca uygun olacağı düşüncesiyle in vitro ve in vivo 

çalışmalara geçilmiştir (186-188).  

5.5. Yüzey yükü 

Partiküllerin yüzey yükü özellikleri, aynı ortamda disperse edilip zeta 

potansiyeli değerleri ölçülerek gerçekleştirilmiştir. Kullanılan ölçüm yöntemi 

dinamik ışık saçılımı yöntemine benzer olup bu sefer partiküllerin bir elektrik alanda 

gerçekleştirdikleri hareketlerden oluşan ışık saçılmaları ölçülerek internal bir 

fonksiyon yardımıyla zeta potansiyeli değerini vermektedir.  PPD ve BBD 

formülasyon denemelerin zeta potansiyelin incelenen parametrelerden herhangi 

birisiyle anlamlı derecede ilişkili olmadığı tespit edilmiştir. PBD formülasyonlarında 

-17,4 ile -13,4mV arasında değişirken; BBD formülasyonlarında zeta potansiyeli 

değerleri -17,5 ile -12,3mV arasında değişmektedir. Zeta potansiyeline temelde etkili 

faktörün kullanılan polimer tipi olduğu bilinmektedir (222-224). Optimizasyon 

çalışmaları kapsamında üretilen denemelerde elde edilen zeta potansiyeli değerleri (-) 

değeri sahiplerdir. İleri çalışmalar için seçilen nanopartikül formülasyonunda ise 

alendronat kaplama öncesinde -16,3mV olarak tespit edilen zeta potansiyeli, kaplama 

sonrasında -25,6mV olarak değişmiştir.  

Partiküler stabiliteyi inceleyen DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, 

Overbeek) teorisi, kolloidal bir sistemde partiküller üzerindeki kuvvetlerin, 

elektrostatik itme ve van der Waals çekme kuvvetleri olduğunu ileri sürmektedir 

(67).  Bu esasa göre partikül yüzeyindeki yüksek elektrostatik yük, partiküllerin 

birbirinden ayrılmasını ve kolloidal dispersiyonun fiziksel olarak dayanıklılığının 

artmasını sağlarken, van der Waals çekim kuvvetleri agregasyona neden olmaktadır.  

Çalışmamızda kullanılan nanopartiküllerin yüzeyindeki bu elektriksel 
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tabakanın değerlendirilmesi zeta potansiyel ölçümü ile gerçekleştirilmiştir. 

Hazırlanan nanopartiküllerin zeta potansiyellerinin belirlenmesi sistemin 

dayanıklılığı hakkında fikir vermesi açısından önemlidir. Partiküllerin kolloidal 

stabilitesi üzerine etkili olan bir diğer etmen ise sulandırıldıkları, disperse edildikleri 

fazın viskozitesidir. Liyofilizasyon sonrası yapılan ölçüm sonuçları, ürünün kullanım 

öncesinde sulandırılarak/disperse edildiği takdirde uygun bir fiziksel stabiliteye sahip 

olacağını göstermiştir.  Dispersiyon ve sulandırma sonrasında hastaya uygulanmadan 

önce uzun süre stabil olması yönünde, ileri formülasyon çalışmaları ile 

değerlendirme ve yeniden şekillendirme yapılması mümkündür. 

5.6.  In vitro İlaç Salımı 

Etkin maddelerin optimize edilmiş nanopartikül formülasyonundan salım 

denemeleri hem kan dolaşımını simüle etmek için pH 7,4’te kanserli hücre 

dokusunun nispeten asidik mikro çevresini simüle etmek için pH 4,5’ta 

gerçekleştirilmiştir.  

Doksorubisin salım hız, salım ortamının pH’ı düştükçe artış göstermiştir. pH 

7,4’te %20 lik bir ön salım (burst release) gözlenirken pH 4,5 salım ortamında bu 

değer %45’lere çıkmıştır. Bu durum literatürde belirtilen doksorubisin iyonizasyonu 

ile ilgili veriler ile paralellik göstermektedir (41). Doksorubisin tuz formunun sudaki 

yüksek çözünürlük değeri olarak yorumlanmıştır. Ayrıca formülasyonda pH duyarlı 

salım tasarlanmamış olmakla birlikte bu profilin gözlenmesi taşıyıcı sistem için bir 

avantaj sağlamıştır. Selekoksib ise hidrofobik doğasının da etkisiyle, pH’dan 

bağımsız olarak salım profili göstermiştir. Düşük pH hem tümör mikro çevresinde 

hem de hücre içi lizozomlarda gözlenmektedir. Bu durum da etkin madde salımının 

kanserli hücreler yakını ve internalizasyon sonrası hızlanacağını düşündürmektedir.  

Taşıyıcı sistem tasarımında haftalar, aylar sürecek uzun süreli bir salım 

öngörülmemiş olup nanopartikül hedef bölgeye ulaştığında hızlı bir şekilde etkin 

maddeleri salarak etkinliğini göstermesi hedeflenmiştir. PLGA in 50:50 kopolimer 

seçimi ve matriks tipi bir nanopartikül tasarımı bundan dolayı gerçekleştirilmiştir 

(132).  
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5.7.  In vitro Bağlanma Özelliklerinin Araştırılması  

Bisfosfonatlar klinikte osteoporoz tedavisinde kullanılan bir ilaç grubu olup 

son yıllarda kemiğe ilaç hedeflendirilmesinde tercih edilen ligandlardandır (225). 

Alendronat ise taşıdığı serbest amin grubu nedeniyle bisfosfonatlar arasında 

hedeflendirme amacıyla en sık kullanılan moleküllerdendir.  

Çoğunlukla mevcut hedeflendirmede yaklaşım, tedavi edici olan moleküle 

bisfosfonat konjuge edilmesi yönündedir. Bu yaklaşım daha iyi karakterizasyon 

sağlamakla birlikte, taşınmak istenilen molekülün konjugasyon sonrası 

farmakokinetik ve farmakodinamik özelliklerinin değişebilmesi söz konusu 

olmaktadır. Şekil 5.3.’te özetlenen kalsifiye dokuya hedeflendirmede, bisfosfonat 

molekülleri tedavi edici farmasötik bir moleküle, işaretlemede kullanılan bir florofor 

bileşiğe ya da radyonüklide, bir şelasyon ajanına yada taşıyıcı bir sisteme konjuge 

edilebilmektedir. Bu konjugasyon sonrasında bisfosfonat molekülünün kalsiyum 

iyonlarına afinitesi sayesinde tedavi/görüntüleme amacıyla hedef dokuya ulaşım 

mümkün olabilmektedir. 

 

 

Şekil 5.3. Bisfosfonatlar ile gerçekleştirilen hedeflendirme yaklaşımları (225). 

Bu çalışmada ise Şekil 5.3’te de belirtildiği gibi, bir bisfosfonat olan 

alendronat, nanopartikül yüzeyine kaplanmış ve farmakolojik etkisi beklenilen etkin 

maddeler olan doksorubisin ve selekoksib herhangi bir şekilde konjugasyona tabi 
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tutulmamışlardır. Böylelikle etkin maddelerde yer alan ve farmakolojik etkinin 

gözlenmesini sağlayan efektör grupların korunması sağlanmıştır.  

Alendronatın nanopartikül yüzeyine kaplanıp kaplanmadığı 
31

P-NMR 

spektroskopisi ile irdelenmiştir. Prensibi gereği yalnızca P atomlarının varlığında 

sinyal oluşturan 
31

P -NMR ölçümlerinde, alendronat kaplanmış ve kaplanmamış 

PLGA nanopartikülleri analize tabi tutulmuşlardır. PLGA nanopartiküllerine ait 

spektrumda herhangi bir pik gözlenmezken, alendronat ile kaplanmış 

nanopartiküllerde 17,8 ppm de fosfor gruplarına ait karakteristik singlet bir pik 

gözlenmiştir. Benzer doğrulama yaklaşımı literatürde hedeflendirici ajan olan 

alendronat kullanılan başka çalışmalarda da elde edilmiştir (208).  

Taşıyıcı sistemin hedeflenme özelliği literatür çalışmalarına benzer şekilde üç 

aşamalı olarak test edilmiştir. Birinci aşama molekül düzeyde etkileşimin 

incelenmesi yönünde olup, nanopartiküllerin kalsiyum bağlama kapasitelerini 

incelemiştir (219). Kalsiyum, kemik dokusunun inorganik yapısının temel 

elementidir. İkinci aşamada ise en başta kalsiyum olmak üzere başka mineralleri de 

içeren ve kemikte mineral depolanmasında yapıtaşı olan hidroksiapatit kristallerine 

hedeflendirme özelliği test edilmiştir (219). Üçüncü ve son aşamada ise canlı 

hayvanlarda kemik dokusuna ve diğer organlara taşıyıcı sistemin afinitesi test 

edilmiştir (188).  

Kalsiyum bağlanma kapasitesi sonuçları incelendiğinde elde edilen kalsiyum 

bağlanma oranının literatürde yer alan başarılı çalışmalarda elde edilen oranlara 

benzer olduğu ve alendronat ile kaplanmış olan nanopartiküler sistemin kalsiyum 

içerecek dokulara yüksek afinite göstereceği ispatlanmıştır. Kalsiyum bağlanma testi 

hem etkin madde içermeyen alendronat kaplı nanopartiküller hem de etkin madde 

yüklenen nanopartiküller ile gerçekleştirilmiştir. PLGA naopartiküllerinde %10,5 

oranında kalsiyum bağlanması gözlenirken, alendronat kaplı olanlarda bu değer 

%45,7’ye yükselmiştir, etkin madde yüklü alendronat kaplı nanopartiküllerde ise 

%50,6 olarak tespit edilmiştir. Sonuçta alendronat kaplamanın kalsiyum bağlanma 

afinitesinde belirgin artış gösterdiği ancak etkin madde yüklenmesinin bu 

bağlanmayı değiştirmediği tespit edilmiştir.  
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Şekil 5.4. Geliştirilen kemiğe ilaç taşıyıcı sistemin şematik gösterimi (226). 

Hidroksiapatit kristalleri kemiğin inorganik matriksini oluşturan temel 

yapılardır. Metastatik lezyonlarda osteoklastik aktivitenin atmış olması ve kemiğin 

HA ile benzer inorganik yapı göstermesi sonucunda hidroksiapatit kemik dokusunda 

yer alan sekonder tümör doku çevresini simüle etmek için kullanılabilmektedir (227, 

228). Aln(+)NP nanopartiküllerinin kemik afiniteleri hidroksiapatit bağlanma ve 

görüntülenme metodu ile test edilmişlerdir. HA ve nanopartiküllerin inkübasyonu 

sonrasında floresan mikroskobu ile görüntüleme yapılmıştır. Nanopartiküller optik 

bir mikroskopla görüntülenemeyecek kadar küçük yapılardır. Bundan dolayı 

nanopartiküllerin doğrudan görüntülenmesi mümkün olmamıştır. Ancak HA 

yüzeyine adsorbe olmuş nanopartiküllerin sahip olduğu yüksek intensite değeri, 

alendronat kaplamanın HA kristalleri üzerinde afiniteyi arttırdığını göstermektedir. 

Her iki grup da inkübasyon sonrası yıkanmış olup, salınmış etkin maddeler ve apatit 

yüzeyine adsorbe olmamış nanopartiküller ortamdan uzaklaştırılmıştır. Böylelikle 

gözlenen intensite artışının NP içerisindeki doksorubisin kaynaklı olduğu yönündeki 

kalsiyum bağlanma kapasitesi sonuçlarını desteklemiştir.  

5.8.  Hücre içine Alım ve Sitotoksisitenin Değerlendirmeleri 

Nanopartiküllerin sitotoksisite değerlendirmeleri yine MCF-7 meme kanseri 

hücreleri üzerinden gerçekleştirilmiştir. 48 saatlik inkübasyon sonrasında, alendronat 
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kaplı olan ya da olmayan nanopartiküllerin hücreler üzerinde sitotoksik özellik 

göstermediği gözlenmiştir. Bu PLGA polimerinin biyouyumlu olması durumuyla 

paralel bir sonuçtur.  

Selekoksib ve doksorubisin çözeltilerine bakıldığında ise doz kombinasyon 

çalışmalarında elde edilene benzer bir sonuç elde edilmiştir. Etkin maddelerin 

nanopartikül içerisine enkapsüle edilmeleri sitotoksisitelerinde belirgin bir artışa 

neden olmuştur. Enkapsüle edilmiş nanopartiküllerin alendronatla kaplanması ise 

gözlenen bu sitotoksisite artışına dolayısıyla nanopartikül hücre etkileşimine 

olumsuz bir etki göstermemiştir.  

Bu durum alendronat kaplamasının hücre içine alım üzerinde bir etkisi 

olmadığını göstermektedir. Etkin maddelerin PLGA nanopartiküleri içerisine 

yüklenmesinin neden olduğu sitotoksisite artışı, enkapsülasyon ile etkin maddelerin 

hücre içinde daha uzun süre kalabildiği, kanser hücrelerindeki direnç 

mekanizmalarından olan sitotoksik ajanı hücre dışına pompalayan p glikoprotein 

pompalarının etkisinden korundukları yönünde yorumlanabilmektedir.  

Etkin madde çözeltisi ve nanopartikül süspansiyonu ile inkübe edilmiş olan 

hücrelerin floresan mikroskop görüntüleri incelenmiştir. Görüntülerde ise 

sitotoksisite sonuçlarına paralel şekilde; çözelti grubu uygulanan hücrelerde daha 

düşük intensite değerleri gözlenirken nanopartikül içerisine enkapsüle edilmiş etkin 

maddelerin uygulandığı hücrelerde intensite değerleri daha yüksektir.  

 

5.9.  In vivo biyodağılım çalışmaları 

İki tip nanopartikül grubunun kullanıldığı hayvan çalışmasında  (PLGA–NPs 

ve Ale(+)PLGA NP) indosiyanin yeşil enkapsüle edilmiş nanopartiküller, Balb/c 

farelere intraperitoneal yoldan uygulanmış ve sonrasında gözlemleme çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. 6 saat sonrasında alınan görüntü sonrasında hayvanlar anestezi 

altında sakrifiye edilerek organları çıkartılmıştır.  

Canlı hayvan görüntülerinde çözelti grubunun hızla vücuttan elimine olması 

literatürde belirtilen düşük yarılanma ömrü ile paralellik gösteren bir sonuçtur (229).  

Kaplama yapılmamış nanopartiküllerin görüntüleri ise batın bölgesinde 

lokalize olmuş halde ve daha yüksek intensitede gözlenmiştir. Alendronat kaplaması 
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karaciğer lokalizasyonunu azaltmış ve vücutta genel bir dağılım göstermişlerdir. 

Gözlenen dağılım net bir veri olmamakla birlikte genel bir ışık tutmaktadır. Bu 

dağılımın nanopartiküllerin kostalar ve omurga tarafından tutulması sonucu oluşmuş 

olabileceği düşünülmekle birlikte daha detaylı analizlerin yapılmasına ihtiyaç 

bulunmaktadır. 

Analiz süresi sonrasında çıkartılan organlar incelendiğinde ise canlı 

görüntülerden elde edilen görüntüler desteklenmektedir. Çözelti gurubu hemen 

hemen hiçbir dokuda gözlenmezken (çok az miktarda karaciğerde intensiteye 

rastlanmıştır), alendronat kaplı olmayan nanopartiküller tamamen karaciğerde 

tutulum göstermişlerdir. Alendronat kaplı nanopartiküller ise bir miktar karaciğerde 

gözlenmiş olmakla birlikte aynı zamanda femur dokusunda da bir intensite artışı 

sağlamışlardır.  

Bu veriler ışığında tasarlanmış olan sistemin hidrofilik ve hidrofobik yapılı 

iki farklı etkin madde molekülünü başarılı bir şekilde istenilen oranda enkapsüle 

ettiği ve alendronat kaplama yaklaşımının kemik dokusuna hedeflendirmede 

planlanan etkiyi oluşturduğu söylenebilir.  

Sonuç olarak kalite tasarımı ile deney planlaması gerçekleştirilmiş, öncelikle 

formülasyon parametreleri irdelenmiş ve etki düzeylerine göre sınıflara 

ayrılmışlardır. Etkili olduğu tespit edilen parametreler ile ileri düzey araştırmalar 

gerçekleştirilmiştir. İstenilen doz oranına ve partikül boyutuna sahip 

nanopartiküllerin elde edilebilmesini sağlayan bir modelleme yapılmıştır. 

Elde edilen partiküllerin fizikokimyasal yönden in vitro karakterizasyonu ve 

hücreler ile in vitro düzeyde etkileşimlerinin incelenmesi sonrasında hedeflendirme 

etkinlikleri hem in vitro ortamda hem de canlı hayvanlar üzerinde test edilmiştir. 

Böylelikle gelecekte ileri düzey araştırmalara temel oluşturulabilecek, kontrol 

edilebilir, kemiğe ilaç taşınımında etkin ve seçici, umut vadeden taşıyıcı polimerik 

bir sistem geliştirilmiştir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu tez çalışması kapsamında, nanopartiküllerin kritik kalite özellikleri olan 

doksorubisin ve selekoksib etkin maddelerini taşıma miktarları ve partikül 

büyüklükleri üzerine etkili olabilecek formülasyon ve proses parametrelerinin etkisi 

Plackett-Burman ve Box-Behnken istatistiksel deney tasarımları kullanılarak 

değerlendirilmiştir. 

Optimizasyon sırasında, etkili olabileceği düşünülen formülasyon 

parametreleri belirlenmiş ve birinci dereceden bir istatistiksel tasarım olan Plackett-

Burman deney tasarımı kullanılarak nanopartiküldeki yanıt değişkenler üzerindeki 

etkisi istatistiksel olarak incelenmiştir. Analiz sonucunda etkin maddelerin 

yüklenmesinde etkili iki parametrenin polimer konsantrasyonu ve etkin madde 

miktarı olduğu tespit edilmiştir. Nanopartiküllerin büyüklükleri üzerine ise etkili tek 

parametrenin polimer konsantrasyonu olduğu bulunmuştur. 

Birinci derece tasarım ile formülasyondaki kritik parametrelerin 

belirlenmesinin sonrasında, bu parametrelerin nanopartiküllere ait cevap değişkenler 

üzerindeki etkisinin matematiksel olarak modellenebilmesi için ikinci derece bir 

deney tasarımı olan Box-Behnken deney tasarımı kullanılmıştır. Çalışmanın 

sonucunda formülasyon optimizasyonu ile MCF-7 hücre hatlarında yapılan sinerjik 

doz kombinasyon çalışmasının sonuçlarına göre, hedeflenen oranda etkin madde 

nanopartiküller içerisinde enkapsüle edilebilmiştir. 

Alendronat ile kaplanmış olan ve sinerjik etkili iki etkin maddeyi içeren 

nanopartiküller, in vitro ve in vivo olarak test edilmiştir. In vitro analizlerde 

nanopartiküllerin kalsiyum bağlanma kapasitelerine bakılmış ve alendronat ile 

kaplanmış nanopartiküllerin istatistiksel olarak anlamlı düzeyde daha yüksek 

kalsiyum bağlama kapasitesine sahip oldukları görülmüştür. Diğer bir in vitro test de 

ise kalsiyumu kemikte bulunduran hidroksiapatit kristallerine nanopartiküllerin 

afinitesi test edilmiştir. Bu testte de hidroksiapatit kristalleri ile inkübe edilen 

nanopartiküller floresan mikroskop altında görüntülenmişlerdir. Görüntüleme 

sonucunda alendronat kaplı nanopartiküllerin daha yüksek afinite gösterdiği 

gözlenmiştir. In vitro olarak hücre kültüründe yapılan formülasyonun 

sitotoksisitesinin araştırıldığı hücre canlılık testinde ise hücrelere taşınımın 

enkapsülasyon ile arttığı ve sitotoksik etkinin serbest çözelti haline göre daha yüksek 
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olduğu tespit edilmiştir. 

In vivo çalışmalarda ise floresan boya yüklü alendronat kaplı olan ve kaplı 

olmayan nanopartiküller farelere intraperitoneal olarak uygulanmıştır. Altı saat 

sonrasında canlı hayvanlarda yapılan gözlemlerde alendronat kaplı olmayan grubun 

tamamen batın bölgesinde ve karaciğerde akümüle olduğu fakat kaplı grubun kosta 

ve vertebraların yoğunlukta olduğu kısımlarda yayılım gösterdiği tespit edilmiştir. 

Görüntüleme sonrasında hayvanların organları çıkartılarak yapılan incelemeler de  bu 

verileri desteklemiştir. 

Sonuç olarak metastatik kemik kanseri başta olmak üzere spesifik olarak 

kemiğe ilaç hedeflendirmenin gerektiği hastalıklarında tedavisinde yan etkilerin 

azaltılarak tedavi etkinliğinin arttırılabilmesini mümkün kılabilecek bir sistem 

geliştirilmiştir.  

İleriye yönelik çalışmalar için, hayvanlarda kemik metastaz modelinin 

geliştirilmesi ile ileri analizlerin yapılması mevcut biyodağılım verisine üstünlük 

sağlayacak nitelikte olacaktır. Kendinden floresan ışıma oluşturan proteinlerin 

sentezini yapan genetik olarak modifiye edilmiş olan kanser hücrelerinin 

yerleştirildikleri hayvanlar, zamanın fonksiyonu olarak yalnızca nanopartikül 

dağılımı değil aynı zamanda da tedavi etkinliği açısından değerlendirilmiş 

olacaklardır. 

Devamında yapılacak çalışmalarda, tedavi etkinliğinin yanı sıra canlıya 

uygulama öncesinde nanopartiküler sistemin steril hale getirilmesi önem arz 

etmektedir. Termal sterilizasyon yöntemlerinin nanopartikül yapısında yer alan 

polimerin bozunma sıcaklığının üzerine çıkabileceğinden ötürü aseptik filtrasyonla 

ya da gama ışınları ile sterilizasyon seçenekleri değerlendirilmelidir. Bununla birlikte 

filtrasyon esnasında partikül boyutuna bağlı bir seçilimin, filtrede tutunmanın olup 

olmadığı incelenmelidir. Gama ışınları ile yapılabilecek sterilizasyon denemeleri için 

ise polimer zincirinin bağ yapısının ve degredasyon karakterinin etkilenmediği 

incelenmelidir.  

Devam eden çalışmalarda, tedavi etkinliğinin gösterilmesine paralel olarak; 

geliştirilmiş nanopartikül formülasyonunun saklama koşulları stabilite çalışmaları ile 

hem fiziksel hem de kimyasal açıdan değerlendirilmelidir.   
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