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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen
kosullarla kullanmima a¢ma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu
izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim
bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki galismalarda

(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

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

etmeyi taahhiit ederim.

o Tezimin/Raporumun tamami diinya ¢apinda erisime acilabilir ve bir
kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir. (Bu se¢enekle teziniz arama
motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra tezinizin erisim statiistiniin
degistirilmesini talep etseniz ve kiitiiphane bu talebinizi yerine getirse bile,
teziniz arama motorlarinin 6nbelleklerinde kalmaya devam edebilecektir)

Qﬁ Tezimin/Raporumun 09.06.2020 tarihine kadar erisime acilmasini ve

fotokopi alinmasim (I¢ Kapak, Ozet, Icindekiler ve Kaynakea haric)
istemiyorum. (Bu siirenin sonunda uzatma i¢in bagvuruda bulunmadigim
takdirde, tezimin/raporumun tamami her yerden erisime agilabilir, kaynak
gosterilmek sartiyla bir kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir)

o Tezimin/Raporumun................. tarihine kadar erisime acilmasini
istemiyorum ancak kaynak gosterilmek sartiyla bir kismi veya
tamaminin fotokopisinin alinmasini onayliyorum.

o Serbest Secenek/Yazarin Secimi

Dr. Ecz. Serhat KOZ
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kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disginda 6zgiin  oldugunu, Prof. Dr. Yilmaz Capan
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Enstitiisii Tez Yazim Y6nergesine gore yazildigini beyan ederim.
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OZET

Kozlu, S., Kemik Metastazlarinin Tedavisinde Etkili Nanopartikiil
Formiilasyonlarinin Gelistirilmesi, Optimizasyonu ve In Vitro
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Teknoloji Program Doktora Tezi, Ankara, 2017. Insidans1 yiiksek olan (meme ve
prostat kanseri) kanserlerde siklikla goriilen kemik metastazlar1 hastanin hayat
kalitesini belirgin derecede diisiirmekte ve hastanin kaybiyla sonuglanan ciddi
komplikasyonlara neden olmaktadir. Kemige metastaz yapmis meme kanseri
tedavisinde yiiksek dozda kullanilan kemoterapétiklerden olan doksorubisin, basta
kardiyotoksisite olmak tiizere ciddi yan etkileri nedeniyle kullanim kisitlamasi
bulunan bir molekiildiir. Son yillarda yapilan ve kardiyak yan etkileri nedeniyle
sonuglandirilamayan klinik ¢alismalar sayesinde, doksorubisin ile anti enflamatuar
bir ila¢ olan selekoksibin sinerjik etki gosterdigi bilinmektedir. Bu tez kapsaminda
bu iki etkin maddeye ait sinerjik etkiyi ve spesifik olarak bir dokuda ilag
konsantrasyonunun artmasini saglayacak bir tasiyict sistemin gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu amacgla tasiyict sistem olarak PLGA nanopartikiilleri,
hedeflendirme ligand1 olarak kemik dokusunda yer alan kalsiyum iyonlar: ile selat
yapma Ozelligi olan alendronat, etkin madde olarak ise doksorubisin ve selekoksib
kullanilmistir. Oncelikle insan meme kanseri hiicrelerinde sinerjik etkinin gdzlendigi
optimum doz tespit edilmis, tespit edilen optimum dozun deney tasarimi ile
nanopartikiiller igerisine yiiklenmesi saglanmistir. Elde edilen optimize
nanopartikiiller partikiil boyutu, elektron mikroskobisi goriintiileri, ylizey yiikii,
salim  profili anlaminda  karakterize edilmiglerdir.  Karakterize edilen
nanopartikiillerin etkinlikleri ise in vitro ortamda kalsiyum baglama kapasitesi,
hidroksiapatit afinitesi, in vitro sitotoksisite ve hiicre igine alim goriintiilemeleri ile;
in vivo olarak da Balb/c fareler iizerinde yapilan biyodagilim ¢alismalar: ile test
edilmiglerdir. Tasarlanan nanopartikiiler sistemin, etkin maddeyi istenilen doz
oraninda tasiyan ve kemik dokusuna afinitesi olan nanopartikiiler tasiyict bir sistem

oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: PLGA nanopartikiil, Alendronat kaplama, Doksorubisin ve

Selekoksib kombinasyonu, kemige ila¢ 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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Doksorubisinin ortamin pH degerine gore partisyon katsayisi ve
iyonizasyon derecesindeki degisiklikleri.

Selekoksib molekiiliiniin agik kimyasal formiilii.
PLGA degredasyon yolaginin gosterimi.

Emiilsifikasyon difiizyon yonteminde proses adimlari ve sistem
degiskenleri.

Nanopresipitasyon yonteminde proses basamaklar1 ve sistem
degiskenleri.
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Doksorubisine ait HPLC kalibrasyon dogrusu.

Selekoksibe ait HPLC kalibrasyon dogrusu.

Salim ortamina (a), PLGA 502H polimer ¢ozeltisine (b) ve etkin
maddelere ait (c) kromatogramlar

Yalnizca selekoksib ya da doksorubisin ¢ozeltisi uygulanmis olan
MCEF-7 hiicrelerinde % canlilik oran1 degerleri.

Farkli konsantrasyonlarda selekoksib ve doksorubisin c¢ozelti
kombinasyonlar1 uygulanmis olan MCF-7 hiicrelerinde % canlilik
orani degerleri.

Doksorubisin yiikleme kapasitesi iizerine etkili olan parametrelerin
standardize pareto grafigi.

Doksorubisin yiikleme kapasitesi iizerine sekiz farkli faktoriin etki
sekillerini gosteren temel etki grafigi.
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Selekoksib yiikleme kapasitesi lizerine etkili olan parametrelerin
standardize pareto grafigi.

Selekoksib yiikleme kapasitesi lizerine sekiz farkli faktoriin etki
sekillerini gosteren temel etki grafigi.

Ortalama partikiill boyutu {iizerine etkili olan parametrelerin
standardize pareto grafigi

Ortalama partikiil boyutu iizerine sekiz farkl faktoriin etki sekillerini
gosteren, temel etki grafigi.

PDI ve zeta potansiyeli {izerine faktorlerin istatistiksel agidan anlamli
olmadigini gosteren pareto grafikleri.
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1. GIRIS

Kanser, giinlimiizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en yiiksek olim
nedeni arasinda yer almaktadir. Arastirmacilar agisindan uzunca bir siiredir ¢ok
yonlii tedavi yaklasimlar1 incelenmis olmakla birlikte hala giincelligini koruyan bir
aragtirma konusudur. Primer tiimorlerin yani sira tiimorlii hiicrelerin bagka dokulara
tasinarak yeni odaklar olusturmasi, hastalik tedavisini daha karmasik yaklasimlara
yonlendirmektedir. Bu yeni odaklardan bir tanesi de kanser hiicrelerinin kemige
sigramasi ve burada ¢ogalmasi yoluyla olusan kemik metastazlaridir.

Insidans1 yiiksek kanser vakalarinda (meme ve prostat kanseri gibi) siklikla
goriilen kemik metastazlari, hastanin kaybiyla sonuglanan ciddi komplikasyonlara
neden olmaktadir. Kemik metastazlar1 kemikten kdken almayip primer bir tiimdriin
kemige yayilmasi ile olusmaktadir.

Hemen hemen her kanser tiirli kemik metastazi yapsa da meme ve prostat
kanserleri kemige en sik metastaz yapan kanser tiirlerindendir. Meme kanserinden
Olen hastalarin radyolojik bulgulari incelendiginde hastalarin yaklasik % 70’inde
iskelet metastazlar1 goriilmiistiir. Istatistiksel calismalara gére meme kanserinde
hastaligin ilerleyen donemlerinde kemik metastazi gerceklesme orani %85’lerdedir.
Meme kanserinin en sik goriilen kanser tiirlerinden olmasit ve gelisen kemik
metastazlarinin genellikle tedavi edilemez olmasi ciddi klinik belirtilerle hasta
kaybina ve tedavi maliyetinde onemli bir artisa neden olmaktadir. Bu g¢alisma
kapsaminda model hastalik olarak meme kanseri ve kemige metastazlar
incelenmistir.

Kemik metastazlarinin tedavisinde kullanilabilecek ilaglarin, diger dokularda
yan etki olusturmadan kemik dokusuna istenilen miktarda ulastirilamamasi bu
metastazlarin tedavisini sinirlamaktadir. Son zamanlarda nanopartikiillerin pasif ve
aktif hedeflendirilebilme 6zellikleri kullanilarak kanser tedavisinde yeni yaklasimlar
gelistirilmistir. Nanoteknoloji kullanilarak gelistirilen ilaglar piyasada yer almaya
baslamasina ragmen; kemik metastazlarinin teshis ve tedavisinde yapilan ¢aligmalar
heniiz baslangi¢ asamasindadir.

Doksorubisin, ¢oklu metastatik odaklar nedeniyle cerrahi tedavinin genellikle
miimkiin olamadigi meme kaynakli metastatik kemik tomiirlerinde, uzun yillardir

kullanilan kematerapotik ajanlardan bir tanesidir. Uzun yillardir kanser tedavisinde
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kullanilan bir molekiildiir. Nanoteknoloji ile formiile edilecek kadar degerli bir
molekiil olup, piyasada farkli nano tasiyici sistemler ile kullanima sunulmustur.
Lipozomal formlar1 ile bu durum kismen asilmis olsa bile, doksorubisin gostermis
oldugu kardiyotoksisite nedeniyle kullanimi kisitlanan bir ilag konumundadir. Bu
denli ¢ok arastirma yapilmis olmasi sebebiyle tez kapsaminda etkin madde olarak
kullanilmistir.

Diger taraftan pek c¢ok klinik oncesi ve klinik ¢alismada, selekoksib gibi
spesifik siklooksijenaz 2 (COX-2) inhibitorlerinin, doksorubisinin de iglerinde
bulundugu kemoterapétik ilaglarin etkinligini arttirdigi gosterilmistir.

Doksorubisinin daha diisiik dozda uygulanabilmesi amaciyla selekoksib ile
kombine edilmesi ve tiimor hiicrelerine es zamanh etki etmesinin saglanmasiyla,
kullanilan sitotoksik ila¢ miktarin1 en aza indirerek yan etkileri azaltmak, tek bir
enjeksiyonla sinerjik etki gosteren iki molekiilii ayn1 anda uygulayabilmek ve kanser
hiicrelerinde gelisen direnci agabilmenin miimkiin olmasi1 dngoriilmiistiir.

Bu hedefe wulasabilmek icin kalite tasarimi ile deney planlamasi
gerceklestirilmis, oncelikle formiilasyon parametreleri irdelenmis ve etki diizeylerine
gore siniflara ayrilmislardir. Etkili oldugu tespit edilen parametreler ile ileri diizey
arastirmalar gergeklestirilmistir. Sonug¢ olarak istenilen doz oranina ve partikiil
boyutuna sahip nanopartikiillerin elde edilebilmesini saglayan bir modelleme
yapilmustir.

Elde edilen partikiillerin fizikokimyasal yonden in vitro karakterizasyonu ve
hiicreler ile in vitro diizeyde etkilesimlerinin incelenmesi sonrasinda hedeflendirme
etkinlikleri hem in vitro ortamda hem de canli hayvanlar {izerinde test edilmistir.
[lerleyen béliimlerde detaylari ile bahsedilen galisma sonucunda gelecekte ileri diizey
arastirmalara temel olusturulabilecek, kontrol edilebilir, etkin ve umut vadeden

tastyici polimerik bir sistem gelistirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Hedef Hastalhik - Kanser

Cok hiicreli organizmalarda hiicreler kendi hiicre i¢i ¢alisma sistemlerini
diizenlemelerinin yanisira ayn1 zamanda, diger hiicreler ile siirekli bir iletisim iginde
olmak ve bu hiicrelerden alinan sinyalleri koordine etmek suretiyle tiim
organizmanin da diizenli ¢caligmasina olanak saglarlar. Mutasyon gibi bazi1 molekiiler
bozukluklar, hiicreler arasindaki bu diizenli koordinasyonun bozulmasina sebep olur.
Normal bir organizmadaki hiicreler her giin bu mutasyonlara maruz kalmakta ve eger
bu mutasyon hiicreye onemli bir yarar saglamayacaksa hiicrelere 6zgii 6zel koruma
sistemleri tarafindan elimine edilmektedir (1).

Kanser; koruma mekanizmalarin1 asan mutasyonlar ile hiicrenin kontrolsiizce
biiylimesi ve ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Hiicrenin kontrolsiiz bir
sekilde ¢ogalmasi, hiicre yiginindan meydana gelen ve tiimor denilen bir yapinin
olugmasina neden olur. Baz1 tiimoérler kansere neden olmaz; ¢iinkii bunlar viicudun
diger taraflarina yayilmadiklar1 gibi, bulunduklar1 bolgeden kolayca uzaklastirilabilir
ve genellikle de niiksetmezler. Bu tiimorler “benign tiimor” olarak adlandirilan
timorlerdir. Bununla birlikte; “malign tiimor” olarak adlandirilan; yakin dokulara
invazyon yapabilen ve odak noktadan ayrilip viicudun diger yerlerine yayilan
(metastaz yapabilen) tiimorler de kanserdz tiimorlerdir (2).

Hiicre tiirtine ve kaynaklandigi organa gore farkli sekilde isimlendirilen
birgok kanser tipi bulunmaktadir. Ornegin; epitel dokudan kaynaklanan kanserler
karsinoma olarak adlandirilirken, immiin sistemden kaynaklanan kanserler de
lenfoma veya miyeloma olarak adlandirilmaktadir (1).

Tiirkiye Halk Saglhigi kurumu tarafindan 2017 yilinda yayinlanan kanser
istatistiklerine gore (2014 yil1) erkeklerde en sik gozlenen ve yasa gore standardize
hizi en yiiksek olan kanser tiirleri trakea, brons, akciger ve prostat kanseriyken;
kadinlarda ise en yiliksek oranda gozlenen tiirler meme ve tiroid kanserleridir (Sekil

2.1) (3).
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Sekil 2.1. Erkeklerde ve kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize

edilmis hizlar (3).

Kanser, tek bir hastalik olarak diisiiniilmekten ziyade, kontrolsiizce ¢ogalmis
hiicrelerin neden oldugu hastaliklardan olusan kompleks bir durum olarak
diistiniilmektedir. Giiniimiizde; tim diinyadaki hastaliklardan kaynakli oliimlerde
kanser ikinci sirada yer almaktadir ve tedavisi i¢in daha karmasik tedavi yaklagimlari

gelistirilmektedir (4).



2.1.1. Meme Kanseri

Her yil yaklasik 1,4 milyon kadin meme kanserinden etkilenmektedir ve bu
durum meme kanserinin, iilkemizde oldugu gibi diinyada da kadin popiilasyonunda
stk goriilen hastaliklarin baginda yer almasina neden olmaktadir (5). Hastaligin
teshisi, saglik hizmetleri uygulamasinin ¢ok 6nemli bir basamagini olusturmaktadir
ve erken teshis ¢ok Onemlidir. Hastalarin ¢ok biiyiik bir kismina cerrahi islem
uygulanmakta ve bircoguna da sonrasinda sitotoksik kemoterapi ve hormon tedavisi
baglanmaktadir (5).

Klinikte ¢ok farkli tiplerde meme kanseri goriiliir ve her birinde farkli tedavi
yollar1 izlenmektedir. Ostrojen reseptdrii (ER), insan epidermal biiyiime faktorii
reseptorii-2 (HER-2), progesteron reseptorii (PgR) vb. farkli reseptorlerin timor
hiicrelerindeki varliklar1 hastaligin tedavisinde izlenecek yol hakkinda 6nemli
bilgiler sunmaktadir. ER veya PgR pozitif tiimorlii hastalarda genellikle anti
ostrojenik tedavi uygulanirken; HER-2 reseptoriiniin baskin oldugu tiimoérleri tagiyan
hastalarda da antiHER-2 tedavisi uygulanmaktadir. Her {i¢ reseptorii de tasimayan
timorlii  hastalara (tiglii negatif hastalar) ise, sadece kemoterapi uygulamasi
yapilabilmektedir (5).

Meme kanseri teshisinin giin gegtikge artmis olmasina ragmen, bu hastaliktan
dolayr meydana gelen 6liim oraninda da azalma saglanmistir. Bu durum biiyiik
olasilikla kadinlardaki farkindaligin artmis olmasi, toplum temelli taramalarin
yayginlagsmasi ve tedavi olanaklarmin gelismis olmasindan kaynaklanmaktadir (6).

Arastirma merkezlerinde ve iniversitelerde ise meme kanseri arastirmalari
olduk¢a yogunlasmis olup cogunlukla birka¢ hiicre hatti ile siirdiiriilmektedir.
Bunlardan sitotoksisite ¢alismalarinda en sik kullanilanlart MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlaridir. Literatiirde bu hiicre hatlar1 ile yapilan sitotoksisite ¢alismalarina

bir¢ok 6rnek gosterilmistir (7, 8).



2.1.2. Kemik Metastazlari

Primer tiimoriin bulunmus oldugu dokudan ayrilan kanser hiicrelerinin,
viicudun farkli yerlerine tasinmasi durumu metastaz; bu hiicrelerin kemik dokusuna
tagiarak yerlesmesi durumu da kemik metastazi olarak isimlendirilmektedir.
Dolayisiyla kemik metastazlari, kemikten koken almayan tiimor hiicresinin kemige
sigramast ile olugsmaktadir (9). Bir kanser hiicresinin primer odaktan ayrilip kemikte
metastatik bir timor olusturuncaya kadar izledigi yol Sekil 2.2.’de sematik olarak
gosterilmistir.

Bunun yaninda, kemikten kdken alan primer kemik timdrleri de mevcut
olmakla birlikte bu tiimérler; kemik metastazlar ile ayni seyi ifade etmemektedir ve
nadir goriilen kanser tiirleri arasinda yer almaktadir. Kemik dokusu, kapiler aginin
genis ve kan akiminin yavas olmasindan dolayr tiimér hiicrelerinin biiylimesi igin
elverigli bir ortam yaratmaktadir. Kemik metastazlar1 6ncelikle ve siklikla lumber
vertebralarda goriilirken, daha sonra sirasiyla torasik ve servikal vertebralarda da
goriilmektedir (10).

Iskelet metastazli hastalarm temel sikayeti; ani, hizl1 bir sekilde artan ve
dinlenme ile gegmeyen agridir. Hastalar1 uykudan uyandiracak kadar siddetli gece
agrilari, kemik metastazina spesifik olmamakla birlikte; metastatik kemik
hastaliklarinin énemli belirtileri arasinda yer almaktadir. Ote yandan; bazi lezyonlar
(%25) agrisiz bir ilerleme gosterebilir ve ancak kemik taramasi veya radyografi
sonrasinda klinik olarak teshis edilebilir (9, 11).

Kemik metastazinin goriilme sikligi ve kemik kanserlerinin prognozu, cesitli
kanser tiirlerine gore farklilik géstermektedir. Ornegin; kemige metastaz, kadinlarda
en ¢ok meme kanserlerinde goriiliirken, erkeklerde ise akciger ve prostat
kanserlerinde goriilmektedir. Meme ve prostat kanserlerinde gorillen her ¢
metastazdan ikisi kemiklere gergeklesirken; akciger, tiroid ve bobrek kanserlerinde
ise her ti¢ metastazdan biri kemiklere olmaktadir (12).

Kemik metastazlari bircok kanserde hastaligin genel prognozu agisindan ¢ok
onemli bir faktor iken, erken tespit edilmesi ve uygun tedavinin yapilmasi
durumunda, hastanin sag kalimimi ve yasam kalitesini olumlu yonde etkilemektedir.
(12).



Giiniimiizde kanser tedavisini zorlastiran ¢ok biiyiik bir sorun olan metastaz,
kanser hiicrelerinin olustuklar1 primer odaktan ayrilarak viicudun baska bolgelerine
sigramasini ve o bolgede yayilmasini ifade eder. Kanser teshisi konulan hastalarin
cogunda metastaz coktan gergeklesmeye baslamistir. Ornegin, akciger kanseri teshisi
konulan hastalarin %80’inde metastaz goriilmektedir. Genel itibariyle; tim kanser
cesitlerinde metastatik kanser teshisi konulan hastalarin sadece beste biri, 5 yildan

daha fazla yasayabilmektedir (13).

Primer malign timor Yeni damar olusumu .
hiicreleri (Anjiyogenez) Embolizm
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proliferasyonu etkilesim

Endotel hiicreleri

Sekil 2.2. Primer dokudan ayrilip kemige metastaz yapan hiicrelerin izledigi yolak

(13).

Her ne kadar kanser tedavisi giiniimiizde gelisme gdstermis olsa da, hala pek
cok 1ilag terapotik dozda metastatik bolgelere ulasamamakta ve dolayisiyla, kullanilan
bu ilaglarin kanser tedavisindeki etkinlikleri konusunda kisitlamalar bulunmaktadir
(14).

Biiyiik ve iyl damarlanma gostermis tiimdrlere karst etkin tedavi yontemleri
olmakla birlikte; ayn1 tedavi yontemleri, kiigiik ve genis dagilim gostermis koti
huylu tiimorlerde yetersiz kalabilmektedir. Dolayisiyla, kanser tedavisinin daha
efektif olabilmesi i¢in yeni yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamda; her
gecen giin ilerleyen ve kullanim alani genisleyen nanoteknoloji, etkin maddelerin
belirli bir bolgeye yonlendirilmesi ve hedeflendirilmesi konularinda 6nemli rol

oynamakta ve boOylece metastatik kanserlerde etkili bir tedavi olanag



saglayabilmektedir (15-17).

Nanoteknolojinin ilag¢ teknolojisindeki uygulamalarinda farkli sorunlar ortaya
¢ikmis olsa da, bu sorunlar klinikteki diger ilaglarin karsilasmis oldugu sorunlarla
benzerdir. Bununla birlikte, nanoteknolojinin uygulandig1 bazi ilag etkin maddeleri,
digerlerine gére oldukca {istiin ozelliklere kavusmustur. Ornegin; lipozom
enkapsiilasyonu yapilmis doksorubisin, ovaryum kanseri ve kaposi sarkoma
hastalarinda siklikla kullanilmaktadir ve enkapsiile edilmemis doksorubisinin yol
act1g1 kardiyotoksisiteye karsi da tistiinliik géstermektedir (18).

Giliniimiizde klinikte kullanilan nanoterapdtik sayist her gegen giin
artmaktadir ve bu nanoterapotiklerin metastatik bolgelere hedeflenmesi, bu
bolgelerin daha erken ve etkili bir sekilde teshis edilmesini saglamasi gibi 6zellikleri
de giin gegtikge daha ¢ok gelismektedir (19).

Ornegin metastatik meme kanserinde kullanilan paklitaksel iceren protein
nanopartikiillerinin, tiimor hiicrelerine etkilerinin arttigi gozlenmistir (20). Demir
eksikligine bagli anemide kullanilan demir oksit nanopartikiillerinin de, erken faz
lenf metastaz1 gOsteren prostat ve testis kanseri hastalarinda etkili oldugu

gosterilmistir (21, 22).
2.1.3. Kanser Tedavisinde Mevcut Yaklasimlar

Kanser hiicrelerini organizmadan uzaklastirmak ve bu hiicrelerin
yayilmalarini miimkiin oldugunca engellemek icin ¢ok cesitli tedavi yollar
bulunmaktadir. Uygulanacak tedavide, tiimdriin cinsi ve lokasyonu, kanserin evresi
ve hastanin genel saglik durumu Onemli rol oynamaktadir. Giiniimiizde kanser
tedavisi temelde 5 baslik altinda toplanmistir: cerrahi, radyoterapi, kemoterapi,

immunoterapi ve hedeflendirilmis terapi (2).
Cerrahi

Tlimor, invazyon yapmayip belirli bir bolgede sinirli kalarak viicudun diger
taraflarina yayillmamigssa cerrahi miidahale ile uzaklastirilabilir. Bu durumda tiimoriin
tipi ve kanserin hangi fazda oldugu ¢ok onemlidir. Cerrahi, belirli sabit bir timdr
kitlesinin oldugu hematolojik olmayan kanserlere uygulanir ve bdylece tiimor

kitlesiyle birlikte ¢evre dokular da alinarak bolge temizlenmis olur. Son yillarda



cerrahi operasyonlar igin robotik cerrahinin kullanimi da oldukg¢a geligmistir.
Cikarilan tiimor kitlesi patolojik olarak analiz edildikten sonra hastanin tedavisi igin
kemoterapi veya radyoterapi uygulamasina gerek olup olmadigina karar verilir.
Genellikle cerrahi diger uygulamalardan 6nce uygulanir fakat bazi durumlarda timor
kitlesinin cerrahiden once kiigiiltiilmesi gerekebilmektedir. Bu durumda; cerrahiden
once diger islemler uygulanarak timor kitlesinin nispeten kiiciiltiilmesi saglanir
(23). Kemik metastazli hastalarda ise tercih edilen yaklasim genellikle kemik kirigi
g6zlendigi zaman cerrahi miidahaleye basvurmak seklindedir (Sekil 2.3.) (24).

~ ™
Kemik metastazi
Patolojik kink Patolojik kink yok
Cerrahi Agn var Adriyok
Radyoterapi Kirk riski Gozlem (1.5-2 ay araile)
Var Yok
internal tespit Radyoterapi

L. "y

Sekil 2.3. Kemik metastazli hastada tedavi yaklasim semasi (24).
Radyoterapi

Kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi i¢in iyonize radyasyonun kullanilmasidir.
Sadece uygulandigi bolgeye etkisi vardir. X 1sinlari gibi iyonize radyasyon
kullanilarak tiimor hiicrelerinin genetik materyaline zarar verilir ve boylece
biiyiimeleri inhibe edilir (25).

Radyoterapide viicuda disaridan X 1sinlart verilerek uygulanabildigi gibi
timor bolgesine radyoaktif maddenin enjekte edilmesiyle de uygulanabilir.
Radyoterapi uygulamasinda tiimor kitlesinin ¢evresindeki saglikli dokular da 1sinlara

maruz kalmaktadir. Bununla birlikte; saglikli dokular bu 1sinlarin etkilerine karsi
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kendilerini onarabilme kabiliyetine de sahiptir.

Radyoterapi meme, beyin ve akciger kanseri gibi solid tiimorlii kanserlerde
ve ayrica 16semi ve lenfoma gibi hematolojik kanserlerde siklikla kullanilmaktadir.
Kanserli dokunun tipi ve doku igindeki tiimoriin lokasyonu, radyoterapinin
uygulanmasina karar verilmesinde ve dozunun ayarlanmasinda Onemli rol

oynamaktadir (23, 25).
Kemoterapi

Kemoterapi, tedavide sitotoksik/antikanser olarak nitelendirilen ilaglarin
kullanildig1 tedavi tipidir. Bu ilaglar DNA replikasyonunu engellemek, DNA ile
selat olugturmak veya oksidatif hasar meydana getirmek suretiyle timor hiicrelerinde
oldiiriicti etki gosterirler. Cogu ilag, boliinen tiimorlii hiicrelere hizlica hedeflenerek
etkisini gosterir. Bu ilaglarin boliinmekte olan saglikli hiicreleri de hizli bir sekilde
etkilemesiyle kemoterapide gozlenen yan etkiler ortaya ¢ikar. Kemoterapotik ilaglar

oral veya intravenoz olarak verilebilir (23).
Immunoterapi

Immunoterapide, hastanin bagisiklik sistemi hiicrelerinin tiimor hiicrelerine
kars1 daha 1y1 miicadele edebilmesi i¢in uyarilmasi ve gii¢lendirilmesi s6z konusudur.

Cesitli biyolojik ve kimyasal ajanlar kullanilmaktadir (23).
2.1.4. Hedeflendirilmis Tedavi

Hedeflendirilmis tedavi, 2000°1i yillarda bazi kanser tiirleri i¢in kullanilmaya
baslanmigtir. Bu tedavide kullanilan ajanlar, kanser hiicrelerinde regiilasyonu
bozulmus proteinlere karsi hedeflendirilmis ve bu hedeflere 6zgii olan ajanlardir.
Tirozin kinaz inhibitorleri (imatinib) ve monoklonal antikorlar (trastuzumab)
hedeflendirilmis tedavide kullanilan ilaglara 6rnek verilebilir (26).

Molekiiler hedeflendirmeden farkli olarak baska bir hedeflendirme yaklasimi
ise etkin maddelerin nano sistemler igerisine yiiklenmesidir. Nanopartikiillerin
metastatik bolgeye hedeflendirilmesi 2 basamakta gerceklesmektedir. Birincisi
nanopartikiiliin metastazin oldugu organ veya organlara dogru ydnlendirilmesini

kapsarken; ikincisi ise dogru organa iletilmis olan nanopartikiiliin, bu organdaki
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kanserli hiicreleri bulmasi1 ve bu hiicrelerdeki spesifik hiicre ici yerlere baglanmasini
kapsamaktadir (27, 28).

Partikiil biyiikligi, yiizey yiiki, fiziksel ve kimyasal 6zellikler ile ilacin
uygulanma yolu gibi faktdrler nanopartikiillerin  spesifik  bir organa
hedeflendirilmesinde ©nemli rol oynamaktadir. Bu faktorlerin, nanopartikiillerin
biyodagilimi ve hedeflenmesi iizerine etkilerini arastirmak igin birgok caligsma
yapilmustir (17, 27).

Sonug¢ olarak, yasami tehdit edici metastazlar siklikla beyin, akciger,
karaciger, lenf ve kemiklerde gergeklesmektedir; dolayisiyla bu organlar iizerine
nanopartikiilleri hedeflendirme ¢aligsmalari ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir (29).

Kanser tedavisine yonelik birgok calisma yapilmasina ragmen kemik
metastazlarinin  tedavisinde sinirli  diizeyde basar1 saglanabilmistir. Kanser
hiicrelerinde gelisen ila¢ direnci ve kemik dokusuna istenilen konsantrasyonda ilag

ulastirilamamasi tedaviyi sinirlayan faktorler olmaktadir (30, 31).
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2.2. Doksorubisin

Doksorubisin antrasiklinler adi verilen bir etkin madde grubuna ait bir
molekiildiir. Antrasiklinler bir¢ok farkli kanser tipinin tedavisinde kullanilan olduk¢a
etkili bir etkin madde grubudur (32). ilk antrasiklinler 1960’11 yillarda Streptomyces
peucetius isimli toprak bakterisinin iirettigi pigmentlerden izole edilmistir (33). Ik
izole edilen antrasiklinler daunorubisin ve doksorubisindir. Her iki antrasiklin de
yapisinda bir seker grubu ve aglikan bir grup igermektedir. Aglikan grup Kinon-
hidrokinon, bir metoksi substituenti ve karbonil i¢eren bir yan zincir yapisina komsu
tetrasiklik bir halkaya sahiptir (33).

NH-

Sekil 2.4. Doksorubisin molekiiliiniin agik kimyasal formiilii.

Doksorubisin, antineoplastik olarak siklikla kullanilan bir molekiildiir.
Doksorubisinin yiiksek etkinliginin aksine tedaviyi takiben gbzlenen kardiyotoksisite
diger yan etkilerinin arasinda en 6nemlisidir. Ayrica antrasiklinlerin alopesia, kemik
iligi supresyonu ve oral iilserlere neden olma egilimleri de s6z konusudur (34).

Spesifik olmayan ilag dagilimi sonucu gozlenen bu toksisite tablosu
kemoterapinin yarida birakilmasina ve basariyla sonu¢lanamamasina neden
olabilmektedir (35). Kanser hiicrelerinin daha spesifik olarak 6ldiiriilebilmesi igin
daha yogun bir odaklanma gerekmektedir. Doksorubisin ile ilgili olarak ¢esitli ilag
tastyict sistemler gelistirilmistir. Boylelikle saglikli dokularin ilaca maruziyetlerinin
minimize edilmesi amaglanmigtir (36).

Doksorubisin, molekiil yapisinda iyonize olabilen iki fenol grubu ve bir amin
grubu i¢ermektedir. Bu gruplar sebebiyle ortamin pH degeri doksorubisin

molekiiliinlin iyonizasyonunu ve polaritesini degistirmektedir. Doksorubisinin nétral
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formu sulu fazdan organik faza ekstrakte edilebilir (37-39). Sekil 2.5’te sunulmus
olan grafikte doksorubisinin metilen kloriir ve etil asetat igerisinde artan pH ile
birlikte coziinlirliiglindeki artis, pH degisimiyle birlikte molekiiliin iyonizasyon
degisimi ile birlikte gosterilmektedir.

Doksorubisin, yan zincirinde terminal grup olarak primer bir alkole sahip
iken daunorubisin bir metil grubuna sahiptir. Yan zincirde yer alan bu farklilik iki
farkli etkin maddenin aktiviteleri lizerine etkilidir. Doksorubisin genellikle ¢ocukluk
¢ag1 solid tiimorleri ve meme kanserinin tedavisinde kullanilirken, daunorubisin akut

lenfoblastik ve miyeloblastik 16semide kullanilmaktadir (40).

& O OH 131 b
8- COCH,OH { e l 100}--+ cermcemcratarnnanaaa.., .,
1] 0 P “ee.
1 QIO o % o
61 T MC j b Katyonik Dox
51 H,cO O OH G 2 60-
_ 5 2 e 10 — Notral Dox
4 HaC . o .
34 . T 40 —~~~ Anyonik Dox
4 '
*1 wo N .ot EA 20
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Sulu Faz pH pH

(a) Metilen kloriir ve etil asetat i¢inde ¢6ziilmiis Doksorubisinin (Dox) sulu faz pH sina karsi partisyon katsayisi (P).
Sulu fazdaki ilk Dox konsantrasyonu 8,5 x 10-> M. Sicaklik : 25 °C. Denge Siiresi: 24 h.
(b) pH’akars1 doksorubisinin iyonizasyon durumu.

Sekil 2.5. Doksorubisinin ortamin pH degerine gore partisyon katsayisi ve
iyonizasyon derecesindeki degisiklikleri (41).

Doksorubisin bu tez c¢alismasinda kullanilacak etkin maddelerden bir
tanesidir. Anti timor aktivitesi diger antrasiklinlere benzer sekildedir. DNA’ya
interselasyon yaparak niikleik asit sentezinin inhibisyonu, membran O6zelliklerinin
bozulmasi, serbest radikal olusumuyla makro molekiillerin hasara ugratilmasi, lipit
peroksidasyonunun tetiklenmesi ve topoizomeraz Il enziminin inhibe edilmesi ile
DNA kirilmasinin baglatilmasi yolaklarini igeren kombine etki mekanizmasi ile
etkinligini gostermektedir (42, 43).

Belirtilen bu multifaktoriyel etki mekanizmasindan kaynaklandig: diistiniilen
kardiyotoksisite, doksorubisinin kullanimin1 kisitlayan en temel faktordiir. Bu denli

ciddi bir kardiyotoksik yan etki profili olmasina ragmen, doksorubisin giiniimiizde
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hala bir¢ok anti timér bilesik i¢in iyi bir kombine tedavi ajan1 olup genis kullanim

alanina sahip kemoterapotik olma 6zelligini devam ettirmektedir (40).
2.2.1. Selekoksib-Doksorubisin Kombinasyon Denemeleri

Epidemiyolojik ¢alismalar ve hayvan deneyleriyle non steroidal anti
enflamatuar ilaglarmn (NSAI) kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri
gosterilmis fakat etki mekanizmalari heniiz net olarak agiklanamamustir (44). Yapilan
calismalarda, NSAI’larmn kanser hiicrelerinin cogalmasini siklooksijenaz enzimlerini
(COX) inhibe ederek Onledikleri diisiiniilmektedir. Ancak antiproliferatif etkinin
siklooksijenaz inhibisyonundan bagimsiz olabilecegini dne siiren ¢aligmalar da vardir
(45). NSAI ilaglarmn kanser tedavisinde kombine tedavilerde yerini almas1 amaciyla

klinik ¢alismalara hiz verilmistir (46, 47).

Sekil 2.6. Selekoksib molekiiliiniin a¢ik kimyasal formiilii.

Fakat NSAI ilaglarin uzun siire kullanilmasiyla beraber olusabilecek bir¢ok
yan etki de gosterilmistir. Siklooksijenaz-2 (COX-2)’nin se¢ici bir inhibitdrii olan
selekoksibin prostat kanseri (PCa) hiicrelerinde PGI, sentezini inhibe ettii ve
sitotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (48). Ayrica meme kanseri hiicrelerinde
sahip oldugu sitotoksisiteyi artiric1 etkisi de literatiirde gosterilmistir (49). NSAI ve
spesifik COX-2 inhibitérlerinin kemoterapdtik ilaglarla kombinasyonunun nasil etki
gOsterecegini arastirmaya yonelik ¢alismalarda selekoksib ile birlikte doksorubisin
veya vinkristinin kullaniminin sinerjik etki gosterdigi bulunmustur (50, 51).

Yan etkiler nedeniyle sonlandirilan faz II (NCT00061893, NCT00494338)

caligmalarinda selekoksibin kombine kullanimiyla elde edilecek kazanimlar, yan
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etkiler nedeniyle kisitlanmaktadir (52, 53).
Kanser tedavisindeki tiim gelismelere ragmen metastatik bolgeye ilacin
yeterince ulastirilamamasi sorununun, nano ila¢ gelistirilmesi yaklagimlar1 ile

asilabilecegi disiiniilmekte ve konuyla ilgili bir¢ok aragtirma grubu ¢alismaktadir.
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2.3.  Nanopartikiiler flac Tasiyic1 Sistemler

Daha etkin ilag tasiyic1 sistemler gelistirebilmek i¢in nanoteknoloji
giniimiizde dikkat ¢ekici 6zelligini korumaya devam etmektedir. Bu dogrultuda
arastirmacilar tarafindan inorganik ve metalik yapilarin yanisira, sentetik ve biyolojik
makro molekiilleri veya fosfolipitleri kullanan farkli yapilarda partikiiler ilag tasiyic
sistemler gelistirilmistir (54). Uzatilmis, kontrollii ve hedeflendirilmis ilag tasiyici
sistemler ise partikiillerin yiizeylerinin modifiye edilmesiyle elde edilmekte ve
tasiyici sistemlere katki deger saglamaktadir (55).

Nanopartikiiller, dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan;
biyiikliikkleri nanometre boyutunda olan, ¢oziinmiis, enkapsiile edilmis ve/veya
adsorbe olmus etkin maddeyi kontrollii bir sekilde salan kati1 kolloidal partikiiller
olarak tamimlanmaktadir. Tanimda 100 nm’nin altindakilerin ‘nano’partikiiller
oldugu belirtilmesine ragmen tatmin edici bir yikleme saglayabilmek i¢in 100
nm’den daha biiyiik partikiillere ihtiyag duyulmaktadir (54). Nanopartikiiller
hazirlanig yontemlerinin bir sonucu olarak mikro yapilarindaki farkliliklar sebebiyle,
konuyla ilgili temel kaynaklarda nanokiire ve nano kapsiil olmak iizere temel iki
gruba ayrilarak tanimlanmiglardir (56).

Nanokapsiillerde etkin madde polimerik bir zarf ile c¢evrelenmistir.
Nanokiirelerde ise etkin madde polimerik matriks igerisinde homojen sekilde
dagilmistir. Nanopartikiiler bir sistemin ila¢ tasiyici olarak kullanilmasi; ilacin
hedeflenme ile istenilen bolgeye daha yiiksek konsantrasyonda yonlendirilmesi,
kontrollii olarak salinmasi, diger nanoyapilara gére daha stabil olmalari, tasiyici
polimerin fizyolojik ortamda farkli hizlarda parcalanabilir sekilde segilebilmesi ve
parcalanma iiriinlerinin toksik olmamasi ve sterilize edilebilmeleri gibi bir takim
tistiinliiklere sahiptir (56).

Nanotip kapsaminda ¢ogunlukla anti kanserojen ilaglarin, anti enflamatuar
ilaglarin, antiparaziter etkin maddelerin nanopartikiillere yiiklenmesine yonelik
aragtirmalar yogunlasmistir. Bunlarla birlikte beyin, akciger, karaciger, goz, kolon
gibi spesifik organlara ila¢ tasiniminda, transdermal uygulamalarda, peptid yapili
ilaglarin tasinmasinda ve goriintiileme sistemlerinde kullanilmaktadirlar (56).

Etkin 1ila¢ tasiyici sistem olarak biyoparcalanabilir nanopartikiillerin

gelistirilmesi aragtirmacilar arasinda son yillarda ilgi ¢eken bir konu olmustur (57-
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59). Ila¢ tasinmasinda nanopartikiillerin kullanilmasinin avantajlari, onlarin iki temel
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Ilk olarak; nanopartikiiller, kiiciik partikiil boyutlari
sayesinde kiigiik kapillerlerden gegerck kolaylikla penetre olup hiicrelerin igine
girebilirler ve boylece, hedef bolgede etkili ilag akiimiilasyonunu saglarlar (60-65).
Bir diger 6zellik ise, nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan biyoparcalanabilir
materyallerin, giinler ve haftalar siirebilecek periyotlarda hedef dokuda kontrollii ilag
salimini saglayabilmesidir (66-69). Kanser tedavisinin etkinligi, miimkiin olan en az
sayida saglikli hiicreyi etkileyerek, tedavinin kanser hiicrelerine hedeflenmesi ve
onlar1 6ldiirme yetenegi ile ilgilidir.

Hastalarin tedavi siiresince yasam kalitesi ve yasam beklentisindeki
degisikligin derecesi tedavinin hedeflenme yetenegi ile dogrudan iliskilidir.
Gilintimiizdeki kanser tedavisinde kullanilan molekiillerin gosterebildikleri tek
secicilik ozelligi, kemoterapdtik ilaglarin dogasi ile ilgili olarak, belirli tipteki kanser
hiicreleri iizerinde saglikli hiicrelere gére daha yogun bir bi¢cimde etki gostermesidir
(70). Bu siddetli ilaglarin yiiksek dozlarda sistemik olarak uygulanmasinda bazi yan
etkiler meydana gelmektedir. Doksorubisin basliginda da belirtildigi iizere, bazen bu
yan etkilerin yogunlugundan dolayi, ilaglarin kanseri tamamen ortadan kaldirma
sans1 varken hastalarin tedaviyi birakmak zorunda kaldigi durumlar rapor edilmistir
(70).

Bu gibi durumlarda, hem aktif hem de pasif hedeflendirme stratejilerinde
kullanilan  nanopartikiillerin bir diger avantaji daha ortaya c¢ikmaktadir.
Nanopartikiiller; saglikli hiicreler iizerinde herhangi bir toksik etki gdstermeden,
tedavide kullanilan molekiillerin kanser hiicreleri igindeki konsantrasyonunu
arttirarak yan etkilerin en aza inmesini saglarlar (71, 72). Bununla birlikte; ilag
direnci, kemoterap6tik ajanlarin terapotik etkinligini sinirlayict biiyiik bir engel
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ilag direng mekanizmalarmin da NSAI ilaglarin kombine
ila¢ kullanimu ile asilabilecegi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (73).

Nanopartikiillerin bu sayilanlarin disinda diger avantajlar1 ise su sekilde
siralanabilir;

- Sterilize edilebilmeleri miimkiindiir. Kullanilan polimerin camsi gecis
sicakligi g6z Oniinde bulundurularak termal yontemlerle, filtrasyonla veya

radyasyonla sterilize edilebilirler (74).
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- Fizyolojik ortamla uyumlu (biyouyumlu) ve islevini tamamladiktan sonra
parcalanabilir polimerler segilerek iiretimlerinin yapilabilmesi ve ayrica, polimere
gore degismekle birlikte toksik olmayan yikim {iriinlerine sahip nanopartikiillerin
hazirlanmas1 miimkiindiir (75-77).

- Oral yolla kullanilan nanopartikiiler ilag tasiyict sistemler ile etkin
maddenin stabilite, salim ve biyoyararlanim parametreleri iyilestirilebilir (78-80).

-Nanopartikiillerin polimerik yapilari, etkin maddenin tiimor hiicrelerine
hedeflendirilmesine ve kontrollii saliminin yapilmasma olanak tanir. Hedeflenen
dokuya ulagmasinin ardindan, etkin maddenin giinler ve haftalar siirebilecek
periyotlarda salinmasini saglarlar (81, 82).

- Hedeflendirme yapilacak dokuya 6zgii molekiiler yapilari taniyan spesifik
ligandlarin, nanopartikiillerin ylizeyine yerlestirilmesi ile etkin maddenin lokalize
edilmesi miimkiin olmaktadir (83),

- Degisik kolloidal tasiyici sistemlerle karsilastirildiklarinda, tiretimlerinden
hastaya uygulanmasina kadar gegen siirede ve uygulama sonrasinda biyolojik
stvilarda daha stabil yapidadirlar (84).

- Doku, hatta 6tesinde hiicre selektif bir tedavi stratejisi amagladiklari igin
uygulanan etkin maddelerin, ozellikle sitotoksiklerin, saglikli organ ve dokular
tizerindeki toksik etkilerini en aza indirirler (85).

- Uretim teknikleri ¢ok ¢esitlilik gdstermektedir. Bu sayede farkl
fizikokimyasal 6zelliklere sahip etkin maddeler ile formiilasyonlarin tasarlanabilmesi
ve liretimleri miimkiindiir (86).

- Kullanim o6ncesi seyreltilmek iizere (genellikle liyofilizasyon 1ile)
kurutulmug nanopartikiiller, ilacin kat1 dozaj formunda, uzun siire stabil kalmasina
olanak tanimaktadir (86).

Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), en ¢ok kullanilan biyopargalanabilir
polimer olarak karsimiza c¢ikmaktadir (87). Konvansiyonel PLGA sistemleri
kullanilarak molekiil agirligi, terminal fonksiyonel grup ve laktid/glikolit oran1 gibi
PLGA yapisinda farkliliklar yaratacak degisik faktorlerin etkileri aragtirtlmistir.
Diisiitk molekiil agirligi, polimerin degradasyon (88) ve ilag salim hizini arttirirken
(68); laktid oranindaki artis, degradasyon ve buna bagli olarak ilag salim hizini
azaltmaktadir (89, 90).
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Serbest karboksil grubu (-COOH) tasiyan ve daha hidrofilik olan PLGA,
karboksil grubu esterlesmis PLGA’ya kiyasla daha hizli hidroliz olur. Bu tip
polimerler; tretim kolayligi, ¢ok yonlii polimer Kkarakteristikleri ve insanlara
uygulanabilmeleri i¢in FDA onayli olmalar1 gibi bircok olumlu 6zellige sahiptirler
(58). Bu polimerler, peptid ve protein yapisina sahip molekiillerin taginmasi,
kimyasal ve enzimatik bozunmaya karsi korunmasi ve kontrollii salinmalarinin
saglanabilmesi i¢in tizerinde siklikla ¢alisilan polimerlerdir (91).

Paklitaksel gibi suda ¢oziiniirlik sorunu olan ve fakat klinik etkinligi
nedeniyle vazgegilemeyen etkin maddelerin parenteral formiilasyonlarinda gesitli
yardimc1 ¢oziiciller ve siirfaktanlar kullanilmaktadir. Bazi durumlarda ise baz
formundan tuz formuna gecis veya iyonize olabilen gruplar varsa pH ayarlamasi
yapilarak etkin maddelerin ¢ozilinilirliigiiniin arttirllmasina yonelik calisma ve
aragtirmalar yapilmaktadir. Nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerin kullanilmasi ile
bu yaklasgimlara gerek kalmaksizin hasta uyuncunun yiliksek ve yardimeci madde
kaynakli yan etki profilinin diisiik oldugu formiilasyonlarin gelistirilebilmesi
miimkiin olmustur (92-95).

Diger taraftan kanda kalis siiresi uzatilmis, biyouyumlu ve biyopargalanabilir,
hedeflendirilerek viicut igerisinde istenilen bolgede akiimiile olma 6zelligine sahip,
salim siiresi ve partikiil boyutu kontrol edilebilir ilag tastyict sistemlerin halihazirda

¢ozlime kavusmamis bir takim problemleri bulunmaktadir (96, 97).
2.3.1. lila¢ Tasiyic1 Sistemlerin Kanser Tedavisindeki Yeri

Kanser tedavisinde kullanilan nanopartikiiler ilag¢ tasiyici sistemler, 6zellikle
hidrofobik yapil1 sitotoksik etkin maddelerin enkapsiile edilmesiyle hedef neoplastik
dokudaki antitiimoral etkinliklerinin arttigini, doku ve hiicre dagilim profillerinin de
aktif ve pasif hedeflendirmenin kombinasyonuyla kontrol edilebildigini
gostermektedir (98).

Kemoterapide ila¢g molekiillerinin miimkiin oldugunca kanser hiicrelerine
odaklanip hedeflenmesi ve saglikli hiicreler iizerindeki yan etkilerinin en aza
indirilmesi, tedavinin basarili olabilmesi igin sarttir. Bu durum ayrica; hastanin
yasam siiresi ve kalitesinin arttirilmasi agisindan da son derece 6nemlidir.

Tiimor, kapiler vaskiiler yapilanmasi saglikli dokudan farkli olarak endoteller
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arast bosluklar igermektedir. Bu bozuk damar yapilanmasi sebebiyle kapiler
gecirgenligi tiimor bolgelerinde artmis olup bu durum artmig permeasyon ve
retansiyon (EPR) etkisi olarak nitelendirilmektedir. Normal kapillerlerden daha
gecirgen olan tiimor dokusu yakinlarina gelen nanopartikiiller, bu bolgede
ektravaskiiler kompartmana ¢ikarak segici sekilde akiimiile olabilmektedir.
Nanopartikiillerin sahip olduklar1 boyutlar EPR etkisi ile tiimor dokusuna
hedeflendirilmelerine olanak saglamaktadir (99, 100). Bu o6zellikleri sayesinde
normal dokularda daha az birikerek kanda daha uzun siire kalabilmekte ve diger
dokularin sitotoksik ajana maruziyetini azaltabilmektedir.

Neoplastik hiicreler normal hiicrelerden ¢esitli yonlerden farklilasmaktadirlar.
Bunlardan bir tanesi de artmis olan endositik aktivite olup, nanopartikiillerin kanser
hiicrelerine girisinin saglikli hiicrelere gore daha yiiksek oranda olmasim
saglamaktadir (101, 102).

Etkin maddenin nanopartikiiler sistem igeriSinden kontrollii salinabilir olmasi
ise bagka bir avantajidir. Genellikle dar terapdtik indekse sahip olan antineoplastik
gjanlarm hedef timoér dokuda uzun siire etki gostermesi saglanarak tedavi
etkinliginin arttirilabileceginin miimkiin oldugunu gosteren c¢aligmalar mevcuttur

(103, 104).
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2.3.2. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin karakterizasyonunda incelenen etkinligi degistirebilecek
kritik temel parametreler; nanopartikiillerin biiyiikliikleri ve dagilimlari, morfolojik
goriintimleri ve sekilleri, zeta potansiyelleri, yiikleme etkinligi, yiikleme kapasitesi,
etkin madde polimer etkilesimleri ve etkin madde salim hizi olarak siralanmaktadir

(105).
Yiikleme Etkinligi ve Yiikleme Kapasitesi

Secilen {iretim metodu, kullanilan polimer, organik faz, stabilizor/siirfaktan
tipi ve miktarlart etkin maddenin basarili bir sekilde nanopartikiillere
yiiklenebilmesinde dncelikli bir 6neme sahiptir (106).

Nanopartikiiler sistemlere basarili bir sekilde etkin madenin enkapsiile
edilebilirligi genel olarak kullanilan etkin maddenin basta ¢oziiniirliik olmak iizere
cesitli fizikokimyasal Ozelliklerine, segilen ¢oziiciilere ve kullanilan polimerin
ozelliklerine baglidir (106, 107).

Ilag yiiklii nanopartikiillerde ilag yiikleme kapasitesi dogrudan ya da dolayl
olarak hesaplanabilmektedir. Dogrudan hesaplama yonteminde nanopartikiile
yiiklenmeyen serbest ilag ortamdan uzaklastirildiktan sonra nanopartikiiller
parcalanarak enkapsiile edilen ila¢ miktarinin tayini yapilir ve baslangicta kullanilan
ilag miktarina gore yilizdesi hesaplanir. Dolayli hesaplama yoOnteminde ise
nanopartikiil formiilasyonu hazirlandiktan sonra olusan nanopartikiiller ortamdan
uzaklastirilir ve ortamdaki serbest ilacin tayini yapilir. Serbest ilag miktar1 kullanilan
ilag miktarindan ¢ikartilir boylelikle yiiklenmis ilag miktar1 dolayli olarak
hesaplanmusg olur (67).

Partikiil Biiyiikliigii Analizi

Partikiil biiyiiklikleri ve biiyiiklik dagilimlart nanopartikiiler ilag tastyici
sistemler i¢in de diger kolloidal yapili sistemler gibi, sistemin in vitro ve in vivo
performanslarini etkileyen temel faktorlerdir (108).

Nanopartikiillerin ~ dolagimdan  ekstravaskiiler —alana gegisleri, hiicre

membranlart ile olan etkilesimleri ve fizyolojik bariyerlerden penetrasyonlarini
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etkileyen ana faktorlerden bir tanesi partikiil biyiikligiidiir. Sahip olduklar kiigiik
partikiil boyutlar1 nanopartikiilllerin daha biiylik yiizey alanina sahip olmalarini
saglar, bu da diger tasiyici sistemlere nanopartikiillerin istiinliiklerindendir. Diger
taraftan artan ylizey alani nanopartikiillerden etkin madde salimini etkileyen 6nemli
parametrelerdendir (109, 110).

Nanopartikiiler sistemlerin, partikiil biyiikliik dagilimlar1 polidispersite
indeksi (PDI) veya SPAN degerleri ile ifade edilmektedir. PDI, partikiil ¢apinin log
normal dagilim genisligi ile tanimlanmaktadir ve nanopartikiillerin tekdiizeligini
kantitatif olarak 6l¢mektedir. SPAN degeri ise Dgo-D10/Dsp ifadesi ile hesaplanmakta
olan giincel nano teknolojik ilag tasiyici sistemlere ait ruhsatlandirma kilavuzlarinda
yer alan bir ifadedir (111).

Nanopartikiillerin biiyiikliikleri ve partikiil boyut dagilimlari, gilinlimiizde en
yaygin olarak dinamik 1s1k sa¢ilimi esasiyla g¢alisan foton korelasyon spektroskopisi
(PCS) ile tespit edilmektedir. Bununla birlikte; morfolojik 6zellikleri ve sekillerinin
tayini ancak taramali elektron mikroskobu (SEM), gegirimli elektron mikroskobu
(TEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi ileri tekniklerle
gerceklestirilebilmektedir. Bu goriintiileme teknikleri kisith sayida partikiiliin
mikroskop ekraninda Orneklenebilmesi ve bu partikiillerin boyutunun sistematik
olarak tespit edilebilmesi i¢in goriintii isleme tekniklerine ihtiya¢ duyulmasi
sebebiyle, ortalama partikiil boyutu ve partikiil boyutu dagiliminda DLS/PCS esas
kabul edilmektedir (112, 113).

Zeta Potansiyel Analizi

Zeta potansiyel degeri, kolloidal partikiillerin birbirleriyle ve karsilasacaklari
biyolojik membran ve diger endojen komponenetlerle etkilesimlerini incelemek i¢in
kullanilan yiizey karakterizasyon parametresidir. Nanopartikiillerin sahip olduklar
yiizey yiikleri hem viicuttaki dagilimlarini etkilemekte hem de hiicreler tarafindan
tutulmalarinda rol oynamaktadir. Uygulama oncesinde ise silispande partikiillerin
agregasyon olusumu agisindan kontrol edilmesi gerekli olan bir parametredir (114).

Elektroforetik foton korelasyon spektroskopisinin esasinda, partikiil
elektriksel bir alana maruz kaldiginda, kendi yiikiine ters yiikteki elektroda dogru

hareket etmektedir. Bu haraketlilik bir siire devam ettikten sonra zamanla partikiiliin
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stiriklenme hiz1 sabitlenmekte ve elde edilen bu sabit hizin elektrik alanina oram
elektroforetik hareketliligi yani mobiliteyi vermektedir. Bir nanopartikiiliin sahip
oldugu zeta potansiyel degeri bu esasa dayanilarak ol¢iim cihazlarmin internal

fonksiyonlar1 yardimiyla belirlenmektedir (114).
Sekil ve Yiizey Morfolojisi

Nanopartikiiler ilag tasiyic1 sistemlerin sekil morfolojileri yiizey yapilari,
kiiresel, kiibik, ¢ubuk yapilarda olmalar1 nanopartikiillerden etkin madde salimin1 ve
nanopartikiillerin hiicrelerle etkilesimini etkileyen Onemli parametrelerden bir
tanesidir (115). Nano boyuttaki kolloidal sistemlerin sekil ve yiizey morfolojileri
taramali elektron mikroskobu (SEM), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi ¢esitli mikroskobik tekniklerle
gortintiilenebilmektedir. Bu tekniklerin  kullanilabilirligi  kolloidal sistemin
ozelliklerine gore degiskenlik gosterir. Bu agidan goriintiileme tekniginin se¢iminde

kolloidal tasiyict sistemin yapisal 6zellikleri biiyilik bir 6neme sahiptir.
Formiilasyon Bilesenleri Arasindaki Gecimlilik Calismalar:

Diger tiim dozaj formlarinda oldugu gibi nanopartikiiler ila¢ tasiyici
sistemlerde de etkin madde-polimer etkilesmesi ¢ok sik karsilasilan problemler
arasindadir. Bu durumun belirlenebilmesi ancak etkin madde ile polimer arasindaki
etkilesimin incelenmesi ile miimkiin olabilmektedir (116-118).

Polimer-etkin madde etkilesiminin belirlenebilmesi igin kullanilan diger bir
analiz yontemi, fourier doniisiimlii infrared spektrokopisidir (FTIR). Bu yontemde;
hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarindaki etkin madde varligi, etkin maddenin
tasidigr ana fonksiyonel gruplar1 ifade eden absorpsiyon bantlar1 araciligiyla
izlenebilmektedir. Nanopartikiil formiilasyonlar diferansiyel tarama kalorimetresi ile
yapilan ¢aligmalarin desteklenmesi amaciyla gergeklestirilen, ayn1 amacla yapilan bir
analiz olmakla birlikte nanopartikiiler sistemlere yonelik arastirmalarin ¢ogunda

gelistirilen nanopartikiillerin yiizey kimyasinin tayininde kullanilmaktadir (118).
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In Vitro Salim Hiz1 Tayini

Uygulanan etkin maddelerin organizmada gosterdikleri terapdtik etki, zamana
kars1 kan dolasimindaki serbest etkin madde konsantrasyonu egrisi altindaki alan ile
tayin edilebilmektedir. In vitro ¢6ziinme hizi deneyleri, tampon veya plazma gibi bir
ortam igerisindeki polimerik nanopartikiillerden birim zamanda agia ¢ikan etkin
madde miktariin belirlenmesi esasina dayanmakta ve gelistirilen tasiyici sistemin in
vivo ortamdaki davranisi hakkinda bilgi vermektedir. Ancak bu noktada, in vivo
ortam cevresel kosullarinin burada yer alan c¢esitli enzimlerin varligi dolayisiyla
farkli olmast ve partikiillerin nano boyutta bulunmalar1 dozaj seklinin in vivo
davraniginin in vitro olarak goézlenenden farkli olmasina yol agabilmektedir (97,
119). Nanopartikiiler ~sistemlerden etkin maddenin agiga ¢ikis seklinin
belirlenebilmesi i¢in muhtemel uygulama yolu g6z 6niine alinarak, ¢esitli ortamlarda
In vitro ¢oziinme hizi deneyleri yapilmaktadir. Kullanilan polimerik materyalin
Ozelliklerine bagli olarak nanopartikiiler sistemlerden etkin maddenin salimi diyaliz
torbasi teknigi, ters diyaliz torbasi teknigi, difiizyon hiicresi modeli, diisiik basingta
ultrafiltrasyon yontemi, ultrasantrifiij ayirma teknigi gibi ¢esitli yontemlerle
incelenmektedir (106, 107).
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2.3.3. Nanopartikiil Hazirlamada Kullanilan Polimerler

Nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilan polimerler farkli sistematikler ile
asagidaki gibi siniflandirilmaktadirlar:
- Elde edildikleri kaynaklara gore; dogal ve sentetik,
- Molekiiler yapilarina gore; hidrofilik ve hidrofobik,
- Organizmaya uygulandiktan sonraki durumlarina gore ise; biyoparcalanabilir
ve biyopargalanabilir olmayan polimerler

Kullanilacak olan polimer segiminde oOnemli iki nokta; etkin maddenin
fizikokimyasal 06zelligi ve segilen {iiretim metodudur (120). Nanopartikiiler ilag
tagiyict sistemlerin iiretiminde; tercih edilen iiretim metoduna ve kullanilan etkin
madde ile polimerik materyalin fizikokimyasal Ozelliklerine bagli olarak farkli
yaklagimlarda bulunulmaktadir. Etkin madde, sentetik veya dogal bir polimerden
hazirlanmis nanopartikiiliin i¢ine hapsedilerek ya da nanopartikiiliin yilizeyine
adsorbe ettirilerek polimer-etkin madde bilesimi hazirlanabilmektedir. Cogunlukla
enkapsiilasyon ve yiizeye adsorbsiyon mekanizmalar1 ayn1 anda gerceklesir, temel
olan yiiklenme sekli salim kinetiginin esasini olusturur. Polimer en basit tanimiyla,
¢ok sayida monomer birimin diizenli bir sekilde tekrar etmesi ve birbirleriyle kovalan
baglarla baglanmasi sonucu olusturdugu yiiksek molekiil agirligina sahip
bilesiklerdir. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler de genel
itibariyle; biyolojik olarak pargalanabilen dogal ve sentetik polimerler ile biyolojik
olarak pargalanamayan polimerler olarak siniflandirilabilir (121, 122).

Biyopargalanabilir polimerlerin en O6nemli istiinlikleri degredasyon
tirtinlerinin genellikle viicuttan kolay uzaklastirilabilen toksik olmayan maddeler
olmasidir. Bununla birlikte ticari Olgekte iiretimlerde kullanimlarinin ve iiretim
esnasindaki manipiilasyonlarinin zor olmasi, saflagtirma ve tekdiize iretiminin
saglanabilmesinde de sorunlu noktalarin bulunabilmesi s6z konusudur. Genel olarak
dogal polimerler; proteinik yapidakiler ve polisakkaritler olmak tizere iki temel gruba
ayrilmaktadirlar. Albumin, jelatin ve kollajen gibi protein bazli polimerlerin baglica
dezavantajlar1 ise; bu polimerlere kars1 gelisen antijenik yanitlardir (120, 121).

Biyopargalanir sentetik polimerler ise; molekiil biyiikligi, yik dagilimi,
hidrofobisite degisiklikleri ile istenilen Gzelliklere gore sentezlenebilmeleri, fazla

miktarda ve yiiksek saflikta {iretilebilmeleri, farkli serileri arasinda tekdiize
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tekrarlanabilir 6zellige sahip olmalari, hazirlama ve saklama kosullar1 boyunca
stabilitelerini korumalar1 ~ gibi  dstiinliiklerinden  dolayr  nanopartikiil
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda oldukga tercih edilen polimerik materyallerdir.
Bu iistiinliiklerinin yani sira sentetik polimerler, immiinojenik 6zellik tasimadiklari
i¢in kullanim giivenilirlikleri daha yiiksektir (122).

Biyolojik olarak parcalanmayan polimerler ise viicutta dogal olarak uzun
yillar pargalanmayan polimerlerdir. Bu nedenle baslica dezavantajlari, kronik

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

Poli(laktik-ko-glikolik asit), iki farkli monomerin (laktik asit ve glikolik asit)
polimerizasyonu sonucu olusmaktadir. Polimerizasyonda yer alan monomerlerin
farkli oranlarda karistirllmasiyla; fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal 6zellikleri
farkli, ayrica farkli molekiil agirhigia da sahip PLGA polimerleri elde edilmektedir.
flag tasiyic1 sistemlerde kullanilan PLGA’larin farkli 6zelliklerine bagli olarak,
kontrollii ilag salimi gergeklestirilebilmektedir (123). Degredasyonunda ise Sekil
2.7.’de de belirtildigi gibi, hidrolitik reaksiyonla yeniden monomerler olusmaktadir
(124).

(‘H CH,
0 | O
, H,O I
0- (H: (‘ (‘H—(‘ WHO CH,- (‘ OH+HO-CH-C-0H

PLG A Glikolik asit Laktik asit
Sekil 2.7. PLGA degredasyon yolagimin gosterimi (124).

Polimerizasyonda yer alan monomer bilesenlerinin molar oranlarina bagl
olarak PLGA’nin kristal yapisi degismektedir. Poli glikolik asit (PGA) oran1 %
70’den az olan PLGA kopolimerleri amorf olmakla birlikte, diklorometan ve etil
asetat gibi organik c¢oziiclilerde de kolaylikla ¢oziinebilmektedirler. PGA, hidrofilik
bir yapiya sahip oldugu igin hiicre i¢i kosullarda ¢ok kolay ¢oziinlirken; poli laktik
asit (PLA) ise yan zincirinde fazladan bir metil grubu tasidigi i¢in daha hidrofobiktir
ve bu nedenle PGA’ya gore ¢cok daha uzun siirede ¢oziinlip bozunmaktadir (125).

Dolayisiyla, kopolimerin molekiil agirhgma ve laktik asit : glikolik asit
oranina bagli olarak PLGA’nin sudaki pargalanma 0Ozelligi degismektedir.
Parcalanma orani, yiiksek glikolik asit icerigi ve diisiik molekiil agirligr ile
artmaktadir (126, 127).

PLGA, fizyolojik ortamda inert ve biyouyumlu olmasi ve biyolojik olarak
toksik olmayan metabolitlere pargalanabilmesi nedeniyle yeni ilag tastyici
sistemlerde siklikla kullanilan, FDA tarafindan onaylanmis bir biyopolimerdir.
Yagda ve suda ¢oziinen etkin maddelerin nanopartikiiler sistemlerde taginmasi i¢in

PLGA kopolimerleri ile hazirlanmis sistemler son derece uygundur (128).
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PLGA kopolimeri viicutta laktik asit ve glikolik asit monomerlerine ayrilarak
sitrik asit dongiisiine girmekte ve boylece metabolize olarak karbondioksit (CO;) ve
suya (H20) pargalanmaktadir (124, 128).

Etkin maddenin PLGA nanopartikiillerden salimi, polimerin hidrolizi ile
baslayarak dort basamakta gerceklesmektedir. ilk asamada suyun difiizyonu
meydana gelmekte ve ikinci asamada ise asidik u¢ gruplara sahip oligomerler
hidroliz reaksiyonunu otokatalizleyerek hidrolizi hizlandirmaktadir. Ugiincii
asamada, oligomerler nanopartikiilden disariya difize olurken su molekiilleri de
olusan bosluklardan difiize olarak oligomerlerin diflizyonunu arttirmaktadir. Etkin
madde salimindaki belirgin artis bu asamada meydana gelmektedir. Dordiincii ve son
asamada ise; polimerik matriksin daha fazla gozenege sahip bir yapiya doniismesiyle
parcalanma daha yavas ve homojen bir sekilde ilerlemektedir (129, 130).

PLGA polimeri, cesitli laktik asit/glikolik asit molar oranlarinda
hazirlanabilmektedir. Polimer zincirindeki laktik monomerinin glikolik izomerine
olan molar orani, polimer zincirinin dogrusallig1 ve kristalizasyon derecesi, polimerin
camst gegis sicakligi (Tg) degeri ve molekiil agirligi; polimerin biyolojik olarak
parcalanma hizini etkileyen faktorlerdir. Polimerin molekiil agirligi ve laktik:glikolik
molar orani degistirilerek PLGA’nin biyolojik ortamdaki pargalanma siiresi ve salim
profili degistirilebilmektedir (131).

Bu genellemelerin yam1 sira PLGA 50:50 kopolimeri en hizli biyolojik
par¢alanmaya ugrayan kopolimer oldugu gosterilmistir (132). Bu yap1 farkliligy,
gelistirilecek  dozaj seklinden beklenen amaca gore polimer se¢iminin
cesitlendirilmesini saglamaktadir. PLGA kopolimerinin kristal 6zelligi, polimerin
mekanik dayamikliligini, sisme Ozelligini, hidrolize ugrama kapasitesini ve
parcalanma hizin1 direkt olarak etkilemektedir. Polimerin kristal 6zelligi de
kopolimer zincirindeki laktik ve glikolik asidin tipine ve molar oranina gore
degismektedir (133).

PLGA kopolimeri organizmada sulu ortamda ester baglarinin kirilmasi ile
hidrolitik degredasyona ugrar ve toksik olmayan hidroksikarboksilik asitlere
pargalanir. Olusan bu asitler de Kreps siklusu aracilifiyla karbondioksit ve suya
metabolize olarak idrarla atilirlar. In vitro ortamda da benzer sekilde PLGA sulu

ortamda ester baglarinin kirilmasi ile hidrolitik degredasyona ugrayarak pargalanir.
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Suyun, kopolimerin igine girisi polimerin pargalanma hizindan daha hizh
gerceklestigi icin PLGA’nin par¢alanmasi homojen (bulk) erozyon mekanizmasi ile
gerceklesmekte (134, 135) ve bu durum polimerin hidrofilik yapisindan
kaynaklanmaktadir.

PLGA sulu ortam igindeyken polimerin yapisina su girisi olmakta ve ester
baglar1 hidrolitik olarak kirilarak zincir boliinmesi meydana gelmektedir. Bu sekilde
polimerin molekiil agirligi énemli Olclide azalirken kiitle kayb1 ise olusmamaktadir.
Zamanla molekiil agirligindaki kayba bagh olarak kiitle kaybi da olusmaya
baslamakta ve ¢oziiniir 6zellikteki oligomerik ve monomerik iirlinler olugsmaktadir.
Olusan bu yapilar pargalanmaya devam ederken yiizeye dogru da hareket etmekte ve

bu sekilde polimerik yapi tamamen degrade olmaktadir (136-138).
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2.4.  Nanopartikiil Uretim Yontemleri

Literatiirde ve temel kitaplarda bildirilen bir¢ok hazirlama metodu mevcuttur.
Hazirlama yonteminin se¢imi, kullanilan polimerin yapisina ve etkin maddenin
¢cOziinlirlik ozelligine gore belirlenmektedir. Nanopartikiil hazirlama ydntemleri
olarak ilk ¢alismalarda, monomerlerin ¢esitli ortamlarda in situ polimerizasyonuna
dayanan yontemler kullanilmistir. Gilinimiizde ise, tam olarak karakterize edilmis,
onceden sentezlenmis polimer veya dogal makro molekiillerin dispersiyonuna dayali
yontemler gelistirilmistir.  Nanopartikiil hazirlama yontemleri asagida kisaca

siralanmistir.
Polimerizasyon Yontemi

Bu yontemde, sulu ¢6zelti i¢inde nanopartikiiller saglamak i¢in monomerler
polimerize olur. Etkin madde, polimerizasyon ortaminda ¢oziindiiriilerek ya da
polimerizasyon tamamlandiktan sonra nanopartikiillerin yilizeyine adsorbe ettirilerek
yiikklenir. Daha sonra stabilize edici ajanlari uzaklastirmak igin, nanopartikiiller
saflastirilir ve siirfaktan icermeyen izotonik ortamda yeniden siispande edilir. Bu
teknikle poli(alkil siyano akrilat) (PACA) ve poli(biitil siyanoakrilat) (PBCA)

nanopartikiilleri hazirlanmistir (139).

Yiizeyler arasi1 Polimerizasyon Yontemi

Bu yontemde monomerin ara yiizeyde polimerlesmesi sonucu nanopartikiiller
olusur. D1s faz olarak yiizey etkin madde ve organik ¢6ziicii iceren emiilsiyon yiiksek
devirde karistirilir. Bu emiilsiyona polimeri olusturacak monomer ¢ozeltisi eklenir.

Olusan nanopartikiiller santrifiijle ayrilarak yikanir ve liyofilize edilir (140).
Misel Polimerizasyonu

Devamli fazi organik fazin olusturdugu bu yontemde, suda yliksek
¢ozlinirliige sahip monomerler, diisiik partisyon katsayilari nedeniyle misellerden
organik faza difiize olamazlar. Suda ¢oziinen monomer c¢ozeltisi, yiizey etkin

maddeler yardimiyla hidrofobik fazda dagitilir ve miseller elde edilir (140).
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Polimerizasyon baslaticisi olarak kullanilan X-1sin1, IR 1311 gibi bir enerji yardimiyla
kat1 tanecikli kolloidal bir sistem elde edilir ve ultrasantrifiij ile nanopartikiiller

ortamdan ayrilir (140).
Emiilsiyon Olusturma / Coziicii Difiizyon Yontemi

Bu yoOntemin esasi, suda ¢Oziinmeyen etkin madde ile polimerin ortak
¢oziindiikleri bir organik ¢oziiclide ¢oziindiiriilmesi ve yiizey etkin madde igeren sulu
ortama karistirllarak ilave edilmesidir. Son yillarda PLGA nanopartikiilleri bu
yontemle hazirlanmislardir (141-143). Sekil 2.8.’de gosterildigi tizere bu yontem
parametrik olarak daha kontrol edilebilir olmakla birlikte; birgok asama ve bir¢ok

islem parametresi igermektedir (144).

Sistemdeki degiskenler
r ]
Organik faz/sulu faz
orani
Sulu faz

: ‘ Organik faz ilave hizi ‘
Organik faz Hizlh ilave | : ‘
Polimer > - ‘ Organik faz ilave ydntemi ‘
Suyla karismayan solvan , :
L | Sistem calkalama hizi \
Yiiksek hizla
karigtirma
\
Emiilsiyon

’ Emiilsiyon ilave hizi ‘
Diliisyon faz1 Hizl ilave ‘ Diliisyon yontemi ‘

: \ o
Su ) =2 ‘ Sistem sicakli1 ‘
Son karistirma . Sistem karistirma hiz1 ‘

Kolloidal siispansiyon

Sekil 2.8. Emiilsifikasyon diflizyon yonteminde proses adimlar1 ve sistem
degiskenleri (144).
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Cift Emiilsiyon ve Solvan Buharlastirma Yontemi

Emiilsiyon ve ¢dziicii buharlastirma yonteminin en temel eksikligi suda
¢oziinebilen hidrofilik yapidaki etkin maddelerde kullanilamamasidir. Hidrofilik
yapili etkin maddenin enkapsiilasyonunu saglayabilmek i¢in gelistirilmis olan ¢ift
emiilsiyon tekniginde; etkin maddeyi igeren sulu fazin siirekli karistirma altinda
organik bir ¢oziiciide ¢6ziinmiis olan polimer ¢oziiclisiine ilave edilmesiyle Y/S
tipinde bir emiilsiyon elde edilir. Elde edilen bu emiilsiyon, ikinci bir sulu faz
igerisine ilave edilerek Y/S/Y yapisinda bir emiilsiyon elde edilmesi saglanir.
Sonrasinda organik ¢6ziicli uzaklastirilarak (difiizyon-buharlagtirma) nanopartikiiller
elde edilir (145-147).

Bu yontemde; hidrofilik etkin madde miktari, stabilizor ve polimer
konsantrasyonlari, sulu faz hacmi, karigtirma hizi ve siliresi nanopartikiillerin

karakteristiklerine etki edebilecek parametrelerdir (148).
Nanoc¢oktiirme Yontemi

Nanogoktiirme yonteminde; polimer, su ile karisabilir organik ¢oziiciide
¢oziindiiriildiikten sonra sulu faz iizerine eklenir ve homojenize edilir. Daha sonra
organik ¢oziicii uzaklastirilarak nanopartikiiller elde edilir (149). Bu ydntemin
avantajlari, tek asamada hizli bir sekilde nanopartikiil olusumuna olanak vermesi ve
uygulama ac¢isindan basit bir yontem olmasidir.

Bu yontemde uygulanabilmesi i¢in birbiri ile karisabilen iki ¢oziiciiye ihtiyag
vardir. Etkin madde ve polimer, ¢ozen faz (solvent) diye isimlendirilen ilk fazda
¢ozlinmeli; ¢6zmeyen faz (antisolvent) diye isimlendirilen ikinci fazda ise
coziinmemelidir. Nanog¢oktiirme; polimer ¢ozeltisinin, ¢ézmeyen faza (ikinci faz)
ilave edildiginde polimerin hizli bir sekilde katilagsmasi ile meydana gelmektedir
(150).

Polimerin ¢okmesi; i¢inde bulundugu ¢6ziiciiniin, karisan faza difiize olmasi
ile gergeklesmektedir. Nanogoktiirme; genellikle PLGA, seliiloz tiirevleri ve poli-
kaprolakton gibi polimerler ile dar bir dagilim araliginda ve 10-300 nm
biiyiikliigiindeki ~ nanopartikiillerin ~ hazirlanmasmma  imkan  tanimaktadir.
Nanogoktiirme yontemi; sisteme yliksek enerjinin verildigi, yliksek karistirma hizlari,

ultrasonikasyon veya yiiksek sicakliklarin kullanildigi bir yontem olmadigi igin
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protein yapisini bozabilecek kosullart barindirmamaktadir (151).

Etil alkol veya asetonda ¢oziinebilen ve ayrica indometazin gibi suda zor
¢oziinen etkin maddelerin yiiklenmesi bakimindan ¢ok uygun olan nanog¢Oktiirme
yontemi, siirekli faza etkin madde gegisini minimuma indirerek yiiksek yiiklenme
(enkapsiilasyon) etkinligini saglamaktadir. Diger yandan, nanopresipitasyon yontemi
kullanilarak suda ¢6ziinen etkin maddelerin yiiklenmesi ile ilgili son yillarda yapilan
calismalar umut vericidir. Ornegin; etkin madde molekiiliiniin iyonizasyonunu ve
dolayisiyla sudaki ¢oziiniirliigiinii azaltan dis faz pH’min optimuma getirilmesi ile
prokain hidrokloriir etkin bir sekilde nanopartikiillere yiiklenmistir (152, 153).

Hidrofilik etkin maddelerin enkapsiilasyonunun saglanmasina yonelik olarak
nano¢oktlirme yonteminin optimize edilmesinin amaglandig1r baska bir calismada,
polimerik nano tasiyicilari hazirlamak {izere solvan ve antisolvan fazin yapisi,
organik/sulu faz hacim orani ve polimer konsantrasyonunun partikiil biiylikligiine
olan etkileri arastirilmistir. Bu ¢aligmada ¢oziicli olmayan faz olarak farkli alkol
tipleri kullanildiginda, metanol ve etanole kiyasla propanol ile en yiiksek parcacik
biiyiikliigiine ulasildigi; ¢oziicii/¢oziicli olmayan faz hacim oraninin anlamhi sekilde
partikiil biiyiikliglini etkilemedigi; ¢ok yiliksek konsantrasyondaki polimerin ise
nano boyutta partikiil olusumunu engelledigi bildirilmistir (154).

Sistemdeki degiskenler
f |

E Organik faz/Sulu faz oramt
l Sulu Faz

Su
Siirfaktan

“Organikfazilavehw \

Organik Faz ; : ‘
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Suyla karisabilen solvan < ‘ |
? ‘ Sistem sicakhigt ‘
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Y

Kolloidal siispansiyon

Sekil 2.9. Nanopresipitasyon yonteminde proses basamaklar1 ve sistem degiskenleri
(144).
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Emiilsiyon Solvan Ucurma Yontemi

Nanopartikiil iiretiminde en sik kullanilan yontemlerden biridir ve temelde iki
asamadan olusur. ilk asama polimer ¢dzeltisinin sulu (genellikle siirfaktan iceren)
fazda emiilsifikasyonudur. ikinci asamada ise, polimerin ¢dziiciisii olarak kullanilan
organik ¢oziicii, sulu faz iizerinden difiize olarak ugurulur ve organik ¢oziicliniin
uzaklagmasi ile nanokiire yapisindaki nanopartikiillerin olusumu gergeklesir. Olusan
nanopartikiiller ultrasantrifiij ile toplanarak kalint1 polimer, stabilizer, siirfaktan veya
yiikklenmemis etkin maddeden uzaklastirilirlar (8).

Yontem endistriyellestikce yiiksek basingli emiilsifikasyon ve ¢oziicii
ucurma yontemi olarak modifiye edilmistir (155). Partikiil boyutu islem
parametrelerinin kontrol edilmesiyle degistirilebilir. Cogunlukla hidrofobik yapili
yagda ¢oOzilinebilen etkin maddelerde tercih edilmekle birlikte 6lcek biiyiitme

acisindan bir takim kisitlamalar da tagimaktadir (69).
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2.4.1. Hedeflendirme

Hedeflendirme; etkin maddenin viicutta istenilen bolgeye, organa, dokuya
veya hiicreye gonderilebilmesidir. Bu durumda, ilag biitiin viicuda dagilmadan
sadece etki etmesi istenen bolgeye gidebilmekte (156) ve boylece ¢ok diisiik ilag
miktarlart ile terapotik etki saglanarak ilaglarin yan etkileri Onlenebilmektedir.
Nanopartikiillerin hedeflendirilmeleri pasif ve aktif olmak {izere iki sekilde

olmaktadir:
Pasif Hedeflendirme

Partikiillerin ortalama partikiil boyutu ve partikiil sekilleri, pasif
hedeflendirme stratejisinin temel esasidir. Organlara dogal dagilim mekanizmasi ile
gerceklesir ve partikiillerin biiyiikliiklerine bagli olarak farkli dokularda birikir.
Partikiiller sahip olduklar1 partikiil boyutlarima gore farkli dokularda akiimiile
olmaktadir. Pasif hedeflendirme yaklagimi g¢ogunlukla ayrim mekanizmalarinin
bulundugu karaciger, bobrek ve akciger gibi organlara yapilmaktadir (157). Bununla
birlikte kanserli dokunun bozulan damarlanma diizeninden (EPR) yararlanilarak da
pasif hedeflendirme gerceklestirildigi durumlar s6z konusudur (157, 158). Normal
damar yapisindan gegemeyen nanopartikiiller timor dokusunun bozulmus olan
damarlarindan gecerek tiimor ¢evresinde birikir ve segici bir ilag taginimi saglarlar.

Nanopartikiillerin intravendz olarak verildiklerinde, RES hiicrelerinin fazla
oldugu karaciger, dalak, kemik iliginde; deri alti ve Kkas i¢ine verildiklerinde ise;
bobrek ve barsaklarda yogunlastiklari, idrar ve feges yoluyla atildiklar1 gosterilmistir.
Bu amacgla pek c¢ok calismada, tasiyici sistemlerin, RES hiicreleri tarafindan
tutulmalarin1 engellemek i¢in yiizeyleri PEG ile kaplanmis ve dolasimda kalis

stireleri uzatilmigtir (156, 159).

Aktif Hedeflendirme

Bu hedeflendirme seklinde, ilacin hedef bdlgeye yonlendirilebilmesi igin
nanopartikiiler tagiyici sistem, hedef bolgedeki reseptorlerle birlesebilen spesifik bir

molekiille kaplanir. Bu molekiiller baslica, kiigiik molekiiller, monoklonal antikorlar
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ve bazi glikoproteinlerdir. Monoklonal antikorlarin antijen baglayan bolgelerinden
nanopartikiillere adsorbe olmalari, in vivo ilag hedeflendirme ¢alismalarinda 6nemli
rol oynamaktadir. Monoklonal antikorlar ile kaplanmis nanopartikiiller, in vitro
kosullarda da kanserli hiicrelere karsi hedeflendirilmede basarili olmaktadir.
Antikorun nanopartikiillere kovalan baglarla baglanmasinin, serum proteinleri ile yer
degistirmelerini 6nledigi igin etkili oldugu gosterilmistir (160). Yapilan ¢aligmalarda
avidin-biyotin kompleksine dayanarak, hedefli nanopartikiiller gelistirilmistir (55,
161).
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2.5. Formiilasyon Optimizasyonu
2.5.1. Plackett-Burmann Deney Tasarim

Geleneksel sekilde siiregelen deney tasarim yaklasimlarinin avantajlari
oldugu gibi bir takim dezavantajlar1 da vardir. Daha detayli bir analiz yaklasimi
olmasina ragmen, deneyin her asamasinda yalniz bir faktorii degistirerek diger tiim
faktorleri sabit tutmak, degisken sayisinin fazla oldugu durumlarda yapilmasi
gereken deney sayisinin ¢ok fazla olmasini gerektirmektedir (162, 163).

Ayrica konvansiyonel tasarimlar yalnizca temel etkiye odaklanir, ancak
faktorler arasi etkilesimlerin yanit degiskenler {izerine etkileri de Onemli bir
parametredir. Istatistiksel deney tasarimlarinda amag, daha diisiik sayida deney ile
daha fazla veri elde edebilmektir. Uriin optimizasyonu geleneksel tasarimlarda
oldugu gibi istatistiksel tasarimlarda da gelismis grafikler ve veri kestirim metotlari
ile miimkiindiir (162, 164, 165).

Literatiirde deney sayisini azaltmaya yonelik gelistirilmis ve literatiir
calismalarinda benimsenmis ¢ok sayida tasarim modeli mevcuttur. Plackett-Burmann
da bu tasarimlardan biridir ve ¢ok sayidaki degiskenin etkili ya da etkisiz olarak
simiflandirilmasinda tercih edilen birinci dereceden bir tasarimdir (91, 166).
Nanopartikiiler sistem tasarimlarinda da arastirmacilar tarafindan son yillarda daha

sik kullanilan bir yontemdir (52, 167, 168).
2.5.2. Box Behnken Deney Tasarimi

Box-Behnken deney tasarimi bir yiizey cevap metodolojisidir ve cevap
degiskenlerinin optimize edilmesi amaciyla az sayida faktor s6z konusu oldugunda
tercih edilmektedir (169). Bu tasarim ikinci dereceden bir model olup deney
kombinasyonlar1 kiibik modelin kenarlart ve kenarlarin orta noktalarindan
olugsmaktadir (170).

Bu tasarimda tiim faktorler ii¢ diizey almaktadir. Her bir deneyde iki faktor ug
deger alirken (diisiik veya yiiksek) bir faktor her zaman orta diizey almaktadir.
Boylece, bu tasarim {i¢ diizeyli bir tam faktoriyel tasarimin alt kiimesi olmaktadir
(171). Faktor kombinasyonlarinda ayni anda tiim faktorler u¢ degerler almadig igin

deneylerin fiziksel olarak yapilmasi agisindan Box-Behnken deney tasarimi
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literatlirde tanimlanmig diger tasarimlara gore avantajlidir. Faktor sayisinin artmasi
ile deney sayis1 da artmaktadir. Literatiirde Box-Behnken deney tasariminin

kullanildig1 ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (172-177).
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2.6. Kemik-Genel Bilgiler
2.6.1. Kemigin Yapisi ve Gorevi

Kemik dokusu, viicudu olusturan dokular arasinda en serti olup yasayan ve
gelisen, canlida temel anlamda viicudu tasiyan dokudur. Ayrica, organizmanin
kalsiyum depolaridir. Kalsiyum miktari, kemigin tipine ve bulundugu bolgeye gore
farklilik gosterir. Yiiksek oranda kalsiyum igerdiklerinden dolay1 daha sert bir yapiya
sahip olmalarina ragmen, kikirdak dokusundan farkli olarak bir damar sistemine de
sahiptir. Kemik dokusunda farkli tipte hiicreler  (osteositler, osteoblastlar,
osteoklastlar) ve hiicrelerarasi kismi dolduran organik madde (matriks)
bulunmaktadir (178).

Saglikli kemik dokusunun devamliligi, kemik matriks formasyonundaki
rezorbsiyon ve mineralizasyon arasindaki dengeye baglidir. Normal kemik
fizyolojisinde yasl ve fonksiyonu olmayan kemik, osteoklastlar (yikimdan sorumlu)
tarafindan rezorbe edilirken; osteoblastlar (yapimdan sorumlu) tarafindan da yeni
kemik olusumu gergeklestirilir. Osteositler, matriksin kavitelerinde yerlesim gosterir
(179).

Saglikli bir kemigin toplam agirliginin %30'a yakim1 matriksten, geri kalani
ise inorganik tuzlardan olusur. Kemigin organik matriksi, yiiksek oran kollajen
liflerden meydana gelmektedir ve bu kollajen liflerin fonksiyonu, kemigin
kirtllganlhigini azaltarak gerilme direnci saglamaktir. Kollojenden geriye kalan organik
kisim ise hiicrelerarast sivi, kondroitin siilfat ve hiyaluronik asit gibi
proteoglikanlardan olusur. Kemikte mineraller hidroksiapatit (HA)kristalleri halinde;
kemik matriksine depolanan baslica kalsiyum ve fosfattan [Cas(OH)(PO4);]
olugsmaktadir (180).

Son yillarda testosteron, siklosporin A ve antikanser ilaglarin uzayan etkili
sistemlerini hazirlamak i¢in, ila¢ tasiyict sistem olarak HA mikropartikiilleri
kullanilmistir. Genellikle implante edilen bu sistemlerin kemige yerlestirildikten
sonra uzun siireli salim saglayarak etkinligini gostermesi amaglanmistir (181-184).

Kemik dokusunda olusan atiklar ve ulasmasi beklenen tedavi edici
molekiiller, kalsiyum temelli inorganik matriksten kolaylikla gecemez. Canli kemik

dokusunu olusturan osteositler ve kan kapillerleri arasinda kanalikiil adi verilen



40

kiiglik kanalciklar yer alir. Bu kanalciklar igerisinde bulunan osteositlerin
sitoplazmik uzantilari, kemigin canli dokusunun kapiller ve birbirleri ile iletisimde

olmalarini saglar (185).
2.6.2. Kemige Ila¢ Hedeflendirme Stratejileri

Kemige ilag hedeflendirme stratejileri de pasif ve aktif olmak tizere iki baslik
altinda toplanmistir. Pasif hedeflendirme; polimerik, lipozomal veya dendrimerik
tastyici sistemle enkapsiile edilen ilaglarla yapilir. EPR etkisi olarak bilinen etkiyle
nanopartikiillerin tiimorlii dokuda gecirgen damar dokusu ve bozulmus lenf dokusu
nedeniyle tiimorde toplanmasi yoluyladir. Aktif hedeflendirme yaklasimi ise spesifik
doku veya organa etkin konsantrasyonda ila¢ tasimay1 miimkiin kilmaktadir (30).

Kemik mineralize bir matriksten olusmasi nedeniyle kemigin yapisinda
bulunan bir madde olan hidroksiapatite hedeflendirilmis ilag tasiyict sistemlerin
gelistirilmesi  aktif hedeflendirmeyi saglayabilmektedir. In organik yapiya
hedeflendirme igin gesitli molekiiller kullanilmaktadir.

Osteoporoz tedavisinde etkin olarak kullanilan bisfosfonatlar (BP) da,
hedeflendirmede kullanilan molekiillerden bir tanesidir. Ayrica bisfosfonatlar timor
hiicrelerinin  hayatta kalmasini, ¢ogalmasini, tutunmasint ve tasmmasini
azaltmaktadir (186).

HA kristalleri sadece dis ve kemik gibi sert dokularda bulundugundan
hedeflendirme igin uygun bir odak olmaktadirlar. Literatiirde bisfosfonat tiirleri ile
yapilan hedeflendirmeye bir¢ok 6rnek gosterilmistir (187, 188).

Tetrasiklin, kalsein ve bisfosfonatlar kemigin ana yapisi olan HA’e giiglii
afiniteleri ile bilinirler. Ancak, BPlar diger gruplara oranla daha yiiksek afinite
gostermesi, fonksiyonel gruplar: ile polimerlerle reaksiyonlara girerek molekiillere
kolayca baglanabilmesi ve kendilerinin de tedavi edici etkilerinin olmast gibi

nedenlerle digerlerinden ayrilmiglardir (189).
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2.7. Bisfosfonatlar

Bisfosfonatlar (BP), inorganik pirofosfatlara benzer yapida olan sentetik
bilesiklerdir. Birbirlerine fosfoester ile bagl iki fosfat grubundan olusurlar. Bu yap1
onlar1 hidrolize kars1 dayanikli hale getirir (189, 190). ilk olarak, 19. yiizyilin
ortalarinda formiile edilmis ve kalsiyum karbonatin ¢okelmesini 6nlemek amaciyla
tekstil, giibre ve yag sanayiinde borularin igerisinde kullanilmistir. Kemik
rezorbsiyonunu inhibe etmek gibi biyolojik etkileri daha sonra gosterilmistir (190).

BPlar azot iceren ve azot icermeyen olmak iizere iki gruba ayrilirlar BPlar,
fizyolojik dozlarda kullanildiklarinda sadece kemige etki ederler. Bunun nedeni
kemige olan spesifik afiniteleridir. Yeni olusan kemikte ve osteoklastlarin etrafinda
cokelirler. Dolagimdaki yar1 omiirleri cok kisadir ancak kemik dokusunda 10 yildan
fazla kalabilirler. BPlar kemik tizerine ¢esitli mekanizmalarla etki ederler (191).

BPlar, metabolize olmadiklar i¢in kemik igerisinde ¢ok uzun siire yiiksek
konsantrasyonda bulunurlar. Giiniimiizde osteoporoz tedavisi ve maligniteye bagl
gelisen hiperkalseminin tedavisi olarak 2 temel endikasyonda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Kanser metastazina bagli kan kalsiyum seviyesinin yiikselmesi
durumunun tedavisinde, BP uygulamasi sik kullanilan bir yontem olup, iskelete
sigrama sonucu olugsan komplikasyonlarin goriillme sikligini azaltir (192, 193).

Maligniteye bagli hiperkalsemi tedavisinde BP uygulamasi temel bir
yontemdir ve ayrica iskelet metastazlarinin tedavisinde iskelet komplikasyonlarinin
insidansini azaltirlar. BPlarin kemige olan spesifik afiniteleri goz Oniine alinarak,
kemik hastaligi tedavisinde kullanilmak tizere kemige hedefli pek ¢ok formiilasyon
gelistirilmistir (192, 193).

Bisfosfonatlarin  iskelet sistemine hedeflendirmede kullanilmasinda
uygulanan yaklasimlar sematik olarak Sekil 2.10’da sunulmustur. Bisfosfonatlar
dogrudan ilag molekiiline kovalan baglanarak bir 6n ilag haline getirilebilmekte,
icerisinde tedavi edici ilag molekiiliinii tasiyan tasiyici bir sistem iizerine
kaplanmasiyla yada ¢oklu fonksiyonel grubu olan polimerlerin farkli bolgelerine hem
etkin madde hem de hedeflendirici bisfosfonatin baglanmasi ile hedeflendirme

sekilleri mevcuttur (194).
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Sekil 2.10. Bisfosfonatlarin ilag hedeflendirme stratejilerinde kullanimlari (194).

Uludag ve ark.(195-197), siganlarda yaptiklart in vivo ¢aligmalar sonucunda,
BP ile konjuge ettikleri proteinler ile sadece protein igeren ¢ozeltileri kiyaslamuslar,
konjuge proteinlerin kemige yiiksek afinite gostermeleri nedeniyle kemik yapimini
10 kat fazla hizlandirdiklarini ortaya koymuslardir. Yapilan caligmalar, BP ile
baglanan antikanser ilaclarin, kemik metastazlar1 iizerine klasik formiilasyonlardan
daha etkili oldugunu gostermistir.

Zhang ve ark. (198, 199), hazirladiklar1 polimer-BP konjugatlari ile modifiye
edilmemis polimerlerin, HA ile afinite ¢alismalarini kiyaslamislar ve BPlar ile

kemige hedeflemenin basarilabildigi sonucunu bulmuslardir.
2.7.1. Alendronat

Alendronat (ALD) azot igeren bisfosfonatlar grubundan olup, bu grubun
kemik kaybini1 6nlemenin disinda, kemigin giiclenmesini de saglayan ilk ilacidir. BP
yapisinda yapilan kiigiik degisiklikler, her bir bilesigin fizikokimyasal, biyolojik,
terapGtik ve toksikolojik karakteristiklerinde 6nemli bireysel degisikliklere neden
olur. ALD, kemik rezorpsiyonunu ilk jenerasyon ilag olan etidronata gore daha giiglii
bir sekilde inhibe eder (200).

Deneysel hayvan c¢alismalarinda ALD’in  anti rezorpsiyon  giici,
pamidronat'tan 100 kat ve etidronat'tan 1000 kat daha fazladir. Insanlarda, 10 mg
ALD’in timore bagli kemik hastaliginda ortaya ¢ikan hiperkalsemiyi azaltmadaki
etkinligi, yaklasitk 1500 mg etidronat'a esdegerdir. ALD, klinikte postmenopozal

kadinlarda goriilen osteoporozun ve Paget hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir.
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Hiperkalseminin tedavisindeki etkinligi de arastirilmaktadir (200, 201).

Alendronat kemikte HA’e baglanir ve 6zellikle kemik rezorpsiyonu yapan
hiicreler olan osteoklastlarin aktivitesini inhibe eder (201). Osteoklastlarin birikmesi
ve birbirlerine baglanmalartyla herhangi bir etkilesme gostermez. Kemiklerin
rezorbsiyonu kemikle temas halindeki osteoklastlarin rezorbsiyon yapan piiriizlii
kenarlar1 araciligi ile olur. Alendronat ozellikle osteoklastlarin altindaki bu
rezorpsiyon bolgelerinde lokalize olarak rezorpsiyona engel olur. Alendronatin
aktivitesi, matriksin igine gémiilene degin yaklasik 3 hafta kadar devam eder. Buna
ragmen alendronat yillarca HA’e bagli kalir. Hayvan ¢alismalar1 alendronatin kemik
doniistimiinii (turnover) azalttigini gostermistir.

Alendronatin  HA’e olan afinitesinden faydalanilarak kemige hedefli
formiilasyonlar tasarlanmasi arastirmalarda dikkat ¢eken bir konu haline gelmistir.
Choi ve Kim (202), hazirladiklar1 PLGA nanopartikiillerinin yiizeyini alendronat
(hedefleyici ajan) ve PEG (hidrofilik ajan) ile modifiye etmisler, yaptiklari in vitro
caligmalar sonucunda; alendronat igeriginin artmasiyla HA yiizeyine adsorbe olan
nanopartikiil miktarinin arttigin1 ve PEG zincir uzunlugunun alendronat aktivitesini
etkiledigini bulmuslardir.

Pano ve ark. (203) ise farkli molekiil agirliklarinda hidroksi propil
metakrilamit-alendronat konjugatlar1 hazirlayarak kemige hedefli yeni bir sistem
hazirlamiglar ve 50-100 kDa arasinda molekiil biyiikligiine sahip olanlar ile farelere
uygulanan formiilasyonlarda optimum hedefleme saglandigini bulmuslardir (201,
204).

Burada belirtilen bilgiler 1s181inda, gergeklestirilen bu tez c¢alismasi
kapsaminda doksorubisin ve selekoksibin tedavi edici ilag molekiilleri olarak,
PLGA’in nanopartikiil polimeri olarak, alendronatin ise hedeflendirici molekiil
olarak secildigi bir tasiyici sistem gelistirilmistir. Deney tasarimi modellerinden
yararlanilarak elde edilen optimum formiilasyon in vitro ortamda kalsiyum ve
hidroksiapatit afinite testleri ile ve sitotoksisite ¢alismalar ile incelenmistir. In vivo
olarak ise hayvanlardaki organ dagilimi acisindan  degerlendirilmistir.
Gergeklestirilen bu calismalarin metodolojisi ve elde edilen bulgular sirasiyla

ilerleyen boliimlerde sunulmustur.



44

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal/Biyolojik Maddeler

Madde

Aseton

Asetonitril

Bakar Siilfat

DMSO

Doksorubisin hidrokloriir
Etanol

FBS

Glasial asetik asit

ICG

L-glutamin

NaCl

Nitrik asit
Penisilin-Streptomisin
pH 7,4 Tris tampon
PLGA 502 H

PLGA 503 H

PVA

Selekoksib

Tetrahidrofuran

Marka
Sigma Aldrich A.B.D.

Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Hisun Pharma,

Sigma Aldrich, A.B.D.
Lonza, Isvigre

Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Lonza Isvicre

Merck, Tiirkiye

Sigma Aldrich A.B.D.
Lonza Isvicre

Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich, A.B.D.
Santa Cruz Biotech , A.B.D.

Sigma Aldrich A.B.D.



Trietil amin
Tripsin EDTA
Yiksek Glukozlu DMEM

WST-1 Reagent

45
Sigma Aldrich A.B.D.
Lonza Isvigre
Lonza, Isvicre

Sigma Aldrich A.B.D.



3.2. Kullanilan Cihaz ve EKkipmanlar
Cihaz/Yazihm

Atomik Kuvvet Mikroskobu

Cizim yazilimlari

Cok Noktali Manyetik Karistirict
Floresan Mikroskop

FTIR Cihazi

Hassas Terazi

HPLC Kolonu

In vivo Goruntiileme Sistemi

Isiticili Manyetik Karistirict
Inkiibator

[statistik yazilim

Laminar hava akimli kiiltiir kabini
Lesolutions Yazilimi
Liyofilizator

Mikropipetler

Manyetik Rezonans Spektrometresi

Moduler Prominence Seri HPLC sistemi

Partikiil Biiytkligli ve Zeta Potansiyeli

Ol¢iim Cihazi
Resim diizenleme yazilimi
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Marka/Program Adi

Veeco, A.B.D.
(ODTU Merkez Laboratuvari)

ChemDraw 15, SketchUP2016
Variomag Telesystem, Almanya
Leica, Germany

Bruker, A.B.D.

Mettler Toledo, isvicre

GL Sciences, Japonya

Perkin Elmer IVIS Lumina, A.B.D.
(Ege Universitesi, ARGEFAR)

IKA, Almanya
Sanyo, Japonya
Minitab 16

Faster, italya
Shimadzu, Japonya
Jouan, Danimarka

Ependorf, Almanya

AVANCE 11l 400 MHz Bruker, A.B.D.
(Giresun Universitesi, GRUMLAB)

Shimadzu, Japonya
Malvern Instruments, Ingiltere

ImageJ, Image Plus,



Rotovapor
Ultra Santrifiij Aleti

Termostatli Yatay Calkalayici

Transmisyon Elekton Mikroskobu

Ultra Saf Su Sistemi
UV spektrofotometre

Vorteks
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IKA, Almanya
Hermle Z383 K, Almanya

Memmert, Almanya

FEI Company, Hollanda
(ODTU Merkez Laboratuvart)

Milipore, A.B.D.

Shimadzu, Japonya

IKA, Almanya
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3.3. Miktar Tayininde Kullanilan Analitik Yontem
3.3.1. Kullanilan Ekipman ve Kromatografik Sistem Sartlar:

Doksorubisin ve selekoksib molekiillerinin analizi i¢in izokratik RP-HPLC
metodu gelistirilmis ve ICH gerekliliklerine gore valide edilmistir. Etkin maddelerin
in vitro kosullardaki kantitatif yiikleme kapasitesi analizlerinde ve hazirlanan
nanopartikiillerden etkin madde salim ¢aligmalarinda Shimadzu Prominence Seri
modiiler, HPLC sistemi kullanilmistir. Cihaz dortlii mobil faz pompa sistemi,
otomatik ornekleyici, 1siticili/sogutuculu kolon firmi ve floresan dedektér (RF20A)
segmentinden olusmaktadir.

Analiz yonteminde hareketli faz olarak trietilamin ile pH 3.0’e ayarlanmis %1
(h/h) asetik asit igeren ultrasaf su ve asetonitril (60:40, h:h) karisim1 kullanilmistir.
Sabit faz olarak ise Inertsil ODS 3 Cig (250m x 4.6 mm, 5 um partikiil biyiikligii)
iceren kolon tercih edilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL ve akis hizi 1 mL / dak olarak
ayarlanmistir. Analiz esnasinda kolon sicakligit 25°C olarak ayarlanmistir.
Deteksiyonda ise floresans dedektor kullanilarak, ilk on dakika eksitasyon dalga
boyu 480 nm ve emisyon dalga boyu 590 nm olarak ayarlanarak doksorubisin piki
gozlenmis olup, analizin ikinci kisminda ise eksitasyon dalga boyu 240 nm ve
emisyon dalga boyu 380 nm olarak ayarlanarak selekoksib saptanmistir. Sonuglara

ait integrasyon islemleri LCsolutions Software yazilimi ile gergeklestirilmistir.
3.3.2. Kullanilan Analitik Yontemin Validasyon Parametreleri

Etkin maddelerin in vitro miktar tayin yonteminin validasyonuna yonelik
olarak yapilan bu calismada dogrusallik, dogruluk, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve
tekrar elde edilebilirlik), Ozgiinlik ve duyarlilik gibi analitik validasyon
parametreleri ayr1 ayri incelenmis ve sonuclar istatistiksel olarak yorumlanmistir.
Analitik yontem validasyonu, ICH Q2 (R1) analitik metod validasyonu kilavuzuna
gore gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler ve grafiklerin ¢izimi icin Microsoft

Office 2010 Excel programi kullanilmistir (205, 206).
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Sistem Uygunlugu

Sistem uygunluk testi kromatografik sistemin performansint degerlendirmek
icin 5 upg/ml konsantrasyonda doksorubisin ve selekoksib standart ¢6zeltisi

kullanilarak yapilmistir (n = 6).
Ozgiinliik

Analitik yontemin amaclanan bilesen veya bilesenleri tayin edebilme yetenegi
olup sayisal bir degeri bulunmamaktadir. Ozgiinliik her iki etkin maddenin cevap
olusturdugu aralik ve dalga boylar1 i¢in incelenmistir.

Analizi yapilan etkin maddenin yanit verdigi zamanda baska bir bilesige ait
yanit yoksa yontem o6zgiin olarak degerlendirilmektedir. Dolayisiyla analiz edilen
bilesige ait cevap, ortamda bulunabilecek diger formiilasyon bilesenlerinin olasi
cevaplarindan kaynaklanabilecek girisimden uzak olmalidir.

Ozgiinliik parametresinin kontrolii amaciyla; etkin madde igermeyen
formiilasyona ait salim ortamlar1 analiz edilerek ayni retansiyon zamaninda ¢akisan

piklerin varlig1 incelenmistir.
Duyarhhk

Analiz  yonteminin  duyarhiliginin  belirlenmesine  yonelik  olarak
kantitasyon/ol¢tim limiti (LOQ) ve deteksiyon limitleri (LOD) incelenmistir.

LOD analiz yontemi uygulanirken elde edilen kromatogramlardaki
sinyal:giiriilti oraninin 3:1 oldugu konsantrasyon bulunarak LOQ ve benzer bir

sekilde sinyal:giiriiltii oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon tespit edilerek LOD

belirlenmistir.
Dogrusallik ve Arahk
Dogrusallik, beklenen c¢alisma konsantrasyonunu igerecek sekilde

(1-11pg/mL) aralikta, farkli konsantrasyonlardaki madde ¢ozeltisinin olusturacagi
pik alanlar1 arasinda dogrusal bir iliski olup olmadiginin tespitidir.
Secilen konsantrasyon araliginda artan konsantrasyon ile dogru orantili olarak

artan pik alaninin arasindaki iligkinin dogrusal olup olmadig1 degerlendirilmistir. Bu
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amagcla artan konsantrasyonlarda hazirlanan kalibrasyon noktalar1 iizerinden analiz
yapilmis ve elde edilen pik alanlar1 bu konsantrasyonlara karsi dogrusal regresyona
tabi tutulmustur. Sonugta kalibrasyon denklemi ve bu denklemin tanimlayicilik

katsayis1 hesaplanmistir
Dogruluk

Gelistirilen analitik yontem ile elde edilen verilerin, gergcek konsantrasyona
benzerliginin  ispatlanmasi  maksadiyla yapilmaktadir. Segilen ¢ farkh
konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek konsantrasyon) (1, 5 ve 11 pg/mL) hazirlanan
etkin madde cozeltileri HPLC ile analiz edilerek sonuclarin gercek degerlere olan

yakinliklar1 incelenmistir.
Kesinlik

Kesinlik gelistirilen analiz yontemi ile ardisik sekilde yapilan Olgtimler
arasindaki beklenen benzerligin test edilmesidir. Caligma arali1 i¢erisinde bulunan
ti¢ farkli konsantrasyonda (1, 5 ve 11 pg/mL)drnekler, birbiri ardina analiz edilir ve
sonuglar  aritmetik ortalama ve relatif standart sapma  hesaplanarak
degerlendirilmektedir.

Kesinlik parametresi temelde iki paramatre lizerinden incelenmekedir:
Tekrarlanabilirlik

Ayni laboratuvar, ayni personel ve ayni1 ekipman kullanilarak gergeklestirilen
6l¢iimlerde uyum ve uygunlugunun incelenmesidir. Tekrarlanabilirligin gosterilmesi
icin 3 farkli konsantrasyon (1, 5 ve 11 pg/mL) segilerek 6 defa ardisik o6lgiimler
yapilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi yapilarak relatif

standart sapma degerleri hesaplanmustir.
Tekrar Elde Edilebilirlik

Geligtirilen analitik yontemin farkli analiz giinlerinde giivenilirliginin test
edilmesi i¢in yapilmaktadir. Etkin maddelerin 3 farkli konsantrasyondaki (1, 5, 11
ug/mL) ¢ozeltisinden 2 farkli giinde HPLC analizi yapilarak elde edilen degerlerin

standart sapma ve varyasyon katsayilar1 hesaplanmis ve sonuglar degerlendirilmistir.



51

3.4. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
3.4.1. Baslangic Formiilasyonu Deneme Calismalari

Baslangicta hangi organik ¢oziici kullanilarak nanopartikiil {iretimi
yapilacagina dair bir 6n ¢alisma gergeklestirilmistir. Polimer olarak PLGA se¢ilmis
olan organik faz sistemi olarak ise aseton, tetrahidrofuran (THF) ve dimetilsiilfoksit
(DMSO) denemesi yapilarak, partikiil boyutu ve etkin maddelerin yiiklenme oranlari
acisindan degerlendirilmislerdir. Degerlendirme sonucunda sonraki islemlerde

polimer ¢dziiciisii organik faz olarak aseton kullanilmistir.
3.4.2. Etkin Madde Yiiklii Olmayan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Nanopartikiiller (NP) solvan degisim esasmna gore olusum saglayan
nanopresipitasyon yontemi kullanilarak tretilmislerdir. Polimer, su ile karisabilen
bir organik solvan olan asetonda ¢oziindiiriiliir ve manyetik karistiricida poli vinil
alkoliin (PVA) sudaki ¢ozeltisi lizerine damla damla eklenerek karistirilir. Asetonun
suyla karismasi ve PLGA’in ¢Oziiniirlik degerinin diismesi ile nanopartikiiller
olusur. Nanopartikiiller aseton su karisiminda disperse halde iken aseton rotavapor
ile vakum uygulanarak ortamdan uzaklastirilir. Asetonun uzaklagsmasini takiben
nanopartikiiller (24.000 g, 30 dakika) santrifiijlenerek toplanir. PVA’nin ve
nanopartikiil olusturmamis polimer kalintilarinin  uzaklastirilmas1  amaciyla
partikiiller bir kez ultra saf su ile yikanirlar ve tekrar disperse edilirler. Elde edilen
nanopartikiil dispersiyonu vakit kaybetmeksizin dondurulur ve 48 saat siiresince

liyofilizasyon yolu ile suyu uzaklastirilarak kurutulur.
3.4.3. Etkin Madde Yiiklii Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Etkin madde olarak kullanilan Doksorubisin HCI suda ¢oziniirliigii yiiksek
oldukga hidrofilik bir molekiildiir. Doksorubisin HCI’in PLGA’in ¢ozilindiiriildiigii
organik faz olan asetonda ¢oziiniirliigiiniin saglanabilmesi i¢in ilk olarak 0.01 N
NaOH ¢ozeltisi ile 1 dakika inkiibe edilmistir (207). Etkin maddenin non iyonik
halde oldugu alkali ¢ozeltisi PLGA’nin asetondaki karisimina eklenmistir.
Selekoksib ise organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirliigii yiiksek bir molekiildiir ve aseton

cozeltisi icerisine herhangi bir 6n islemden gecirilmeden, dogrudan ilave edilmistir.
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Doksorubisin, selekoksib ve PLGA’in asetondaki ¢ozeltisi manyetik karistiricida
damla damla PVA ¢ozeltisi iizerine ilave edilmistir. Islem sonrasinda vakum altinda
aseton uzaklastirilmistir. Nanopartikiiller 24.000g de 30 dakika santrifiijlenerek
toplanmistir.  Santrifiij tliplinde toplanan nanopartikiiller, kalinti maddeleri
uzaklastirmak icin ultrasaf su ile yikanmistir. Sonrasinda nanopartikiil siispansiyonu
dondurulmus ve liyofilizasyon ile 48 saat siiresince kurutulmustur. Karakterizasyon
calismalar1  suda yeniden disperse edilen nanopartikiiller  kullanilarak

gerceklestirilmistir.
3.4.4. Alendronat Kaph Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Alendronat kapli nanopartikiiller ise ayni nanopresipitasyon metodunun
modifiye edilmesi ile iiretilen aktive edilmis nanopartikiillerden elde edilmistir.
Benzer sekilde polimer ve etkin maddelerin ¢oziindiiriilmiis oldugu aseton, PVA’nin
bis(siilfostiksinimidil)subarat (BS3) iceren sudaki ¢ozeltisine damla damla ilave
edilmistir. Organik ¢6ziicli olan aseton ortamdan vakum altinda uzaklastirilmis ve
nanopartikiiller 24.000g’de 30 dakika boyunca santrifiijjlenerek toplanmistir.
Nanopartikiil daha Once belirtildigi sekilde yikanmig ve liyofilizasyon ile
kurutulmustur.

Tablo 3.1. Alendronat Kaplama Calismalarinda Kullanilan nanopartikiil ve
alendronat oranlari

Formiilasyon Kodu NP:ALE Oram (a/a)
NP-ALE-A 1:05
NP-ALE-B 1.0,7
NP-ALE-C 1:1,0
NP-ALE-D 1:15

NP-ALE-E 1:2,0
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Liyofilizasyon sonrasinda tartilmis miktar nanopartikiil ultrasaf suda disperse
edilip ve esit hacimdeki alendronat ¢o6zeltisi ile karigtirilarak 30 dakika inkiibe
edilmistir. Tablo 3.1°de gosterilen farkli oranlarda inkiibasyon gerceklestirilmistir.
30 dakika sonrasinda 100uL pH 7,4 Tris tamponu ilave edilerek kaplama operasyonu
sonlandirilmistir.  Nanopartikiiller kaplanmamig alendronattan santrifiijlenerek
ayrilmiglardir. Supernatantta yer alan alendronat miktari komplekslestirme prosediirii
sonrasinda (1,5mM CuSOQOy, 1,5mM HNO3). 235 nm’de spektrofotometrik olarak UV
spektrofotometre ile tespit edilmistir (208). Supernatantta yer alan alendronat miktari
toplam alendronattan ¢ikartilarak nanopartikiil yiizeyine yerlesen alendronat miktari

hesaplanmustir.
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3.5. Formiilasyon Optimizasyonu
3.5.1. Kritik Formiilasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Formiilasyon parametrelerinin etki diizeylerini belirleyebilmek ve ileri
analizlere etkili olan parametreler ile devam edebilmek i¢in; kritik kalite
parametrelerine etkisi olabilecegi diisiiniilen sekiz formiilasyon parametresi iki
seviyeli  bir Plackett-Burmann tasarimi ile incelenmistir.  Formiilasyon
parametrelerine ait diisik ve yiiksek degerlerin segiminde, ©n formiilasyon
calismalarinda yapilan denemeler ve literatiir bilgisi rol almistir. Secilmis olan
formiilasyon faktorleri, faktorlere ait degerler ve kodlar Tablo 3.2.’de belirtilmistir.

Secgilen parametrelerin incelenmesi i¢in Minitabl6 (Minitab Inc.; State
College, PA, ABD) yazilimi kullanilarak randomize bir ¢aligma matriksi
olusturulmustur. Rastgele siralamayla iiretilen toplam 12 farkli formiilasyonun yanit
degerlerinin Olciilmesi ve istatistiksel degerlendirmenin yapilmasi ile, etkili olan

parametreler ve etki diizeyleri saptanmustir (Tablo 3.3.).

Tablo 3.2. Plackett-Burman ve Box-Behnken Tasarimlarinda Kullanilan Bagimsiz

Degiskenler

Diisiik  Yiiksek

Plackett-Burman Dizaym Seviye  Seviye  Birim

X; : Dox Miktari 2 4 mg

X, : Cxb Miktar 5 10 mg

X3 : PLGA Miktan 30 100 mg

X4 @ Organik Faz Hacmi 2 5 mL

Xs : PVA Konsantrasyonu 0,5 1 %

Xs : PLGA MA 7-17 24-38 kDa

X7 : Karnistirma Hizi 500 100 rpm

Xg : Damlatma Hizi 1 2 dps (damla/saniye)
Diisiik Orta Yiiksek

Box-Behnken Dizayni Seviye  Seviye Seviye Birim

X1 Dox Miktari 2 3 4 mg

X, . Cxb Miktan 5 7,5 10 mg

X3 . PLGA Konsantrasyonu 15 32,5 50 mg/mL
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Formiilasyonlar 3 tekrarli olacak sekilde iiretilmis ve analiz edilmislerdir.
Arastirilan kritik kalite parametreleri Yiikleme Kapasitesi-Dox (%) (Y1), Yiikleme
kapasitesi-Cxb (%) (Y2) ve ortalama partikiil bulyiikligi (nm) (Y3) olarak
belirlenmistir. Bu yanitlarin yan1 sira PDI ve zeta potansiyeli degerleri de
Olciilmiistiir.

Placket Burmann tasarimi ile amaglanan temel nokta formiilasyon {izerine en
etkili parametrelerin hangileri oldugunu tespit edebilmektir. ileri degerlendirme
analizleri ise yiizey cevap metodu kullanilarak gerceklestirilmis olup bir sonraki

boliimde aciklanmustir.

Tablo 3.3. Plackett-Burman Tasarimi Deney Matriksi ile Olusturulan
12 Formiilasyon

Formiilasyon X; Xo X3 Xa Xs X6 X7 Xsg
Kodu (mg) (mg) (mg) (mL) (%) (kDa) (rpm) (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. Formiilasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Placket Burmann tasarimi kullanilarak en etkili parametreler tespit edildikten
sonra, kritik formiilasyon degiskenleri yiizey cevap analiz yontemine gore tekrar
detayli olarak analiz edilmiglerdir. Placket Burmann tasarimi sonrasinda istenilen
yanitlar i¢in kritik formiilasyon parametreleri olarak formiilasyona giren
doksorubisin miktari, selekoksib miktari, PLGA miktar1 ve organik faz hacmi olarak

tespit edilmistir. Ileri irdelemede incelenen parametre sayisini minimize ederek ayni
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sayida deney ile daha kesin, daha kabul edilebilir kestirim saglayabilmek agisindan
PLGA miktart ve organik faz hacmi parametrelerinin bir fonksiyonu olarak PLGA
konsantrasyonu tigiincii Kritik parametre olarak belirlenmistir. Bu amagla ti¢ faktorli
ve l¢ seviyeli Box Behnken Dizayn (BBD) matrisi olusturularak nanopartikiil
formiilasyonu uygulanmistir. Bu dogrultuda 3 degiskenin ve seviyelerinin etkilerinin
incelendigi 15 formiilasyon ile ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Tasarimda faktorlerin ana etkileri, faktorlerin birbirleriyle olan etkilesimlerinin
etkileri ve faktorlerin kendileri ile olan ikinci derece etkilerinin yanit degiskenler
tizerinde gerceklestirdikleri degisiklikler incelenmis ve istatistiksel olarak analiz
edilmislerdir. Yanit degisken olarak Yiikleme Kapasitesi-Dox (%) (Y1), Yiikleme
Kapasitesi-Cxb (%) (Y2) ve ortalama partikiil biyiikligi (nm) (Ys) Ol¢iilmiistiir.
Hazirlanan formiilasyonlara ait ylizey yiikii-zeta potansiyeli ve PDI degerleri de
Olciilmiis olup optimizasyon tasarimina enkorpore edilmemislerdir. Bu iki yanit
tizerine anlamli derece etkili olan formiilasyon parametresi tespit edilememistir. Bu
iki parametre polimer tipi, kullanilan etkin maddeler ve iiretim metoduna bagli
degisebilecek parametreler olup bu ¢alisma amaci dahilinde incelenmemislerdir.

BBD olustururken kullanilan yiliksek ve diisiik degerler Plackett-Burmann
tasariminda kullanilan degerlerin aynisi olarak sec¢ilmistir. Orta degerler ise bu iki
degerin orta noktasi olarak belirlenmistir. PLGA miktar1 ve organik faz hacmi
parametreleri bir arada degerlendirilerek PLGA konsantrasyonu olarak incelenmis ve
organik faz hacmi 2 mL olarak sabitlenmistir. PLGA konsantrasyonunun alt ve iist
degerleri de yine PBD’da kullanilan miktarlar ile aymi olacak sekilde secilmistir.
Bagimsiz degiskenlere ait degerler ve kodlar1 Tablo 3.1 de sunulmustur.

Yanit faktorlerinden her biri asagidaki non-lineer esitlikte belirtilmis olan
issel bir polinomial model ile Ortiistliriilmiistiir.

Y = Bo + Brx1 + Baxz + B3xs + Bax1Xs + PsX1X3 + BeXax3
+ Bx{ + Bx + Pox3

Esitlikte, Y cevap degiskeni temsil ederken; x4, x,, x3 bagimsiz
degiskenlereait ana etkileri; x;x, , x1X3, x,Xx3 bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle
etkilesimlerinden kaynaklanan etkileri ve x#, x2, x3 ise faktorlerin iissel etkisini
ifade etmektedir. S, esitlik sabiti ve 8; - Bq ise faktorlere ait regresyon katsayilarini

ifade etmektedir.
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Tablo 3.4. Box-Behnken Tasarimi1 Deney Matriksi ile olusturulan 15 formiilasyon

Formiilasyon Kodu X1 (MQ) X1 (MQ) 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

Diger taraftan PBD tasariminda etkileri istatistiksel olarak anlamsiz bulunan,
BBD matrisinde yer alan formiilasyonlarin iiretimi gerceklestirilirken, geriye kalan 4
proses degiskeni sabitlenmistir. (Polimer molekiill agirhigi: 7-17 Da, PVA
konsantrasyonu:%0,5, Karistirma hizi: 1000rpm, Damlatma hizi: 1 damla/saniye)

Faktorlere ve yanit degiskenlere ait polinomial esitlikler olusturulduktan
sonra ise formiilasyon optimizasyonu Minitab yaziliminda yer alan optimizasyon
araci ile gergeklestirilmistir. Yazilim tarafindan olusturulan optimum formiilasyon

ileri karakterizasyon ¢alismalari igin kullanilmustir.

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

Yanit Degerler
Kod Yanit Birim
Y1 . Yiikleme Kapasitesi-Dox %
Y, . Yikleme Kapasitesi-Cxb %
Y3 : Ortalama Partikiil Boyutu nm
Y . Zeta Potansiyeli mV

Ys : Poli Dispersite indeksi -
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3.6. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.6.1. Partikiil Biiyiikliigii Ol¢iimii

Nano boyutlu partikiillerin partikiil biiytiklik ve dagilim olgiimlerinde farkl
yontemler kullanilmakla birlikte, hidrodinamik ¢ap bilgisini veren foton korelasyon
spektroskopisi-dinamik 11k sagilimi yontemi en sik kullanilan yontemlerdendir. Bu
yonteme ilave olarak mikroskobik yontemler de Slgiilen degerlerin kontrolii ve bagka

bir yontemle desteklenmesi amaciyla kullanilmaktadirlar. (TEM, SEM, AFM)
Dinamik Isik Sacilimi

Nanopartikiillerin partikiil boyutunun 6l¢iimii, bu amagla siklikla kullanilan,
dinamik 151k sacilimi1 esasiyla ¢alisan Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.,
Ingiltere) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Cihazin  6lgiim  prensibi
dogrultusunda, 173° geri yansiyan agida sinyal toplanarak 6l¢iim yapilmastir. Partikdil
boyutu Ol¢timii liyofilize edilmis nanopartikiillerin ultrasaf su igerisinde otomatik
pipet yardimiyla disperse edilerek, tek kullanimlik partikiil boyutu 6lgiim kiivetleri
ile 25 °C’de yapilmistir. Her numune {i¢ kez dlgiilerek z-ortalama (ortalama partikiil
boyutu) degerleri ve polidispersite indeksleri (PDI) bu ii¢ Ol¢iim {izerinden
hesaplanmigtir. Ortalama degerler ve partikiil boyut dagiliminin bir gostergesi olan
PDI degerleri Zetasizer Software 7.11 (Malvern Instruments Ltd., ingiltere) yazilimi

kullanilarak hesaplanmustir.

Numune

173°

Dalga Boyu
Segici

Lazer
kaynagi

Sekil 3.1. DLS Dinamik Isik Sagilimi ile partikiil boyutu 6l¢iim calisma ilkesinin

sematik gdsterimi.
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Gegirmeli Elektron Mikroskobisi (TEM)

Nanopartikiillere ait TEM gériintiileri FEI Tecnai, G® Spirit BioTwin (CTEM,
USA) elektron mikroskobu ile alinmistir.

Ultrasaf su igerisinde disperse edilen nanopartikiiller, karbon kapli bakir grid
(300 mesh, @ 3 mm) iizerine damlatilmis ve oda sicakliginda kurumaya

birakilmislardir. Goriintiiler 120kV glicte alinmistir.
Atomik Kuvvet Mikroskobisi

Nanopartikiillerin sekilsel ve yilizeysel ozelliklerini incelemek igin atomik
kuvvet mikroskopisinden yararlanilmistir. Caligmada Veeco MultiMode (Plainview,
ABD) mikroskobu kullanilmistir. Goriintiileme oncesinde 1 damla nanopartikiil
siispansiyonu 1 x lcm boyutunda cam ylizey iizerine spin kaplama prosesi ile
sabitlenmis ve yayilmistir. Oda sicakliginda Numune kuruduktan sonra, analizler
gerceklestirilmistir.

Geri bildirim
Mekanizmasi =~ |

Fotodiyot
Lazer

Manivelave sivri ug

Numune ylzeyi

Piezoelektrik tarayici

Sekil 3.2 AFM nin galigma ilkesinin sematik gosterimi (209).
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3.6.2. Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Zeta potansiyeli kolloidal pargaciklarin ylizey yiikiine dair 6nemli bir parametre
olup, kolloidal yapinin stabilitesi agisindan kritik bir degerdir. Analizler Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments Ltd., Ingiltere) cihazi ile tek kullanimhik kivrimli kapiler
elektroforez hiicreleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Liyofilize partikiiller olgtim
oncesinde utrasaf su igerisinde siispande edilmistir ve Orneklerin tiimii igin zeta
potansiyeli ii¢c defa dlciilmiistiir. Olgiimler her 6rnek icin ii¢ kez tekrar edilerek ortalama

degerler kullanilmigtir.
3.6.3. Yiikleme Kapasitesi Ol¢iimii

Yiikleme kapasitesi nanopartikiil i¢ine enkapsiile edilmis etkin madde
miktariin liyofilize formda elde edilmis nanopartikiiliin toplam agirligina orani
seklinde hesaplanmistir. Bu amagla tartilan nanopartikiiller 2 mL DMSO igerisinde
¢ozlindiiriildiikten sonra, 0,22 um politetrafloroetilen (PTFE) siringa filtresinden
stiziildiikten sonra HPLC analiz sistemi ile analizi gergeklestirilmistir. Her bir analiz

tic kez tekrarlanmis olup, yiikleme kapasitesi asagidaki formiile gore hesaplanmustir:

NP icine enkapsiile edilmis ila¢ miktar1

Yiikleme Kapasitesi (%) = x 100

Tartilmis olan liyofilize NP miktari

3.6.4. In vitro Etkin Madde Salim Calismalari

Etkin maddelerin kanda serbestlesme kinetiklerini Simiile edebilmek
amaciyla, in vitro ortamda gergeklestirilen ilag salim ¢alismalarinda nanopartikiiller
PBS pH 7,4 ortaminda ependorf tiipler igerisinde disperse edilmis ve calkalamali su
banyosunda inkiibe edilmislerdir. Banyo sicakligi 37°C ve g¢alkalama hiz1 100 rpm
olarak ayarlanmistir. Belirlenmis zaman noktalarinda, tiipler santrifiijlenerek
(24.000g, 30 dak) drnekler alinmistir. Ust fazdan alinan 6rnekler ilag salim hizini

tespit edebilmek i¢in daha dnce belirtilmis olan HPLC sistemi ile analiz edilmistir.
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3.6.5. ' P-NMR Spektroskopik Analizi

PLGA nanopartikiillere ve alendronat kapli PLGA nanopartikiillere ait >'P-
NMR  spektrumlart AVANCE 1III 400 MHz niikleer manyetik rezonans
spektrometresi (Bruker, Biospin) ile alinmistir. Ornekler dg-DMSO igerisinde 40

mg/mL konsantrasyonda ¢6ziilerek analize alinmistir.
3.6.6. Ge¢imlilik Calismalari

Nanopresipitasyon islemi esnasinda etkin maddelerin birbirleriyle ve PLGA
ile olusabilecek olasi etkilesimlerini degerlendirmek i¢in formiilasyonda yer alan
maddelerin ve hazirlanan nanopartikiillerinin FTIR spektrumlar1 alinmistir.
Spektrumlar ALPHA FTIR spektrometre ile (Bruker; Massachusetts, ABD) ile
almmistir. Olgiimler 4000-400 cm™ frekans aralig1 gerceklestirilmistir.. Ornekler

herhangi bir hazirlama islemine tabi tutulmadan, dogrudan ATR ekipmani ile analiz

edilmislerdir.
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3.7. In vitro Afinite Testleri
3.7.1. Kalsiyuma Baglanma Testi

Kalsiyum kemik inorganik yapisini olusturan temel mineral konumundadir.
PLGA ve Aln(+)PLGA nanopartikiillerinin kalsiyuma baglanma kapasiteleri daha
once literatiirde belirtilmis olan bir metotla incelenmistir (208, 210). Yontemin esasi
nanopartikiil siispansiyonunun Ca*? igeren bir ortamda inkiibe edilmesi ve sonrasinda
baglanmamis Ca*? miktarinin titrimetrik olarak tayin edilmesine dayanmaktadir. Bu
amagla 0,05mBEq Ca*¥/mL konsantrasyonda standart kalsiyum ¢ozeltisi ultrasaf su
igerisinde hazirlanmis ve nanopartikiil stispansiyonu ile manyetik karigtiricida 15
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda ornekler 10 dakika 24.000g de
santrifiijlenmistir.  Boylelikle nanopartikiil yiizeyine baglanan Ca™ varsa
nanopartikiiller ile ¢okmesi beklenmistir. Supernatant 6nce 1N KOH ile pH degeri
10’a ayarlanmistir. Uzerine 1 mL 0.025 M EDTA ve kalsein indikatérii ilave
edilmistir. Kalsein indikatorii kahverengi-turuncu bir renk olusumu saglamstir.
Sonrasinda drnekler standart Ca'* ¢ozeltisi ile yesil-sar1 renk olusumuna kadar geri
titre edilmistir. Nanopartikiil {izerine baglanan kalsiyum miktar1 baslangicta eklenen
kalsiyum miktarindan iist fazin titrasyonu ile elde edilen serbest kalsiyum miktarinin
cikartilmast  ile  hesaplanmistir.  Olgiimler i{i¢  tekrarli olacak  sekilde

gergeklestirilmistir.
3.7.2. Hidroksiapatit Afinite Testi

Alendronat kapli nanopartikiillerin hidroksiapatit kristallerine baglanma
egilimleri ise floresan mikroskobi yontemi ile test edilmistir. Etkin madde yiikli
alendronat kapli olan yada kapli olmayan nanopartikiiller hidroksiapatit
sispansiyonu ile inkiibe edilmis, santrifiijlenmis ve sonrasinda ultrasaf su ile
yikanmiglardir (188, 211). Bu islem sonrasinda nanopartikiillere baglanan
hidroksiapatit kristalleri cam bir yiizey {izerine yayilmis ve floresans mikroskop

altinda incelenmislerdir (212).
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3.8. In vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
3.8.1. Etkin Madde Kombinasyon Sitotoksisite Calismasi

Etkin madde kombinasyon sitotoksisite ¢alismalarinda insan meme kanser
hiicresi hatt1 olan MCF-7 hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara
5 x 10° hiicre 100 pL tamamlanmis Dulbecco's Modified Eagle besi ortami icerisinde
(DMEM) olacak sekilde ekilmis 5% CO, at 37°C kosulunda 24 saat inkiibe
edilmistir. Tamamlanmis DMEM besi ortami bazal ortama % 10 (h/h) sigir bovin
serum albumin, 50 U/mL penisilin, 50 pg/mL streptomisin ve 2 mM L-Glutamin
eklenerek hazirlanmustur. .

Inkiibasyon sonrasinda sitotoksisite testi icin, hiicrelerin besi ortami farkl
konsantrasyonlarda Dox ve Cxb veya her ikisinin kombinasyonunu igeren 100pL
tamamlanmis besi yeri ile degistirilmistir. Dox DMEM ortaminda serbest ¢oziiniirliik
gostermistir. Cxb ise DMEM ile seyreltilmeden oOnce dimetilsiilfoksit (DMSO)
icerisinde ¢oziindiiriilerek stok ¢ozelti hazirlanmigtir.  Seyreltmeler besiyeri
ortamindaki DMSO konsantrasyonu % 0,5 (h/h)’i gecmeyecek sekilde
gerceklestirilmistir.

48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicrelerdeki canlilik/6liim orani
degerlendirilmistir. Hiicre canlilig1 iizerine Dox, Cxb ve kombinasyonlarin etkisi,
WST-1 hiicre canlilik testi ile gerceklestirilirmistir. analiz edilecek olan kuyucuklarin
tizerine bu amagla %10 WST-1 reaktifi ilave edilmistir ve inkiibasyon sonrasinda

440nm’de plate okuyucu ile absorbans dl¢limleri gerceklestirilmistir.
3.8.2. Nanopartikiillerin Sitotoksik Aktivitesini Belirlenmesi

Formiilasyonlara ait hiicre sitotoksisite c¢aligmalar1 da MCF-7 hiicreleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicreler daha once tanimlandigi sekilde 96
kuyucuklu plakalar lizerine ayni yogunlukta ve ayni besiyeri ortami kullanilarak
ekilmistir. Yeterli hiicre bliylimesi saglandiktan sonra besi yeri ortami PLGA NP,
Ale(+)PLGA NP, ayr1 ayri ve birlikte Dox ve Cxb ¢ozeltileri, PLGA NP (Dox+Cxb)
veya Ale(+)PLGA NP (Dox+Cxb) iceren 100 pL hiicre kiiltiiri ortami ile
degistirilmistir.
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48 saatlik inkiibasyon sonrasinda nanopartikiil siispansiyonlarinin ve diger
cozeltilerin hiicre canliligi {izerine etkileri WST-1 hiicre canlilik testi ile
incelenmistir. %10 konsantrasyondaki WST-1 reaktifi (10pL/100pL)hiicre
kuyucuklar1 {izerine eklenmis ve inkiibasyon sonrasinda kuyucuklarda gozlenen

absorbans degerleri plate okuyucu ile 440nm’de 6l¢iilmiistiir.

\ o
| N=0 I
C j I N§°
N—N
4\ Hticresel Dehidrogenazile
N A reduksuyon
N\ 20
s~ P
o Na
(o]
‘ O=g— o
0=8—0 I e
o Na
WST-1 Reaktifi Formazan
(acik sari) (koyu sari)

0CO000000000|

Kltiirt Yapilan hiicreler WST-1R. Eklenir 60 dakbeklenir Plate absorbans dl¢iimii

Sekil 3.3 WST 1 hiicre canlilik test prosediirii ve esasi.

3.8.3. Hiicre Icine Alim Calismalar

Nanopartikiillerin hiicre i¢ine alimlar1 ve alendronat kaplamanin buna etkisi
ise paralel sekilde MCF-7 hiicreleri ile gerceklestirilmistir. Hiicreler nanopartikiil
stispansiyonu ile inkiibe edildikten sonra, PBS pH 7,4 ile yikanmislar ve 24 saat
sonrasinda floresans mikroskobunda goriintiilenmislerdir. Alendronat kapli ve kaph
olmayan her iki nanopartikiil grubuna sitotoksisite olusturmayacak konsantrasyonda
etkin madde yiiklenerek etkin maddelerin otofloresans 6zelliginden yararlanilmasi

amaclanmustir.
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3.9. In vivo Biyodagilim Calismasi
3.9.1. Canh Hayvanda Goriintiileme Calismasi

PLGA NP ve Ale(+)PLGA NP’lerinin in vivo ortamda kemik hedeflendirme
kapasiteleri floresan bir boya olan indosiyanin yesil ile gézlenmistir. Calisma Ege
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan onay almarak
gerceklestirilmistir (Ek-1, Ek-2). 25-30g agirliginda Balb/c ki disi fareler
kullanilmistir. Hayvanlar iki ¢alisma grubuna boliinmiis, ilk gruba 200 uL. PBS’te
disperse edilmis PLGA NP verilirken diger gruba ayni hacimde Ale(+)PLGA NP

verilmigtir. Enjeksiyonlar intraperitoneal olarak gerceklestirilmistir.

A

Sekil 3.4. IVIS Canli hayvan goriintiileme cihazi ve hayvan anestezi aparati.
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Sekil 3.5. Hayvanlarin in vivo goriintiilenme esnasinda konumlandirilmalari.

Enjeksiyondan sonra hayvanlarin yem ve suya erisimi serbest birakilmistir.
Enjeksiyon ve goriintiileme islemleri anestezi altinda yapilmis olup anestezik olarak
Izofluran kullamilmistir. Baslangic konsantrasyonu %4, idame konsantrasyonu ise
%1,5 olacak sekilde gerceklestirilmistir. Calismanin tamamlanmasinin ardindan

farelere anestezi altinda servikal dislokasyon ile Gtenazi islemi uygulanmistir.
3.9.2. Ex vivo Organ Dagilim Calismasi

Nanopartikiil uygulanan hayvanlar 6 saat sonrasinda izofloran anestezisi
altinda servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilmislerdir.

Temel organlar1 (kalp, karaciger, dalak, bobrek, kemik (femur)) ¢ikartilmis
ve IVIS Lumina goriintiileme sisteminde nanopartikiillere yiikli floresans boyaya ait

sinyal siddeti eksitasyon 430nm, emisyon 820nm dalga boyunda goriintiilenmistir.

Bu boliimde siralanan analizler gergeklestirilmis olup ilgili sonuglar 4. Boliim

olan bulgular kisminda sunulmustur.
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4. BULGULAR
4.1. Analitik Metod Validasyonu

Tekrar eden 6 enjeksiyondan elde edilen etkin maddelere ait alanlarin
degerlendirilmesi sonrasinda; her iki etkin maddeye ait kuyruklanma faktorleri
2.0’den kiigiik teorik plaka sayilari 2000’den biiylik tespit edilmistir. ~ Sistem
tekrarlanabilirliginde beklenen alanlara ait bagil standart sapma (RSD) degerinin

%1’den kiigiik olmasi sart1 da saglanmistir. Sonuglar Tablo 4.1.’de sunulmustur.

Tablo 4.1 HPLC Analiz Metoduna ait sistem uygunluk parametreleri.

Parametre Doksorubisin Selekoksib
Kuyruklanma 0,97 1,07
faktori

Teorik Plaka Sayisi 2739 2157

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

Etkin maddelerin kromatogramlari, salim ortamlari ile ve PLGA ¢ozelti
enjeksiyonu ile kiyaslanmistir. Salim ortaminda yer alan tampon tuzlarindan ya da

nanopartikiil formiilasyonundan herhangi bir girisim olmadig: tespit edilmistir.

Tablo 4.2. Etkin maddelere ait analitik metod linearite parametreleri

Doksorubisin Selekoksib
Dogru denklemi y =77214x + 2072.2 y =57855x + 2190
Standart hata (intersept) 4579.8 2378.1
Standart hata (egim) 7115 369.5
Regresyon katsayisi 0.9996 0.9998
Linearite arahig (ug/mL) 1-11 1-11
Linearite nokta sayisi 7 7
LOD (ng/mL) 7 13

LOQ (ng/mL) 14 19
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Kalibrasyon dogrular i¢in, hazirlanan stok ¢ozeltilerden 1, 2, 3, 5, 7, 9,
11pg/mL konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler hazirlanarak analiz edilmisglerdir.
Enjekte edilen cozeltilerden elde edilen pik alanlar1 hesaplanmis ve regresyon
analizine tabi tutularak lineer bir denklem olusturulmustur. Doksorubisin i¢in,
korelasyon katsayis1 r* = 0,9996 ve dogru denklemi y = 77214 x + 2072,2 olarak
bulunmustur. % y-intersept degerleri 1 pg/mL haricinde % 2,0 den kiiglik olarak
bulunmustur. Selekoksib i¢in dogru denklemi y = 57855x + 2190 ve korelasyon
katsayisi *=0,9998 olarak bulunmustur. Her iki etkin madde analizi i¢in de

dogrusallik elde edilmistir (Sekil 4.1., 4.2) (Tablo 4.2.).

900000 RZ=0,9996

800000 y =77214x +2072,2
700000

600000
500000 e
400000 /
300000

200000 e

100000 ;,/

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Doksorubisin konsantrasyonu (ppm)

Pik Alani

Sekil 4.1. Doksorubisine ait HPLC kalibrasyon dogrusu.
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Sekil 4.2. Selekoksibe ait HPLC kalibrasyon dogrusu.
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Sekil 4.3. Salim ortamma (a), PLGA 502H polimer ¢dzeltisine (b) ve etkin
maddelere ait (c) kromatogramlar.

Analitik yontemin dogrulugu ve kesinligi tekrarlanabilirlik ve tekrar edilebilirlik
parametreleri ile incelenmis; bagil standart sapma degerleri %2’nin altinda ve geri
kazanim degerleri kilavuzlara uygun sekilde %98-102 araligindadir. Gelistirilen
yontemin validasyonunda dogruluk ve kesinlik parametrelerini sagladigi tespit
edilmistir. (Tablo 4.2.). Piklere ait retansiyon stireleri doksorubisin i¢in 3,1 dakika,

selekoksib i¢in ise 12,8 dakika olarak bulunmustur (Sekil 4.3.)

Tablo 4.3. Selekoksib ve Doksorubisin’in analitik yontemine ait dogruluk ve

kesinlik parametreleri (n=3)

Giin Ici Giinler Arasi
Teorik Geri Geri
Konsantrasyon Kazanim Kazanim
(ug/mL) (%) %RSD (%) %RSD
1 1013 1,6 98,7 15
Doksorubisin 3 087 11 99,6 0,5
9 1006 0.3 101,1 0,1
1 99 2 1,4 101,2 1,2
Selekoksib 3 1018 0.9 98,4 10
9 98.9 1,0 101,9 0,4
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4.2. Etkin Madde Kombinasyonu Sitotoksisite Calismasi

Selekoksib ve doksorubisinin sinerjik etkisi hem farkli hiicre hatlarinda in
vitro sitotoksisite ¢aligmalar1 ile hem de hayvan ¢alismalarinda gosterilmistir. (46-
48). Calisma kapsaminda ise en belirgin sinerjik etkinin hangi doz oraninda
gozlendigi MCF-7 hiicreleri ile test edilmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
hiicre canlilik testi WST-1 analizi ile gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gére
selekoksibin sitotoksisite yiizde degerleri doksorubisinden daha diisiiktiir. Selekoksib
on kat fazla konsantrasyonda uygulanmis olmasina ragmen bu durum degisiklik
gostermemistir.

Yalnizca selekoksib uygulanan hiicrelerde canlilik oran1 1 pg/mL, 2,5ug/mL
ve 5ug/mL konsantrasyonlar igin sirasiyla %98,1, %96,5 ve %93,8 olarak
bulunmustur. Yalnizca doksorubisin ¢ozeltisinin uygulandig: hiicrelerde ise canlilik
orani yiizde olarak; 0,1 pg/mL, 0,3pug/mL ve 0,5ug/mL konsantrasyonlar igin
sirasiyla %79,7 %61,3 ve %50,8 olarak tespit edilmistir. (Sekil 4.4)

Doksorubisin'in MCF-7 hiicre Selekoksibin MCF-7 hiicre canlhiligi
canhiligi lizerine etkisi tizerine etkisi
98,1
100 100 6,5 93,8

-~ 90 79,6 = 90
£ g S g
§ 70 61,3 E 70
S 60 50,8 S 60
Z 50 Z 50
5 40 § 40
5 30 2 30
S 20 G 20
3 3
T 10 T 10

0 0

0,1 0,3 0,5 2,5 5
Doksorubisin (pug/mL) Selekoksib (ug/mL)

Sekil 4.4. Yalnizca selekoksib ya da doksorubisin ¢ozeltisi uygulanmig olan MCF-7
hiicrelerinde % canlilik oran1 degerleri.

Selekoksib ve doksorubisinin farkli konsantrasyonlardaki kombinasyon
denemelerinden elde edilen hiicre canlilik yilizdesine ait sonuglar ise Sekil 4.5.’te
sunulmustur. Bu sonuglara gore farkli doksorubisin konsantrasyonlarinda
selekoksibin 2,5ug/mL ve 5pg/mL ilavesi arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir

farklilik olmadig1 gozlenmistir (p>0.05). Doksorubisin ¢ozeltisine selekoksib ilavesi
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ile elde edilen en belirgin farklilik ise 0,3pug/mL doksorubisin ve 2,5 pg/mL
selekoksib kombinasyonunda gézlenmistir. 0,3ug/mL doksorubisin ve 2,5 pg/mL
selekoksibin ayr1 ayri olusturduklari sitotoksisite degerleri ayri ayri toplandiginda
% 42,1 elde edilirken bir aradayken olusturduklar1 yilizde sitotoksisite degerleri
% 61,2 olarak tespit edilmistir.

Doksorubisin ve Selekoksibin MCF-7 Hiicreleri Uzerinde
Sitotoksisite Degerleri
M Dox

90 - M Dox + Cxb (1 pg/mL)

80 - i Dox + Cxb (2,5 pg/mL)

70 -
M Dox + Cxb (5 pg/mL)
60 -
50 -
40 -

30 A

% Hiicre Canlilig

20 -
10 -

0,1 0,3 0,5
Doksorubisin (pug/mL)

Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda selekoksib ve doksorubisin ¢ozelti
kombinasyonlar1 uygulanmis olan MCF-7 hiicrelerinde % canlilik oran1
degerleri.
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4.3. PLGA Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Kritik Formiilasyon

Parametrelerinin Belirlenmesi

Sekiz farkli formiilasyon parametresi Plackett-Burmann Deney tasarimi
kullanilarak 2 seviyeli, 12 deneyli bir tasarim matrisiyle test edilmistir. Hazirlanan
formiilasyona ait elde edilen sonuglar Tablo 4.6.’te sunulmustur. Verilerin analiz

edilmesinde ana etki grafiklerinden ve pareto grafiklerinden yararlanilmistir.

Tablo 4.4. Plackett-Burman Tasarimi Uygulanan Formiilasyonlarda Bagimli
Degiskenlere Ait Sonuglar.

Formiilasyon

Kodu Y (%) Y, (%) Y3 (nm) Y, (mV) Ys

PB 01 53 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 yiikleme kapasitesi (Y;) lizerine en etkili olan iki parametre
Doksorubisin miktari (X3) (p=0,009) ve PLGA polimer miktar1 (X3) (p=0,019) olarak
gozlenmistir. Varyans analizi sonucuna gore ana etkilerin p degeri 0,06 olarak, R?
degeri ise 0,9537 olarak tespit edilmis olup test edilen modele belirgin bir uygunluk

gostermektedir.
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Standardize Etkilerin Pareto Grafigi
(Cevap Faktori: Yikleme Kapasitesi-Dox (%))

3,182
|

Dox Miktari (mg) -

PLGA Miktari (mg) - /////////////////////
7

PVA Konsantrasyonu (%)

Damlatma Hizi (dps)

£
R
= Organik Faz Hacmi (mL) S

PLGA MA (kDa)-

Cxb Miktari (mg)

Karistirma Hizi (rpm)

0 1 2 3 4 5 6
Standardize Etki

Sekil 4.6. Doksorubisin yiikleme kapasitesi tizerine etkili olan parametrelerin
standardize pareto grafigi (Gri renkli siitunlar +, ¢izgili siitunlar — etkiyi
ifade etmektedir).

Doksorubisin miktarindaki artisin doksorubisin yilikleme kapasitesi tizerinde
artisa, PLGA miktarindaki artigin ise diislise neden oldugu ve iki faktoriin de benzer

diizeyde etkili oldugu pareto grafiginden de goriilmektedir. (Sekil 4.6, Sekil 4.7)
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Yiikleme Kapasitesi-Dox (%) Uzerine Ana Etki Grafikleri
Dox Miktan (mg) Cxb Miktan (mg) PLGA Miktan (mg)
%87 \
4,5+ / = \
3,04
1 1 1 1 T I
2 4 5 10 30 100
Organik Faz Haami (mL) PVA Konsantrasy onu (%) PLGA MA (kDa)
6,0
[ — ."'\_ fo—
4,54 ==¥ — =
3,0
1 1 1 1 T T
2 5 0,5 1,0 7-17 (502) 2438 (503)
Karistirma Hizi (rpm) Damlatma hiz (dps)
6,0
- Y -~
4,51 .
3,0
1 1 1 1
500 1000 1 2

sekillerini gdsteren, temel etki grafigi.

Sekil 4.7. Doksorubisin yiikleme kapasitesi lizerine sekiz farkli faktoriin etki

Standart Etkilerin Pareto Grafigi
(Cevap Faktori: Yikleme Kapasitesi-Cxb (%))

3,182
I

Cxb Miktari (mg)

PLGA Miktari (mg) -

0000000

PVA Konsantrasyonu(%) // /// /// /// 7

Karistirma Hizi (rpm) -

Damlatma Hizi (dps) -

PLGA MA (kDa) V 7

Organik Faz Hacmi (mL) -
Dox Miktari (mg) -

0

1 2 3

4 5

Standardize etki

Sekil 4.8. Selekoksib yiikleme kapasitesi tiizerine etkili olan parametrelerin
standardize pareto grafigi.



75

Selekoksib yiikleme kapasitesi (YY) lizerine ise selekoksib miktar1 (X3)
(p=0,010) ve PLGA polimer miktar1 (X3) (p=0,012) etkili olan parametrelerdir.
Doksorubisin yiikleme kapasitesine benzer sekilde etkin madde (Cxb) miktarinin
artmasi yiikkleme kapasitesini arttirtyorken, PLGA miktarinin artmasi yiikleme
kapasitesi degerini azaltmaktadir. (Sekil 4.8.) Varyans analizinin sonucu olarak p
degeri 0,044 ve R? degeri 0,9627 olarak tespit edilmistir. Temel etkilerin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu ve model uygunlugunun yiiksek oldugunu gostermektedir.

(Sekil 4.9.)

Yiikleme Kapasitesi-Cxb (%)- Uzerine Ana Etki Grafikleri

Dox Miktari (mg) Cxb Miktar (mg) PLGA Miktari (mg)

T AN
. . e

T T T T T T
2 4 5 10 30 100

Organik Faz Hacmi (mL) PVA Konsantrasyonu (%) PLGA MA (kDa)

- o

-
—

TR

2 5

1 ’
0,5 1,0

Karistimma Hizi (rpm)

Damlatma hizi (dps)

"

i

T T
500 1000

1
717 (502)

T
2438 (503)

Sekil 4.9. Selekoksib yiikleme kapasitesi tizerine sekiz farkli faktoriin etki sekillerini

gosteren, temel etki grafigi.
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Standardize Etkilerin Pareto Grafigi
(Cevap Faktori: Ortalama partikil boyutu (nm))

3,182
I

PLGA Miktari (mg)

Organik Faz Hacmi (mL) - %
PVA Konsantrasyonu (%)

Dox Miktari (mg)

Karistirma Hizi (rpm) - %

PLGA MA (kDa) -

N

Cxb Miktari (mg) -

Damlatma hizi (dps)

0 1 2 3 4 5
Standardize Etki

Sekil 4.10. Ortalama partikiil boyutu iizerine etkili olan parametrelerin standardize
yu
pareto grafigi (Gri renkli siitunlar +, ¢izgili siitunlar — etkiyi ifade

etmektedir).

Ortalama partikiill boyutu (Y3) sonuglari incelendiginde ise; en etkili iki
faktoriin sirasiyla PLGA miktari (X3) (p=0,019) ve organik faz hacmi (X4) (p=0,025)
oldugu gdzlenmistir. Varyans analizine gore ana etkilerin p degeri 0,092 ve R? degeri

0,9375 bulunmustur (Sekil 4.10., Sekil 4.11.).



Ortalama Partikiil Boyutu Uzerine Ana Etki Grafikleri
Dox Miktan (mg) Cxb Miktar (mg) PLGA Miktar (mg)
2204
200 e et
-~ i
180 /
T T T T T T
2 4 5 10 30 100
Organik Faz Haani (mL) PV A Konsantrasyonu (%) PLGA MA (kDa)
2204 \
200- // ““‘—ﬁ—-\\.
180 \
T T T T T T
2 5 0,5 1,0 7-17 (502) 24-38 (503)
Karistirma Hiz (rpm) Damlatma hiz (dps)
2204
200 P ——
T —
180 1
1 I 1 1
500 1000 1 2

Sekil 4.11. Ortalama partikiil boyutu lizerine sekiz farkli faktoriin etki sekillerini

gosteren, temel etki grafigi.
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Standardize Etkilerin Pareto Grafigi
(Cevap Fadktor: Poli Dispersite indeksi (PDI))

3,182

Cxb Miktari (mg) 4 /

PVA Konsantrasyonu(%)

Organik Faz Hacmi (mL) 4

Dox Miktari (mg) -

Karistrma Hizi (rpm)

PLGA MA (kDa) - %
Damlatma Hizi (dps) 1 %

PLGA Miktari (mg) -J

00 05 10 1,5 20 25 30 35
Standardize Etki

Standardize Etkilerin Pareto Grafigi
(Cevap Faktorii: Zeta Potansiyeli (mV))

3,182

PLGA Miktari (mg) -

Organik Faz Hacmi (mL)

Karistirma Hizi (rpm) /
Cxb Miktar1 (mg)

PLGA MA (kDa) - //
%

Damlatma Hizi (dps) -

Dox Miktari (mg)

PVA Konsantrasyonu (%) -J

00 05 10 15 20 25 30 35
Standardize Etki

Sekil 4.12. PDI ve zeta potansiyeli {izerine faktorlerin istatistiksel agidan anlamli

olmadigini gosteren pareto grafikleri.

PDI ve zeta potansiyeli degerleri i¢in yapilan Olglim ve istatistiksel
degerlendirmelerde ise, test edilen formiilasyon parametrelerinin hicbirisinin anlamh
diizeyde bir farklilik olusturmadiklar tespit edilmis olup faktdrlerin istatistiksel
diizeyde anlamli olmasa da yanit faktorler iizerinde olan etkileri Sekil 4.12.°de

sunulmustur. Etkileyen herhangi bir anlamli faktér olmamasina ragmen Box-
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Behnken tasarimi ile hazirlanan formiilasyonlarda da bu iki yanit dl¢iilmeye devam
edilmistir.

Plackett-Burmann tasarimi ¢ogunlukla temel etkili faktorlerin tespit edilmesini
ve kritik kalite parametreleri iizerine belirgin etkisi olmayan faktorlerin elimine

edilerek daha detayl arastirma, belirlenen faktorler kullanilarak BBD ile yapilmustir.
4.4. Formiilasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

PBD ile kritik olarak belirlenen cevap degiskenler iizerinde en etkili olan
formiilasyon/proses faktorleri secilmis ve detayli irdeleme cevap yiizey analizi ile
gerceklestirilmistir.  Bu amagla 3 faktorlii ve 3 seviyeli BBD matriksi
olusturulmustur. Toplam 15 formiilasyon denemesi ile etkili oldugu tespit edilmis
olan faktorlerin etki sekilleri incelenmistir.

Faktorlerin temel etkileri, birbirleriyle olan etkilesimlerinden kaynaklanan
etkileri ve iissel etkileri degerlendirilmistir. Uretilen formiilasyonlara ait yamit
degerler Tablo 4.5.’te sunulmustur. Kritik proses parametrelerine ait katsayilar,
istatistiksel kiyaslamalar1 olarak regresyon analizlerinden elde edilen p degerleri ile
birlikte Tablo 4.6.’da sunulmustur. Istatistiksel degerlendirme yapilirken p degeri
0,05 den kiigiik olan faktorlerin, % 95 giiven araligi igerisinde etkisinin anlaml

oldugu kabul edilmistir.



80

Tablo 4.5. Box-Behnken Tasarimi Uygulanan Formiilasyonlarda Bagiml
Degiskenlere Ait Sonuglar

Formiilasyon Kodu Y3 (%) Y, (%) Y3 (nm) Y, (mV) Ys
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 79 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 51 7,8 198,4 -14.1 0,213
BB 11 3,2 10,8 262,4 -12,8 0,235
BB 12 54 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. Faktorlere ait hesaplanan korelasyon katsayilar1 ve p degerleri tablosu

Yiikleme

Yiikleme Kapasitesi-

Ortalama Partikiil

Kapasitesi-Dox % Cxb % Boyutu
(Y1) (nm) (Ys)
Katsay1r  p degeri Katsay1 p degeri Katsay1 p degeri
Bo (sabit) -12,673  <0,001 12,955 <0,001 309,148 <0,001
x; (Dox Miktart) 7,983 <0,001 -2,111 0,792 -31,688 0,337
X, (Cxb Miktart ) -0,029 0,605 -0,811 <0,001 -21,791 0,914
x5 (PLGA Konsantrasyonu) 0,104 0,002 -0,117 <0,001 -0,785 <0,001
X1X; -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
XyX3 0,002 0,675 -0,009 0,200 0,015 0,883
x? -0,596 0,051 0,354 0,238 0,142 0,976
x5 0,001 0,986 0,152 0,015 0,866 0,285
x3 -0,001 0,174 0,002 0,115 0,038 0,052

Doksorubisin yiikleme kapasitesi degerlendirildiginde doksorubisin miktari,

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

PBD kapsaminda hazirlanan formiilasyonlara ve orda elde edilen sonuglara paralel

bir sekilde; formiilasyonda Dox miktarinin artmasi ile doksorubisin yiikleme

kapasitesi yiizde olarak artmakta, formiilasyonda kullanilan PLGA konsantrasyonunu

artmast ile ise nanopartikiil agirligina oranla igerdigi doksorubisin orani yiizde olarak

diismektedir. Daha baskin olan etkinin Dox miktar1 oldugu Sekil 4.13.’te verilmis

olan kontur grafiginden de gériinmektedir. Doksorubisin miktarinin karesi ve bu iki

faktoriin birlikte etkisi (x;x3) ise oldukga kiigiik p degerlerine sahip ve formiilasyon

tizerinde etkili olmasina ragmen istatistiksel anlamda etkili kabul edilmemislerdir

(swrastyla p=0,051, p=0,058). Doksorubisin yiikleme kapasitesi i¢in yazilim

tarafindan olusturulan, ikinci derece polinomial modele ait kestirim denklemi
asagidaki sekildedir (r2:0,9899);

Y, = —12,673 + 7,983x; — 0,029x, + 0,104x5 — 0,030x,x, — 0,031x;%3
+0,002x,x5 — 0,596x2 + 0,001x2 — 0,001x2
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Sekil 4.13. Formiilasyonda yer alan PLGA konsantrasyonu ve Dox miktarinin,
nanopartikiillerin doksorubisin yiikleme kapasitesi tiizerine etkisini
gosteren kontur grafigi.

Selekoksib yiikleme kapasitesi cevap yiizey analizi ile degerlendirildiginde
ise; selekoksib miktart ve PLGA konsantrasyonunun selekoksib yiikleme kapasitesi
tizerine etkili olan iki parametre oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Bu cevapta Cxb
miktarmin kuadratik etkisi de istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip
bulunmustur (p=0,015). (Sekil 4.14.) Selekoksib miktarindaki artis selekoksib
yiikleme kapasitesinde artisa neden olurken, PLGA miktarindaki artis i¢in durum tam
tersidir. Selekoksib yiikleme kapasitesi kestirimi i¢in olusturulan polinomial ikinci
derece denklem asagidaki sekildedir (r*=0,9879);

Y, = 12.955 — 2,111x, — 0,811, — 0,117x5 + 0,010%,x, — 0,004, x5
— 0,009x,%x5 + 0,354x2 + 0,152x2 + 0,002x2
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Sekil 4.14.
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Formiilasyonda yer alan PLGA konsantrasyonu ve Cxb miktarinin,
nanopartikiillerin selekoksib yiikleme kapasitesi iizerine etkisini

gosteren kontur grafigi.

Yapilan analizler sonucunda, hazirlanan nanopartikiillerin ortalama partikiil

boyutuna etki eden tek faktoriin ise yalmizca PLGA konsantrasyonu oldugu

(p<0,001) diger formiilasyon ve proses parametrelerinin partikiil boyutu {izerinde

anlamli1 bir etkisinin bulunmadigi tespit edilmistir.

PLGA konsantrasyonunu kuadratik etkisi de partikiil boyutu iizerinde 6nemli bir

etkiye sahiptir (p=0,052). Bunun haricinde etkili

olan higbir faktor tespit

edilememistir. Bu durum kontur grafiklerinin yapisindan da anlasilmaktadir (Sekil

4.15.). Ortalama partikiil boyutunun tahmini i¢in olusturulan ikinci derece polinomial

denklem formiilii ise asagidaki sekildedir (r=0,9987) ;
Ys = 309,148 — 31,688x; — 21,791x, — 0,785x5 + 2,810x;x, + 0,200x, x5

+0,015x,x3 + 0,142x% + 0,866x2 + 0,038x2
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Sekil 4.15. Formiilasyonda yer alan PLGA konsantrasyonun, nanopartikiillerin
ortalama partikiil boyutuna etki eden tek parametre oldugunu gosteren
kontur grafigi.

MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda gergeklestirilen doz optimizasyon
calismasi sonrasinda, Dox:Cxb doz oranin 0,3:5 olarak hiicrelere iletilmesiyle
sinerjik etkinin en yiiksek oranda gdzlendigi sonucuna ulagilmistir. Bu orani elde
edebilmek i¢in tasarim simirlar1 géz o6niinde bulundurularak, doksorubisin yiikleme
kapasitesi %1,5 ve selekoksib yiikleme kapasitesi olarak %12,5 hedeflenmistir. Aym
zamanda optimizasyon dizaynina partikiil boyutunun minimizasyonu da ilave

edilmistir. (Sekil 4.15.)
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Minitab yazilimi kullanilarak olusturulan optimizasyon grafiginin sonucuna
gore hedeflenen formiilasyonun elde edilebilmesi i¢in gerekli olan formiilasyon
parametreleri su sekildedir;

Dox miktart: 2,1 mg,

Cxb miktar1: 9,5 mg

PLGA konsantrasyonu 22,1 mg/mL

Aseton hacmi: 2mL

Polimer molekiil agirligt: 7-17 Da,

PVA konsantrasyonu:%0,5,

Karistirma hizi: 1000rpm,

Damlatma hizi: 1 damla/saniye

Istenebilirlik fonksiyonu (desirability) degerleri incelendiginde Cxb yiikleme
kapasitesine ait deger d=0,97 olarak, Dox yiikleme kapasitesine ait deger d=0,83 ve
ortalama partikiil boyutuna ait deger d=0,61 olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.7. Optimizasyon sonrasi elde edilen formiilasyonda beklenen ve dlgiilen

yanit degiskenler

< Olgiilen . . Hata
Cevap Deger Sy Tahmin Edilen Fark (%)
Yiikleme Kapasitesi-Dox
(%) 1.42 1.48 -0.06 -4.2
Yiikleme Kapasitesi -Cxb
(%) 13.45 12.49 0.96 7.1
Ortalama Partikiil Boyutu
(nm) 196.6 183.9 12.7 6.5

Optimizasyon araci ile elde edilen formiilasyon parametreleri kullanilarak
yapilan nanopartikiil lretimlerinde ise %10’dan daha kiiciik hata degerleri ile
hedeflenen kritik formiilasyon parametrelerin elde edilebildigi gézlenmistir. (Tablo

4.7)
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4.4. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonrasinda elde edilen nanopartikiillerin daha
detayli karakterizasyon calismalar1 gergeklestirilmistir. Incelenen kritik temel
parametreler; nanopartikiillerin biiyiikliikkleri ve dagilimlari, morfolojik goriiniimleri
ve sekilleri, zeta potansiyelleri, yiikleme kapasitesi, kaplama etkinligi ve etkin madde
salim hizi olarak siralanmaktadir. Partikiil biiyiikliigl icin temel yontem olarak DLS
secilmis olup Olgiimler AFM ve TEM ile dogrulanmistir. Yiizey yiiki i¢in
elektroforetik DLS metodu kullanilmistir. Nanopartikiilden ilag¢ salimi iki farkli pH a
sahip ortamda 37°C’de gergeklestirilmistir. Nanopartikiilllerin alendronat ile

kaplanmalar1 ise FTIR ve 3'p_NMR analizi ile incelenmistir.

4.4.1. FTIR Analizleri

Etkin maddelerin, kapli olmayan etkin madde yiiklii nanopartikiillerin ve
alendronat ile kaplanmis etkin madde yiiklii nanopartikiillerin FTIR spektrumlar
alinmigtir. Sekil 4.16.’da sunulan spektrumlar incelendiginde alendronat kaplanmig
olan nanopartikiillerde, yiizeyde yer alan alendronattan kaynakli oldugu diisiiniilen

3500cm™ belirgin, yaygin, karakteristik, hidroksil piki gozlenmistir.
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Sekil 4.16. FTIR Spektrumlar1 a) Selekoksib, b)Doksorubisin, c) PLGA NP d)
Ale(+)PLGA NP.
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4.4.2.*'P-NMR Spektoskopik Analizi

Alendronat molekiiler yapisinda; PLGA, Dox, Cxb ve PVA’dan farkli olarak
fosfor atomu iceren fosfonat gruplari barindirmaktadir. Bundan dolay: p.NMR
spektroskopisi kaplanmis olan nanopartikiillerin yapisinda alendronat bulundugunun
kanitlanmasi1 amaciyla kullanilmistir. Etkin madde iceren PLGA nanopartikiilleri ve
etkin madde iceren alendronat kapli PLGA nanopartikiilleri ile elde edilen
spektrumlar ~ Sekil 4.17.de  gosterilmektedir.  PLGA  nanopartikiillerinin
spektrumunda herhangi bir pik gozlenmezken Aln(+)PLGA nanopartikiillerinde,
yiizeyinde bulunan alendronata ait karakteristik singlet fosfor piki 17,569 ppm de

gozlenmistir.

17.57

Alendronate

Alendronate (+)

100 50 0 -50 -100 -150 -200 ppm

Sekil 4.17. PLGA nanopartikiiliine ve ALN(+)PLGA nanopartikiiliine ait p.
NMR spekturmlari.

4.4. 3. Partikiil Biiyiikliigii Dagilim

Elde edilen nanopartikiillere ait partikiil boyutu 6l¢iimleri 6ncelikle dinamik
151k sagilimi yontemi ile gerceklestirilmistir. Ortalama partikiil biiyiikliigli ve partikiil
boyut dagiliminin bir 6l¢iitii olan poli dispersite indeks (PDI) degerleri Malvern

Zetasizer yazilimi ile hesaplanmistir. Plackett-Burmann tasariminda elde edilen
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partikiil boyutu degerleri 156,8 nm ile 293,5nm arasinda degisirken, BBD
tasariminda hazirlanan formiilasyonlara ait PB degerleri ise 173,2nm ile 265,4nm
arasinda degisiklik gostermektedir. Her iki tasarimdan elde edilen sonuglarin tiimii

ise Tablo 4.3. ve Tablo 4.4’te sunulmustur.

Tablo 4.8. Alendronat ile kaplama 6ncesi ve sonrasi partikiil boyutu ve yiizey yiikii
degisimi

Formiilasyon Ortalama

Kodu Partikiil Boyutu POIIiE(Ilii:SIte ZHE ?r?]t\a/;]swe“
(nm)

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

Statistics Graph (1 measurements)

Intensity (Percent)

1 10 100 1000 10000

Size (d.nm})

Sekil 4.18. PLGA NP formiilasyoununa ait DLS ile elde edilen partikiil boyutu
dagilimi grafigi.

Tasarim sonucunda elde edilen optimize formiilasyonda ise alendronat ile
kaplama Oncesi ve sonrasinda elde edilen partikiil boyutu degerlerinde istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik olusmadig1 gézlenmistir (p>0,05). (Tablo 4.8.)
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4.45. Atomik Kuvvet Mikroskobisi ve TEM

Atomik kuvvet mikroskobu goriintiileme iglemi ile spin dondiirme yontemi
ile kurutulmus nanopartikiillerden elde edilen goriintiilere gore nanopartikiillerin
kiiresel ve piriizlilik orami diisiik yiizey yapisinda olduklar1 gozlenmistir. (Sekil
4.19.) elde edilen sonuglar dinamik 1s1k sagilimi ile elde edilen sonuglarin sonuglari
destekler niteliktedir. Alendronat kaplanmis ve kaplanmamis nanopartikiiller

arasinda AFM goriintiilerinde anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

0,18 pm
0,00 pm

Sekil 4.19. PLGA Nanopartikiillere ait atomik kuvvet mikroskobu 6l¢timii.

Sekil 4.20.’de sunulan TEM fotograflart da AFM goriintiilerini destekler

niteliktedir. Kiiresel ve yiizey plirtizliligii diisiik nanopartikiiller elde edilmistir.
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Sekil 4.20. PLGA Nanopartikiillere ait TEM goriintiileri.

4.4.3. Yiizey Yiikii

Nanopartikiillerin yiizey yiikleri ultrasaf su igerisinde disperse edilmis
nanopartikiillerin zeta potansiyelleri Ol¢iilerek tespit edilmistir. Hazirlanan
nanopartikiillerde zeta potansiyeli degerleri, PPD kapsaminda hazirlanan
formiilasyonlarda zeta potansiyeli degeri -13,4mV ile -17,9mV arasinda
degismekteyken, BBD kapsaminda hazirlanan formiilasyonlarda ise benzer sekilde
-12,3mV ile -17,5mV arasinda degisiklik gostermistir.

Diger taraftan alendronat kaplamasi Oncesinde ve sonrasinda yapilan zeta
potansiyeli Olclimleri, kaplamanin partikiil yilizey yikiinii anlamli derecede
degistirdigini gostermistir (p<0,05). Diger parametreler agisindan optimize edilmis
nanopartikiil formiilasyonuna ait zeta potansiyeli degeri -16,3 mV iken, alendronat

ile kaplanmasi sonrasinda -25,6mV olarak tespit edilmistir. (Tablo 4.8 )
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4.4.4. In vitro Tla¢ Salim

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonundan Dox ve Cxb’in in vitro ortamda

salim hizlar1 pH7,4 PBS ve pH 4,5 ortamlarinda test edilmistir.

—o=Doksorubisin —s=—Selekoksib

120

100

D *‘i
N

o

Kiimulatif salim yiizdesi (%)

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Siire (saat)

Sekil 4.21. PLGA-ALE NP Formiilasyonuna Ait Salim Grafigi (pH 4,5) (n=6).

pH 4,5’te doksorubisin %45 iizerinde bir 6n salim (burst release) gdostermis
olup sonrasinda yiiklenen dozun %90’dan fazlasinin tasiyici sistemden 18 saat
icerisinde serbestlestigi gozlenmistir. Selekoksib salimi ise 36 saat igerisinde

maksimum %80°lik bir salim profili gostererek platoya ulasmustir. (Sekil 4.21.)
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Doksorubisin =<=Selekoksib

120
100 T
T T T 1 =3

80 . 1
L
T
60 in
VR 4
40 L]
20 w .
0 T T T

0 10 20 30 40 50 60
Siire (saat)

Kiimilatif salim yuzdesi (%)

Sekil 4.22.PLGA ALE NP Formiilasyonuna Ait Salim Grafigi PBS (pH 7,4) (n=6).

pH 7,4’te doksorubisinin salim hiz1 pH 4,5’ta gostermis olduguna kiyasla
daha yavas olup 24 saat icerisinde salim tamamlanmistir. Ilk birkac saat icerisinde
%20 civarinda bir 6n salim (burst release) gerceklesmistir. Selekoksib saliminda ise
pH etkili bir degisiklik olusmamistir ve salim 36 saat icerisinde tamamlanmistir.

(Sekil 4.22.)
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Gergeklestirilen kalsiyum baglanma kapasitesi testinde, geri titrasyon yolu ile
elde edilen sonuglara gore Aln(+)NP ler (% 45,7),

nanopartikiillere (%10,5) kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde fazla baglanma

alendronat kapli olmayan

egiliminde tespit edilmislerdir (p<0,005). Etkin madde yliklenmesi ise Aln(+)NP
lerin baglanma egiliminde bir degisiklige neden olmamistir (% 50,6). Sonuclar Sekil

4.23.’te detayl olarak sunulmustur

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Kalsyum Geri Kazanim
Yiizdesi (%)

Kor

NP

Aln(+)NP

NP Aln(+)NP

(Dox+Cxb)

(Dox+Cxb)

89,5

54,3

92,4

49,4

| M Geri kazanilan Ca (%) 97,6

Sekil 4.23. Nanopartikiil formiilasyonlarina ait kalsiyum geri kazanim ytizdeleri.

kristallerinin ~ alendronat olmayan

Hidroksiapatit kapli1 ve kaph
nanopartikiiller ile inkiibasyonu sonrasinda, floresans mikroskop altinda gorsel
inceleme yapilmustir. Incelemede AIn(+)NP HA kristalleri etrafinda kiimelendikleri
ve bu bolgedeki floresan intensitenin artmasini sagladiklar1 gézlenmistir. Alendronat
kapli olmayan nanopartikiillerde ise gorece ¢cok daha diisiik intensite ve karanlik bir
goriiniim elde edilmistir. Sekil 4.24.’te sunulmus olan bu gorsel ¢alisma kalsiyum

baglanma kapasitesi sonuglarini destekler nitelik tagimakta oldugu i¢in 6nemlidir.
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Sekil 4.24. Hidroksiapatit kristallerinin a) alendronat kapli olmayan b) alendronat
kapli  nanopartikiiller ile inkiibasyonu sonrasinda  floresan
mikroskobunda alinmis goriintiileri.
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4.6. Sitotoksisite ve In vitro Hiicre I¢cine Alim Calismalar

Nanopartikiil siispansiyonlarinin ve etkin madde c¢ozeltilerinin hiicreler
tizerine gosterdikleri sitotoksisite diizeyleri MCF-7 hiicreleri kullanilarak, WST-1
canlilik testi ile gergeklestirilmistir.

Nanopartikiil siispansiyonlarinin ve etkin madde ¢ozeltilerinin hiicreler ile 48
saatlik inkiibasyonu sonucunda hiicrelerin canlilik oranlart Ol¢lilmistiir. Sonuglar
PLGA nanopartikiillerinin sitotoksisite degerlerinin kontrol grubundan anlaml
farklilik  gbstermedigini  (p>0.05), alendronat kaplamanin nanopartikiillerin
sitotoksisitesi iizerine bir etkisinin olmadig1 (p<0.05) gosterilmistir. Dox, Cxb ve
ikisinin kombinasyonunu igeren ¢ozelti ise doz belirleme ¢aligmalarindakine benzer
sonuglar  gostermistir. Etkin  maddelerin  enkapsiilasyonu nanopartikiillerin
sitotoksisitesi iizerine anlamli bir artisa neden olurken (p<0.05), alendronat

kaplanmasi bu artis miktarimi degistirmemistir. (Sekil 4.25.)

120

100

ﬂllllt

20
NP Aln(+)NP  Dox Cxb Dox+Cxb NP Aln(+)NP
Cozelti Cozelti Cozelti (Dx+Cxb) (Dx+Cxb)

(o]
o
|

[e2}
o
|

IS
o
1

% Hiicre Canlilig

Sekil 4.25. Nanopartikiil Siispansiyonlarinin ve etkin madde ¢ozeltilerinin MCF-7
hiicre canlilig1 lizerine etkisi.
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Hiicre icine alim c¢aligmalart i¢in de etkin madde c¢ozeltileri veya
nanopartikiiller ile inkiibe edilmis MCF-7 hiicreleri izotonik sodyum kloriir ¢6zeltisi
ile yikandiktan sonra floresan mikroskobu ile goriintilenmislerdir. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda elde edilen hiicre goriintiilerine gore; enkapsiile edilmeyen
etkin madde c¢ozeltileri uygulanan hiicrelerde intensite degerleri kaplanmis yada
kaplanmamis nanopartikiiller ile inkiibe edilen hiicrelere kiyasla daha diistiktiir.
Degerlendirme  kalitatif olarak  gruplar arasindaki floresan intensitenin

kiyaslanmasiyla gergeklestirilmistir. (Sekil 4.26.)

C

Sekil 4.26. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskop
goriintlileri a) NP b) Aln(+)NP c) Cozelti.
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4.7. In Vivo Biyodagilim Calismasi

Balb/c 1rk, 6-8 haftalik disi farelerde yapilan in vivo biyodagilim caligmasi
IVIS goriintiileme sistemi ile gerceklestirilmistir. Enjeksiyondan 6 saat sonra
AIn(+)NP ve An(-)NP uygulanan hayvanlar canli haldeyken goriintiileme sistemi ile
goriintlilenerek, nanopartikiillerin viicut i¢inde dagilimlart gozlenmistir. 6 saat
sonunda elde edilen fotograflar Sekil 4.26. da sunulmustur. Cozelti grubu hizli bir
sekilde viicuttan 1trah edilirken nanopartikiillerin daha uzun siire intensitelerini
koruduklar1 gozlenmistir. Alendronat kapli olmayan nanopartikiiller yogunluklu
olarak karaciger bolgesinde lokalize olurken, alendronat kapli nanopartikiiller ise

diger dokularda da bir dagilim gostermislerdir. (Sekil 4.27.)

Radiant Efficiency
plsecfem3)
( PWJem? 7

Color Scale
Min = 6,24e7
Max = 3.81e8

Sekil 4.27. Balb/c hayvanlarda 6 saat sonras1 nanopartikiil goriintiileri (a.ICG ¢ozelti
grubu, b. ICG yikli PLGA nanopartikiil grubu, c.ICG yikli
Ale(+)PLGA nanopartikiil grubu).
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4.7.1. Ex Vivo Biyodagilim Calismasi

In vivo biyodagilim ¢alismasi sonrasinda hayvanlar anestezi altinda serebral
dislokasyon ile sakrifiye edilmislerdir. Sonrasinda hayvanlara ait organlar ¢ikartilmig
ve serum fizyolojik ile yikandiktan sonra IVIS sisteminde goriintiilenmistir. Elde
edilen goriintiilerde ¢6zelti grubunda ve alendronat kapli olmayan nanopartikiillerde
karacigerde lokalizasyon gozlenmisken ve 6zellikle dikkat ¢ekici bir sekilde femur

kemik dokusunda floresan intensite gézlenmistir. (Sekil 4.28.)

Kemik  Bobrekler Dalak Karaciger Kalp

Radiant Efficiency
sec/cm?,
¢ |7WLIcmgg

Color Scale
Min = 6.24e7
Max = 3,81e8

Sekil 4.28. Balb/c hayvanlarda 6 saat sonras1 ¢ikartilmis ve yikanmig organlara ait
floresan goriintiiler (a. ICG yiiklii Ale(+)PLGA nanopartikiil uygulanan
hayvana ait organ goriintiileri, b. ICG yiikli PLGA nanopartikiil
uygulana hayvana ait organ goriintiileri, c. ICG ¢ozeltisi uygulanan
hayvana ait organ goriintiileri).
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5. TARTISMA
5.1.0ptimum Doz Kombinasyonu Tespit Calismalari

Literatiirde selekoksibin ve doksorubisinin sinerjik etki gdsterdigini bildiren
birgok c¢alisma mevcuttur (46-48). Non steroidal anti enflamatuar ilaglarin ve
selektif siklooksijenaz-2 (Cox-2) enzim inhibitdrlerinin anti tiimor etkinligi arttirict
ozelligi meme, kolorektal, akciger, pankreas, prostat kokenli olan c¢esitli kanser
hiicrelerinde test edilmistir (213). G6zlenen sinerjik etkiyle ilgili ¢esitli mekanizma
yorumlar1 mevcut olmasina ragmen en temel yaklasim selekoksib ile sitotoksik etkin
maddenin hiicre disina tagmimini saglayan p glikoproteinlerin inhibe edilmesi
yoniindedir. Bu iki etkin maddenin sinerjik antikanser etkileri ayn1 zamanda MCF-7
hiicreleri lizerinde de gosterilmistir (214). Gozlenen sinerjik etkinlik selekoksibin,
meme kanser hiicreleri iizerinde ¢oklu ilag¢ direncinin gelisim mekanizmalari lizerine
etki ettigi yoniinde degerlendirilmistir. Bu g¢alismada mevcut deney ortaminda en
uygun dozun tespit edilmesi i¢in doz kombinasyon calismasi gerceklestirilmistir.
Bununla amaglanan ayni etkinligin daha diisiik doksorubisin dozu ile saglanabilecegi
optimum doz kombinasyonunu tespit etmektir ve nanopartikiil igerisine yiiklenecek
etkin madde doz oranini belirleyebilmektir. Hiicreler iizerine etkin maddelerin
cozeltileri eklenmis ve 48 saat sonra hiicre canliliklart WST-1 testi ile kontrol
edilmistir. Canlilik testi ile MCF-7 hiicre canlilifi {izerine; doksorubisinin ve
selekoksibin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin ne sekilde etki ettigini
gostermek amaclanmistir. Elde edilen sonucglara goére selekoksib c¢ozeltisi,
doksorubusinden neredeyse 10 kat daha fazla konsantrasyonda uygulansa dahi daha
az sitotoksisite gostermistir. Bu durum etkin maddelerden beklenen esas
farmakolojik etki ile uyumlu bir sonugtur. Doksorubisin DNA’ya selasyon yaparak
hiicrenin o6liimiinii tetikleyen bir sitotoksik ilag iken, selekoksib ise hiicrelerdeki
enflamatuar cevabin sebebi olan Cox-2 enziminin selektif inhibitoriidiir.

Bununla birlikte kombinasyon denemelerinden elde edilen sonuglar bu kadar
ongoriilebilir ~ sonuglar  degildir.  0,lpug/mL, 0,3ug/mL ve  0,5ug/mL
konsantrasyonlardaki doksorubisin ¢ozeltileri, 2,5 ug/mL, Spg/mL ve 10pg/mL
konsantrasyonlardaki selekoksib ¢ozeltileri ile sirayla kombine hale getirilmislerdir.

Doksorubisinin farkli konsantrasyonlarda uygulandigi ti¢ farkli grupta da
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selekoksibin  belli  bir konsantrasyondan sonra artist sitotoksik etkiyi
etkilememektedir. Elde edilen bulgulara gore, Sug/mL ve 10pug/mL selekoksib iceren
gruplar arasinda anlamli bir sitotoksisite farki bulunmamaktadir (p<0,05). Bu durum
sinerjik etkinin selekoksibin sitotoksik etkisinden degil de, doksorubisinin sitotoksik
etkisini uzatici/arttirict etkisinden kaynaklandigi yoniindeki goriisleri de destekler
niteliktedir. Literatiirde daha once gergeklestirilen MCF-7 hiicrelerinin kullanildig
caligmalarda elde edilen gercek zamanli PCR sonuglara goére, doksorubisin
(0,05ug/mL) ile birlikte selekoksibin (10uM) de ilave edildigi hiicrelerde yalnizca
doksorubisine (0,05pug/mL) maruz kalan hiicrelere kiyasla belirgin sekilde MDR1
mRNA ekspresyonu inhibisyonu ger¢eklesmistir (214). Bu inhibisyonu kanser
hiicrelerinin doksorubisin gibi sitotoksik etkin maddelere kars1 gelistirdikleri direng
mekanizmalarindan birinin devre disi birakilmasini ve sitotoksik etkin maddenin
daha diisiik dozda etkisini gosterebilmesini saglamaktadir. Benzer sonuglar farkli
hiicre hatlarinda ve in vivo ¢alismalarda da gézlenmistir (215).

Doksorubisin diren¢ yolaklarinin inhibisiyonunun doygunluga ulasmasi
sonucunda selekoksib konsantrasyonundaki belirli dozdan sonraki artis, sitotoksisite
sonugclari tizerinde anlamli etki gostermemektedir.

0,5 ug/mL konsantrasyondaki doksorubisin ¢ozeltisinde ise doksorubisinin
daha yiiksek oranda gozlenen sitotoksik etkisi, selekoksib ile olusan sinerjik etkiyi
golgeleyen diizeydedir. Beklenen (kombinasyonun igerigindeki doksorubisin ve
selekoksibin ayr1 ayri sitotoksisite degerleri) ve gozlenen sitotoksisite degerleri
incelendiginde en yiiksek farkliligin 0,3 pg/mL doksorubisin + 5 pg/mL selekoksib
kombinasyonunda gozlendigi tespit edilmistir. Etkin madde ¢ozeltilerinin
kombinasyondaki dozda MCF-7 hiicre hattinda gosterdikleri  bireysel
sitotoksisitelerinin toplami % 42,14 iken, kombine ¢ozeltide gozlenen sitotoksisite
degeri %61,17 olmustur. Bu doz oram1 3:50 (Dox:Cxb) nanopartikiil formiilasyon
dizayninda hedef olarak secilmis ve optimizasyon c¢alismalar1t bu dogrultuda
gerceklestirilmistir. Literatliirdeki farkli hiicre hatlar1 kullanan calismalarda da

sonuglar benzer sekilde bulunmustur (48-51, 215).
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5.2. PLGA Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Literatiirde polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda tezin genel bilgiler
kisminda da belirtilen ¢esitli metotlar kullanilmaktadir. Bu c¢alisma kapsaminda ise
nanopartikiiller nanopresipitasyon teknigi ile hazirlanmiglardir. Su ile karisabilen bir
organik solvan igerisinde polimer c¢oziilir ve c¢ozelti suya ilave edilir. Suda
¢oziinmeyen polimer ise etrafinda organik faz molekiilleri ile birlikte su
molekiillerinin de bulunmasiyla ¢oker ve nanopartikiil siispansiyonu olusur. Olusum
mekanizmas1 Sekil 5.1.’de sematize olarak gosterilmistir. Teknigin esast polimerik
pargaciklarin anti solvan teknigine gore ¢okmeleridir. Calismada bulundugu sinif ve
literatlir ¢alismalar1 degerlendirilerek aseton organik faz olarak segilmistir.
Partikiiller asetonda ¢O6ziindiiriilen PLGA’nin sulu faza damla damla ilavesi
esnasinda elde edilmistir. Hizl1 nanopartikiil olusumu ve yiiksek enerji gerektirmeyen
bir metod olmasina ragmen partikiil boyutu agisindan uzo bolgesi adi verilen belirli
bir aralikta partikiillerin olusabilmesine olanak tanimaktadir (216-218).

Tez calismasinin amaci olan kemik dokusuna hedeflendirme yaklagimi
literatlirde farkl yollarla gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmalardan bazilari su sekildedir:
Wang ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir caligmada nanopartikiillerin
tretiminde kullanilan PLGA polimeri ile hedeflendirme ajani olan tetrasiklin tiirti
antibiyotiklerin graft polimer haline getirilerek kullanilmig ve elde edilen sistemin
etkinlikleri in vitro ve in vivo olarak incelenmistir (219). Bir diger ¢alismada ise
Jiang ve arkadaslar1 hedeflendirici ajan olarak asidik bir oligopeptid olan poli
aspartik asit kullanmiglardir. Nanopartikiillerin tiretiminde PLGA polimeri kullanmis
olup, in vitro hiicre kiiltiirii ve afinite calismalar1 ile gelistirdikleri sistemin
etkinligini gostermislerdir (220). Bu ¢aligma kapsaminda hedeflendirme ajani olarak
nanopartikiillerin kaplamasinda kullanilan bir bisfosfonat tiirevi olan alendronat,
primer amin iceren u¢ gruplar ile etkilesimin yiiksek olmasi amaciyla karboksilik
asit ucuna sahip olan PLGA polimer tiirevi tercih edilmistir.

Literatiir ¢calismalarina benzer sekilde kullanilan polimerde laktik ve glikolik
asit oranlarit 50:50 olup bu oran diger PLGA tiirevlerine gore daha yiiksek hizda
degredasyon olanagi saglamistir (186, 211, 219, 221). Tasarlanan sistemde 6ncelikli

amag her iki etkin maddeyi de hedeflenen dokuya gittikten sonra kisa siire igerisinde
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iceriginden disar1 ¢ikartmasi seklindedir.
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Sekil 5.1. Nanopresipitasyon teknigi ile nanopartikiillerin olusum mekanizmasinin
sematik gosterimi (144).

Nanopartikiillerin alendronat ile kaplama prosesi esnasinda nanopartikiillerin
alendronat ile hangi oranda inkiibe edilmeleri gerektigi, artan konsantrasyonlarda
alendronat ¢ozeltileri kullanilarak belirlenmistir. Alendronat kaplama prosesinde
alendoronatin suda ¢6ziinen tiirevi olan alendronat sodyum kullanilmigtir. Artan
alendronat ilaveleri sonrasinda kaplanma orani bir noktaya kadar artmis ve bir

noktadan sonra sabitlenmistir.

5.3. Kritik Parametrelerin Belirlenmesi ve Formiilasyon

Optimizasyonu

Oncelikli olarak nanopartikiillerin iiretimine etki edebilecek parametreler
Sekil 5.2.°de de belirtildigi lizere gruplanmislardir. Literatiirde yer alan bilgiler
151g¢inda en etkili olabilecegi diisiiniilen sekiz parametre, Placket Burmann deney
tasarimi ile incelenmislerdir. Boylelikle parametrelerin etki diizeyleri ve istatistiksel

olarak etkili olup olmadig: arastirilmigtir.
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Sekil 5.2. Nanopartikiil tiretiminde etkili olabilecegi diisiiniilen proses ve
formiilasyon parametreleri.

5.4.  Partikiil Biiyiikliikk Dagilimi

PBD ve BBD kapsaminda f{iretilen nanopartikiillerin partikiill boyutlar
dinamik 1s1k sacilimi prensibine gore Olgiilmiistiir. Ortalama partikiil boyutu
degerleri ise yazilim araciligiyla hesaplanmigtir. Partikiil boyutu nanopresipitasyon
metodun izin verdigi aralikta gézlenmistir. Placket Burmann deney tasarimi ile elde
edilen partikiil biiyiikliikleri incelendiginde, farkli formiilasyonlardan elde edilen en
kiiglik partikiiller 156,8nm ve en biiyiik partikiiller 293,5nm ortalama partikiil
boyutuna sahiplerdir. Box-Behnken Deney tasarimi ile firetilen 15 farklh
formiilasyonda ise en diisiik ortalama partikiill boyutu 169,6nm iken en yiiksek
ortalama partikiil boyutu 265,4nm olarak tespit edilmistir.

Dinamik 151k sagilimi metoduyla 6l¢iilen partikiil boyutu, partikiiliin sivi
icerisinde olusturdugu brownian hareketlerden kaynakli 151k sacilmasini olusturacak
esdeger kiirenin c¢ap1 olarak hesaplanmaktadir. Dolayisiyla Olglimii  yapilan
partikiiller kiiresel geometriye ne kadar yakinsa, elde edilen sonuglarin dogrulugu da

0 derece yiiksek olmaktadir. Partikillerin geometrisi AFM ve TEM analizleri ile
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Ol¢iilmiistiir. Elde edilen goriintiiler, {iretilen partikiillerin dar bir partikiil boyutu
araliginda dagilan ve kiiresel partikiiller oldugunu gostermistir.

Optimum formiilasyon i¢in alendronat kaplama oncesi (194,3nm) ve
sonrasinda (206nm) yapilan Olgiimler; kaplama isleminin partikiil boyutunu
degistirmedigi fakat yilizey yiikii lizerinde degisikligine neden oldugunu gostermistir.
Kemige hedeflendirmenin ¢alisildig literatiirdeki benzer ¢alismalar 200nm civarinda
partikiiller kullanilarak elde edilmis olup, bu bilgiler 1s181nda tez kapsaminda tliretimi
yapilan nanopartikiillerin de amaca uygun olacagi diisiincesiyle in vitro ve in vivo

caligmalara gegilmistir (186-188).
5.5.  Yiizey yiikii

Partikiillerin yiizey yiikii 6zellikleri, ayni ortamda disperse edilip zeta
potansiyeli degerleri Olclilerek gerceklestirilmistir. Kullanilan 06lgiim  yontemi
dinamik 151k sac¢ilim1 yontemine benzer olup bu sefer partikiillerin bir elektrik alanda
gerceklestirdikleri hareketlerden olusan 151k sagilmalar1 Olgiilerek internal bir
fonksiyon yardimiyla zeta potansiyeli degerini vermektedir. PPD ve BBD
formiilasyon denemelerin zeta potansiyelin incelenen parametrelerden herhangi
birisiyle anlaml1 derecede iligkili olmadig: tespit edilmistir. PBD formiilasyonlarinda
-17,4 ile -13,4mV arasinda degisirken, BBD formiilasyonlarinda zeta potansiyeli
degerleri -17,5 ile -12,3mV arasinda degismektedir. Zeta potansiyeline temelde etkili
faktoriin  kullanilan polimer tipi oldugu bilinmektedir (222-224). Optimizasyon
caligmalart kapsaminda iiretilen denemelerde elde edilen zeta potansiyeli degerleri (-)
degeri sahiplerdir. Ileri galismalar icin segilen nanopartikiil formiilasyonunda ise
alendronat kaplama oncesinde -16,3mV olarak tespit edilen zeta potansiyeli, kaplama
sonrasinda -25,6mV olarak degismistir.

Partikiiler stabiliteyi inceleyen DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey,
Overbeek) teorisi, kolloidal bir sistemde partikiiller tizerindeki kuvvetlerin,
elektrostatik itme ve van der Waals ¢ekme kuvvetleri oldugunu ileri stirmektedir
(67). Bu esasa gore partikiil yiizeyindeki yiiksek elektrostatik yiik, partikiillerin
birbirinden ayrilmasini ve kolloidal dispersiyonun fiziksel olarak dayanikliliginin
artmasini saglarken, van der Waals ¢ekim kuvvetleri agregasyona neden olmaktadir.

Calismamizda kullanilan nanopartikiillerin  yiizeyindeki bu elektriksel
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tabakanin degerlendirilmesi zeta potansiyel Olcimii ile gergeklestirilmistir.
Hazirlanan  nanopartikiillerin  zeta potansiyellerinin  belirlenmesi  sistemin
dayanikliligr hakkinda fikir vermesi agisindan onemlidir. Partikiillerin kolloidal
stabilitesi tizerine etkili olan bir diger etmen ise sulandirildiklari, disperse edildikleri
fazin viskozitesidir. Liyofilizasyon sonras1 yapilan 6l¢iim sonuglari, {iriiniin kullanim
oncesinde sulandirilarak/disperse edildigi takdirde uygun bir fiziksel stabiliteye sahip
olacagini gostermistir. Dispersiyon ve sulandirma sonrasinda hastaya uygulanmadan
once wuzun siire stabil olmasi yoniinde, ileri formiilasyon c¢alismalar ile

degerlendirme ve yeniden sekillendirme yapilmasi miimkiindiir.
5.6. In vitro Tla¢c Salim

Etkin maddelerin optimize edilmis nanopartikiil formiilasyonundan salim
denemeleri hem kan dolasimini simiile etmek i¢in pH 7,4°te kanserli hiicre
dokusunun nispeten asidik mikro g¢evresini simiile etmek i¢in pH 4,5’ta
gerceklestirilmistir.

Doksorubisin salim hiz, salim ortaminin pH’1 diistiik¢e artis gostermistir. pH
7,4°te %20 lik bir 6n salim (burst release) gozlenirken pH 4,5 salim ortaminda bu
deger %45’ lere ¢ikmistir. Bu durum literatiirde belirtilen doksorubisin iyonizasyonu
ile ilgili veriler ile paralellik gostermektedir (41). Doksorubisin tuz formunun sudaki
yiiksek ¢oziintirliik degeri olarak yorumlanmistir. Ayrica formiilasyonda pH duyarl
salim tasarlanmamis olmakla birlikte bu profilin gézlenmesi tasiyici sistem i¢in bir
avantaj saglamistir. Selekoksib ise hidrofobik dogasinin da etkisiyle, pH’dan
bagimsiz olarak salim profili gostermistir. Diisiik pH hem timd6r mikro ¢evresinde
hem de hiicre i¢i lizozomlarda gozlenmektedir. Bu durum da etkin madde saliminin
kanserli hiicreler yakini ve internalizasyon sonrasi hizlanacagim diislindiirmektedir.
Tasiyict sistem tasariminda haftalar, aylar siirecek uzun siireli bir salim
ongoriilmemis olup nanopartikiil hedef bolgeye ulastiginda hizli bir sekilde etkin
maddeleri salarak etkinligini gostermesi hedeflenmistir. PLGA in 50:50 kopolimer

secimi ve matriks tipi bir nanopartikiil tasarimi bundan dolayr gerceklestirilmistir
(132).
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5.7.  Invitro Baglanma Ozelliklerinin Arastiriimasi

Bisfosfonatlar klinikte osteoporoz tedavisinde kullanilan bir ila¢ grubu olup
son yillarda kemige ilag hedeflendirilmesinde tercih edilen ligandlardandir (225).
Alendronat ise tasidigi serbest amin grubu nedeniyle bisfosfonatlar arasinda

hedeflendirme amaciyla en sik kullanilan molekiillerdendir.

Cogunlukla mevcut hedeflendirmede yaklasim, tedavi edici olan molekiile
bisfosfonat konjuge edilmesi yoniindedir. Bu yaklasim daha iyi karakterizasyon
saglamakla birlikte, tasmmmak istenilen molekiilin konjugasyon sonrasi
farmakokinetik ve farmakodinamik 0&zelliklerinin degisebilmesi s6z konusu
olmaktadir. Sekil 5.3.’te Ozetlenen kalsifiye dokuya hedeflendirmede, bisfosfonat
molekiilleri tedavi edici farmasétik bir molekiile, isaretlemede kullanilan bir florofor
bilesige ya da radyoniiklide, bir selasyon ajanina yada tasiyici bir sisteme konjuge
edilebilmektedir. Bu konjugasyon sonrasinda bisfosfonat molekiiliiniin kalsiyum
iyonlarina afinitesi sayesinde tedavi/gériintileme amaciyla hedef dokuya ulagim

miumkin olabilmektedir.

Tasman yiik + bisfosfonat Minerale hedeflenmis ila¢ tagmimi, tanisal
0 tasimim goriintiileme, radyoterapi
], o1
+ R, P—OH [ ->-
><p_0H

| ~oH
* o) \/\/\ 9
W farmasbtikler > RV C-1yyp<OH
floroforlar O=p 40H<|)_

radyoniiklidler

Y
K_\,ﬁ selasyonlar
&

makromolekiiller

kemik patolojik

. nanopartikiiller kalsifikasyonlar

Sekil 5.3. Bisfosfonatlar ile ger¢eklestirilen hedeflendirme yaklagimlari (225).

Bu caligmada ise Sekil 5.3’te de belirtildigi gibi, bir bisfosfonat olan
alendronat, nanopartikiil yiizeyine kaplanmis ve farmakolojik etkisi beklenilen etkin

maddeler olan doksorubisin ve selekoksib herhangi bir sekilde konjugasyona tabi
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tutulmamiglardir. Boylelikle etkin maddelerde yer alan ve farmakolojik etkinin
gbzlenmesini saglayan efektor gruplarin korunmasi saglanmistir.

Alendronatin nanopartikiil yiizeyine kaplanip kaplanmadigi SP.NMR
spektroskopisi ile irdelenmistir. Prensibi geregi yalnizca P atomlarmin varliginda
sinyal olusturan 3P _NMR él¢iimlerinde, alendronat kaplanmis ve kaplanmamig
PLGA nanopartikiilleri analize tabi tutulmuslardir. PLGA nanopartikiillerine ait
spektrumda herhangi bir pik gozlenmezken, alendronat ile kaplanmis
nanopartikiillerde 17,8 ppm de fosfor gruplarina ait karakteristik singlet bir pik
gozlenmigtir. Benzer dogrulama yaklasimi literatiirde hedeflendirici ajan olan
alendronat kullanilan bagka ¢alismalarda da elde edilmistir (208).

Tastyict sistemin hedeflenme 6zelligi literatiir calismalarina benzer sekilde ti¢
asamali olarak test edilmistir. Birinci asama molekiill diizeyde etkilesimin
incelenmesi yoniinde olup, nanopartikiillerin kalsiyum baglama kapasitelerini
incelemistir (219). Kalsiyum, kemik dokusunun inorganik yapisinin temel
elementidir. ikinci asamada ise en basta kalsiyum olmak iizere baska mineralleri de
iceren ve kemikte mineral depolanmasinda yapitasi olan hidroksiapatit kristallerine
hedeflendirme 6zelligi test edilmistir (219). Ugiincii ve son asamada ise canli
hayvanlarda kemik dokusuna ve diger organlara tasiyicit sistemin afinitesi test
edilmistir (188).

Kalsiyum baglanma kapasitesi sonuclart incelendiginde elde edilen kalsiyum
baglanma oraninin literatiirde yer alan basarili c¢alismalarda elde edilen oranlara
benzer oldugu ve alendronat ile kaplanmis olan nanopartikiiler sistemin kalsiyum
igerecek dokulara yiiksek afinite gosterecegi ispatlanmistir. Kalsiyum baglanma testi
hem etkin madde icermeyen alendronat kapli nanopartikiiller hem de etkin madde
yiiklenen nanopartikiiller ile gerceklestirilmistir. PLGA naopartikiillerinde %10,5
oraninda kalsiyum baglanmasi gozlenirken, alendronat kapli olanlarda bu deger
%45, 7’ye yiikselmistir, etkin madde yiiklii alendronat kapli nanopartikiillerde ise
%350,6 olarak tespit edilmistir. Sonugta alendronat kaplamanin kalsiyum baglanma
afinitesinde belirgin artis gosterdigi ancak etkin madde yiiklenmesinin bu

baglanmay1 degistirmedigi tespit edilmistir.
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Sekil 5.4. Gelistirilen kemige ilag tastyict sistemin sematik gosterimi (226).

Hidroksiapatit kristalleri kemigin inorganik matriksini olusturan temel
yapilardir. Metastatik lezyonlarda osteoklastik aktivitenin atmis olmasi ve kemigin
HA ile benzer inorganik yap1 gostermesi sonucunda hidroksiapatit kemik dokusunda
yer alan sekonder timér doku ¢evresini simiile etmek i¢in kullanilabilmektedir (227,
228). Aln(+)NP nanopartikiillerinin kemik afiniteleri hidroksiapatit baglanma ve
goriintiilenme metodu ile test edilmislerdir. HA ve nanopartikiillerin inkiibasyonu
sonrasinda floresan mikroskobu ile goriintiileme yapilmistir. Nanopartikiiller optik
bir mikroskopla goriintiilenemeyecek kadar kiigiik yapilardir. Bundan dolay:
nanopartikiillerin dogrudan goriintiilenmesi miimkiin olmamistir. Ancak HA
yilizeyine adsorbe olmus nanopartikiillerin sahip oldugu yiiksek intensite degeri,
alendronat kaplamanin HA kristalleri ilizerinde afiniteyi arttirdigin1 gostermektedir.
Her iki grup da inkiibasyon sonrasi yitkanmis olup, salinmig etkin maddeler ve apatit
yilizeyine adsorbe olmamis nanopartikiiller ortamdan uzaklastirilmistir. Boylelikle
gozlenen intensite artisinin NP igerisindeki doksorubisin kaynakli oldugu yoniindeki

kalsiyum baglanma kapasitesi sonuglarini desteklemistir.
5.8.  Hiicre icine Alim ve Sitotoksisitenin Degerlendirmeleri

Nanopartikiillerin sitotoksisite degerlendirmeleri yine MCF-7 meme kanseri

hiicreleri lizerinden gerceklestirilmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, alendronat
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kapli olan ya da olmayan nanopartikiillerin hiicreler iizerinde sitotoksik 6zellik
gostermedigi gozlenmistir. Bu PLGA polimerinin biyouyumlu olmasi durumuyla
paralel bir sonugtur.

Selekoksib ve doksorubisin ¢ozeltilerine bakildiginda ise doz kombinasyon
calismalarinda elde edilene benzer bir sonu¢ elde edilmistir. Etkin maddelerin
nanopartikiil igerisine enkapsiile edilmeleri sitotoksisitelerinde belirgin bir artisa
neden olmustur. Enkapsiile edilmis nanopartikiillerin alendronatla kaplanmasi ise
gbzlenen bu sitotoksisite artisina dolayisiyla nanopartikiil hiicre etkilesimine
olumsuz bir etki gostermemistir.

Bu durum alendronat kaplamasinin hiicre i¢ine alim iizerinde bir etkisi
olmadigin1 gostermektedir. Etkin maddelerin PLGA nanopartikiileri igerisine
yiiklenmesinin neden oldugu sitotoksisite artigi, enkapsiilasyon ile etkin maddelerin
hiicre icinde daha wuzun siire kalabildigi, kanser hiicrelerindeki direng
mekanizmalarindan olan sitotoksik ajani hiicre digina pompalayan p glikoprotein
pompalarmin etkisinden korunduklar1 yoniinde yorumlanabilmektedir.

Etkin madde ¢ozeltisi ve nanopartikiil siispansiyonu ile inkiibe edilmis olan
hiicrelerin  floresan mikroskop goriintiileri incelenmistir.  Gorlintlilerde  ise
sitotoksisite sonuglarina paralel sekilde; c¢ozelti grubu uygulanan hiicrelerde daha
diisiik intensite degerleri gbzlenirken nanopartikiil igerisine enkapsiile edilmis etkin

maddelerin uygulandig hiicrelerde intensite degerleri daha yiiksektir.

5.9. In vivo biyodagilim ¢alismalar:

Iki tip nanopartikiil grubunun kullanildig1 hayvan ¢alismasinda (PLGA-NPs
ve Ale(+)PLGA NP) indosiyanin yesil enkapsiile edilmis nanopartikiiller, Balb/c
farelere intraperitoneal yoldan uygulanmis ve sonrasinda gozlemleme caligmalari
gerceklestirilmistir. 6 saat sonrasinda alinan goriintii sonrasinda hayvanlar anestezi
altinda sakrifiye edilerek organlar ¢ikartilmistir.

Canli hayvan goriintiilerinde ¢ozelti grubunun hizla viicuttan elimine olmasi
literatiirde belirtilen diisiik yarilanma 6mrti ile paralellik gosteren bir sonugtur (229).

Kaplama yapilmamis nanopartikiillerin goriintiilleri ise batin bdlgesinde

lokalize olmus halde ve daha yiiksek intensitede gézlenmistir. Alendronat kaplamasi
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karaciger lokalizasyonunu azaltmis ve viicutta genel bir dagilim gostermislerdir.
Gozlenen dagilim net bir veri olmamakla birlikte genel bir 11k tutmaktadir. Bu
dagilimin nanopartikiillerin kostalar ve omurga tarafindan tutulmasi sonucu olugsmus
olabilecegi diisiiniilmekle birlikte daha detayli analizlerin yapilmasina ihtiyag
bulunmaktadir.

Analiz siliresi sonrasinda ¢ikartilan organlar incelendiginde ise canli
gorintiilerden elde edilen goriintiiler desteklenmektedir. Cozelti gurubu hemen
hemen hicbir dokuda gozlenmezken (¢ok az miktarda karacigerde intensiteye
rastlanmistir), alendronat kapli olmayan nanopartikiiller tamamen karacigerde
tutulum gostermislerdir. Alendronat kapl nanopartikiiller ise bir miktar karacigerde
gbzlenmis olmakla birlikte ayn1 zamanda femur dokusunda da bir intensite artis
saglamiglardir.

Bu veriler 1518inda tasarlanmis olan sistemin hidrofilik ve hidrofobik yapili
iki farkl etkin madde molekiiliinii basarili bir sekilde istenilen oranda enkapsiile
ettigi ve alendronat kaplama yaklagiminin kemik dokusuna hedeflendirmede
planlanan etkiyi olusturdugu sdylenebilir.

Sonug olarak kalite tasarimi ile deney planlamasi gergeklestirilmis, oncelikle
formiilasyon parametreleri irdelenmis ve etki diizeylerine gore simniflara
ayrilmislardir. Etkili oldugu tespit edilen parametreler ile ileri diizey arastirmalar
gerceklestirilmistir. ~ Istenilen doz oranina ve partikiill boyutuna sahip
nanopartikiillerin elde edilebilmesini saglayan bir modelleme yapilmustir.

Elde edilen partikiillerin fizikokimyasal yonden in vitro karakterizasyonu ve
hiicreler ile in vitro diizeyde etkilesimlerinin incelenmesi sonrasinda hedeflendirme
etkinlikleri hem in vitro ortamda hem de canli hayvanlar iizerinde test edilmistir.
Boylelikle gelecekte ileri diizey arastirmalara temel olusturulabilecek, kontrol
edilebilir, kemige ilag tasimiminda etkin ve segici, umut vadeden tasiyict polimerik

bir sistem gelistirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligsmasi kapsaminda, nanopartikiillerin kritik kalite 6zellikleri olan
doksorubisin ve selekoksib etkin maddelerini tasima miktarlar1 ve partikiil
biiyiikliikleri tizerine etkili olabilecek formiilasyon ve proses parametrelerinin etkisi
Plackett-Burman ve Box-Behnken istatistiksel deney tasarimlari kullanilarak
degerlendirilmistir.

Optimizasyon sirasinda, etkili olabilecegi distliniilen formiilasyon
parametreleri belirlenmis ve birinci dereceden bir istatistiksel tasarim olan Plackett-
Burman deney tasarimi kullanilarak nanopartikiildeki yanit degiskenler lizerindeki
etkisi istatistiksel olarak incelenmistir. Analiz sonucunda etkin maddelerin
yiiklenmesinde etkili iki parametrenin polimer konsantrasyonu ve etkin madde
miktar1 oldugu tespit edilmistir. Nanopartikiillerin biiyiikliikleri {izerine ise etkili tek
parametrenin polimer konsantrasyonu oldugu bulunmustur.

Birinci derece tasarim ile formiilasyondaki kritik parametrelerin
belirlenmesinin sonrasinda, bu parametrelerin nanopartikiillere ait cevap degiskenler
tizerindeki etkisinin matematiksel olarak modellenebilmesi i¢in ikinci derece bir
deney tasarimi olan Box-Behnken deney tasarimi kullanilmistir. Calismanin
sonucunda formiilasyon optimizasyonu ile MCF-7 hiicre hatlarinda yapilan Sinerjik
doz kombinasyon c¢alismasinin sonuglarina gore, hedeflenen oranda etkin madde
nanopartikiiller i¢erisinde enkapsiile edilebilmistir.

Alendronat ile kaplanmis olan ve sinerjik etkili iki etkin maddeyi igeren
nanopartikiiller, in vitro ve in vivo olarak test edilmistir. In vitro analizlerde
nanopartikiillerin kalsiyum baglanma kapasitelerine bakilmis ve alendronat ile
kaplanmis nanopartikiillerin istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek
kalsiyum baglama kapasitesine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Diger bir in vitro test de
ise kalsiyumu kemikte bulunduran hidroksiapatit kristallerine nanopartikiillerin
afinitesi test edilmistir. Bu testte de hidroksiapatit kristalleri ile inkiibe edilen
nanopartikiiller floresan mikroskop altinda goriintiilenmislerdir. Goriintiileme
sonucunda alendronat kapli nanopartikiillerin daha yiliksek afinite gosterdigi
gbézlenmistir. In vitro olarak hiicre kiiltiirinde yapilan formiilasyonun
sitotoksisitesinin arastirildigi hiicre canlilik testinde ise hiicrelere taginimin

enkapsiilasyon ile arttig1 ve sitotoksik etkinin serbest ¢6zelti haline gore daha ytiksek
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oldugu tespit edilmistir.

In vivo calismalarda ise floresan boya yiiklii alendronat kapli olan ve kapli
olmayan nanopartikiiller farelere intraperitoneal olarak uygulanmistir. Alt1 saat
sonrasinda canli hayvanlarda yapilan gozlemlerde alendronat kapli olmayan grubun
tamamen batin bolgesinde ve karacigerde akiimiile oldugu fakat kapli grubun kosta
ve vertebralarin yogunlukta oldugu kisimlarda yayilim gosterdigi tespit edilmistir.
Goriintiileme sonrasinda hayvanlarin organlar ¢ikartilarak yapilan incelemeler de bu
verileri desteklemistir.

Sonu¢ olarak metastatik kemik kanseri bagta olmak iizere spesifik olarak
kemige ilag hedeflendirmenin gerektigi hastaliklarinda tedavisinde yan etkilerin
azaltilarak tedavi etkinliginin arttirilabilmesini miimkiin kilabilecek bir sistem
gelistirilmistir.

lleriye yonelik ¢aligmalar icin, hayvanlarda kemik metastaz modelinin
gelistirilmesi ile ileri analizlerin yapilmast mevcut biyodagilim verisine listlinliik
saglayacak nitelikte olacaktir. Kendinden floresan 1sima olusturan proteinlerin
sentezini yapan genetik olarak modifiye edilmis olan kanser hiicrelerinin
yerlestirildikleri hayvanlar, zamanin fonksiyonu olarak yalnizca nanopartikiil
dagilimi degil aym1 zamanda da tedavi etkinligi agisindan degerlendirilmis
olacaklardir.

Devaminda yapilacak calismalarda, tedavi etkinliginin yani sira canliya
uygulama oOncesinde nanopartikiiler sistemin steril hale getirilmesi Onem arz
etmektedir. Termal sterilizasyon yontemlerinin nanopartikiil yapisinda yer alan
polimerin bozunma sicakliginin {izerine ¢ikabileceginden Otiiri aseptik filtrasyonla
ya da gama 1sinlart ile sterilizasyon secenekleri degerlendirilmelidir. Bununla birlikte
filtrasyon esnasinda partikiil boyutuna bagli bir se¢ilimin, filtrede tutunmanin olup
olmadig1 incelenmelidir. Gama 1s1nlari ile yapilabilecek sterilizasyon denemeleri i¢in
ise polimer zincirinin bag yapisinin ve degredasyon karakterinin etkilenmedigi
incelenmelidir.

Devam eden calismalarda, tedavi etkinliginin gosterilmesine paralel olarak;
gelistirilmis nanopartikiil formiilasyonunun saklama kosullar1 stabilite ¢aligmalar ile

hem fiziksel hem de kimyasal agidan degerlendirilmelidir.
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