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Enstitü tarafından onaylanan lisansüstü tezimin/raporumun tamamını veya herhangi bir kısmını, basılı 

(kağıt) ve elektronik formatta arşivleme ve aşağıda verilen koşullarla kullanıma açma iznini Hacettepe 

Üniversitesine verdiğimi bildiririm. Bu izinle Üniversiteye verilen kullanım hakları dışındaki tüm fikri 

mülkiyet haklarım bende kalacak, tezimin tamamının ya da bir bölümünün gelecekteki çalışmalarda 

(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanım hakları bana ait olacaktır. 

Tezin kendi orijinal çalışmam olduğunu, başkalarının haklarını ihlal etmediğimi ve tezimin tek yetkili 

sahibi olduğumu beyan ve taahhüt ederim. Tezimde yer alan telif hakkı bulunan ve sahiplerinden yazılı 

izin alınarak kullanılması zorunlu metinlerin yazılı izin alınarak kullandığımı ve istenildiğinde 

suretlerini Üniversiteye teslim etmeyi taahhüt ederim. 

Yükseköğretim Kurulu tarafından yayınlanan “Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanması, 
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haricince YÖK Ulusal Tez Merkezi / H.Ü. Kütüphaneleri Açık Erişim Sisteminde erişime açılır. 

o Enstitü / Fakülte yönetim kurulu kararı ile tezimin erişime açılması mezuniyet 
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o Enstitü / Fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile tezimin erişime açılması 

mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmiştir. (2) 

o Tezimle ilgili gizlilik kararı verilmiştir. (3) 
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-------------------------------------------- 
1“Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge”  

(1) Madde 6. 1. Lisansüstü tezle ilgili patent başvurusu yapılması veya patent alma sürecinin devam etmesi durumunda, 
tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulu iki 

yıl süre ile tezin erişime açılmasının ertelenmesine karar verebilir.   

 
(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotların kullanıldığı, henüz makaleye dönüşmemiş veya patent gibi yöntemlerle 

korunmamış ve internetten paylaşılması durumunda 3. şahıslara veya kurumlara haksız kazanç imkanı oluşturabilecek 

bilgi ve bulguları içeren tezler hakkında tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine 
enstitü veya fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile altı ayı aşmamak üzere tezin erişime açılması 

engellenebilir. 

 
(3) Madde 7. 1. Ulusal çıkarları veya güvenliği ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve güvenlik, sağlık vb. konulara 

ilişkin lisansüstü tezlerle ilgili gizlilik kararı, tezin yapıldığı kurum tarafından verilir *. Kurum ve kuruluşlarla 

yapılan işbirliği protokolü çerçevesinde hazırlanan lisansüstü tezlere ilişkin gizlilik kararı ise, ilgili kurum ve 

kuruluşun önerisi ile enstitü veya fakültenin uygun görüşü üzerine üniversite yönetim kurulu tarafından verilir. 

Gizlilik kararı verilen tezler Yükseköğretim Kuruluna bildirilir.  

Madde 7.2. Gizlilik kararı verilen tezler gizlilik süresince enstitü veya fakülte tarafından gizlilik kuralları çerçevesinde 
muhafaza edilir, gizlilik kararının kaldırılması halinde Tez Otomasyon Sistemine yüklenir  

 

* Tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulu tarafından 

karar verilir. Madde 7.2. Gizlilik kararı verilen tezler gizlilik süresince enstitü veya fakülte tarafından gizlilik kuralları 
çerçevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararının kaldırılması halinde Tez Otomasyon Sistemine yüklenir  

* Tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulu 
tarafından karar verilir. 
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ÖZET  

Aktaş, P., Akciğer Kanserine Yönelik Tirozin Kinaz İnhibitörü Taşıyıcı Lipit-

Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Geliştirilmesi, Karakterizasyonu Ve İn Vitro 

Etkinliğinin Değerlendirilmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Farmasötik Teknoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 2024. Akciğer kanseri, 

erkekler ve kadınlar arasında kansere bağlı ölümlerin başında gelmekte ve tüm kanser 

ölümlerinin neredeyse %25'ini oluşturmaktadır. Mevcut konvansiyonel tedavilerin 

seçici olmaması sistemik toksisite ve çoklu ilaç direnci, tedavi başarısızlığı ve yüksek 

mortalite ile sonuçlanmaktadır. Bu nedenle akciğer kanseri tedavisinde yan etkisi az, 

hastaların yaşam kalitesini artıracak, etkin ve seçici yeni tedavi yaklaşımlarına ihtiyaç 

duyulmaktadır. Bu tez kapsamında, bir tirozin kinaz inhibitörü olan Krizotinib ile 

yüklü, lipit bazlı taşıyıcı sistemler ve polimerik bazlı taşıyıcı sistemlerin bir arada 

kullanılmasıyla hazırlanan lipit-polimer hibrit nanopartiküler (LPHNP) ilaç taşıyıcı 

sistemlerin Box-Behnken deney tasarımından yararlanılarak geliştirilmesi ve optimize 

edilmesi; optimum formülasyonlarının karakterizasyon çalışmalarının yapılması, in 

vitro ortamda tedavideki etkinliklerinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Emülsiyon 

oluşturma-çözücü buharlaştırma ve nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan optimum 

krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarının pasif hedeflendirmeye uygun partikül 

büyüklüğü (120-220 nm), polidispersite indeksi (< 0.2), zeta potansiyele (-10 / -15 

mV)  sahip olduğu tayin edilmiş ve krizotinib, nanopartiküllere %70-80 ilaç yükleme 

etkinliği ile yüklenmiştir. In vitro çalışmalar ile nanopartiküllerin NCI-H2228 

hücrelerinde IC50 değerleri belirlenmiş 48 saatlik inkübasyon sonunda ilaç yüklü 

nanopartiküllerin belirgin sitotoksik etki gösterdiği gösterilmiştir. Formülasyonların 

inhibitor etkileri gen düzeyinde RT-PCR yöntemi ile protein düzeyinde ELISA 

yöntemi kullanılarak değerlendirilmiştir. Formüle edilen krizotinib yüklü lipit-polimer 

hibrit nanopartiküllerin akciğer kanserinde etkili bir tedavi yöntemi olabileceği 

değerlendirilmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Akciğer kanseri, lipit-polimer hibrit nanopartikül, Box-Behnken 

tasarımı, tirozin kinaz inhibitörü, krizotinib 

 

Söz konusu tez TÜBİTAK tarafından 221S496 numaralı 1002 projesi kapsamında 

desteklenmiştir. 
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ABSTRACT 

Aktaş, P., Development, Characterisation and Evaluation of In Vitro Efficacy of 

Lipid-Polymer Hybrid Nanoparticles Carrier of Tyrosine Kinase Inhibitor for 

Lung Cancer, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences 

Pharmaceutical Technology Doctor of Philosophy Thesis, Ankara 2024. Lung 

cancer is the top cause of cancer-related deaths for both men and women, accounting 

for nearly 25% of all cancer fatalities. The use of current conventional treatments for 

lung cancer, which lack selectivity, results in systemic toxicity, multiple drug 

resistance, treatment failure, and high mortality. Therefore, there is a need for new 

treatment approaches that are more selective, have fewer side effects, and can improve 

patient survival and quality of life. This thesis aims to develop and optimize lipid-

polymer hybrid nanoparticulate (LPHNP) drug delivery systems, which combine lipid-

based carriers with polymeric carriers, using the Box-Behnken experimental design. 

The goals include characterizing the optimal LPHNP formulations and evaluating their 

efficacy in vitro. The optimum crizotinib-loaded LPHNP formulations prepared by 

emulsification-solvent evaporation and nanoprecipitation method were determined to 

have particle size in the range of 120-220 nm, polydispersity index < 0.2, zeta potential 

of -10 / -15 mV suitable for passive targeting. Crizotinib was loaded into the 

nanoparticles with a drug loading efficiency of 70-80%. In vitro studies, IC50 values 

of nanoparticles in NCI-H2228 cells were determined and it was shown that drug-

loaded nanoparticles showed significant cytotoxic effect at the end of 48 hours 

incubation. The inhibitory effects of the formulations were assessed at the gene level 

using RT-PCR and at the protein level using ELISA. The formulated crizotinib-loaded 

lipid-polymer hybrid nanoparticles are considered to be a potentially effective 

treatment method for lung cancer. 

 

Keywords: Lung cancer, lipid-polimer hybrid nanoparticles, Box-Behnken design, 

tyrosine kinase inhibitors, crizotinib. 

 

The thesis in question was supported by TÜBİTAK (1002 project) with project 

number 221S496. 
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1.GİRİŞ 

 Hücrelerinin kontrolsüz ve anormal bir şekilde büyüyüp çoğalması sonucu 

oluşan kanser, dünya genelinde en yaygın ölüm nedenlerinden biridir. Dünya Sağlık 

Örgütü'nün (DSÖ) raporlarına göre, 2040 yılında yaklaşık 30 milyon yeni kanser 

vakasnın görüleceği ve 15.3 milyon kişinin ise kanser nedeniyle hayatını kaybedeceği 

öngörülmektedir (1). Akciğer kanseri, dünya genelinde hem erkeklerde hem de 

kadınlarda en sık teşhis edilen ikinci kanser türüdür ve kansere bağlı ölümlerin başlıca 

nedenidir (2). DSÖ raporlarında akciğer kanseri vakalarının 2025 yılında 2.54 milyona 

ulaşacağı öngörülmektedir (3). Akciğer kanserine yönelik mevcut konvansiyonel 

tedavi yaklaşımları cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapidir. Ancak dünyada 

mortalitesi en yüksek ve en çok tanı alan kanser türlerinden başında gelen akciğer 

kanserinde mevcut konvansiyonel tedavinin yetersiz ve etkisiz kalması akciğer kanseri 

tedavisinde alternatif yeni tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesini önemli kılmaktadır. 

Bu nedenle akciğer kanserinin tedavisinde, hastaların yaşam süresini ve kalitesini 

arttırmak aynı zamanda tedavide yan etkisi az, etkin ve seçici yeni tedavi yaklaşımları 

geliştirilmek amacıyla çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.  

 Akciğer kanserinde, kansere sebep olan mekanizmaların aydınlatılması ve yeni 

tedavi yaklaşımların geliştirilmesi amacıyla yapılan çalışmalarda, tümörlerin genetik 

olarak oldukça heterojen ve karmaşık olduğunu ortaya çıkarılmıştır (4). Bu nedenle 

günümüzdeki çalışmalarda kanser hücresine spesifik hedefleme yapabilen ve bireye 

yönelik etkili tedavi yaklaşımlarının üzerine yoğunlaşmaktadır. Bu amaçla moleküler 

hedeflendirilmiş tedavi, immünoterapi, gen terapisi, hedef bölgeye etkin ilaç 

taşınmasını sağlayan yeni ilaç taşıyıcı sistemler çalışmaların odak noktası olmuştur (5, 

6).  Moleküler hedefe yönelik tedavi yaklaşımları içerisinde bulunan ve umut verici 

yöntemler olarak değerlendirilen  tirozin kinaz inhibitörleri, monoklonal antikorlar ve 

anti-anjiyogenik ajanlar üzerinde yapılan çeşitli çalışmalar bulunmaktadır (7, 8). 

 Tirozin kinazlar, proteinlerin/moleküllerin aktivasyonunu veya 

inaktivasyonunu moleküller arasında fosfat gruplarının transferiyle sağlayan 

proteinlerdir ve sinyal iletimi, hücrelerin çoğalması ve apoptozis gibi işlevleri kontrol 

etmektedir (9). Tirozin kinazlarda meydana gelen değişimlerin kanser gelişiminde 

önemli rol oynadığı bilinmektedir (10). Kanser ile ilişkili olduğu bilinen ve tedavide 
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hedef olarak kullanılan tirozin kinaz ailesine ait çeşitli mutasyonlar/yeniden dizilimler 

bilinmektedir (11, 12). Tez kapsamında, anaplastik lenfoma kinaz (ALK) reseptörünün 

yeniden dizilimi ile oluşan Echinoderm microtubule-associated protein-like4-

anaplastik lenfoma kinaz (EML4-ALK) genine sahip küçük hücreli olmayan akciğer 

kanserlerinin tedavisinde kullanılan tirozin kinaz inhibitörü (krizotinib) yüklü lipit-

polimer hibrit nanopartiküler sistemler geliştirilmekte ve in vitro tedavi etkinlikleri 

değerlendirilmektedir. 

 ALK reseptörü, insanlarda ALK geni ile kodlanan; hücre büyümesinden ve 

çoğalmasından sorumlu olan bir reseptördür (13). Tirozin kinaz aktivitesine sahip bir 

transmembran proteini olan ALK geninin, Echinoderm microtubule-associated 

protein-like4 (EML4) geni ile ters yönde birleşmesi sonucunda, EML4-ALK adlı 

sürekli aktif bir gen düzenlemesi meydana gelir (14). Bu durum hücrelerin kontrolsüz 

çoğalmasına neden olur. EML4-ALK füzyon geni küçük hücreli olmayan akciğer 

kanserlerinin yaklaşık %5'inden sorumludur ve sigara içmeyenlerde görülen akciğer 

kanserinin önemli nedenlerinden biridir (15). 

 Krizotinib, EML4-ALK pozitifliği doğrulanmış küçük hücreli olmayan akciğer 

kanserinde kullanılmak amacıyla Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından 

2011 yılında onaylanmış reseptör tirozin kinazların bir inhibitörüdür (16). Antitümör 

etkinliğini; ALK, Nantes kökenli reseptör (RON) ve c- Met dahil olmak üzere reseptör 

tirozin kinazların inhibisyonunu sağlamasının yanında kaspaz-3’ü aktive edip tümör 

hücrelerini apoptoza götürerek göstermektedir (17). Krizotinib, küçük hücreli olmayan 

akciğer kanserinde potansiyel bir terapötik madde olmasına rağmen ilaca karşı gelişen 

direnç, krizotinibin hidrofobik özelliğinden kaynaklı düşük çözünürlüğe sahip olması 

ve sistemik dolaşıma geçişinin sınırlı olması formülasyon geliştirme ve klinik açından 

kullanımını kısıtlamaktadır (18, 19).  

 Tez kapsamında, konvansiyel tedavide görülen yetersizlikleri ve kısıtlamaları 

göz önünde bulundurarak tedavide etkin krizotinib yüklü lipit-polimer hibrit 

nanopartikül formülasyonlarının geliştirilmesi ve optimize edilmesi; optimize edilmiş 

formülasyonların karakterizasyon çalışmalarının gerçekleştirilmesi ve in vitro hücre 

kültürü çalışmaları ile formülasyonların tedavi etkinliklerinin değerlendirilmesi 

amaçlanmıştır. Bu amaç doğrultusunda, Box-Behnken tasarımı kullanılarak iki farklı 
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polimerin (Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)/Polikaprolakton (PCL)) ve iki farklı 

hazırlama yönteminin (emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ve 

nanoçöktürme yöntemi) lipit-polimer hibrit nanopartikül formülasyonlarına etkisi 

değerlendirilmiştir. Optimize edilen formülasyonların; ilaç yükleme etkinlikleri ve ilaç 

salım profilleri belirlenmiş, in vitro hücre kültürü ve hücre canlılık analizi çalışmaları 

ile formülasyonların tedavi etkinlikleri değerlendirilmiş, in vitro olarak inhibitor 

etkileri gen düzeyinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yöntemi ve protein 

düzeyinde Enzime Bağlı Immünosorbent Deneyi (ELISA) yöntemi kullanılarak 

gösterilmiştir. 

 Tezin araştırma hipotezi ise, deney tasarımından yararlanılarak optimum 

krizotinib taşıyıcılı lipit-polimer hibrit nanopartiküllerin hazırlaması ile in vitro 

koşullarda küçük hücreli olmayan akciğer kanserinde tedavide etkinliğin 

artırılabileceği yaklaşımıdır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Akciğer Kanseri 

Dünya Sağlık Örgütü 2024 verilerine göre, akciğer kanserinin görülme sıklığı 

erkeklerde prostat kanserinden ve kadınlarda meme kanserinden sonra en fazla olan 

kanser türü olmakla birlikte, iki cinsiyet içinde kansere bağlı ölüm nedenlerinin 

başında gelmektedir (20). Sigara kullanımı başta olmak üzere pasif içicilik, asbest, 

radon gazı gibi çevresel faktörlere maruziyet, hava kirliliği, kronik akciğer hastalıkları, 

epigenetik ve genetik faktörler akciğer kanserinin ortaya çıkmasında önemli risk 

faktörleridir (21, 22). Akciğer kanserinde sıklıkla geçmeyen öksürük, göğüs ağrısı, 

nefes darlığı, hırıltılı solunum, kanlı öksürük (hemoptizi), açıklanamayan kilo kaybı 

gibi semptomlara rastlanırken hastaların yaklaşık %10‘unda asemptomatik seyir 

görülmektir (23). Kanserin evresine ve tipine göre 5 yıllık sağ kalım oranları değişiklik 

gösterse de meme, kolorektal ve prostat kanseri gibi sık rastlanan diğer kanser türlerine 

göre sağ kalım oranı daha düşüktür (24, 25).  

Akciğer kanseri histolojik açıdan iki ana tipe ayrılmaktadır. Akciğer kanser 

vakalarının yaklaşık %85’ini Küçük Hücreli Olmayan Akciğer Kanseri (KHOAK) 

oluştururken yaklaşık %15’ünü Küçük Hücreli Akciğer Kanseri (KHAK) 

oluşturmaktadır (26). En sık görülen KHOAK’nin üç ana alt tipi bulunmaktadır; (i) 

adenokarsinom KHOAK’nin % 40’ını (ii) Skuamöz (yassı) hücreli karsinom 

KHOAK’nin % 25-30’unu, (iii) büyük hücreli karsinom ise KHOAK’nin % 10-15’ini 

oluşturmaktadır (24). 

Akciğer kanserinin teşhisinde sıklıkla bronkoskopi, balgam  sitolojisi, 

ranstorasik  iğne  aspirasyonu ve çeşitli görüntüleme yöntemleri kulanılmakta olup 

teşhisin kanser tipine (KHOAK/KHAK), tümörün yerleşim bölgesine ve büyüklüğüne, 

metastaz durumuna ve hastanın klinik olarak durumuna bağlı olarak değiştiği 

bilinmektedir. Bunun yanısıra son yıllarda nefes analizi de teşhis için kullanılmaktadır. 

Nefesten teşhis edilen bazı uçucu organik maddelerin (izopren,  etan,  aldehitler,  

pentan,  aseton,  amonyak,  dimetilamin, dimetilsülfür ve etil merkaptan  gibi) akciğer 

kanseri ile ilişkili olduğu bilinmektedir (27, 28). 
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 Akciğer kanserinin evrelenmesinde, tümörün özellikleri (T), lenf nodu (N) ve 

metastaz (M) durumları dikkate alınarak “TNM evreleme sistemi” kullanılmaktadır. 

En son güncellenmiş 8. TNM evreleme sistemi 2017 yılında uygulanmaya 

başlanmıştır. Bu sisteme göre T- tümör boyutu ve yeri, N- ilgili lenf nodlarının sayısı, 

M- metastaz ve kanser yayılımını ifade etmektedir ve T,N ve M puanlarının 

kombinasyonu kullanılarak akciğer kanseri evresi belirlenmektedir (evre-IA, evre-IB, 

evre-IIA, evre-IIB, evre-IIIA, evre-IIIB ve evre-IV) (29). Akciğer kanserinde, kanser 

tipinin yanısıra kanserin evreside tedavinin belirlenmesinde önemli olmaktadır (30). 

2.2. Akciğer Kanserinde Tedavi Yaklaşımları 

Akciğer kanserinin tedavisi kanserin tipine, evresine, hastanın durumuna göre 

belirlenmekte olup en sık başvurulan konvansiyonel tedavi yöntemleri cerrahi 

rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapidir (31). KHOAK tedavisinin birinci 

basamağında platin yapılı (sisplatin, karboplatin gibi)  kemoterapötikler tek başlarına 

veya kombine olarak kullanılmaktadır (32). Kombine tedavide dosetaksel, paklitaksel, 

vinorelbin, gemsitabin, permektreksed; platin yapılı kemoterapötikler ile birlikte 

kullanılmaktadır. Kombine tedavi, tedaviye yanıtın, hasta toleransının ve sağ kalım 

oranının arttırılması; tek ilaç kaynaklı şiddetli yan etkilerin azaltılması amacıyla tercih 

edilmektedir (33). İkinci basamak tedavide ise permektreksed, dosetaksel ve erlotinib 

sistemik olarak uygulanmaktadır (34). Ancak bu kemoterapötik ilaçların selektif 

olmaması sistemik toksisite ve kanser hücrelerinde gelişen spontan mutasyonlar 

sonucu oluşan çoklu ilaç direnci (Multi  Drug  Resistance, MDR), tedavide başarısızlık 

ve yüksek mortalite ile sonuçlanmaktadır (35). Cerrahi rezeksiyon, akciğer kanserinin 

erken evrede teşhis edildiği metastaz olmayan sınırlı hastalara  uygulanabilirken 

rezeksiyon sonrası kanserin tekrar etme riski bulunmaktadır (36, 37). Radyoterapi 

yönteminde ise yüksek dozda radyasyon uygulanması kaynaklı özofagus, kalp, 

omurilik gibi diğer organların da hasar alması radyasyon dozunun kısıtlanmasını 

gerektirmektedir (38, 39). Konvansiyonel tedavide karşılaşılan kısıtlamalar ve 

tedavinin mevcudiyetine rağmen yüksek ölüm oranları göz önünde 

bulundurulduğunda akciğer kanserinde tedavi seçeneklerinin yeterli olmadığı 

görülmektedir. Bu nedenle hastaların yaşam süresini ve kalitesini artıran aynı zamanda 
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tedavide  yan etkisi az, etkili ve seçici yeni tedavi yaklaşımlarına ihtiyaç 

duyulmaktadır (40). 

 Son yıllarda yapılan çalışmalar ile kanser hücrelerinin oluşmasından, kanser 

hücrelerinin büyümesinden ve metastazından sorumlu moleküllerin/mekanizmaların 

aydınlatılması mümkün olmuştur. Moleküllerin/mekanizmaların anlaşılması ve 

tanımlanmasıyla çeşitli hedefe yönelik tedavi yaklaşımları geliştirilmektedir. (i) 

İmmünoterapi, (ii) moleküler olarak hedeflendirilmiş tedavi hedefe yönelik tedavide 

en sık çalışılan yaklaşımlardır (41-45).   

 İmmünoterapi tedavisi monoklonal antikorlar, kanser aşıları ve 

sınıflandırılmamış immünoterapi gibi uygulamaları içeren kanser hücresinin 

bağışıklıktan kaçmasını önlemek için hastanın kendi bağışıklık sistemini 

güçlendirmeyi amaçlayan bir yaklaşımdır (46). Bağışıklık sisteminin vücuttaki 

savaşılacak hücreleri/antijenleri ve normal hücreleri ayırmakta görevli kısımları 

kontrol noktaları olarak bilinmektedir. Programlanmış hücre ölümü-1 (PD-1)  

reseptörü ile ligandı (PD-L1) ve sitotoksik T-lenfosit antijen-4 (CTL4-A) kanser 

immünoterapisinde önemli rol oynayan kontrol noktalarıdır (47). Kontrol noktalarında 

T hücreleri için negatif sinyal üretilmesi ve üretilen sinyalin proliferasyonu, sitotoksik 

granüllerin salgılanması ve sitokin salınımı gibi çeşitli olaylar sonucu T hücrelerinin 

fonksiyonu azalmaktadır ve bu durumda tümörün büyümesi ve ilerlemesi 

gerçekleşmektedir. Tümörün büyümesi ve ilerlemesini engellemek amacıyla kontrol 

noktalarına yönelik ipilimumab (immünglobulin  (Ig)  G1 antikoru),  nivolumab (IgG4 

monoklonalanti-PD-1 antikoru), pembrolizumab (IgG4 monoklonalanti-PD-1 

antikoru) ve atezolizumab (IgG1 monoklonal anti-PD-L1 antikoru) antikorları 

KHOAK tedavisinde kullanılan monoklonal antikorlardır (48). Başka bir 

immünoterapi yöntemi olan aşılarda ise allojenik ve otolog tümör hücrelerinden 

hazırlanan antijen spesifik aşılar ve tümör hücresi aşıları içermektedir (49-51). 

 Akciğer kanserinde tümör biyolojisi, immünolojisi ve genomik mutasyonların 

ayrıntılı olarak anlaşılmasıyla hedefe yönelik tedavi önem kazanmıştır. Hedefe yönelik 

tedavilerden biri olan moleküler hedeflendirilmiş tedavinin esasını, kanser 

oluşumunda etkin olarak rolü olan yolakların belirli basamaklarında görev alan 

moleküllere karşı inhibitörlerin geliştirilmesi ve bu yolaktaki hedeflenen molekülün 
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inaktive edilmesi oluşturmaktadır (7, 52). Bu amaçla, geliştirilen tirozin kinaz 

inhibitörleri (TKI), tirozin kinazların katalizlediği protein fosforilasyonunu 

engelleyerek hücre döngüsünü durdurur ve tümör hücrelerinin apoptozuna neden 

olarak etki gösterir (53-56). 

2.3. Tirozin Kinaz ve Tirozin Kinaz İnhibitörlerinin Kanserdeki Yeri 

 Kinazlar, moleküller arasında fosfat gruplarını transferiyle 

proteinlerin/moleküllerin aktivasyonunu veya inaktivasyonunu sağlayan proteinlerdir 

(57). Tirozin kinazlar, protein fosforilasyonu yapan, protein kinaz grubunda yer alan 

enzimlerdir ve insan genomunda kodlanan 518 protein kinaz tanımlanmıştır. Bu 

protein kinazlardan 90 tanesi tirozin kinaz (TK) grubuna aittir (58). TK’lar; (i) reseptör 

protein kinazlar (membran yerleşimli olan protein kinazlar), (ii) non-reseptör protein 

kinazlar (sitoplazmik yerleşimli olan protein kinazlar) olarak sınıflandırılmaktadır 

(59). Reseptör protein kinazlar (membran lokalize protein kinazlar)  insülin reseptörü, 

büyüme faktörleri (EGFR, vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü (VEGFR), 

ALK, fibroblast büyüme faktörü reseptörü (FGFR), efrin reseptörleri (EphA, EphB) 

gibi 58 transmembran proteinini içermektedir. Reseptör olmayan protein kinazlar 

(sitoplazmik protein kinazlar) Src kinaz, Abelson murin lösemi (ABL), fokal adezyon 

kinaz (FAK) ve Janus kinazlar (JAK) proteinlerini içermektedir (58, 60). 

TK’lerin sürekli olarak aktif olması; onkojenik sinyal iletimi, tümörün 

büyümesi, transformasyonu ve anjiyogenez gibi malign fenotipte hücresel olayları 

hızlandırmaktadır (61-64). Bu hücresel olayların hızlanmasının önüne geçmek için 

çeşitli TKI’ler kullanılmış ve TK’lerin aktivitelerinin engellenmesi ile kanser 

tedavisinin mümkün olabileceği öngörülmüş ve çalışmalar bunun üzerine 

odaklanmıştır (65-67). Bu amaçla geliştirilen TKI’ler, TK’lerin katalizlediği protein 

fosforilasyonunu engellemektedir. Engellenen protein fosforilasyonu ile hücre 

döngüsü durmakta ve tümör hücresi apoptoza uğramaktadır. TKI’ler bu etkileri 

sayesinde çeşitli kanserlerin hedefe yönelik tedavisinde kullanılmaktadır (55, 65, 68).  

KHOAK’da kullanılan FDA onaylı TKI’lara  Gefitinib, Erlotinib, Krizotinib, 

Afatinib, Seritinib, Osimertinib, Alektinib,  Brigatinib, Dakomitinib, Lorlatinib, 

Selperkatinib, Kapmatinib olarak sayılmaktadır (69). Tablo 2.1.’de FDA onaylı TKI 
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etken maddeleri, etken maddelerin inhibitör etki gösterdiği hedef reseptörleri, FDA 

onay yılları ve piyasa da bulunan preparatlarına ilişkin bilgiler özetlenmektedir.  

Tablo 2.1. TKI etken maddeler, hedeflediği reseptörler, FDA onay yılları ve ticari 

isimleri (69). 

Tirozin Kinaz 

İnhibitörü 

Hedeflenen 

Reseptör 

FDA Onayı Ticari ismi 

Gefitinib EGFR 2003 Irresa® 

Erlotinib EGFR 2004 Tarceva® 

Krizotinib ALK, c-MET,  

RON 

2011 Xalkori® 

Afatinib EGFR, ErB  

(HER2/HER4) 

2013 Giotrif® 

Seritinib ALK 2014 Zykadia® 

Osimertinib EGFR 2015 Tagrisso® 

Alektinib ALK 2016 Alecensa® 

Brigatinib ALK, ROS1, IGF-

1 

2017 Alunbrig® 

Dakomitinib MET 2018 Vizimpro® 

Lorlatinib ALK 2018 Lorviqua® 

Selperkatinib RET 2020 Retsevmo® 

Kapmatinib MET 2020 Tabrecta ® 

2.3.1.Krizotinib 

Krizotinib, KHOAK’de kullanılmak üzere FDA tarafından 2011 yılında 

onaylanmış reseptör TK’lerin inhibitörüdür (70). Krizotinibin molekül ağırlığı 450,37 

g/mol’dür ve kimyasal formülü ise C21H22Cl2FN50 şeklindedir (Şekil 2.1.)(71). 

Krizotinib suda pratikte çözünmemektedir (logP =1.83) ve intestinal permeabilitesi de 

düşüktür. Krizotinibin, düşük çözünürlük ve düşük permeabilitesi sebebiyle 

biyofarmasötik sınıflandırma sisteminde Sınıf 4 bir ilaç olarak kabul edilmektedir (72).  
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Şekil 2. 1. Krizotinib moleküler yapısı (73). 

Krizotinib, anti tümör etkinliğini ALK, c-Met ve RON dahil olmak üzere 

reseptör TK’lerin inhibisyonunu sağlamasının yanında kaspaz-3’ü aktive edip tümör 

hücrelerini apoptoza götürerek etki gösteren bir etken maddedir. Aktif olmayan 

reseptör TK’ler, fosforilasyon sonucunda aktif hale geçerek hücre çoğalması, 

farklılaşması gibi hücresel olayları gerçekleştirmektedir. Krizotinib, mutasyona 

uğramış tirozin kinaz reseptörlerini hedef alarak reseptörün ATP bağlanma bölgesine 

bağlanmakta ve reseptörün fosforilasyonunu engellemektedir. Fosforilasyonun 

engellenmesi sonucunda kanser hücrelerinin büyümesi, çoğalması ve metastazı 

engellenebilmektedir (74-76). 

Krizotinib, p-glikoprotein substratı olmasının yanısıra CYP3A4 ile metabolize 

edilmektedir (77). İlacın oral yoldan kullanımı sonrası plazma proteinlerine 

bağlanması yaklaşık %91 ve biyolojik yarılanma ömrü 29-35 saat olarak 

bildirilmektedir (78).  Krizotinibin metabolizasyonu sonucu oluşan krizotinib laktam, 

ALK proteinine inhibitör etki gösterirken krizotinibin yaklaşık %53'ü feçes ile %3'ü 

idrar ile değişmemiş ilaç olarak atılmaktadır (79). %43 oranında oral biyoyararlanıma 

sahip olan krizotinibin farmakokinetiğini; bireyler arasında görülen enzimatik ve/veya 

metabolik  farklılıklar, besin alımı ve kullanılan ilaçlar  etkilemektedir (80, 81). 

Krizotinib, KHOAK’de potansiyel bir terapötik madde olmasına karşın düşük 

biyoyararlanım ve gelişen ilaç direnci ilacın kullanımını kısıtlamaktadır. Hamilton ve 

arkadaşları krizotinib ile tedaviye başlangıç yanıtları yüksek olan hastalarda 

kazanılmış direnç sebebiyle tedavinin ilk 2 yılında hastalığın tekrarlama oranının 

arttığını ve gelişen ilaç direncinin yanısıra hastalarda yeni mutastonların da oluştuğunu 

bildirmektedir (82).  
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2.4. Kanser Tedavisinde Nanopartiküler İlaç Taşıyıcı Sistemler 

Günümüzde nanotaşıyıcılar ile hazırlanan ilaç taşıyıcı sistemler hastalıkların 

teşhis ve tedavisinde geleneksel yaklaşımların yerini almaktadır (83, 84). 

Nanopartiküler (NP) sistemler, 10-1000 nm arasında partikül büyüklüğüne sahip 

sisteme hapsedilmiş veya adsorbe edilmiş etken maddeyi kontrollü biçimde salabilen 

katı kolloidal partiküller sistemlerdir. NP sistemler başlıca iki ana gruba ayrılmaktadır: 

(i) organik nanopartiküler sistemler (polimerik yapılı nanopartiküller, lipit yapılı 

nanopartiküller, hibrid nanopartiküller), (ii) inorganik nanopartiküler sistemler (altın 

nanopartiküller, metalik nanopartiküller, kuantum dot nanopartiküler, mezoporöz 

silika nanopartiküler) (85) (Şekil 2.2.). 

 NP sistemler; 

 Etken madde(ler)in etkinliğinin artırılması ve yan etkilerin/toksisitenin azaltılması, 

 Etken maddelerin in vitro/ in vivo stabilitenin sağlanması/arttırması, 

 Etken madde taşıma kapasitelerinin yüksek olması, 

 Etken maddeyi kontrollü olarak salması, 

 Hidrofobik ve/veya hidrofilik etkin maddelerin nanopartiküllere hapsedilebilmesi, 

 Aktif veya pasif hedeflendirme ile istenilen hücre, doku veya organa 

hedeflendirilmesi sonucu tedavi etkinliğinin artması, 

 Sistemlerin fizyolojik ortamda parçalanması ve parçalanma sonucu oluşan 

ürünlerinin toksik olmaması, 

 Sterilize edilebilmeleri, 

 Konvansiyol tedaviye kıyasla daha düşük ilaç dozu ile tedavinin sağlanabilmesi, 

 Konvansiyonel tedaviye göre kıyasla düşük doz kullanımı sayesinde  istenmeyen yan 

etkilerin/toksisitenin azaltılması, 

 İlaca karşı direncin önlenmesi, 

 Hastanın tedaviye uyuncunun artılması, 

 Oral, pulmoner, parenteral veya nazal yol ile uygulanabilme gibi çok önemli 

üstünlüklere sahiptir (86-89). 
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Şekil 2.2. NP sistemler ve tipleri (BioRender.com ile oluşturulmuştur). 

 Literatürde, akciğer kanserinin tedavisi için TKI etken maddelerinin tek başına 

veya başka bir etken madde/uygulama ile kombine şekilde kullanıldığı çeşitli ilaç 

taşıyıcı sistemleri geliştirilmiştir. Tablo 2.2.’de kullanılan TKI etken maddeler, ilaç 

taşıyıcı sistemler, yapılan çalışmalar ve çalışmaların sonucu özetlenmiştir. 
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Tablo 2.2. TKI etkin maddelerin NP ilaç taşıyıcı sistemleri. 

Tirozin 

Kinaz 

İnhibitörü  

İlaç Taşıyıcı 

Sistem Tipi 

Yapılan 

çalışmalar 

Sonuçlar Ref. 

Afatinib PLGA Polimerik 

NP 

in vitro, in 

vivo 

KRAS mutasyonlu A549, 

H460 hücrelerinde 

farmakokinetik profilde 

iyileşme, tümör 

bölgesinde birikimin ve 

sitotoksisitenin artması. 

(90) 

Alektinib Polimerik NP in vitro, in 

vivo 

Kademeli çift hedefli 

nanotaşıyıcı ile tümörün 

hücresel alımında artma, 

tümörün küçülmesinin 

gözlenmesi ve ilacın 

hepatosit hasarında 

azalma. 

(91) 

Brigatinib Katı Lipit NP in vitro A549 hücrelerinde 

hücresel canlılığın 

azalması. 

(92) 

Brigatinib Lipit NP in vitro H-1975 hücrelerinde 

sitotoksisitenin artması. 

 

(93) 

Ceritinib Katı Lipit NP in vitro Nanopartiküler sistem ile 

disollüsyonun artması. 

 

(94) 

Erlotinib Dendrimer in vitro A549 hücrelerinde 

sitotoksik etkinin artması. 

 

(95) 

Erlotinib Nanoemülsiyon in vitro, ex 

vivo 

İnhalasyon için uygun 

taşıyıcı sistemlerin 

hazırlanmasıyla A549 

hücrelerinde sitotoksik 

etkinin artması. 

 

(96) 

Erlotinib Silika NP in vitro, in 

vivo 

Önemli vücut ağırlığı 

farkı olmadan tümöral ilaç 

tutulumunun artması, 

antitümör etkinliği ve 

tümör hacminin 

azaltılması. 

 

(97) 

Erlotinib Kitozan 

Polimerik NP 

in vitro pH'a bağlı AS1411 

aptamer konjugasyonu ile 

A549 hücrelerinde 

apoptoz ve 

sitotoksisitenin artması. 

(98) 
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Erlotinib  Siklodekstrin NP in vitro A549 ve HepG2 

hücrelerinde sitotoksik 

etkinin artması. 

 

(99) 

Gefitinib  Lipit NP in vitro A549 hücrelerinde 

sitotoksik etkinin artması. 

(100) 

Gefitinib + 

siRNA 

Lipit NP in vitro A549, H-1975, PC-9 ve 

PC-9GR hücre hatlarında 

sitotoksik etkinin artması. 

 

(101) 

Gefitinib Lipozom in vitro A549 ve H1299 

hücrelerinde sitotoksik 

etkinin artması.  

(102) 

Gefitinib Lipozom in vitro, in 

vivo 

A549 ve 16HBE 

hücrelerinde sitotoksik 

etkinin ve antitümör 

etkinin artması. 

(103) 

Gefitinib Katı Lipit NP in vitro A549 hücrelerinde 

sitotoksik etkinin artması. 

(104) 

Gefitinib PLGA Polimerik 

NP 

in vitro A549 hücrelerinde kitosan 

kaplama ile 

sitotoksisitenin artması. 

(105) 

Gefitinib Nanosüspansiyon in vitro 3T3, A549, SiHa ve U87 

hücrelerinde 

sitotoksisitenin artması. 

(106) 

Krizotinib Polimerik NP in vitro, in 

vivo 

A549 hücrelerinde 

apoptoz ve 

sitotoksisitenin artması, 

tümör büyümesinin 

inhibisyonu ve hepatosit 

hasarının azalması. 

(107) 

Krizotinib Polimerik Misel in vitro A549 hücrelerinde 

apoptozun artması. 

(108) 
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2.5. Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküller 

 Polimerik nanopartiküller ve lipozomlar nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerin 

önemli iki alt sınıfıdır (109). Polimerik nanopartiküller içerdikleri bileşenlere ve 

hazırlama yöntemlerine göre iki kategoriye ayrılmaktadır. (i) Nanokapsül olarak da 

bilinen rezervuar sistemleri ve (ii) nanoküre olarak da bilinen matriks sistemleridir 

(110). Nanokapsüllerde ilaç, ilacın salımını kontrol etmekten sorumlu polimerik bir 

zarla çevrelenen sıvı bir çekirdek içinde çözülürken nanoküreler de ilaç polimerik ağın 

içinde kapsüllenebilir ya da destek ve stabilite sağlayacak şekilde yüzeyine adsorbe 

edilebilmektedir (111, 112). Biyouyumlu polimerlerden yapılan polimerik NP; yüksek 

stabilite, dolaşım sisteminde uzun süre kalabilme, yüzey modifikasyonları sayesinde 

ilaçların kontrollü ve hedefe yönelik bir şekilde salabilme özelliklerine sahiptir (113, 

114). Piyasa da PLGA polimeri ile hazırlanmış çeşitli ilaçlar bulunmaktadır. Bu 

ilaçlara prostat kanserinde kullanılan Leuprolit asetat içeren Lupron Depot®, 

Triptorelin asetat içeren Decapeptyl®, Buserelin içeren Suprecur® MP örnek olarak 

verilebilmektedir. 

 Lipozomlar, fosfolipid yapı taşlarından oluşan iki veya daha çok katmanlı 

veziküler yapılardır. Boyutları 25 nm - 2.5 μm aralığında değişebilen hidrofobik 

kuyruk yapıları ve hidrofilik başları sayesinde de hidrofilik ve hidrofobik etken 

maddelerin aynı anda taşınmasında sıklıkla kullanılmaktadırlar (115-117). Piyasada 

onay almış ve aktif olarak kullanılan Doksorubisin içeren DaunoXome®, Doxil®, 

Caelyx®, Lipodox®; Amfoterisin B içeren Ambisome®, Amphotec®, Abelcet®; 

Siklosporin içeren Neoral®; İrinotekan içeren Onivyde® gibi çeşitli lipozamal ilaç 

taşıyıcı sistemler bulunmaktadır. Ancak sıklıkla kullanılmaları ve tüm bu 

avantajlarının yanında lipozomal ilaç sistemlerin düşük stabilitelerinin olması, 

oksidasyona ve/veya hidrolize kolaylıkla uğrayabilmeleri gibi sakıncaları da 

bulunmaktadır (118, 119).  

 Lipit bazlı taşıyıcı sistemler ve  polimerik bazlı taşıyıcı sistemlerin bir arada 

kullanılmasıyla hazırlanan lipit-polimer hibrit nanopartiküller (LPHNP) ilaç taşıyıcı 

sistemler ise sadece lipit bazlı veya polimer bazlı taşıyıcı sistemlere kıyasla son 

zamanlarda literatürde sıklıkla çalışılmaktadır (120, 121). 
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 LPHNP sistemler genel olarak üç kısımdan oluşmaktadır. Bu bileşenler (i) 

polimerik çekirdek, (ii) lipit tabaka ve (iii) hidrofilik polimer tabakasıdır (Şekil 2.3.).  

 

Şekil 2.3. Polimer çekirdek ve lipit katmandan oluşan LPHNP ilaç taşıyıcı sistemi. 

 (i) Polimerik çekirdek, mekanik olarak stabiliteyi sağlamasının yanı sıra suda 

çözünürlüğü düşük etken maddelerin yüksek ilaç yükleme kapasitesi ile 

yüklenebilmesini, etken maddelerin kontrollü salınmasını sağlamaktadır. Polimerik 

çekirdek için biyouyumlu, bioparçalanabilir ve non-toksik olmaları ve sıklıkla 

kullanılmaları sebebiyle genellikle PLGA,  PCL, dekstran, albümin polimerleri tercih 

edilmektedir (122, 123).  

(ii) Hücrelerin içerisine girişi ve biyouyumu arttıran lipit tabakası polimer 

çekirdek ile çevrilidir. Lipit katmanı oluşturmak için doğal veya sentetik yapılı lipitler 

(lesitin, soya fosfatidilkolin, dipalmitoil trimetilamonyum  propan  (DPTAP), 

dipalmitoil  fosfotidilkolin  (DPPC),  dioleil  trimetilamonyum  propan (DOTAP) ve 

dioleil fosfoetanolamin (DOPE)) kaytonik, nötral ve anyonik fosfolipidler 

kullanılmaktadır. 

 (iii) En dışta bulunan hidrofilik polimer tabakası ise nanopartiküllerin sistemik 

dolaşım süresini (RES hücrelerinden kaçarak) ve stabilitesini arttırmaktadır. Hidrofilik 

polimer tabakası için  DSPE-PEG-2000 gibi lipit-PEG maddeleri kullanılmaktadır. 

LPHNP sistemlerde hidrofobik etkileşimler, elektrostatik etkileşimler veya Van der  

Waals  bağları  ile polimerik çekirdek ve lipit dış tabaka birbirleri ile birleşmektedir 

(28, 123, 124).    
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 LPHNP ilaç taşıyıcı sistemlerin polimer çekirdeğinin hazırlanmasında 

biyouyumlu, biyoparçalanır ve toksik olmalarından kaynaklı olarak PLGA,  PCL, 

dekstran, albümin polimerleri kullanılmaktadır. FDA tarafından onay alan PLGA, 

PGA ve PLA  polimerizasyonuyla oluşan poliester, alifatik yapılı bir kopolimerdir 

(Şekil 2.4.). PGA ve PLA monomerleri 75:25, 25:75, 50:50 (PLA:PGA) gibi değişen 

oranlarda bir araya gelerek PLGA kopolimeri oluşturmaktadır. PGA monomerinin 

degredasyonu hızlı bir polimerdir ve hidrofilik karakter göstermektedir (125). PLA 

monomerinin ise parçalanma hızı daha yavaştır ve hidrofobik karaktere sahiptir (126). 

Bu sebeple PLGA kopolimerinin yapısındaki PGA ve PLA oranına göre hidrofobik 

karakteri ve parçalanma hızı değişkenlik göstermektedir. 50:50 (PLA:PGA) 

oranındaki PLGA polimeri araştırmalarda en çok kullanılan PLGA türevidir. PLGA 

polimeri metabolizasyonu glikolik asit ve laktik asite dönüşerek gerçekleşmektedir. 

Literatürde, PLGA polimerinin vücuttan eliminasyon süresinin 1-2 ay olduğu 

bildirilmektedir (127). PLGA polimerinin parçalanmasını PLA ve PGA oranının yanı 

sıra polimerin molekül ağırlığı da etkilemektedir (128). Polimerin molekül ağırlığı 

arttıkça etken maddenin salımı ve parçalanma hızı azalmaktadır ve genellikle 

nanopartiküllerin partikül büyüklüğü de artmaktadır (129).  

 

 

Şekil 2.4. PLGA moleküler yapısı (130). 

 LPHNP ilaç taşıyıcı sistemelrin polimer çekirdeğinin hazırlanmasıda 

kullanılan bir diğer polimer olan PCL ise hidrofobik özellikte, yüksek permeabiliteye 

sahip ve biyoparçalanabilir bir polimerdir (131) (Şekil 2.5.).   
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Şekil 2.5. PCL moleküler yapısı (130). 

LPHNP ilaç taşıyıcı sitemlerinin, 

-  İlaç yükleme kapasitelerinin yüksek olması, 

- Kontrollü salım yapabilmeleri, 

- Biyouyumluluklarının yüksek olması, 

- Dolaşım sisteminde stabil olmaları, 

-Antikor, folik asit gibi materyaller ile kolayca yüzey modifikasyonlarının 

yapılabilmesi, 

- Aktif hedeflendirilebilmesinin yanında rahatlıkla pasif hedeflenebilmeleri, 

- Biyoyararlanımlarının yüksek olması gibi çeşili üstünlükleri bulunmaktadır (132, 

133).  

Bu üstünlükleri ile teşhis amaçlı görüntülmede, aşı adjuvanu olarak, aktif 

hedeflendirme amacıyla, nükleik asitlerin taşınmasında, çoklu ilaç direnci gelişmiş 

hastalıklar için birden fazla ilaçın tek bir sistemde kombine olarak taşınmasında ve 

kanser tedavisinde LPHNP ilaç taşıyıcı sistemler kullanılmaktadır (133-135).  

 Çekirdekleri ve katmanlarındaki polimer ve lipitlerin yapısal özelliklerine göre 

farklı tipte LPHNP ilaç taşıyıcı sistemler geliştirilmektedir.  Polimer çekirdek ve lipit 

tabakadan oluşan LPHNP ilaç taşıyıcı sistemde lipit tabaka polimer çekirdeğin etrafını 

çevrelemektedir. Lipit tabaka ile çevrili LPHNP ilaç taşıyıcı sistemlerle sisteminin 

stabilitesinin arttırılması, sistemden sürekli ilaç salımının sağlaması ve ilacın immün 

sistem tarafından uzaklaştırılmadan dolaşımda uzun süre kalabilmesi 

amaçlanmaktadır. Çekirdek katman tipi içi boş LPHNP ilaç taşıyıcı sistemlerde ise iç 

katmandaki çekirdek lipit tabaka ile çevrelenmiş, bu lipit tabakanın etrafında ise 

polimer tabaka bulunmaktadır. Polimer tabakanın dışında lipit ve en dışta lipit-PEG 

tabakası bulunmaktadır. Çok katmanlı sistem ile ilaç enkapsülasyonunun arttırılması 

ve sistemin mikroçevreye karşı daha dayanıklı olması sağlanmaktır. Lipozomun 
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polimer içerisine hapsedildiği sistemlerde lipozomun etrafını polimer çevrelemektedir. 

Lipozomun polimer ile çevrelendiği bu sistemlerde lipozomların sakıncalarından olan 

sistemden  ilaç sızıntısnın azaltılması ve sistemden ilaç salımının kontrollü şekilde 

gerçekleşmesi amaçlanmaktadır. Bir diğer LPHNP sistem ise eritrosit membranı ile 

çevrelenmiş polimerik ilaç taşıyıcı sistemlerdir. Eritrosit memran sayesinde ilaç 

taşıyıcı sistemin biyouyumluluğunun arttırılması, sistemin immün sistemden kaçması 

ve serum proteinleri ile etkileşimin azalması amaçlanmaktadır (123, 136). 

2.5.1 LPHNP Hazırlama Yöntemleri 

LPHNP ilaç taşıyıcı sistemler iki farklı yöntem ile hazırlanmaktadır (123). 

 (i) İki basamaklı yöntem 

 İki basamaklı yöntemde lipozom ve polimerik nanopartiküller ayrı olarak 

hazırlandıktan sonra lipozom ve polimerik nanopartiküller çeşitli 

(hidrasyon/ekstrüksiyon/sonikasyon) işlemler ile birleştirilmektedir. Bu yöntemde 

polimerik nanopartiküller nanoçöktürme, emülsiyon oluşturma çözücü buharlaştırma 

veya yüksek basınçlı homojenizasyon yöntemi ile hazırlanmaktadır. İki basamaklı 

hazırlama yönteminde LPHNP’ler iki şekilde hazırlanabilmektedir. 

(i) Organik bir çözücüde çözündürülen ve çözücüsü uçurulan lipit tabakanın 

üzerine nanoçöktürme, emülsiyon oluşturma çözücü buharlaştırma veya yüksek 

basınçlı homojenizasyon yöntemlerinden biriyle hazırlanan polimerik nanopartikül 

süspansiyonu ilave edilmektedir. 

(ii) Organik bir çözücüde çözündürülen ve organik çözücüsü uçurulan lipit 

tabakanın hidrasyonu sonrasında hazırlanan polimerik nanopartikül süspansiyonunun 

ilave edilmektedir (133).  

Her iki hazırlama yönteminde polimerik nanopartikül ve lipit tabakanın 

homojen olarak birleşmesi lipitin faz geçiş sıcaklığından yüksek bir sıcaklıkta inkübe 

edilmesi, karıştırma veya ultrasonikasyon uygulamaları ile sağlanmaktadır. 

İki basamaklı yöntem, LPHNP ilaç taşıyıcı sistemlerin hazırlamasında daha 

önceleri sıklıkla kullanılan bir yöntem olmasına rağmen hidrofilik etken maddeler ile 

hazırlanan LPHNP’lerde görülen düşük yükleme kapasitesi ve tek basamaklı 
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yöntemlere göre hazırlama yönteminin daha uzun olması gibi nedenlerle günümüzde 

daha az tercih edilmektedir (137).  

(ii) Tek basamaklı yöntem 

 Tek basamaklı yöntem de lipozom ve polimerik nanopartiküller beraber 

hazırlanmaktadır ve iki basamaklı yönteme göre hazırlama prosesi daha hızlıdır. Bu 

yöntemde lipit ve polimer aynı faz içerisinde hazırlanmaktadır. Tek basamaklı 

yöntemde LPHNP sistemler modifiye edilmiş emülsiyon oluşturma çözücü 

buharlaştırma veya nanoçöktürme yöntemleriyle nanopartiküller elde edilmektedir 

(123).  

(i) Emülsiyon oluşturma çözücü buharlaştırma yönteminin kullanıldığı tek 

basamaklı yöntemde LPHNP ilaç taşıyıcı sistemlerin hazırlanmasında kullanılan etken 

maddenin hidrofilik özelliğine bağlı olarak tek veya çift emülsiyon oluşturma çözücü 

buharlaştırma yöntemi kullanılmaktadır. Emülsiyon oluşturma çözücü buharlaştırma 

yöntemi hidrofobik etkin maddelerin LPHNP ilaç taşıyıcı sistemlerinin 

hazırlanmasında kullanılırken çift emülsiyon oluşturma çözücü buharlaştırma yöntemi 

hidrofilik etkin maddelerin LPHNP ilaç taşıyıcı sistemlerinin hazırlanmasında 

kullanılmaktadır (120).  

(ii) Nanoçöktürme yönteminin kullanıldığı tek basamaklı yöntem de ise su ile 

karışabilen organik çözücü de polimer ve etkin maddenin çözündürlmesinin ardından  

sulu fazda lipit/lipit-PEG karışımının çözündürülmektedir. Sonrasında organik fazın 

sulu faza manyetik karıştırıcı altında damla damla ilavesiyle organik fazın sulu faza 

difüze olması ile polimerin çöktürülmesini sağlanmaktadır (120). Gerçekleşen 

hidrobik etkileşimler ile lipide ait hidrofobik kuyruk polimer ile etkileşirken lipide ait 

hidrofilik baş kısım sulu faza yönelerek çekirdeği çevrelemekte ve LPHNP taşıyıcı 

sistemler elde edilmektedir (133). 
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2.6. Deney Tasarımı (Design of Experiment, DoE) 

 Son yıllarda istatistiksel analiz yöntemlerinin ve programlarının gelişmesiyle 

istatistiksel analizin deneysel planlanma aşamasında gerçekleştirilmesi maliyet ve 

zaman verimliliği açısından önem kazanmıştır.  

Konvansiyonel olarak gerçekleştiren formülasyon geliştirme çalışmalarında, 

her çalışma da tek bir değişken değiştirilerek diğer değişkenler sabit tutularak 

çalışmalar yürütülmektedir. Tek değişken üzerinden gerçekleştirilen analizlerde ise 

değişkenler arasında etkileşimler incelenememektedir. Bunun yanısıra gerçekleştirilen 

deneylerin sayısının fazla olması da zaman verimliliği ve maliyet açısından sakınca 

oluşturmaktadır. Deney tasarımı kullanılan çalışmalarda ise değişkenler arasında 

etkileşimler incelenebilmekte ve konvansiyonel formülasyon geliştirme 

çalışmalarından daha az deney sayısı ve daha hızlı bir şekilde formülasyonlar 

geliştirilebilmektedir.  

Deney tasarımında öncelikli olarak sonuç için hangi değişkenlerin önemli 

olduğu belirlenmektedir. Önemli değişkenlerin belirlenmesinin ardından istenilen 

sonuçların  elde edebilebilmesi için değişkenler optimize edilmektedir. Bunun yanısıra 

bağımlı/bağımsız değişkenler arasındaki ilişkilerde incelenebilmektedir. Deney 

tasarımı ile problemler kolayca tanımlanabilmekte ve önlenebilmekte, daha az sayıda 

deneysel çalışma ile daha doğru ve hızlı sonuç alınmakta, hangi seviyenin faktörler 

için optimum olacağı belirlenebilmekte ve kritik parametreler tanımlanabilmektedir. 

Genel olarak deney tasarımları; (i) yanıt yüzey tasarımları, (ii) tam faktöriyel tasarım, 

(iii) kısmi faktöriyel tasarım, (iv) Plackett-Burman tasarımı olarak 

sınıflandırılmaktadır (138).  

 Yanıt yüzey tasarımları bağımsız değişkenlerin cevaplara olan etkisini ve 

bağlantılarını kolay ve hızlı elde etmemizi sağlayan gıda, ilaç sektörü gibi alanlarda 

sıklıkla kullanılan matematiksel ve istatistiksel tekniklerden oluşan tasarım şekildir. 

Yanıt yüzey tasarımları da (i) Box-Behnken tasarım, (ii) Merkezi birleşik tasarım, (iii) 

Doehlert tasarım olarak üç alt grupta incelenmektedir. 
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2.6.1.  Box-Behnken Tasarımı 

 Günümüzde Box-Behnken tasarımı ilaç sektörü ve gıda sektöründeki 

çalışmalarda bağımsız ve bağımlı değişkenler arasındaki ilişkinin anlaşılmasında ve 

çalışmalardaki koşulların optimize edilebilmesinde başarılı bir tasarım olarak 

uygulanmaktadır. Üç faktörlü yapılacak deney tasarımlarında Box-Behnken tasarımı 

diğer yanıt yüzey tasarımlarına kıyasla deney sayısı açısından verimlilik sağlayan bir 

tasarım yöntemidir. Box–Behnken tasarımında, yanıt fonksiyonu ile bağımsız 

değişkenler arasında deneysel bir ilişki kurulmaktadır. Bu tasarım optimum 

nanopartikül formülasyonunun elde edilebilmesine olanak sağlarken farklı 

değişkenlerin karakterizasyon çalışmalarının sonuçları üzerinde etkileşimli ve 

doğrusal etkilerini araştırmak için kullanılmaktadır (139). 

Tablo 2. 3. Box-Behnken tasarım matrisi (Üç düzey ve üç faktörlü) (140). 

Deney Faktörler 

 X1 X2 X3 

1 + - 0 

2 + + 0 

3 + 0 - 

4 + 0 + 

5 - - 0 

6 - + 0 

7 - 0 - 

8 - 0 + 

9 0 - - 

10 0 + - 

11 0 - + 

12 0 + + 

13 0 0 0 

14 0 0 0 

15 0 0 0 

(Matris de negatif değerler faktörlerin düşük düzeyini, sıfır değeri faktörler için orta düzeyini, 

pozitif değerler ise faktörlerin yüksek düzeylerini, ifade etmektedir.) 
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2.7. Lipit Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Karakterizasyonları  

LPHNP ilaç taşıyıcı sistemlerin hazırlanmasında yararlanılan polimer, lipit, 

lipit-PEG miktarları ve türleri, LPHNP hazırlanmasında kullanılan yöntemler ve ortam 

koşulları LPHNP ilaç taşıyıcı sistemlerin yapısını ve karakterizayonunu 

etkilemektedir. Bu nedenle üretim tekrarlanabilirliği açısından bu parameterler de 

optimize edilerek LPHNP ilaç taşıyıcı sistemler hazırlanmalı ve karakterizasyon 

çalışmaları gerçekleştirilmelidir. 

 LPHNP’lerin karakteristik özellikleri (partikül büyüklüğü, nanopartiküllerin 

homojen yapısı (polidispersite indeksi), partikül şekli, yüzey yükü (zeta potansiyel), 

yüzey yapısı) nanopartiküllerin ilaç yükleme etkinliği, stabilite, toksisite, in vitro ve in 

vivo performans gibi özelliklerini direkt olarak etkilediği bilinmektedir. LPHNP ilaç 

taşıyıcı sistemlerin karakterizasyonu için parametreler ve kullanılan yöntemler Tablo 

2.4.’de özetlenmiştir (123). 

Tablo 2. 4. Partiküllerin karakterizasyonu için parametreler ve yöntemler. 

Parametre Kullanılan Yöntemler 

Partikül büyüklüğü dağılımı ve 

yüzey yükü 

Dinamik ışık saçılımı,  

Foton korelasyon spektroskopisi 

Morfolojik yapı Atomik kuvvet mikroskopu (AFM), 

Taramalı elektron mikroskopu (SEM),  

Transmisyon elektron mikroskopu (TEM),  

Konfokal laser taramalı mikroskop 

(CSLM),  

Floresans mikroskopu 

İlaç yükleme kapasitesi Diyaliz,  

Membran filtrasyon, 

Yüksek  basınçlı  sıvı  kromotografisi  

(HPLC) 

İlaç salımı Yüksek basınçlı sıvı kromotografisi 

(HPLC), UV spektroskopu, 

 Örnekleme ve ayırma yöntemi 
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Sitotoksisite MTT hücre yaşam deneyi, 

 XTT hücre yaşam deneyi,  

ATP belirleme deneyi, 

 Tiripan mavisiyle renklendirme 

Stabilite Partikül büyüklüğü,zeta potansiyel, ilaç 

içeriği vb. özelliklerin analizi 

 

2.8. Lipit Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Hücre Kültürü Çalışmaları 

 LPHNP’lerin etkililiğinin ve güvenliğinin tespit edilmesi amacıyla hücre 

kültüründe in vitro olarak hücre canlılığı analizleri gerçekleştirilmiştir. Tez 

kapsamında hücre canlılığı ve çoğalmasının tespiti için kantitatif ve kolorimetrik bir 

yöntem olan XTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromür]) yöntemi 

kullanılmıştır (141).  XTT yönteminde canlı hücreler tarafından sarı renkli 

tetrazolyum, mor renkli formazan kristallerine dönüştürülmekte ve formazan 

kristalleri ilen oluşan rengin spektrofotometrik  olarak  absorbansının ölçümüyle tayin 

gerçekleştirilmektedir (142). Bu yöntemde, terapotik ajanların hücre üzerindeki 

sitotoksik ve/veya çoğalma etkilerinin belirlenmesinde sıklıkla kullanılmaktadır (143). 

2.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 Genlerin ekspresyon seviyelerindeki değişimin tayini akciğer kanseri de dahil 

olmak üzere bir çok hastalıkta önemli bir yere sahiptir. Genlerin ekspresyon 

seviyelerinin tayini ve takibi patalojik veya biyolojik durumların tespit edilmesinin 

yanı sıra hastalıkların tedavisinde de tedaviye verilen yanıtında incelenmesine olanak 

sağlamaktadır. Bu amaçla genlerin ekspresyon seviyelerinin tayini için (i) polimeraz 

zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR), (ii) RNA dizileme  (RNA  

Sequencing,  RNAseq), (iii) hibridizasyon, (iv) DNA  mikrodizilim yöntemleri 

kullanılmaktadır (144). 1984 yılında keşfedilmiş ve günümüzde de sıklıkla kullanılan 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yöntemi genlerin ekspresyonlarını kantitatif ve 

kalitatif olarak tayin edilmesinde sıklıkla kullanılmaktadır (145). Yöntemin esasını 

DNA polimeraz enzimi aracılığıyla nükleik asit molekülünün belirli bir segmentinin 

çoğaltılması oluşturmaktadır. Günümüzde PCR yönteminin bir çok çeşidi 
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bulunmaktadır. PCR çeşitlerinden çalışmalarda sıklıkla kullanılan tür olan Real-Time 

quantitative PCR (gerçek zamanlı kantitatif, RT-qPCR) iki aşamaya sahiptir. Bu 

aşamalardan birincisi ters transkriptaz enzimi ile RNA’dan tamamlayıcı DNA 

(cDNA)’nın sentezlenmesi,  ikinci aşama ise cDNA’nın standart PCR yoluyla 

çoğaltılmasıdır. RT-qPCR, DNA ve RNA örneklerini kantitatif ve kalitatif olarak kısa 

sürede analiz edebilmeye olanak sağlaması, mor ötesi ışık ya da agaroz jel 

elektroforezi kullanımı gibi ek uygulamalara gerek olmaması gibi üstünlüklere sahip 

bir PCR yöntemidir (146, 147). 

2.8.2. Enzime Bağlı İmmünosorbent Deneyi (ELISA) 

 Uygulanan yöntemin etkinliğinin değerlendirilmesinde hedef genlerin 

ekspresyon düzeyleri yanında bu genlerin ifade ettiği proteinlerin de ekspresyon 

düzeylerinin ölçülmesi de uygulanan yöntemin etkinliğini değerlendirebilmek için 

önemlidir. Proteinlerin ekspresyon düzeylerinin analizinde literatürde sıklıkla pratik, 

düşük maliyetli ve hassas kantitatif analiz yapabilen Enzime Bağlı Immünosorbent 

Deneyi (ELISA) yöntemi kullanılmaktadır (148). ELISA yöntemin esası, antijen 

(protein) ve antikor arasındaki spesifik bağlanmaya dayanmaktadır. ELISA yöntemi 

hedef proteinin (antijen)  veya spesifik antikorun sabit ve katı bir yüzeye adsorpsiyon 

yöntemiyle sabitlenerek, ortama enzim konjuge edilmiş spesifik antikorun eklenmesi 

sonucu antijen-antikor bağlanmasını amaçlamaktadır. Antijene bağlanmayan 

antikorun ortamdan yıkama ile uzaklaştırılması,  ortama substrat eklenerek enzim-

substrat reaksiyonu sonucu oluşan sinyalin florometrik, kolorimetrik ya da luminesans 

ölçümüne dayalı yöntemlerle tayin edilmesi aşamalarından oluşmaktadır. ELISA 

yönteminin antijen-antikor kombinasyonuna bağlı olarak sandviç, direkt, indirekt ve 

yarışmalı olarak farklı teknikleri bulunmaktadır, yöntemlere ait şematik gösterim Şekil 

2.6.’da özetlenmiştir (148, 149).  
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Şekil 2.6. ELISA yöntemlerinin şematik gösterimi (BioRender.com ile 

oluşturulmuştur). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Araç ve Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Kimyasal/Biyolojik Maddeler 

Poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (50:50) 

(MA; 7.000-17.000 Da) 

 Sigma Aldrich, ABD 

Polikaprolakton 

(MA; 14.000 Da) 

 Sigma Aldrich, ABD 

Soya fosfatidilkolin  Avanti Polar Lipids, ABD 

DSPE-PEG2000  Avanti Polar Lipids, ABD 

Asetonitril (LC-MS saflıkta)     Sigma-Aldrich, ABD 

Diklorometan (DCM)  Sigma-Aldrich, ABD 

Etanol (EtOH)  Sigma-Aldrich, ABD 

Gen spesifik primer prob  NZYTech, Portekiz 

ON-TARGETplus GAPD Kontrol 

havuzu (insan) 

 Dharmacon, ABD 

RPMI 1640 Besiyeri  Biowest, ABD 

NCI-H2228(EML4-ALK füzyon akciğer 

adenokarsinom) hücre hattı 

 CRL-5935 TM ,American Type 

Culture Collection, ABD 

KRAS ELISA Kiti  Fine Test, Çin 

MEK Kinase ELISA Kiti  Fine Test, Çin 

ERK Kinase ELISA Kiti  BT-LAB, Çin 

RAF Kinase ELISA Kiti  BT-LAB, Çin 

iQuantTM RNA Tayin Kiti  ABP Biosciences, ABD 

qPCR nükleik asit boyası  SYBR Green qPCR Master Mix 

-  (ABT, Türkiye) 

Yüksek Kapasiteli cDNA Ters 

Transkripsiyon Kiti 

 Applied Biosystems, ABD 

Fetal sığır serumu  Capricorn Scientific GmbH, 

Almanya 

Penisilin / Streptomisin  Capricorn Scientific GmbH, 

Almanya 

Saf Su (LC-MS saflıkta)  Merck, Almanya 

Tripsin-EDTA  Sigma Aldrich, ABD 

PBS (pH 7,4) Tabletleri  Sigma Aldrich, ABD 

Tritan mavisi  Sigma-Aldrich, ABD 
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3.1.2. Kullanılan Cihazlar  

Hassas Terazi (XS 105)  Mettler Toledo, İsviçre 

Hassas Terazi  Shimadzu, Japonya 

Çok Noktalı Manyetik Karıştırıcı  Thermo Scientific, ABD 

Isıtıcılı Manyetik Karıştırıcı  IKA, Almanya 

Mikropipet  Eppendorf, Almanya 

Partikül büyüklüğü ve zeta 

potansiyel tayin cihazı, (Zetasizer 

Nano-ZS) 

 Malvern Instruments, UK 

HPLC Cihazı  Dionex, Germany 

HPLC Kolonu (Restek Roc C18 

5µm, 250x4.6mm) 

 Restek, Fransa 

PCR cihazı  Applied Biosystems, ABD 

pH metre  Hanna Instruments, ABD 

Geçirimli Elektron Mikroskobu 

(TEM), Tecnai G 2 Spirit Biotwin 

 FEI, ABD 

Laminar hava akımlı hücre kültürü 

kabini 

 Clean Air, Hollanda 

Floresan mikroskop  Leica, Almanya 

Mikroplaka okuyucu, Versamax  BMG LABTECH, Almanya 

Santrifüj Cihazı (FC5718R)  Ohaus, Kanada 

Santrifüj Cihazı (Universal 320)  Hettich, Almanya 

Ultrasonik Banyo (AL 04-12)  Advantage-Lab, İsviçre 

Ultra Saf Su Sistemi (Milli Q)  Millipore, ABD 

Vorteks (Vortex 4 Basic)  IKA, Çin 

Ultrasonik Prob (Sonopuls HD 

4200) 

 Bandelin, Almanya 

Yatay Çalkalayıcılı Su Banyosu  Mammert, Almanya 

Qubit™ 4 Florometre  Thermo Fisher, ABD 

UV Spektrofotometre  Shimadzu, Japonya 
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3.2. Yöntem 

3.2.1 Lipit-polimer Hibrit Nanopartiküllerin Ön Formülasyon 

Çalışmaları 

 Lipit-polimer hibrit nanopartiküllerin önformülasyon çalışmalarında, 

konvansiyonel deney tasarımlarından farklı olarak deney sayısının azaltılması ile 

doğru ve gerçeğe yakın sonuçların elde edilmesini sağlayan istatistiksel bir deney 

tasarımı olan Box-Behnken deney tasarımı kullanılmıştır. Box-Benhken deney 

tasarımı, yüzey cevap metodolojisine dayanmaktadır ve az sayıda faktör söz konusu 

olduğunda cevap değişkenlerinin optimize edilmesi amacıyla tercih edilmektedir (150-

153). Tez çalışmalarında yer alan üç faktörlü Box-Behnken deney tasarımında 

bağımsız değişken olarak farklı polimer miktarı (X1), lipit miktarı (X2) ve DSPE-PEG 

2000 miktarı (X3) kullanılarak optimum formülasyon bileşenlerinin seçilmesi 

hedeflenmiştir. Bu tasarımda elde edilmek istenen cevap değişkenleri partikül 

büyüklüğü (Y1), polidispersite indeksi (Y2) ve zeta potansiyel (Y3) olarak 

belirlenmiştir. Bağımsız değişkenler için üç farklı düzey ön çalışmalar ve literatür 

çalışmalarının taranması ile saptanmıştır (124, 133). Box-Behnken deney tasarımında 

zeta potansiyelin (-20) – (-30) mV aralığında partikül büyüklüğü ve polidispersite 

indeksi (PDI) değerinin minimum değerde (pasif hedeflendirmeye uygun partikül 

büyüklüğü <400 nm ve PDI <0.3) kalması amaçlanmıştır. Deney tasarımı kapsamında 

LPHNP’lerin hazırlanmasında kullanılan faktörler ve düzeyleri Tablo 3.1.’de 

gösterilmiştir. 
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Tablo 3.1. Box-Behnken deney tasarımında kullanılan faktörler ve düzeyleri. 

 Düzey 

 Düşük (-1) Orta (0) Yüksek  (+1) 

Bağımsız Değişkenler  

    X1: Polimer miktarı (mg) 10 15 20 

    X2: Lipit miktarı (mg) 1.5 2.25 3 

    X3: DSPE-PEG miktarı 

(mg) 

0.4 0.6 0.8 

 Hedefler 

Bağımlı Değişkenler  

    Y1: Partikül büyüklüğü 

(nm) 

Minimum 

    Y2: Polidipersite indeksi Minimum 

    Y3: Zeta Potensiyal (mV) -20/ -30 

 

Bağımsız değişkenlerin cevaplar üzerindeki ilişkileri Formül 3.1.’de verilen 

ikinci  dereceden  denklem  ile  analiz edilmiştir; 

y = α0 + α1 X1 + α2 X2 + α3 X3 + α4 X1 X2 + α5 X1 X3 + α6 X2 X3 + α7 X1
2   + α8 X2

2 + α9 

X3
2                                                                                                                                                                                          (3.1.) 

İkinci dereceden denklemde y bağımlı değişken, X1, X2, X3 bağımsız değişken, α0 - α9 

regresyon katsayısını temsil etmektedir. Formülasyonu etkileyen diğer faktörler 

(polimerlerin molekül ağırlığı (kDa), santrifüj hızı, santrifüj süresi, sonikasyon süresi, 

sonikasyon gücü) bağımlı değişkenlerin cevabını etkileyeceği için sabit tutularak 

formülasyonlar hazırlanmıştır. 

Deney  tasarımının  oluşturulmasında,  gerçekleştirilen deneylerin  randomize  

edilmesinde ve istatistiksel analizlerin gerçekleştirilmesi için “Design Expert®13 

(Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, ABD)” yazılımı kullanılmış, tüm formülasyonlar 

üç tekrarlı hazırlanmıştır. Deney tasarımı kapsamında LPHNP’lerin hazırlanmasında 

kullanılan formülasyon değişkenleri ve miktarları Tablo 3.2.’de gösterilmiştir. 
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Tablo 3.2. Ön formülasyon çalışmalarında kullanılan formülasyon değişkenleri ve 

miktarları. 

 Polimer  

Miktarı (mg) 

Lipit Miktarı 

(mg) 

DSPE-PEG 2000 

Miktarı (mg) 

Formülasyon 1  10 1,5 0,6 

Formülasyon 2 10 2,25 0,4 

Formülasyon 3 10 2,25 0,8 

Formülasyon 4 10 3 0,6 

Formülasyon 5 15 1,5 0,4 

Formülasyon 6 15 1,5 0,8 

Formülasyon 7 15 2,25 0,4 

Formülasyon 8 15 2,25 0,6 

Formülasyon 9 15 2,25 0,8 

Formülasyon 10 15 3 0,4 

Formülasyon 11 15 3 0,8 

Formülasyon 12 20 1,5 0,6 

Formülasyon 13 20 2,25 0,4 

Formülasyon 14 20 2,25 0,8 

Formülasyon 15 20 3 0,6 

 

Tez kapsamında iki farklı polimer ve iki farklı hazırlama yönteminin 

kullanılması formülasyon bileşenlerinin oranının yanı sıra polimer cinsinin ve 

hazırlama yöntemlerinin formülasyonu nasıl etkilediğinin incelenmesine olanak 

sağlamaktadır. Bu kapsamda LPHNP formülasyonlarının hazırlanmasında en yaygın 

kullanılan iki yöntem a) emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi, b) 

nanoçöktürme yöntemi kullanılmıştır.  Emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma 

yönteminde etkin maddenin hidrofobik yapısı göz önünde bulundurularak Yağ/Su 

(Y/S) tipi emülsiyon oluşturulması ve sonrasında organik fazın ortamdan 

uzaklaştırılmasıyla nanosüspansiyon elde edilirken nanoçöktürme yönteminde 

polimerin suyla karışabilen bir organik çözücüde çözündürülmesinin ardından iki fazın 

karıştırılması sonucu çözünmüş materyalin nanoboyutta çökelmesiyle nanopartiküller 

elde edilmiştir (124, 135, 154). Tez çalışması kapsamında; LPHNP’ler farklı iki 
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polimer (PLGA ve PCL)  ile ayrı ayrı iki hazırlama yöntemi (emülsiyon oluşturma-

çözücü buharlaştırma yöntemi ve nanoçöktürme) ile üç faktörlü Box-Behnken deney 

tasarımı kullanarak hazırlanmıştır. 

3.2.2 Lipit-polimer Hibrit Nanopartiküllerin Hazırlanması 

 Lipit-polimer hibrit nanopartiküllerin çekirdek kısmını hazırlamak için FDA 

tarafından onaylanmış biyouyumlu, biyoparçalanır ve toksik olmayan PLGA ve PCL 

polimerleri, lipit tabakası için soya fosfatidilkolin ve nanopartiküler sistemin uzun süre 

dolaşımda kalabilmesi, hedef hücrede birikimini sağlamak ve yüzey modifikasyonu 

ile stabilitesini arttırmak için 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-

[amino(polyethylene glycol)-2000] (DSPE-PEG 2000) kullanılmıştır (28, 123).  

Emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yönteminde organik faz olarak 

4 mL diklorometan içerisinde ayrı ayrı olarak 10 mg, 15 mg ve 20 mg polimer (PLGA 

veya PCL); su fazı olarak 4 mL etanol-su (%4 h/h) içerisinde 1.5 mg, 2.25 mg ve 3 mg 

lipit (soya fosfatidilkolin) ve lipitin %25’i kadar olacak şekilde hazırlanmış stok 

çözeltisi içerisinden 0.4 mg, 0.6 mg ve 0.8 mg DSPE-PEG 2000’in çözünmesi 

sağlanmıştır. Organik fazın sulu faz ile homojen dağılması için ultrasonikonasyon 

uygulanmış; oluşan emülsiyon gece boyunca  550 rpm de manyetik karıştırıcı üzerinde 

karıştırılarak organik faz uzaklaştırılmıştır ve takiben 14.000 rpm’de 20 dk santrifüj 

ile partiküller elde edilmiştir. Hazırlama işlemi üç kez tekrarlanmıştır. Şekil 3.1.’de 

emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ile nanopartiküllerin hazırlanması 

şematize edilmiştir. Nanoçöktürme yönteminde emülsiyon oluşturma-çözücü 

buharlaştırma yöntemi ile aynı şekilde ve miktarlarda hazırlanan organik (organik faz 

olarak aseton kullanılmıştır) ve sulu fazın; karıştırıcı üzerinde sabit bir hızda organik 

fazın su fazı üzerinde eklenmesi ve organik fazın uçurulmasını takiben 14.000 rpm’de 

20 dk santrifüj ile partiküller elde edilmiştir. Hazırlama işlemi üç kez tekrarlanmıştır. 

Şekil 3.2.’de nanoçöktürme yöntemi ile nanopartiküllerin hazırlanması şematize 

edilmiştir. 
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Şekil 3.1. Emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ile LPHNP 

hazırlanması. 
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Şekil 3. 2. Nanoçöktürme yöntemi ile LPHNP hazırlanması. 
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3.2.3 Krizotinib yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin 

Hazırlanması  

Ön formülasyon çalışmaları sonucunda belirlenen optimum formülasyon 

değişkenleri kullanılarak dört farklı krizotinib yüklü LPHNP formülasyonları 

hazırlanmıştır. Tablo 3.3.’de kullanılan polimer tipi ve hazırlama yöntemine göre 

optimum LPHNP formülasyonları gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.3. Optimum LPHNP formülasyonlarında kullanılan polimer tipleri hazırlama 

yöntemleri. 

Box-Benhken deney tasarımı ile her bir formülasyon için polimer, lipit ve 

DSPE-PEG 2000 miktarları belirlenmiştir. Tablo 3.4.’de deney tasarımı ile iki farklı 

hazırlama yöntemi ve iki farklı polimer ile hazırlanan optimum formülasyonların 

bağımsız değişken miktarları verilmiştir. 

Tablo 3.4. Box-Benhken deney tasarımı ile hazırlanan optimum LPHNP 

formülasyonlarının bağımsız değişken miktarları. 

Polimer 

Tipi/Hazırlama 

Yöntemi 

Polimer 

 Miktarı (mg)* 

Lipit  

Miktarı 

(mg)* 

DSPE-PEG 2000 

Miktarı (mg)* 

 

Formülasyon 1 12 1.5 0.7 

Formülasyon 2 10 1.5 0.6 

Formülasyon 3 17 1.5 0.6 

Formülasyon 4 14 1.6 0.8 

* Ön formülasyon çalışmaları sonucunda elde edilen optimum formülasyonlara ait değişken 

miktarları  

 Polimer Tipi Hazırlama Yöntemi 

Formülasyon 1 PLGA Nanoçöktürme 

Formülasyon 2 PCL Nanoçöktürme 

Formülasyon 3 PLGA Emülsiyon Oluşturma-Çözücü 

Buharlaştırma 

Formülasyon 4 PCL Emülsiyon Oluşturma-Çözücü 

Buharlaştırma 
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PLGA polimeri kullanılarak emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma 

yöntemi ile hazırlanan LPHNP formülasyonlarında 17 mg polimer ve polimerin % 5’i 

olacak şekilde krizotinib diklorometan içerisinde çözündürülmüştür. 1.5 mg lipit ve 

0.6 mg DSPE-PEG 2000 cam flakonda 4 mL etanol-su (%4 h/h) içerisinde ultrasonik 

banyoda ısı yardımıyla çözündürülmüştür. Daha sonra organik faz (polimer ve 

krizotinib maddelerini içeren dikolorometan), sulu fazın (lipitleri içeren etanol-su 

çözeltisi) üzerine eklenip ultrasonik homojenizatörde, buz banyosu içerisinde 90 

saniye karıştırılarak Y/S tipi emülsiyon hazırlanmıştır. Organik çözücü, manyetik 

karıştırıcıda 550 rpm’de gece boyu karıştırma ile uçurulup; nanopartiküller soğutuculu 

santrifüjde 14.000 rpm’de ve 18°C’de, 20 dakika santrifüj ile çöktürüldükten sonra 

elde edilmiştir. PCL polimeri kullanılarak emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma 

yönteminde PCL polimeri 14 mg, lipit 1.6 mg ve DSPE-PEG 2000 0.8 mg olacak 

şekilde PLGA polimeri kullanılarak emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma 

yöntemi ile birebir aynı şekilde gerçekleştirilirken polimer olarak PLGA yerine PCL 

kullanılmıştır.  

PLGA polimeri kullanılarak nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan LPHNP 

formülasyonlarında 12 mg polimer ve polimerin %5’i krizotinib aseton içerisinde 

çözündürülmüştür. 1.5 mg lipit ve 0.6 mg DSPE-PEG 2000 cam flakonda 4 mL etanol-

su (%4 v/v) içerisinde ultrasonik banyoda ısı yardımıyla çözündürülmüştür. Daha 

sonra organik faz (polimer ve krizotinib maddelerini içeren aseton), sulu fazın (lipitleri 

içeren etanol-su çözeltisi) üzerine 500 rpm karıştırıcı üzerinde eklenmiştir. Emülsiyon 

oluşturma-çözücü buharlaştırma yönteminde olduğu gibi organik çözücü, manyetik 

karıştırıcıda 18-24 saat karıştırma ile uçurulup; nanopartiküller soğutuculu santrifüjde 

14.000 rpm’de ve 18°C’de, 20 dakika santrifüj ile çöktürüldükten sonra elde edilmiştir. 

PCL polimeri kullanılarak nanoçöktürme yöntemi ile nanopartikül elde ederken 10 mg 

PCL polimeri, 5 mg lipit ve 0.6 mg DSPE-PEG 2000 kullanılmış partiküller PLGA 

polimeri kullanılarak nanoçöktürme yöntemi ile aynı şekilde hazırlanmıştır. 

3.2.4 Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile Krizotinibin Miktar 

Tayini Yönteminin Geliştirilmesi ve Validasyonu 

Nanopartiküllerdeki krizotinib miktar tayini için, UV dedektörlü HPLC 

kullanılmıştır (155). Tablo 3.5.’de verilen analiz koşulları literatür çalışmalarının 
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modifiye edilmesiyle belirlenmiştir (155-157). HPLC yöntemi ile krizotinib miktar 

tayini çalışmaları etken maddenin enkapsülasyon etkinliği, in vitro salım 

çalışmalarında kullanılmıştır. Mobil faz bileşimi optimize edilerek kromatografik 

ayrım şartları belirlenmiştir. Ayırım C18 kolonda (250 x 4.6 mm, 5 µm) 

gerçekleştirilmiştir. Kolon sıcaklığı 24°C ve akış hızı 1.0 mL/dk olarak ayarlanmıştır. 

Mobil faz olarak metanol: %0.1 ortofosforik asit (50:50 h/h) kullanılmıştır. Enjeksiyon 

hacmi 20 μL olarak ayarlanmış ve UV dedektör ile tespit 264 nm'de gerçekleştirilmiştir 

Tablo 3.5. HPLC ile miktar tayini analizindeki analiz koşulları. 

HPLC Cihazı Dionex, Germany 

Mobil Faz Metanol: %0.1 ortofosforik asit (50:50 h/h) 

Enjeksiyon Hacmi  20 µL 

Akış Hızı 1 mL/dakika 

Kolon C18 (250x4,6 mm; Por büyüklüğü: 5 µm) 

Kolon Sıcaklığı 24 ± 0.5 °C  

Dalga Boyu 264 nm 

Dedektör UV 

Analiz Türü İzokratik (Sabit mobil faz) 

Konsantrasyon 

Aralığı 

0.001 – 1 mg/mL 

 

“International Conference On Harmonisation (ICH) Q2(R1) Kılavuzu”na göre 

krizotinib için geliştirilen HPLC yöntemi, aşağıdaki parametrelerin 

ölçülmesi/hesaplanması ve değerlendirilmesiyle valide edilmiştir. 

 Doğrusallık  

 Doğruluk  

 Kesinlik  

 Seçicilik 

 Duyarlılık  
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Doğrusallık  

Belirli ölçüm aralığında elde edilen yanıtlar ile numunedeki analit 

konsantrasyonun doğru orantılı olması, analitik yöntemde doğrusallığın göstergesidir. 

Tez çalışmamız kapsamında doğrusallık parametresi için olarak metanol: %0.1 

ortofosforik asit (50:50 h/h)  içerisinde krizotinibin (2 mg/ml (a/h)) stok çözeltileri 

hazırlanmıştır. Takiben stok çözeltilerden uygun seyreltmeler yapılarak 1, 0.5, 0.1, 

0.05, 0.01, 0.005, 0.001 mg/mL olan standart çözeltiler hazırlanmıştır. Standart 

çözeltilerin konsantrasyonlarına karşı belirlenen pik alanları arasında regresyon analizi 

yapılarak kalibrasyon doğrusu çizilmiş ve kalibrasyon denklemi elde edilmiştir. 

Sonuçlar üç tekrarlı ölçümler ile belirlenmiştir.   

Doğruluk 

Analitik yöntemin doğruluğu, yöntemle ölçülen değerin gerçek veya referans 

değere ne kadar yakın olduğunu göstermektedir. Kalibrasyon eğrisi üzerinde üç farklı 

konsantrasyon (1, 0.05, 0.001 mg/mL) için ayrı seri standartlar hazırlanmış ve bu 

standartların ölçümleri yapılarak doğruluk parametresi değerlendirilmiştir. 

Kesinlik  

Analitik yöntemin kesinliği, yöntem sırarsında birbirini takip eden ölçümler 

arasındaki yakınlık derecesini ifade eder. Yöntemin kesinliğini belirlemek için deney 

içi/deneyler arası kesinlik çalışmaları yapılmaktadır. Deney içi kesinlik çalışmasında, 

aynı laboratuvar  ve cihazlar kullanılarak gün içinde 3 farklı zaman noktasında standart 

çözeltiler (1, 0.05, 0.001 mg/mL) ile çalışmalar gerçekleştirilirken deneyler arası 

kesinlik çalışmasında, birbirini takip eden üç günde her konsantrasyon arka arkaya 3 

tekrarlı olacak şekilde çalışılmaktadır. Deneyler ile elde edilen sonuçların standart 

sapması ve varyasyon katsayısı hesaplanarak parametre değerlendirilmektedir. 

Seçicilik 

Analitik yöntemin seçiciliği, kullanılan analiz yönteminin ortamda diğer 

bileşenler varlığında sadece analiz edilmesi istenen maddeyi saptama yeteneğidir. 

Seçicilik parametresi için LPHNP’lerin hazırlanmasında kullanılan maddelerin 

(polimer, lipit vb.) çözeltilerinin analizi yapılmıştır. 
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Duyarlılık 

Analitik yöntemin duyarlılığı, analitik yöntemin saptayabileceği en küçük 

konsantrasyon değerleridir, saptayabilme sınırı (LOD) ve kantitatif olarak tayin 

edilebileceği en küçük konsantrasyon değeri (LOQ) olarak ifade edilmektedir. LOD 

değeri için kabul edilen sinyal/gürültü oranı 3 iken LOQ için 10’dur.   

3.2.5 Nanopartiküllerin Partikül Büyüklüğü Dağılımının Belirlenmesi ve 

Zeta Potansiyel Tayini 

 Tez kapsamında hazırlanan etken madde içermeyen ve etkin madde yüklü 

LPHNP formülasyonlarının partikül büyüklüğü (nm), PDI ve zeta potansiyel (mV) 

değerleri “Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Birleşik Krallık)” ile 

tayin edilmiştir (25℃ ölçüm sıcaklığı, 90o ışık saçılım açısı, deiyonize su dispersiyon 

ortamı, DTS1070 küvet) (108). LPHNP formülasyonlarının partikül büyüklüğü 

dağılımı ve PDI tayininde dinamik ışık saçılımından (DLS); zeta potansiyel tayininde 

lazer doppler elektroforezden yararlanılmıştır. Dinamik ışık saçılımında temel prensip, 

partiküllerin sıvı ortam içerisinde Brownian hareketi yapmasına bağlı olarak saçılan 

ışık şiddetindeki dalgalanmaları ölçümüdür. Lazer doppler elektroforez yönteminin 

temel prensibi ise değişken bir elektriksel alan altında sıvı ortam içindeki 

nanopartiküllerin yüklerine bağlı olarak gönderilen lazerin saçılımındaki frekans 

değişimlerinin ölçümüdür. LPHNP formülasyonlarına ait ölçümler üç tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiştir. 

3.2.6. Morfolojik Değerlendirme 

 Optimum LPHNP formülasyonlarının partikül büyüklüğü ve yüzey yapılarının 

karakterizasyonunda Transmisyon Elektron Mikroskopu (TEM) kullanılmıştır. 

Nanopartikül formülasyonlarının ultra saf su içindeki dispersiyonları, Orta Doğu 

Teknik Üniversitesi Merkez Laboratuvarı (ODTÜ MERLAB) bünyesinde 

dispersiyonun bir damlası (10 µL) karbon film kaplı bakır ızgara üzerine damlatılarak 

ve atmosfer koşullarında kuruması sağlandıktan sonra TEM cihazında (FEI Tecnai G2 

Spirit BioTwin,  FEI, ABD) partiküllerin görüntülemesi gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.7. İlaç Yükleme Etkinliğinin Değerlendirilmesi 

 Tez kapsamında LPHNP formülasyonlara yüklenen krizotinibin miktarının 

belirlenmesi amacıyla ilaç yükleme etkinliği çalışmaları yürütülmüştür. İlaç yükleme 

etkinliği HPLC metodundan yararlanılarak dolaylı (indirekt) yöntemle tayin edilmiştir. 

Krizotinib yüklü LPHNP formülasyonları Bölüm 3.2.2’de anlatıldığı şekilde 

hazırlandıktan sonra 14.000 rpm’de 20 dakika santrifüj ile çöktürülmüş, elde edilen 

süpernatandan nanopartiküllere enkapsüle olmayan krizotinibin miktar tayini HPLC 

metodu ile gerçekleştirilmiştir. Nanopartikül formülasyonlarının enkapsülasyon 

etkinliği Formül 3.2. kullanılarak hesaplanmıştır. 

 (%)EE =
(Eklenen krizotinib  miktarı)−(Süpernatandaki krizotinib miktarı)

(Formülasyona eklenen krizotinib miktarı)
x100            (3.2.) 

3.2.8. In Vitro Salım Çalışmaları 

 Krizotinib içeren LPHNP formülasyonlarının in vitro ortamda salım profilinin 

belirlenmesinde tüp yöntemi kullanılmıştır (158, 159). In vitro salım çalışmalarında 

salım ortamının sıcaklığının 37±0.1°C’de sabit tutulduğu ısıtıcılı ve yatay çalkalayıcılı 

su banyosu kullanılmıştır. Salım ortamı olarak fizyolojik pH’yı temsil etmek amacıyla  

PBS (pH7.4) tamponundan yararlanılmış ve 96 saat boyunca salım deneyleri 

gerçekleştirilmiştir. Salım çalışmasında belirlenen zaman noktalarında (1, 2, 4, 8, 12, 

24,48,72 ve 96.  saat) salım ortamından 1 mL numune alınmış ve ortama 1 mL taze 

salım ortamı eklemiştir. Toplanan salım numunelerinin, santrifüj ile çöktürülmesinin 

(14.000  rpm  ve  4℃  ’de,  20  dakika) ardından süpernatandaki salınan krizotinib için 

valide edilmiş olan HPLC yöntemi ile krizotinib miktarları tayin edilmiştir. 

3.2.9. Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Stabilite Çalışmaları 

Ön formülasyon çalışmaları sonrasında belirlenen krizotinib yüklü LPHNP 

formülasyonlarıyla in vitro stabilite çalışmaları gerçekleştirilmiştir.  ICH (Q1C) 

Stabilite kılavuzu doğrultusunda PLGA ve PCL polimerleri ile hazırlanmış optimum 

formülasyonlar sulu dispersiyon halinde -18°C±2°C, 25°C±2°C/60% RH±5% RH, 

4°C±1°C ve 40°C±2°C/75% RH±5% RH ortamlarında 6 ay bekletilerek stabilite 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Farklı koşullarda saklanan formülasyonların partikül 

büyüklüğü, PDI değeri ve zeta potansiyel değerleri ölçülmüştür. Stabilite 
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çalışmalarında kullanılan formülasyonların partikül büyüklüğü, PDI değerleri ve zeta 

potansiyel değerleri  “Malvern Zetasizer Nano ZS” cihazı ile başlangıç (0. gün), 1., 2., 

3., 6. aylarda tayin edilmiştir. 

3.2.10.  Hücre Kültürü Çalışmaları 

Hücre kültürü çalışmalarında kullanılmak üzere insan adenokarsinom hücresi 

olan NCI-H2228 (EML4-ALK füzyon akciğer adenokarsinom) hücre hattı temin 

edilmiştir (160-162).  Hücrelerin çoğaltılmasında antibiyotiklerle desteklenen (100 

U/ml penisillin, 100 U/ml streptomisin), %10 oranında fetal bovin serum  (FBS)  

içeren RPMI besiyeri kullanılmış, 37°C’de, %5 CO2 içeren nemli atmosferli ortamda 

hücreler inkübe edilmiştir. Hücreler üç günde bir (belirli yoğunluğa ulaştığı (%75-80) 

süre) pasajlanmıştır. Bunun için, inkübatörden çıkarılan hücreler öncelikle mikroskop 

altında incelenmiştir, takiben kabin altına getirilerek eski besiyeri uzaklaştırılıp PBS 

ile yıkama işlemi gerçekleştirilmiştir. Hücreler 2-3 ml %0.25 Tripsin-EDTA ile 

muamele edilip inkübatörde 1-2 dakika bekletilerek yüzeyden kalkmaları sağlanmıştır. 

Yüzeyden kalkan hücrelerin üzerine serumlu besiyeri ilave edilerek santrifüj tüpüne 

alınmış ve santrifüj edilmiştir (250 x g, 5 dakika), süpernatan atılıp taze besiyerinde 

resüspande edilen  hücreler  yeni  kültür  kaplarına  eşit  olarak dağıtılmış  ve yeniden 

mikroskopta incelendikten sonra deneylerde kullanılmak üzere inkübatöre 

kaldırılmıştır (160-162).  

3.2.11 Hücre Canlılık Analizi 

 NCI-H2228 (EML4-ALK füzyon akciğer adenokarsinom) hücreleri üzerinde 

etkili krizotinib dozunun (IC50) saptanabilmesi içi kantitatif ve kolorimetrik bir yöntem 

olan XTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromür]) yöntemi 

kullanılmıştır (142, 163). XTT testi ile hücrelerin % canlılık oranları tayin edilerek 

IC50 değerleri hesaplanmıştır. IC50 değeri, canlılığın %50 oranında inhibe edilmesi için 

gereken dozu ifade etmektedir. XTT yönteminde, canlı hücreler sarı renkli 

tetrazolyumu, mor renkli formazan kristallerine dönüştürmektedir. Oluşan renge ait 

absorbans ölçümü, spektrofotometrik olarak gerçekleştirilmektedir.  

 Tez kapsamında, 96 kuyucuklu hücre kültürü plakalarının her bir kuyucuğuna 

yaklaşık 4 × 104  - 6 × 104 hücre %10 FBS içeren RPMI ortamı içinde ekilmiş ve 
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hücreler 24 saat inkübe edilmiştir. Nanopartikül formülasyonları (Krizotinib yüklü ve 

ilaç içermeyen) ve pozitif kontrol olarak krizotinib literatür taraması sonucu belirlenen 

çeşitli konsantrasyonlarda hücre kültürü ortamı dilüe edilmiş ve hücreler hazırlanan 

çözeltiler ile 48 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında kuyucuk başına XTT 

çözeltisinden 50 µL eklenip 4 saat inkübasyonun ardından absorbanslar 450 nm'de 

mikroplaka okuyucuda okunmuş ve kontrol grubunun absorbansıyla karşılaştırılarak 

% hücre canlılığı hesaplanmıştır. Şekil 3.3.’de şematize edilen XTT deneyi altı tekrarlı 

olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Şekil 3. 3. XTT deneyinin şematik gösterimi. 

3.2.12. Krizotinib Yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerinin Gen ve 

Protein Düzeyinde İnhibitör Etkilerinin Değerlendirilmesi 

RT-PCR Analizi 

 EML4-ALK geninin alt (downstream) yolağındaki RAS, RAF, MEK, ERK 

genlerinin ekspresyon düzeylerinin değerlendirilebilmesinde RT-PCR kullanılmıştır 

(162, 164). PCR analizinin esası RNA’dan tamamlayıcı DNA sentezi (geri 

transkripsiyon) sentezlenmesi ve devamında tamamlayıcı DNA’nın çoğaltılmasına 

dayanmaktadır (165). Bu kapsamda RT-PCR analizinde hücreler 6 kuyucuklu 

Kontrol 
- Hücre 

- XTT Pozitif Kontrol 
- serbest krizotinib 

Hücre + Formülasyon 

- Krizotinib yüklü PLGA NPs 

- Krizotinib yüklü PCL NPs 

- İlaç içermeyen PLGA NPs 

- İlaç içermeyen PCL NPs 
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plakalara tam besiyeri içinde yaklaşık 3x105 hücre/kuyucuk olacak şekilde ekilmiştir 

ve hücreler tam doluluğu ulaştıktan sonra seçilen nanopartikül formülasyonları ve 

etkin madde uygulanmış ve 48 saat 37°C’de inkübe edilmiştir. Uygulama işleminin 

ardından, üretici firmanın yönergeleri doğrultusunda ekstraksiyon kiti ile hücrelerden 

total RNA izole edilmiştir. Komplementer DNA (cDNA), RNA’dan ters transkriptaz 

kiti kullanılarak sentezlenmiş, bu işlem kit üretici firma yönergeleri doğrultusunda 

gerçekleştirilmiştir. Negatif kontroller aracılığıyla örneklerde kontaminasyon 

olmadığı doğrulanmıştır. RT-PCR analizi, “ViiA 7 Real-Time PCR (Applied 

Biosystems)” sistemi ile SYBR Green PCR Master Mix ve 96 kuyucuklu plaklar 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Üretici firmanın yönergeleri doğrultusunda 

amplifikasyon reaksiyonu hazırlanmıştır. Her deneyde çalışılan genin değeri, iç 

kontrol genin (housekeeping gene; GAPDH kullanılmıştır) değerine oranlanıp 

normalize edilmiştir (147, 165, 166). Kullanılan primer çiftlerinin sekansları Tablo 

3.6.’da gösterilmiştir. 

Tablo 3.6. RT-PCR deneylerinde yararlanılan primer dizileri. 

Gen Sekans (5'->3') Tm 

KRAS F: AGCTGTATCGTCAAGGCACT 59.1 
 

R:AGGTACTGGTGGAGTATTTGATA

GT 

58.8 

RAF F: CTCTCCTACAATAGTTCAG 48.86   
 

R: TTCCATTTCGCACATTGAC 54.30   

MEK F:GGTGTTCAAGGTCTCCCACAAG 66.8 
 

R:CCACGATGTACGGAGAGTTGCA 69.3 

ERK F: ACACCAACCTCTCGTACATCGG 67.2 
 

R:TGGCAGTAGGTCTGGTGCTCAA 69.1 

GAPDH F:GCATCTTCTTGTGCAGTGCC  60.11 
 

R:TACGGCCAAATCCGTTCACA  59.96 

F: İleri primerin sekansı, R: Revers primerin sekansı, Tm: erime sıcaklığı 
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Enzime Bağlı İmmünosorbent  (ELISA) Deneyi  

           Hücrelere formülasyonların uygulanması sonrasında K-RAS, RAF, MEK, ERK 

proteinlerinin ekspresyon düzeylerinin tayini için ELISA yöntemi kullanılmıştır (167-

169). Hücreler 6 kuyucuklu plakalara tam besiyeri içinde yaklaşık 3x105 

hücre/kuyucuk olacak şekilde ekilmiştir. Hücrelere seçilen nanopartikül 

formülasyonları ve etkin madde uygulanmış; 48 saat 37°C’de inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon işleminin ardından, hücreler kit yönergesine uygun olarak toplanmış 

protein düzeyindeki ekspresyonlarının değişmesi ya da sabit kalması beklenen 

proteinlerin miktar tayinleri ELISA kitleri (KRAS ELISA Kiti, MEK Kinase ELISA 

Kiti, ERK Kinase ELISA Kiti,RAF Kinase ELISA Kiti) ile yapılmıştır ve ölçümler 

kullanılacak kitlerin üretici protokollerine uygun olarak gerçekleştirilmiştir. 

3.2.13. İstatistiksel Analiz  

Projede elde edilen formülasyonların in vitro karakterizasyonunda: partikül 

büyüklüğü ve zeta potansiyel sonuçlarının değerlendirilmesinde ve istatistiksel 

analizinde Tek Yönlü Varyans Analizi (ANOVA) ve student t-test kullanılmıştır. in 

vitro deneylerde sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak sunulmuştur. “p < 0.05” 

değeri istatistiksel açıdan anlamlı kabul edilmiştir. 
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4.BULGULAR 

4.1.Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Optimizasyonu: Box-

Behnken Deney tasarımı 

Box-Benhken deney tasarımı ile berlilenen formülasyonlar ile hazırlanan ilaç 

yüklü olmayan nanopartikül formülasyonlarında bağımsız değişkenlerin (X1: Polimer 

miktarı (mg), X2: Lipit miktarı (mg), X3: DSPE-PEG miktarı (mg)) cevap değişkenleri 

(partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri) üzerindeki etkileri 

değerlendirilmiştir. Formülasyon 1’ e ait partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel 

değerleri Tablo 4.1.’de gösterilmektedir.    

Tablo 4.1. PLGA ile nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan ilaç yüklü olmayan 

LPHNP’lere ait partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri. 

 Partikül 

Büyüklüğü (nm) 

PDI Zeta Potansiyel 

(mV) 

Formülasyon 1  135.6±1.054 0.137±0.011 -28.7±1.65 

Formülasyon 2 149.9±1.845 0.283±0.012 -25.7±0.15 

Formülasyon 3 141.6±0.404 0.180±0.018 -27.5±0.64 

Formülasyon 4 159.4±2.424 0.341±0.023 -17.5±0.20 

Formülasyon 5 141.6±1.209 0.126±0.013 -21.9±0.51 

Formülasyon 6 148.1±0.984 0.097±0.007 -32±0.95 

Formülasyon 7 144.5±2.157 0.141±0.016 -27.1±0.51 

Formülasyon 8 153.5±0.585 0.116±0.018 -23.4±1.01 

Formülasyon 9 151.5±0.650 0.112±0.022 -25.8±0.379 

Formülasyon 10 237.1±2.015 0.222±0.010 -9.35±0.482 

Formülasyon 11 153.1±1.039 0.207±0.003 -19.1±0.781 

Formülasyon 12 149.2±0.964 0.110±0.013 -26.8±0.35 

Formülasyon 13 145.3±1.079 0.121±0.07 -25.5±0.70 

Formülasyon 14 179.5±1.626 0.138±0.014 -26±0.265 

Formülasyon 15 167.9±3.134 0.166±0.008 -20.6±0.850 

*(n=3, ortalama±SS) 

Box-Behnken deney tasarımında PLGA ile nanoçöktürme yöntemi ile 

hazırlanan ilaç yüklü olmayan LPHNP’lere ait polimer miktarı, lipit miktarı ve DSPE-

PEG 2000 miktarı bağımsız değişkenlerine karşı partikül büyüklüğü, PDI ve zeta 

potansiyel cevap olarak kullanıldığında elde edilen istatistiksel analiz sonuçları Tablo 

4.2.-Tablo 4.4.‘de verilmiştir. 



45 

 

Tablo 4.2. Box-Behnken deney tasarımının partikül büyüklüğü cevabı için ANOVA 

sonuçları. 

 Y1 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p Value 

 

Model 9 1798.35 199.816 4.79 0.050 

X1 1 383.64 383.645 9.20 0.029 

X2 1 766.36 766.361 18.38 0.008 

X3 1 21.45 21.451 0.51 0.050 

X1X2 1 6.50 6.502 0.16 0.709 

X1X3 1 451.56 451.562 10.83 0.022 

X2X3 1 166.41 166.410 3.99 0.102 

X1
2 1 0.04 0.037 0.00 0.977 

X2
2 1 0.52 0.519 0.01 0.915 

X3
2 1 1.68 1.682 0.04 0.849 

  R2 =0.989    

Partikül büyüklüğünü tahmin etmek için oluşturulan ikinci dereceden polinom 

model aşağıda verilmiştir. 

Y1  = 126,4 - 4,11X1 + 47X2 - 75X3 - 0,004X1
2 - 0,67X2

2 + 16,9 X3
2 - 0,34X1X2 + 

10,62X1X3 - 43X2X3 

Tablo 4.3. Box-Behnken deney tasarımının PDI cevabı için ANOVA sonuçları. 

 Y2 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p Value 

 

Model 9 0.0643 0.0071 15.45 0.004 

X1 1 0.0206 0.0206 44.53 0.001 

X2 1 0.0218 0.0218 47.20 0.001 

X3 1 0.0008 0.0008 1.82 0.036 

X1X2 1 0.0054 0.0054 11.83 0.018 

X1X3 1 0.0036 0.0036 7.78 0.038 

X2X3 1 0.0009 0.0009 2.08 0.209 

X1
2 1 0.0096 0.0096 20.76 0.006 

X2
2 1 0.0017 0.0017 3.69 0.113 

X3
2 1 0.0006 0.0006 1.45 0.282 

  R2 =0.965    

PDI değrini tahmin etmek için oluşturulan ikinci dereceden polinom model 

aşağıda verilmiştir. 

Y2 = 0,993 - 0,0672X1 - 0,016X2 - 1,139X3 + 0,00204X1
2+ 0,038X2

2+ 0,337X3
2- 

0,00987 X1X2 + 0,03X1X3 + 0,1033X2X3 
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Tablo 4.4. Box-Behnken deney tasarımının zeta potansiyel cevabı için ANOVA 

sonuçları. 

 Y3 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p Value 

 

Model 9 335.452 37.272 2.18 0.202 

X1 1 0.031 0.031 0.00 0.968 

X2 1 18.911 18.911 1.11 0.341 

X3 1 8.820 8.820 0.52 0.505 

X1X2 1 6.250 6.250 0.37 0.572 

X1X3 1 0.423 0.423 0.02 0.881 

X2X3 1 238.702 238.702 13.97 0.013 

X1
2 1 3.879 3.879 0.23 0.654 

X2
2 1 3.879 3.879 0.23 0.654 

X3
2 1 53.317 53.317 3.12 0.138 

  R2 =0.897    

 Zeta potansiyel değerinin tahmini amacıyla kurulan ikinci dereceden 

polinomiyal model aşağıda sunulmuştur. 

Y3 = -4,4 - 0,66X1- 15,6X2 - 1,5X3 + 0,0410X1
2  - 1,82X2

2- 95X3
2 - 0,333X1X2 + 

0,33X1X3+ 51,5X2X3 

 Deney tasarımında bağımsız değişkenlerin cevaplara uyumu (model uyumu) 

R2 değerleri ile değerlendirilmiştir. PLGA polimeriyle nanoçöktürme yöntemi ile 

hazırlanan ilaç yüklü olmayan LPHNP formülasyonlarının partikül büyüklüğü, PDI ve 

zeta potansiyel değeri için R2 değeri sırasıyla 0.989, 0.965 ve 0.897 olarak 

bulunmuştur.   

 PLGA polimeriyle nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan LPHNP 

formülasyonlarının, lipit miktarı ve polimer miktarının patikül büyüklüğü, PDI ve zeta 

potansiyel değeri üzerindeki etkisini gösteren kontur ve yüzey-cevap grafikleri Şekil 

4.1.’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.1. PLGA polimeriyle nanoçöktürme yöntemi hazırlanan LPHNP 

formülasyonlarının kontur ve yüzey cevap grafikleri. 
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Formülasyon 2’ye ait partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri Tablo 

4.5.’de gösterilmektedir.    

Tablo 4.5. PCL ile nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan ilaç yüklü olmayan 

LPHNP’lere ait partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri (n=3, 

ortalama±SS). 

 

Box-Behnken deney tasarımında PCL polimeri ile nanoçöktürme yöntemi ile 

hazırlanan ilaç yüklü olmayan LPHNP’lere ait polimer miktarı, lipit miktarı ve DSPE-

PEG 2000 miktarı bağımsız değişkenlerine karşı partikül büyüklüğü, PDI ve zeta 

potansiyel cevap olarak kullanıldığında elde edilen istatistiksel analiz sonuçları Tablo 

4.6.- Tablo 4.8.‘de verilmiştir. 

 

 

 

 

 Partikül  

Büyüklüğü (nm) 

PDI Zeta Potansiyel 

(mV) 

Formülasyon 1  212.7±1.803 0.120±0.033 -36.2±0.757 

Formülasyon 2 250.9±3.179 0.220±0.004 -27.3±0.404 

Formülasyon 3 195.2±0.550 0.117±0.022 -41.9±0.603 

Formülasyon 4 230.8±2.809 0.164±0.027 -31.7±0.760 

Formülasyon 5 274.6±2.101 0.131±0.021 -31.9±0.569 

Formülasyon 6 242.8±1.039 0.121±0.032 -46.4±1.060 

Formülasyon 7 244.8±0.611 0.162±0.010 -36.1±0.608 

Formülasyon 8 220.2±0.721 0.160±0.016 -43.6±1.150 

Formülasyon 9 257.4±1.873 0.157±0.017 -37.1±0.681 

Formülasyon 10 284.8±1.550 0.191±0.033 -40.0±0.200 

Formülasyon 11 262.5±0.642 0.170±0.019 -44.4±0.458 

Formülasyon 12 260.8±2.571 0.169±0.014 -46.5±1.210 

Formülasyon 13 267.4±2.101 0.184±0.008 -41.4±2.210 

Formülasyon 14 273.1±2.747 0.185±0.012 -30.4±4.710 

Formülasyon 15 268.0±1.801 0.180±0.020 -33.2±1.700 
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Tablo 4.6. Box-Behnken deney tasarımının partikül büyüklüğü cevabı için ANOVA 

sonuçları. 

 Y1 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p-Value 

 

Model 9 10425.5 1158.38 383.63 <0.0001 

X1 1 4036.5 4036.51 1336.81 <0.0001 

X2 1 380.9 380.88 126.14 <0.0001 

X3 1 1354.6 1354.60 448.62 <0.0001 

X1X2 1 29.7 29.70 9.84 0.026 

X1X3 1 942.5 942.49 312.13 0.0001 

X2X3 1 22.6 22.56 7.47 0.041 

X1
2 1 10.4 10.36 3.43 0.123 

X2
2 1 1659.5 1659.47 549.58 <0.0001 

X3
2 1 2266.3 2266.34 750.57 <0.0001 

  R2  =0.998    

Partikül büyüklüğünü tahmin etmek için oluşturulan ikinci dereceden polinom 

model aşağıda verilmiştir. 

Y1 = 735 - 5,09X1- 159X2 - 1074,2X3 + 0,0670X1
2+ 37,69X2

2+ 619,4X3
2- 0,727X1X2 

+ 15,350 X1X3  + 15,83 X2X3 

Tablo 4.7. Box-Behnken deney tasarımının PDI cevabı için ANOVA sonuçları. 

 Y2 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p-Value 

 

Model 9 0.0109 0.0012 5.39 0.039 

X1 1 0.0011 0.0011 5.20 0.071 

X2 1 0.0033 0.0033 14.87 0.012 

X3 1 0.0022 0.0022 9.78 0.026 

X1X2 1 0.0002 0.0002 1.20 0.323 

X1X3 1 0.0027 0.0027 11.96 0.018 

X2X3 1 0.0001 0.0001 0.13 0.730 

X1
2 1 0.0004 0.0004 1.89 0.228 

X2
2 1 0.0005 0.0005 2.55 0.171 

X3
2 1 0.0001  0.0001 0.54 0.496 

  R2  =0.906    

PDI değerini tahmin etmek için oluşturulan ikinci dereceden polinom model 

aşağıda verilmiştir. 
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Y2 = 0,283 - 0,0211X1 + 0,1713X2 - 0,604X3+ 0,00043X1
2- 0,022X2

2+ 0,144X3
2- 

0,0022X1X2 + 0,026X1X3 - 0,0183X2X3 

Tablo 4.8. Box-Behnken deney tasarımının zeta potansiyel cevabı için ANOVA 

sonuçları. 

 Y3 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p-Value 

 

Model 9 463.047 51.450 2.31 0.185 

X1 1 25.920 25.920 1.17 0.330 

X2 1 17.111 17.111 0.77 0.421 

X3 1 63.281 63.281 2.84 0.153 

X1X2 1 19.360 19.360 0.87 0.394 

X1X3 1 163.840 163.840 7.36 0.042 

X2X3 1 25.502 25.502 1.15 0.333 

X1
2 1 135.707 135.707 6.10 0.057 

X2
2 1 1.501 1.501 0.07 0.805 

X3
2 1 19.321 19.321 0.87 0.394 

  R2  =0.860    

 Zeta potansiyel değerinin tahmini amacıyla kurulan ikinci dereceden 

polinomiyal model aşağıda verilmiştir; 

Y3  = 146,9 - 12,79X1 - 22,1X2 - 216,6X3 + 0,2425X1
2+ 1,1 X2

2 + 57,2X3
2+ 0,587X1X2 

+ 6,40X1X3 + 16,8X2X3 

 PCL polimeriyle, nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan ilaç yüklü olmayan 

LPHNP formülasyonlarının partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değeri için R2 

değeri sırasıyla 0.998, 0.906 ve 0.860 olarak bulunmuştur.  PLGA polimeriyle 

hazırlanan LPHNP formülasyonlarıyla benzer şekilde PCL polimeriyle nanoçöktürme 

yöntemi ile hazırlanan LPHNP formülasyonların partikül büyüklüğü ve PDI 

cevaplarının modelde istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlemlenmiştir.  

PCL polimeri ile hazırlanan LPHNP formülasyonlarının, lipit miktarı ve 

polimer miktarının partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değeri üzerindeki 

etkisini gösteren kontur ve yüzey cevap grafikleri Şekil 4.2.’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.2. PCL polimeriyle nanoçöktürme yöntemi hazırlanan LPHNP 

formülasyonlarının kontur ve yüzey cevap grafikleri. 

 

Formülasyon 3’e ait partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri Tablo 4.9.’da 

gösterilmektedir.    
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Tablo 4.9. PLGA ile emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ile 

hazırlanan ilaç yüklü olmayan LPHNP’lere ait partikül büyüklüğü, PDI ve 

zeta potansiyel değerleri (n=3, ortalama±SS). 

Formülasyon Partikül 

Büyüklüğü (nm) 

PDI Zeta Potansiyel 

(mV) 

Formülasyon 1  217.1±0.986 0.222±0.007 -13.8 ±0.451 

Formülasyon 2 237.1±2.015 0.222±0.010 -9.35±0.482 

Formülasyon 3 276.4±1.769 0.393±0.008 -15.3±0.252 

Formülasyon 4 253.6±6.614 0.311±0.024 -13.7±0.289 

Formülasyon 5 205.4±1.387 0.227±0.011 -17.2±0.306 

Formülasyon 6 221.0±3.580 0.222±0.170 -5.44±0.405 

Formülasyon 7 232.8±2.329 0.239±0.003 -15.6±1.450 

Formülasyon 8 219.8±1.955 0.227±0.009 -19.4±0.252 

Formülasyon 9 203.6±2.354 0.228±0.019 -25.1±0.404 

Formülasyon 10 220.1±1.320 0.193±0.009 -14.5±0.436 

Formülasyon 11 280.5±11.50 0.407±0.460 -21.3±0.850 

Formülasyon 12 229.8±1.069 0.241±0.012 -23.6±1.260 

Formülasyon 13 387.6±1.305 0.459±0.029 -6.17±0.132 

Formülasyon 14 290.3±4.716 0.378±0.028 -13.9±0.520 

Formülasyon 15 254.7±2.318 0.268±0.008 -13.0±0.503 

  

Box-Behnken deney tasarımında PLGA ile emülsiyon oluşturma-çözücü 

buharlaştırma yöntemi ile hazırlanan ilaç yüklü olmayan nanopartiküllere ait polimer 

miktarı, lipit miktarı ve DSPE-PEG 2000 miktarı bağımsız değişkenlerine karşı 

partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel cevap olarak kullanıldığında elde edilen 

istatistiksel analiz sonuçları Tablo 4.10.-Tablo 4.12.‘de verilmiştir. 
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Tablo 4.10. Box-Behnken deney tasarımının partikül büyüklüğü cevabı için ANOVA 

sonuçları. 

 Y1 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p-Value 

 

Model 9 25218.0 2802.00 2.75 0.039 

X1 1 3969.4 3969.40 3.89 0.010 

X2 1 2298.4 2298.42 2.25 0.014 

X3 1 40.5 40.50 0.04 0.850 

X1X2 1 33.6 33.64 0.03 0.863 

X1X3 1 4664.9 4664.89 4.57 0.045 

X2X3 1 501.8 501.76 0.49 0.514 

X1
2 1 6684.9 6684.93 6.55 0.051 

X2
2 1 2047.8 2047.76 2.01 0.216 

X3
2 1 4653.2 4653.23 4.56 0.086 

  R2 =0.932    

 

Partikül büyüklüğünü tahmin etmek için oluşturulan ikinci dereceden polinom 

model aşağıda verilmiştir. 

Y1 = 353 - 24,4X1 + 178X2 - 709 X3 + 1,702X1 
2 - 41,9 X2 

2+ 887X3 
2 - 0,77X1 X2 - 

34,2X2 X3 + 75X1 X3                                                                                                                                   

Tablo 4.11. Box-Behnken deney tasarımının PDI cevabı için ANOVA sonuçları. 

 Y2 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p-Value 

 

Model 9 0.092540 0.010282 5.42 0.039 

X1 1 0.004900 0.004900 2.58 0.169 

X2 1 0.008911 0.008911 4.70 0.082 

X3 1 0.011175 0.011175 5.89 0.044 

X1X2 1 0.000961 0.000961 0.51 0.508 

X1X3 1 0.015876 0.015876 8.37 0.034 

X2X3 1 0.011990 0.011990 6.32 0.044 

X1
2 1 0.016637 0.016637 8.77 0.031 

X2
2 1 0.004175 0.004175 2.20 0.198 

X3
2 1 0.017515 0.017515 9.23 0.029 

  R2 =0.907    
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PDI değerini tahmin etmek için oluşturulan ikinci dereceden polinom model 

aşağıda verilmiştir. 

Y2 = 0,648 - 0,0285 X1+ 0,157 X2- 1,756 X3+ 0,002685 X1
2 - 0,0598 X2

2 + 1,722 X3
2 

- 0,00413 X1X2- 0,0630 X1X3+ 0,365 X2X3 

Tablo 4.12. Box-Behnken deney tasarımının zeta potansiyel cevabı için ANOVA 

sonuçları. 

 Y3 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p Value 

 

Model 9 248.53 27.614 1.00 0.530 

X1 1 2.55 2.553 0.09 0.773 

X2 1 0.75 0.756 0.03 0.875 

X3 1 9.50 9.504 0.34 0.583 

X1X2 1 27.52 27.565 1.00 0.363 

X1X3 1 0.79 0.792 0.03 0.872 

X2X3 1 86.11 86.118 3.12 0.038 

X1
2 1 42.74 42.745 1.55 0.268 

X2
2 1 0.01 0.002 0.00 0.992 

X3
2 1 85.69 85.692 3.11 0.138 

  R2 =0.743    

Zeta potansiyel değerinin tahmin amacıyla kurulan ikinci dereceden 

polinomiyal model aşağıda verilmiştir; 

Y3 =  38,1 - 5,50 X1 + 7,9X2- 73,7X3+ 0,136 X1
2- 0, X2

2+ 120,4 X3
2+ 0,700 X1X2 - 

0,45 X1X3- 30,9 X2X3 

 Partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değeri için R2 değeri sırasıyla 

0.932, 0.907 ve 0.743 olarak bulunmuştur. R2 değerleri partikül büyüklüğü, PDI 

cevapları için modelin uyumunun istatistiksel olarak anlamlı olduğunu göstermiştir.  

 PLGA polimeriyle emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi 

hazırlanan nanopartikül formülasyonlarının lipit miktarı ve polimer miktarının partikül 

büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değeri üzerindeki etkisinin ayrıntılı 

değerlendirilmesi amacıyla kontur ve yüzey-cevap grafikleri Şekil 4.3.’te 

gösterilmiştir. 
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Şekil 4.3. PLGA polimeri emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ile 

hazırlanan nanopartikül formülasyonlarının kontur ve yüzey-cevap 

grafikleri. 
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Formülasyon 4’e ait partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri Tablo 

4.13.’de gösterilmektedir.    

Tablo 4.13. PCL ile emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ile 

hazırlanan ilaç yüklü olmayan LPHNP’lere ait partikül büyüklüğü, PDI 

ve zeta potansiyel değerleri (n=3, ortalama±SS). 

 Partikül 

Büyüklüğü (nm) 

PDI Zeta Potansiyel 

(mV) 

Formülasyon 1  243.0±2.329 0.195±0.013 -16.6±0.473 

Formülasyon 2 253.8 ±4.061 0.413±0.018 - 27.6±1.36 

Formülasyon 3 228.0±1.054 0.194±0.012 -22.8±0.153 

Formülasyon 4 278.7±2.816 0.287±0.039 -13.4±0.971 

Formülasyon 5 354.8±3.430 0.267±0.032 -17±0.416 

Formülasyon 6 264.6±4.860 0.221±0.007 -26.2±0.900 

Formülasyon 7 298.5±3.837 0.303±0.032 -13.8±0.751 

Formülasyon 8 260.1±3.113 0.236±0.027 -22.1±0.252 

Formülasyon 9 241.4±2.376 0.236±0.002 -26.2±0.208 

Formülasyon 10 259.6±2.421 0.283±0.028 -25±2.15 

Formülasyon 11 275.5±5.537 0.266±0.016 -19±0.569 

Formülasyon 12 292.8±4.654 0.242±0.010 -24.3±0.231 

Formülasyon 13 300.5±3.851 0.270±0.012 -15.7±1.10 

Formülasyon 14 303.1±5.479 0.232±0.005 -19.1±0.265 

Formülasyon 15 317.7±4.477 0.243±0.009 -15.5±0.929 

 

Box-Behnken deney tasarımında PCL ile emülsiyon oluşturma-çözücü 

buharlaştırma yöntemi ile hazırlanan ilaç yüklü olmayan LPHNP’lere ait polimer 

miktarı, lipit miktarı ve DSPE-PEG 2000 miktarı bağımsız değişkenlerine karşı 

partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel cevap olarak kullanıldığında elde edilen 

istatistiksel analiz sonuçları  Tablo 4.14.-4.16.‘da verilmiştir. 
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Tablo 4.14 Box-Behnken deney tasarımının partikül büyüklüğü cevabı için ANOVA 

sonuçları. 

 Y1 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p-Value 

 

Model 9 11518.7 1279.85 2.07 0.018 

X1 1 5544.0 5544.04 8.98 0.030 

X2 1 70.2 70.21 0.11 0.050 

X3 1 1188.3 1188.28 1.92 0.224 

X1X2 1 29.2 29.16 0.05 0.837 

X1X3 1 201.6 201.64 0.33 0.592 

X2X3 1 2814.3 2814.30 4.56 0.086 

X1
2 1 29.7 29.73 0.05 0.835 

X2
2 1 1493.6 1493.59 2.42 0.181 

X3
2 1 261.3 261.31 0.42 0.544 

  R2 =0.896    

Partikül büyüklüğünü tahmin etmek için oluşturulan ikinci dereceden polinom 

model aşağıda verilmiştir. 

Y1= 787 - 0,8X1- 260X2 - 818X3 + 0,113X1
2 + 35, X2

2 + 210 X3
2 - 0,72 X1X2+ 7,1 

X1X3+ 176,8 X2X3 

Tablo 4.15. Box-Behnken deney tasarımının PDI cevabı için ANOVA sonuçları. 

 Y2 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p-Value 

 

Model 9 0.031372 0.003486 2.77 0.037 

X1 1 0.001301 0.001301 1.03 0.356 

X2 1 0.002964 0.002964 2.36 0.185 

X3 1 0.012800 0.012800 10.17 0.024 

X1X2 1 0.002070 0.002070 1.65 0.256 

X1X3 1 0.008190 0.008190 6.51 0.041 

X2X3 1 0.000210 0.000210 0.17 0.700 

X1
2 1 0.000521 0.000521 0.41 0.548 

X2
2 1 0.000139 0.000139 0.11 0.753 

X3
2 1 0.003186 0.003186 2.53 0.172 

  R2 =0.840    

 

PDI değerini tahmin etmek için oluşturulan ikinci dereceden polinom model 

aşağıda verilmiştir. 
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Y2 = 0,920 - 0,0303X1+ 0,137X2- 1,869X3+ 0,000475X1
2 - 0,0109X2

2+ 0,734X3
2- 

0,00607 X1X2+ 0,0452 X1X3+ 0,048 X2X3 

Tablo 4.16. Box-Behnken deney tasarımının zeta potansiyel cevabı için ANOVA 

sonuçları. 

 Y3 

 Serbestlik  

Derecesi 

Kareler  

Toplamı 

Ortalama  

Kareler 

F-Value p-Value 

 

Model 9 156.84 17.427 0.84 0.615 

X1 1 4.20 4.205 0.20 0.671 

X2 1 15.68 15.680 0.76 0.424 

X3 1 0.40 0.405 0.02 0.894 

X1X2 1 7.84 7.840 0.38 0.566 

X1X3 1 16.81 16.810 0.81 0.409 

X2X3 1 57.76 57.760 2.78 0.046 

X1
2 1 24.48 24.482 1.18 0.327 

X2
2 1 15.89 15.897 0.77 0.422 

X3
2 1 11.63 11.633 0.56 0.488 

  R2 =0.781    

Zeta potansiyel değerinin tahmini amacıyla kurulan ikinci dereceden 

polinomiyal model aşağıda sunulmuştur; 

Y3 =  26,4 - 2,56X1- 35,5X2+ 25,9 X3+ 0,103X1
2 + 3,69X2

2- 44,4X3
2+ 0,373X1X2- 

2,05X1X3+ 25,3 X2X3  

PCL polimeriyle emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ile 

hazırlanan ilaç yüklü olmayan nanopartikül formülasyonlarının partikül büyüklüğü, 

PDI ve zeta potansiyel değeri için R2 değeri sırasıyla 0.896,  0.840 ve 0.781 olarak 

bulunmuştur. R2 değerleri partikül büyüklüğü ve PDI cevapları için modelin 

uyumunun istatistiksel olarak anlamlı olduğunu göstermiştir. 

 PCL polimeriyle emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ile 

hazırlanan LPHNP formülasyonlarının, lipit miktarı ve polimer miktarının partikül 

büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değeri üzerindeki etkisini gösteren kontur ve yüzey-

cevap grafikleri Şekil 4.4.’te gösterilmiştir. 
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Şekil 4.4. PCL polimeri ile emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma hazırlanan 

LPHNP formülasyonlarının kontur ve yüzey cevap grafikleri. 

Üç faktörlü Box-Benhken deney tasarımından yararlanılarak belirlenen 

değişken miktarlar ile ilaç yüklü olmayan LPHNP’lerin hazırlanması başarıyla 

gerçekleştirilmiş ve bağımsız değişkenlerin bağımlı değişkenler üzerinde etkisini 

açıklayan matematiksel modeller kurulmuştur. Hedeflenen partikül büyüklüğü, PDI ve 

zeta potansiyel değerlerine ulaşmak için gereken bağımsız değişken miktarlarının 
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kombinasyonlarını gösteren tasarım aralığı oluşturulmuştur. Tasarım aralıkları, 

hazırlama yöntemi ve kullanılan polimere göre nanopartikül formülasyonlarının 

birbirinden bağımsız kendi içlerinde değerlendirilmesiyle oluşturulmuştur. 

Hedeflenen partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerine sahip olabileceği 

öngörülen optimum formülasyonun hazırlanması amacıyla da hedef fonksiyonu  

(desirability function, d) yönteminden yararlanılmıştır (170-172). Hedef 

fonksiyonunda bire yakın elde edilen değer hedeflenen cevap değişkenine 

yaklaşıldığını; sıfıra yakın değerler ise hedeflenen cevap değişkeninden 

uzaklaşıldığını temsil etmektedir (173, 174). 

 Deney tasarımında, tasarım aralıkları oluşturulurken elde edilen bilgiler 

doğrultusunda optimum formülasyon bileşenlerin  miktarları Tablo 3.4’de verilmiştir.  

Bu bileşenler ile elde edilen d değerleri ve kestirimlenen değerler ile gözlenen 

değerlere ilişkin veriler Tablo 4.17.-4.21.’de verilmiştir. 

Tablo 4.17. LPHNP formülasyonlarına ilişkin hedef fonksiyonu değerleri. 

Formülasyon Formülasyon 1  Formülasyon 2  Formülasyon 3  Formülasyon 4 

d değeri 0.972 0.947 0.845 0.882 

 

Tablo 4.18.  Hedef fonksiyonu temel alınarak geliştirilen optimum nanoçöktürme 

yöntemi ile hazırlanan PLGA LPHNP formülasyonuna ilişkin deneysel 

ve kestirimsel değerler (n=3, ortalama±SS). 

Bağımlı değişken Tahmin 

edilen 

Gözlenen Fark Hata (%) 

Partikül büyüklüğü 

(nm)  

137.74 134.0±4.063 -3.74 2.8 

PDI 0.104 0.148±0.012 0.044 3.0 

Zeta potansiyel(mV) -30 -22.9±0.780 7.1 3.1 
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Tablo 4.19. Hedef fonksiyonu temel alınarak geliştirilen optimum nanoçöktürme 

yöntemi ile hazırlanan PCL LPHNP formülasyonuna ilişkin deneysel ve 

kestirimsel değerler (n=3, ortalama±SS). 

Bağımlı değişken Tahmin 

edilen 

Gözlenen Fark Hata 

(%) 

Partikül büyüklüğü 

(nm)  

213.99 215.6±1.588 -1.61 0.75 

PDI 0.121 0.124±0.010 -0.003 2.42 

Zeta potansiyel(mV) -33.28 -28.6±0.462 4.68 16.4 

 

Tablo 4.20. Hedef fonksiyonu temel alınarak geliştirilen optimum emülsiyon 

oluşturma -  çözücü buharlaştırma yöntemi ile hazırlanan PLGA LPHNP 

formülasyonuna ilişkin deneysel ve kestirimsel değerler (n=3, 

ortalama±SS). 

Bağımlı değişken Tahmin 

edilen 

Gözlenen Fark Hata (%) 

Partikül büyüklüğü 

(nm)  

242.3 249.9±2.228 -6.7 2.68 

PDI 0.215 0.240±0.015 -0.025 10.4 

Zeta potansiyel(mV) -12.3 -10.9±0.451 1.4 12.8 

 

Tablo 4.21. Hedef fonksiyonu temel alınarak geliştirilen optimum emülsiyon oluşturma 

- çözücü buharlaştırma yöntemi ile hazırlanan PCL LPHNP 

formülasyonuna ilişkin deneysel ve kestirimsel değerler (n=3, 

ortalama±SS). 

Bağımlı değişken Tahmin 

edilen 

Gözlenen Fark Hata (%) 

Partikül büyüklüğü 

(nm)  

242.3 248.2±0.90 -5.9 2.37 

PDI 0.302 0.355±0.018 -0.053 14.9 

Zeta potansiyel(mV) -31.26 -32.05±0.810 -0.79 2.4 
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Deney tasarımı ile belirlenen polimer, lipit ve DSPE-PEG 2000 miktarları ile 

ilaç yüklü olmayan optimum LPHNP formülasyonları hazırlanmıştır. Tablo 4.22.’de 

ilaç yüklü olmayan LPHNP’lerin partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri 

verilmektedir. 

Tablo 4. 22. İlaç yüklü olmayan optimum LPHNP’lerin partikül büyüklüğü, PDI ve 

zeta potansiyel değerleri (n=3, ortalama±SS). 

 

Formülasyon 

 

 Partikül Büyüklüğü 

(nm) 

PDI Zeta Potansiyel (mV) 

 

Formülasyon 1 

 

134.0±4.063 0.148±0.012 -22.9±0.780 

Formülasyon 2 215.6±1.588 0.124±0.010 -28.6±0.462 

Formülasyon 3 249.9±2.228 0.240±0.015 -10.9±0.451 

Formülasyon 4 248.2±0.90 0.355±0.018 -32.05±0.810 

 

4.2. Optimum Krizotinib Yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin 

Partikül Büyüklüğü, Partikül Büyüklüğü Dağılımı ve Zeta Potansiyeli 

Hazırlanan ilaç yüklü olmayan LPHNP’lerin hedeflenen partikül büyüklüğü, 

PDI ve zeta potansiyel değerlere sahip olduğunun belirlenmesini takiben optimizasyon 

çalışmalarıyla belirlenen değişkenler ile 4 farklı optimum krizotinib yüklü LPHNP 

formülasyonu Bölüm 3.2.’de anlatıldığı şekilde hazırlanmıştır. PLGA ve PCL 

polimerleri ile emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemiyle hazırlanan 

krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarında faz ayrışması gözlemlenmiş; partiküller 

elde edilememiştir. PLGA ve PCL polimerleri ile nanoçöktürme yöntemiyle krizotinib 

yüklü LPHNP formülasyonları ise başarı ile hazırlanmıştır. Nanoçöktürme yöntemi ile 

hazırlanan optimum krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarına ilişkin partikül 

büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel tayini sonuçları Tablo 4.23.’te verilmiştir.  
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Tablo 4. 23. Optimum Krizotinib yüklü LPHNP’lerin partikül büyüklüğü, PDI ve zeta 

potansiyel değerleri  (n=3, ortalama±SS). 

 

Polimer Tipi -

Hazırlama Yöntemi 

Partikül 

Büyüklüğü (nm) 

PDI Zeta Potansiyel (mV) 

PLGA 

Nanoçöktürme 

124 ± 0.9609 0.225 ± 0.001 -10.4 ± 0.327 

PCL 

Nanoçöktürme 

211.8 ± 1.701 0.123 ± 0.005 - 7.55 ± 0.445 

 

Şekil 4.5.-4.6.’da optimum Krizotinib yüklü LPHNP’lere ait partikül büyüklüğü 

dağılımları ve zeta potansiyel değerlerine örnekler verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.5. PCL ile nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan optimum Krizotinib yüklü 

LPHNP’lere ait partikül büyüklüğü dağılımı ve zeta potansiyel değerleri  

(n=3,ortalama±SS). 
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Şekil 4.6. PLGA ile nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan optimum Krizotinib 

LPHNP’lere ait partikül büyüklüğü dağılımı  ve zeta potansiyel değerleri  

(n=3, ortalama±SS). 

 

Ön formülasyon çalışmaları sonucunda PLGA ve PCL polimerleri ile 

nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan krizotinib yüklü LPHNP ile tez kapsamında 

çalışmalara devam edilmiştir. Tezin ilerleyen kısımlarında krizotinib yüklü PLGA 

polimeri ile hazırlanmış LPHNP formülasyonları KR-PLGA-LPHNP, krizotinib yüklü 

PCL polimeri ile hazırlanmış LPHNP formülasyonları KR-PCL-LPHNP 

kısaltmalarıyla isimlendirilmiştir. 
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4.3. Morfolojik Değerlendirme 

Box-Behnken tasarımı ile elde edilen optimum formülasyonlardan ilaç yüklü 

olmayan ve krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarının yüzey özellikleri TEM ile 

değerlendirilmiştir. Şekil 4.7.-4.10.’da krizotinib yüklü olan ve olmayan LPHNP 

formülasyonlarına ilişkin TEM fotoğrafları sunulmuştur.  

 
 

 

Şekil 4.7. İlaç yüklü olmayan PLGA LPHNP formülasyonlarının TEM fotoğrafları (A: 

100 nm, B: 100 nm ölçek).                        

 

Şekil 4.8. İlaç yüklü olmayan PCL LPHNP formülasyonlarının TEM fotoğrafları (A: 

200 nm,B :100 nm ölçek). 
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Şekil 4.9. KR-PLGA-LPHNP formülasyonlarının TEM fotoğrafları A: 200 nm, B: 100 

nm).  

 

Şekil 4.10. KR-PCL-LPHNP formülasyonlarının TEM fotoğrafları (A: 100 nm, B: 200 

nm). 

 

 Krizotinib yüklü ve ilaç içermeyen LPHNP formülasyonlarının TEM 

görüntüleri incelendiğinde nanopartiküllerin koyu renkli polimer çekirdeğini 

çevreleyen açık renkli fosfolipid tabakası ve partikül büyüklüğü ölçüm sonuçlarıyla 

benzer şekilde homojen olarak dağılım gösterdiği, agrege olmadığı, düzgün yüzeyli ve 

küresel yapıda olduğu görülmüştür (175).  
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4.4. Krizotinibin HPLC Yöntemi ile Miktar Tayini Yönteminin 

Geliştirilmesi ve Validasyonu  

Doğrusallık 

Krizotinib için “3.2.4 Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile 

Krizotinibin Miktar Tayini Yönteminin Geliştirilmesi ve Validasyonu/Doğrusallık” 

bölümünde anlatıldığı şekilde gerçekleştirilen HPLC yönteminin doğrusallığını 

inceleyen analiz sonucunda konsantrasyonun fonksiyonu olarak absorbans değişimin 

gösterildiği grafik ve kalibrasyon denklemi Şekil 4.11.’de verilmiştir. Krizotinib için 

R2=0.998 olarak bulunmuştur ve yöntemin doğrusallığı gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.11. Krizotinib etkin maddesine ait kalibrasyon doğrusu ve denklemi. (n=3, 

ortalama±SS). 

Doğruluk 

Bölüm 3.2.4 bölümünde anlatıldığı üzere hazırlanan serilere ait % geri kazanım 

değerler %98 ve %100,07 aralığında bulunmuştur (Tablo 4.24.). % geri kazanım 

değerleri HPLC yönteminin doğruluğunu göstermiştir. 
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Tablo 4.24. Krizotinib için HPLC yöntemi ile elde edilen % geri kazanım değerleri 

(n=3). 

 

İlave Edilen 

Miktar (μg) 

Hesaplanan 

Miktar  (μg) 

Ortalama Hesaplanan 

Miktar(μg±SS) 

% Ortalama Geri 

Kazanım±SS 
 

 

1 

0,98 

0,99 

0,98 

0,98±0,01 

 

 

 

98±2,00 

 

50 

49,68 

50,02 

49,76 

 

49,82±0,18 99,64±0,36 

 

 

1000 

1000,50 

1000,90 

1000,70 

1000,7±0,2 100,07±0,02 

 

Kesinlik  

Krizotinib etkin maddesine ait tekrar elde edilebilirlik ve tekrarlanabilirlik 

sonuçları Tablo 4.25.-Tablo 4.26.’da verilmiştir. Elde edilen % varyasyon katsayısı 

(%VK) değerleri HPLC yönteminin tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirliği 

gösterilmiştir.  

Tablo 4.25. Krizotinib için HPLC yönteminde tekrarlanabilirlik değerleri (n=3). 

 

Krizotinib 

Konsantrasyonu 

(μg/mL) 

Pik Alanları Ortalama Pik 

Alanı±SS 

% Varyasyon 

Katsayısı 

 

1 

 

9.48 

9.52 

9.31 

9.43±0.12 1,18 

 

50 

32.42 

31.66 

32.14 

32.07±0.39 1,19 

 

1000 

457.95 

460.20 

458.35 

458.83±1.20 0.26 
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Tablo 4.26. Krizotinib için HPLC yönteminde tekrar elde edilebilirlik sonuçları 

(n=3). 

 

Krizotinib İlave Edilen 

Miktar 

(μg/mL) 

Hesaplanan 

Miktar (μg) 

Hesaplanan 

Miktar 

(μg/mL)±SS 

% Varyasyon 

Katsayısı 

 

Gün içi 

 

 

1 

 

0,98 

0,99 

0,98 

0,98±0,01 

 

 

 

0,60 

 

50 

49,68 

50,02 

49,76 

 

49,82±0,18 0,30 

 

 

1000 

 

 

1000,50 

1000,90 

1000,70 

1000,7±0,2 0,20 

 

Günler arası 

 

 

1 

 

 

0,98 

1,02 

0,99 

1±0,02 1,70 

 

50 

 

49,74 

49,92 

49,90 

49,85±0,09 0,20 

 

1000 

 

1000,40 

1000,70 

1000,50 

 

1000,5±0,15 0,15 
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Duyarlılık 

Validasyon çalışmalarında duyarlılık parametresi için krizotinib miktar tayini 

yönteminde en düşük konsantrasyon (0.001 mg/mL) ile elde ettiğimiz pik ve pik 

alanından yaralanılmış, LOD 68,59 ng/mL, LOQ ise 162,40 ng/mL olarak tayin 

edilmiştir. Geliştirilen HPLC yöntemi ile krizotinib için nanogram seviyesinde doğru 

ve hassas şekilde ölçüm yapılabildiği gözlenmiştir. 

Seçicilik 

Krizotinib etkin maddesinin miktar tayini amacıyla geliştirilen HPLC 

yönteminde, gerçekleştirilen analizler sonucunda formülasyonda kullanılan yardımcı 

maddelerin krizotinibin pikleri ile girişim yapmadığı görülmüştür. Krizotinib için 

geliştirilen HPLC ile miktar tayini yönteminin seçici olduğu gösterilmiştir. 

 

 

 Şekil 4.12. A) İlaç yüklü olmayan ve Krizonitib yüklü nanopartiküllerin 

kromatogramları B) 0.1mg/mL ve 0.5mg/mL Krizotinib standatlarına ait 

kromatogramlar. 
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4.5. Krizotinib Yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin 

Enkapsülasyon Etkinliğinin Belirlenmesi 

Nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanmış krizotinib yüklü LPHNP 

formülasyonlarına ait enkapsülasyon etkinliğine ait bulgular Tablo 4.27.’de 

verilmiştir.  Krizotinib’in nanopartiküllere yükleme etkinliğinin belirlenebilmesinde 

dolaylı yöntem kullanılmıştır (108). PLGA polimeri ile hazırlanan LPHNP 

formülasyonlarının yaklaşık %80; PCL polimeri ile hazırlanan LPHNP 

formülasyonlarının ise yaklaşık %71 enkapsülasyon etkinliği elde edilmiştir.  

Tablo 4.27. Krizotinib yüklü lipit-polimer hibrit nanopartikül formülasyonlarının ilaç 

yükleme etkinlikleri (n=3). 

 

Formülasyon Krizotinib Yükleme Etkinliği (%) 

(Ortalama ± SS) 

KR-PLGA-LPHNP 79.25±0.07 

KR-PCL-LPHNP 70.93±1.81 

 

4.6. Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerden  In Vitro Krizotinib Salım 

Çalışmaları 

Krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarının PBS (pH 7.4) tamponu salım 

ortamında 96 saat boyunca “3.3.4 In Vitro Salım Çalışmaları” bölümünde anlatıldığı 

şekilde gerçekleştirilen in vitro salım çalışmalarına ait salım profilleri Şekil 4.13.’de 

verilmiştir. Zamanın fonksiyonu olarak % kümülatif salım grafikleri incelendiğinde 

PLGA ve PCL polimerleri ile hazırlanmış nanopartiküllerinin ilaç salım profilleri 

açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmıştır (p<0.01). PCL polimerleri 

ile hazırlanmış nanopartiküllerden krizotinibin yaklaşık %100’ü 48 saat içerisinde 

salınırken; PLGA polimerleri ile hazırlanmış nanopartiküllerden herhangi bir patlama 

etkisi gözlemlenmeden 96 saat içerisinde ilacın %100'ü kademeli ve kontrollü bir 

şekilde salındığı görülmüştür (Şekil 4.13.).  
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Şekil 4.13. Lipit-polimer hibrit nanopartiküllerden in vitro Krizotinib salım profili 

(n=3, ortalama±SS). 

4.7. Krizotinib Yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Stabilite 

Çalışmaları 

Lipit-polimer hibrit nanopartikül formülasyonlarının stabilite testleri “3.3.5 

Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Stabilite Çalışmaları” bölümünde anlatıldığı 

şekilde gerçekleştirilmiştir. Krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarının stabilite 

çalışmaları sulu dispersiyon halinde 4 farklı sıcaklık değerinde (-18°C±2°C, 25 

°C±2°C/60% RH±5% RH, 4°C±1°C ve 40°C±2°C/75% RH±5% RH) farklı zaman 

noktalarında (0. Saat, 1. Hafta, 1.ay, 2.ay,3.ay ve 6.ay) yürütülmüştür. PCL ve PLGA 

polimerleri ile hazırlanan LPHNP formülasyonlarının partikül büyüklüğü, PDI ve zeta 

potansiyelleri Bölüm 3.3.1’de anlatıldığı şeklilde Malvern Zetasizer NanoZS cihazı ile 

ölçülmüş ve örnekler görsel açıdan incelenmiştir. Tablo 4.28.-4.35.’de stabilite 

çalışmalarının sonuçları verilmiştir. 
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Tablo 4.28. KR-PLGA-LPHNP formülasyonlarının -18°C±2°C Stabilite Değerleri 

(n=3, ortalama±SS). 

Zaman Partikül Büyüklüğü 

(nm) 

PDI Zeta Potansiyel (mV) 

1. Gün 105.24±3.509 0.235±0.026 - 12.6±1.99 

1. Hafta 108.2±7.520 0.369±0.056 - 13±2.95 

1. Ay 146.1±2.363 0.447±0.002 - 20.7±0.208 

2. Ay 149.7±1.159 0.455±0.041 - 16±1.28 

3.Ay 180.4±8.654 0.494±0.003 -18.6±0.643 

6. Ay 269.7±14.46 0.644±0.176 - 0.04±0.017 

 

Tablo 4.29. KR-PLGA-LPHNP formülasyonlarının 4°C±1°C Stabilite Değerleri 

(n=3, ortalama±SS). 

 

Zaman Partikül Büyüklüğü 

(nm) 

PDI Zeta Potansiyel (mV) 

1. Gün 105.24±3.509 0.235±0.026 - 12.6±1.99 

1. Hafta 105.25±1.927 0.234±0.017 - 12.3±0 

1. Ay 106.4±1.531 0.388±0.021 - 20.6±1.86 

2. Ay 106.6±0.781 0.380±0.010 - 16.7±0.566 

3.Ay 107.8±0.251 0.387±0.011 -16.5±3.12 

6. Ay 129±1.802 0.464±0.025 -18.2±1.13 

 

Tablo 4.30. KR-PLGA-LPHNP formülasyonlarının 25°±2°C Stabilite Değerleri (n=3, 

ortalama±SS). 

Zaman Partikül Büyüklüğü (nm) PDI Zeta Potansiyel (mV) 

1. Gün 105.24±3.509 0.235±0.026 - 12.6±1.99 

1. 

Hafta 

138.4±8.618 0.584±0.069 - 8.88±3.42 

1. Ay 266±4.110 0.430±0.041 - 11.4±1.01 
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Tablo 4.31. KR-PLGA-LPHNP formülasyonlarının 40°±2°C Stabilite Değerleri (n=3, 

ortalama±SS). 

Zaman Partikül Büyüklüğü (nm) PDI Zeta Potansiyel (mV) 

1. Gün 105.24±3.509 0.235±0.026 - 12.6±1.99 

1. 

Hafta 

134.1±2.663 0.605±0.026 - 11.1±0.473 

1. Ay 164.4±5.445 0.578±0079 - 11.8±1.27 

 

Tablo 4.32. KR-PCL-LPHNP formülasyonlarının -18°C±2°C Stabilite Değerleri 

(n=3, ortalama±SS). 

Zaman Partikül Büyüklüğü (nm) PDI Zeta Potansiyel (mV) 

1. Gün 212.7±1.815 0.347±0.052 -9.53±0.324 

1. 

Hafta 

230.9±2.173 0.342±0.008 -8.03±1.33 

1. Ay 238.1±3.232 0.254±0.025 -1.85±0.239 

2. Ay 238.7±0.665 0.375±0.002 -1.95±0.349 

3.Ay 265.8±3.691 0.433±0.032 -1.81±0.440 

6. Ay 551.9±23.04 0.648±0.032 - 0.0320 

 

Tablo 4.33. KR-PCL-LPHNP formülasyonlarının 4°C±1°C Stabilite Değerleri (n=3, 

ortalama±SS). 

Zaman Partikül Büyüklüğü 

(nm) 

PDI Zeta Potansiyel (mV) 

1. Gün 212.7±1.815 0.347±0.052 -9.53±0.324 

1. Hafta 153.8±23.78 0.3410.058 -3.93±0.275 

1. Ay 155.1±1.767 0.289±0.033 -1.90±0.205 

2. Ay 158.2±2.023 0.297±0.028 -2.27± 1.11 

3.Ay 162.5±1.819 0.312±0.021 -3.17±0.235 

6. Ay 232.6±22.77 0.439±0.070 -3.65±0.561 
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Tablo 4.34. KR-PCL-LPHNP formülasyonlarının 25°±2°C Stabilite Değerleri (n=3, 

ortalama±SS). 

Zaman Partikül Büyüklüğü 

(nm) 

PDI Zeta Potansiyel (mV) 

1. Gün 212.7±1.815 0.347±0.052 -9.53±0.324 

1. Hafta 265.9±2.92 0.374±0.023 -2.92±0.632 

1. Ay 190.8±1.940 0.347±0.031 -7.88±0.923 

 

Tablo 4.35. KR-PCL-LPHNP formülasyonlarının 40°±2°C Stabilite Değerleri (n=3, 

ortalama±SS).  

Zaman Partikül Büyüklüğü 

(nm) 

PDI Zeta Potansiyel (mV) 

1. Gün 212.7±1.815 0.347±0.052 -9.53±0.324 

1. 

Hafta 

194.9±4.352 0.330±0.043 -2.39±0.159 

1. Ay 150.4±2.606 0.266±0.003 -2.15±0.403 

 

4.8. Krizotininb Yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Hücre 

Kültürü Çalışmaları 

4.8.1. Hücre Kültürü Çalışmaları 

Hücre kültürü çalışmalarında kullanılmak üzere çoğaltılan insan 

adenokarsinom hücresi olan NCI-H2228 (EML4-ALK füzyon akciğer 

adenokarsinom)  hücre hattının 2., 4.ve 9. gün görüntüleri  Şekil 4.14.’de verilmiştir. 
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Şekil 4.14. NCI-H2228 hücre hattının görüntüleri (A: 2.gün, B: 4.gün ve C ve D: 

9.gün) 

4.8.2 Hücre Canlılık Analizi 

Lipit-polimer hibrit nanopartiküllerin NCI-H2228 (EML4-ALK füzyon 

akciğer kanseri)  hücre hatlarının proliferasyonu üzerindeki etkilerinin saptanabilmesi 

için; 0.025 µM- 0.05 µM- 0.1 µM- 0.2 µM- 0.4 µM-0.8 µM ve 1.6 µM 

konsantrasyonlarında (7 farklı konsantrasyon değeri) KR-PCL-LPHNP 

formülasyonlarının, KR-PLGA-LPHNP formülasyonlarının, ilaç içermeyen PCL 

LPHNP formülasyonlarının, ilaç içermeyen PLGA LPHNP formülasyonlarının ve 

etken maddenin 48 saat boyunca inkübasyon sonrası XTT yöntemi ile elde edilen 

hücre canlılığı verileri Şekil 4.15.-4.17.‘de sunulmuştur (162, 176-179).   
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Şekil 4.15. Krizotinib etkin maddesiyle 48 saat uygulama sonrası NCI-H2228 hücre 

canlılığı (n=6, ortalama±SS). 

 

 

 

 

 

Şekil 4.16. a) İlaç yüklü olmayan PLGA LPHNP formülasyonlarıyla 48 saat uygulama 

sonrası NCI-H2228 hücre canlılığı, b) İlaç yüklü olmayan PCL LPHNP 

formülasyonlarıyla 48 saat muamele sonrası NCI-H2228 hücre canlılığı 

(n=6, ortalama±SS). 
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Şekil 4.17. a) KR-PLGA-LPHNP formülasyonlarıyla 48 saat uygulama sonrası NCI-

H2228 hücre canlılığı, b) KR-PCL-LPHNP formülasyonlarıyla 48 saat 

uygulama sonrası NCI-H2228 hücre canlılığı (n=6, ortalama±SS). 

 

Tablo 4.36. Formülasyonlara ait IC50 değerleri. 

 

Formülasyon IC50* Değeri (µM) 

 

Log IC50 Değeri 

 

KR-PCL-LPHNP 0.2946 

 

-0.5308 

 

KR-PLGA-LPHNP 0.3658 

 

-0.4368 

 

Serbest Krizotinib 

 

0.7101 -0.1487 

*IC50:  Hücrelerin %50 canlılık gösterdiği inhibisyon konsantrasyonu 

 

Hücre canlılığı analizinde, formülasyonların hücrelerle 48 saat 

inkübasyonundan sonra KR-PCL-LPHNP ve KR-PLGA-LPHNP formülasyonların da 

canlılığı azaltmasında istatistiksel açıdan anlamlı fark bulunmamıştır (p>0.05). KR-

PCL-LPHNP ve KR-PLGA-LPHNP formülasyonları ile serbest krizotinib 

karşılaştırıldığında ise LPHNP formülasyonlarının serbest krizotinibe göre istatistiksel 

açıdan anlamlı daha etkin bir sitotoksisite gösterdiği görülmüştür (p<0.05). İlaç 

içermeyen LPHNP formülasyonlarının ise hücrelerle 48 saat inkübasyon istatistiksel 

olarak anlamlı bir sitotoksik etki göstermediği gözlemlenmiştir. 
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4.9. Krizotinib Yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerinin Gen ve 

Protein Düzeyinde İnhibitör Etkilerinin Değerlendirilmesi 

4.9.1. RT-PCR Analizi 

EML4-ALK geninin alt (downstream) yolağındaki K-RAS, RAF, MEK, ERK 

genlerinin ekspresyon düzeylerinin değerlendirilebilmesinde RT-PCR kullanılmıştır; 

referans gen ile (GAPDH-kontrol) normalize edilerek sonuçlar Şekil 4.18.-4.21.’de 

verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.18. NCI-H2228 hücrelerinin K-RAS gen ekspresyonlarındaki bağıl değişim 

(n=3, ortalama±SS) (1.Krizotinib, 2. KR-PLGA-LPHNP, 3. KR-PCL-

LPHNP). 
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Şekil 4.19. NCI-H2228 hücrelerinin RAF gen ekspresyonlarındaki bağıl değişim (* 

p<0.05 kontrole karşı) (n=3, ortalama±SS) (1.Krizotinib, 2. KR-PLGA-

LPHNP, 3. KR-PCL-LPHNP). 

 

 

Şekil 4.20. NCI-H2228 hücrelerinin MEK gen ekspresyonlarındaki bağıl değişim (* 

p<0.05 kontrole karşı) (n=3, ortalama±SS) (1.Krizotinib, 2. KR-PLGA-

LPHNP, 3. KR-PCL-LPHNP). 
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Şekil 4.21. NCI-H2228 hücrelerinin ERK gen ekspresyonlarındaki bağıl değişim (* 

p<0.05 kontrole karşı) (n=3, ortalama±SS) (1.Krizotinib, 2. KR-PLGA-

LPHNP, 3. KR-PCL-LPHNP). 

 KR-PLGA-LPHNP ve KR-PCL-LPHNP formülasyonları ile hücrelerin 48 saat 

inkübasyonu sonunda hücrelerin K-RAS, RAF, MEK, ERK gen ekspresyon düzeyleri, 

referans gen ile (GAPDH) normalize edilmiş ve sonuçlar bağıl gen ekspresyonu olarak 

sunulmuştur. NCI-H2228 hücrelerindeki gen ekspresyon değişimleri incelendiğinde 

tüm genlerin ekspresyon düzeylerinde azalma eğilimi olduğu görülmüştür. RAF 

genindeki ekspresyon düzeyinin azalma eğiliminin KR-PLGA-LPHNP ve KR-PCL-

LPHNP formülasyonları için istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) olduğu 

gözlemlenmiştir. MEK, ERK genlerindeki ekspresyon düzeylerindeki azalma eğilimi 

ise KR-PCL-LPHNPs formülasyonu için istatistiksel açıdan anlamlı (p<0.05) olduğu 

görülmüştür. 

4.9.2. ELISA Deneyi 

Hücrelere formülasyonların uygulanması sonrasında K-RAS, RAF, MEK, 

ERK proteinlerinin düzeyleri ELISA ile tayin edilmiştir ve NCI-H2228 hücrelerinde 

uygulama sonrası protein düzeylerine ilişkin sonuçlar Şekil 4.22.-4.25.’de verilmiştir. 
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Şekil 4.22. NCI-H2228 hücrelerinde uygulama sonrası K-RAS protein düzeyleri (n=3, 

ortalama±SS) (1.Krizotinib, 2. KR-PLGA-LPHNP, 3. KR-PCL-LPHNP). 

 

 

Şekil 4.23. NCI-H2228 hücrelerinde uygulama sonrası RAF protein düzeyleri (* 

p<0.05 kontrole karşı) (n=3, ortalama±SS) (1.Krizotinib, 2. KR-PLGA-

LPHNP, 3. KR-PCL-LPHNP). 
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Şekil 4.24. NCI-H2228 hücrelerinde uygulama sonrası MEK protein düzeyleri (* 

p<0.05 kontrole karşı) (n=3, ortalama±SS). (1.Krizotinib, 2. KR-PLGA-

LPHNP, 3. KR-PCL-LPHNP). 

 

 

Şekil 4.25. NCI-H2228 hücrelerinde uygulama sonrası ERK protein düzeyleri (* 

p<0.05 kontrole karşı) (n=3, ortalama±SS) (1.Krizotinib, 2. KR-PLGA-

LPHNP, 3. KR-PCL-LPHNP). 
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 LPHNP’lerin etkinliğinin değerlendirilmesinde hedef genin alt yolağında 

bulunan genlerinin ekspresyon seviyelerinin yanında bu genler tarafından üretilen 

proteinlerin ekspresyon seviyeleri de değerlendirilmiştir. NCI-H2228 hücreleriyle 48 

saatlik inkübasyon sonrasında K-RAS protein düzeyinde KR-PLGA-LPHNP ve KR-

PCL-LPHNP formülasyonları ile azalma görülse de kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında protein düzeyindeki azalmanın istatistiksel açıdan anlamlı 

olmadığı görülmüştür (p>0.05).  RAF, MEK ve ERK protein düzeylerine bakıldığında; 

serbes krizotinib, KR-PLGA-LPHNP ve KR-PCL-LPHNP formülasyonları 

uygulanmasını takiben hücrelerde protein düzeylerinde istatiksel olarak anlamlı bir 

azalma görülmemiştir (p>0.05).  
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5. TARTIŞMA 

 Tez çalışmalarımız kapsamında, küçük hücreli olmayan akciğer kanserinin 

tedavisi amacıyla lipit-polimer hibrit nanopartiküller, Box-Behnken deney tasarımı 

kullanılarak geliştirilmiştir. Lipit-polimer hibrit nanopartiküllerin Box-Behnken deney 

tasarımı kullanılarak optimize edilmesinde hazırlama yönteminin ve farklı 

polimerlerin formülasyona etkisi değerlendirilmiştir. Geliştirilen lipit- polimer hibrit 

nanopartiküllerin in vitro karakterizasyon çalışmaları yürütülmüştür. Tez 

çalışmalarımız kapsamında elde ettiğimiz bulgular, tartışma bölümünde ayrıntılı 

şekilde literatür verileriyle karşılaştırmalı olarak incelenecektir. 

5.1. Krizotinib yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin 

Hazırlanması  

Tez kapsamında LPHNP formülasyonlarının hazırlanmasında polimer 

çekirdek tabakası FDA tarafından onaylı biyouyumlu ve biyoparçalanır polimerler 

olan PLGA ve PCL polimerleri kullanılmıştır (180, 181). LPHNP formülasyonlarında 

hücreye penetrasyonu arttıran, polimer çekirdekten etken maddenin sızmasını 

engelleyen lipit tabaka için literatürde sıklıkla kullanılan doğal yapılı bir fosfolipid 

olan soya fosfatidilkolin kullanılmıştır (134, 182, 183). En dışta bulunan hidrofilik 

polimer katmanı için ise literatürde LPHNP formülasyonlarında en çok kullanılan 

lipit-PEG olan DSPE-PEG2000 kullanılmıştır (184-187).  

Önformülasyon çalışmalarında LPHNP formülasyonları için farklı hazırlama 

yöntemleri belirlenmiştir. Tez kapsamında LPHNP formülasyonlarına farklı 

polimerlerin ve hazırlama yöntemlerinin etkisinin değerlendirilebilmesi için, 

krizotinib etken maddesinin suda çözünmemesini göz önünde bulundurarak, tek 

basamaklı hazırlama yöntemlerinden olan emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma 

yöntemi ve nanoçöktürme yöntemi kullanılmıştır (133, 188, 189). Literatürde, 

emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yönteminde etken maddenin suda 

çözünürlüğüne bağlı olarak çift emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi 

(Y/S/Y emülsiyon tipi) veya emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi (Y/S 

emülsiyon tipi) kullanılmaktadır. Hidrofobik yapıya sahip krizotinib için 

formülasyonların hazırlanmasında emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma 

yönteminde yararlanılmıştır. Yöntemde yağ fazı olarak diklorometan; su fazı olarak 
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%4 etanol-su (h/h) kullanılmıştır. Nanoçöktürme yönteminde ise krizotinibin 

çözündüğü su ile karışabilir faz olarak aseton ve su fazı olarak da %4 etanol-su (h/h) 

kullanılmıştır. Hazırlama yöntemlerinin belirlenmesini takiben LPHNP’lerin polimer, 

lipit ve lipit-PEG miktarlarının belirlenmesi amacıyla çeşitli çalışmalar 

gerçekleştirilmiştir.  Literatürde her iki hazırlama yöntemininde kullanıldığı 

çalışmalarda genellikle lipit/polimer oranının %10-20 (a/a) arasında denendiği ve en 

ideal lipit/polimer oranının %15 (a/a) olduğu gösterilmiştir (120, 137, 190). Bu 

çalışmalar kapsamında, lipit/polimer oranının artmasıyla kritik misel 

konsantrasyonundan daha yüksek lipit konsantrasyonuna ulaşılmasıyla LPHNP 

oluşmasına ek olarak lipozomlarında oluştuğu; lipit/polimer oranının azalmasıyla da 

aglomerasyon gerçekleştiği gösterilmiştir (191-195). Ayrıca lipit tabakanın polimer 

çekirdeğin etrafını sarması nedeniyle lipit/polimer oranı formülasyonların ilaç 

yükleme oranını ve ilaç salım profilini etkilediği de belirlenmiştir (196, 197). En dış 

tabaka olan lipit-PEG tabakasının ise LPHNP formülasyonların kolloidal stabilitesini 

sağlayan tabaka olduğu çeşitli çalışmalar ile gösterilmiştir (198, 199). Lipit-PEG 

tabakası içerecek ve içermeyecek şekilde hazırlanan LPHNP formülasyonlarında lipit-

PEG yokluğunda, formülasyonun kolloidal stabilitesinin sağlanmadığı ve 

formülasyonların agrege olduğu gösterilmiştir (132, 200). Gerçekleştirilen çalışmalar 

kapsamında lipit/lipit-PEG oranının %25 (a/a) olduğu formülasyonlarda pasif 

hedeflendirmeye uygun partikül büyüklüğünde (<400 nm), sterik stabil LPHNP 

formülasyonların hazırlanabildiği bildirilmiştir (136). Krizotinibin LPHNP 

fomülasyonlarına hangi oranda eklememiz gerektiği kapsamındaki literatür tarama ve 

formülasyon deneme çalışmalarımız doğrultusunda da etkin madde/polimer oranı %5 

(a/a) olacak şekilde formülasyon bileşen miktarları belirlenmiştir (108, 156, 201-203). 

Tüm bu bilgiler ve deneme çalışmaları kapsamında önformülasyon çalışmalarında 

LPHNP formülasyonları için polimer (10, 15, 20 mg), soya fosfatidilkolin (1.5, 2.25, 

3 mg) ve DSPE-PEG200 (0.4, 0.6, 0.8 mg) miktarları belirlenmiştir.   

5.2.Box-Behnken Deney Tasarımı İle Lipit-Polimer Hibrit 

Nanopartiküllerin Ön Formülasyon Çalışmaları ve Optimizasyonu 

Geleneksel ön formülasyon çalışmalarında değişkenlerin formülasyona etkisi 

incelenirken her bir deneyde yalnız bir değişken değiştirilip diğer değişkenler sabit 



87 

 

kalarak deneyler gerçekleştirilmektedir. Bu durum maliyetlidir ve değişkenler arası 

etkileşimlerin incelenmesine olanak sağlamamaktadır. Literatürde  az sayıda deney ile 

çok sayıda değişkenin incelenebildiği çeşitli yöntemler bulunmaktadır (204-214). Tez 

kapsamında yapılan çalışmalarda öncelikle bağımsız değişkenler ve bu bağımsız 

değişkenlerin etkileyeceği cevap değişkenleri (bağımlı değişken) belirlenmiştir. 

Bağımsız değişken sayısının üç adet olması, birbirinden bağımsız formülasyonların 

olması ve değişkenlerin birbirleriyle olan ikinci dereceden etkileşimlerinin de 

incelenebilmesi amacıyla literatürde sıklıkla kullanılan, çalışma planımıza uyan ve üç 

veya daha fazla bağımsız değişkenin etkilerinin incelemesinde daha az deney sayısı ile 

hızlı sonuç alınabilen, Box-Behnken deney tasarımından yararlanılmıştır (215). 

Literatür taramaları ve ön çalışmalar yapılarak bağımsız değişkenlerin değerleri 

belirlenmiştir (124, 133).  Bağımsız değişkenler ve üç faklı (düşük/orta/yüksek) düzeyi 

Tablo 3.1.’de verilmektedir. Formülasyonu etkileyen diğer faktörler (polimerlerin 

molekül ağırlığı (kDa), santrifüj hızı, santrifüj süresi, sonikasyon süresi, sonikasyon 

gücü) bağımlı değişkenlerin cevabını etkileyeceği için sabit tutularak formülasyonlar 

hazırlanmıştır. Deney tasarımının oluşturulması,  deneylerin  randomize  edilmesi  ve  

istatistiksel analizler için “Design Expert®13 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, 

ABD)” yazılımı kullanılmış,her bir hazırlama yöntemi ve polimer için olası 15 adet 

formülasyon oluşturulmuş, tüm formülasyonlar üç tekrarlı hazırlanmıştır. Deney 

tasarımı kapsamında, lipit-polimer hibrit nanopartiküllerin hazırlanmasında kullanılan 

bağımsız değişkenleri ve miktarları Tablo 3.2’de gösterilmiştir.  Tasarım kapsamında 

bağımsız değişkenlerin etkileyeceği cevap değişkenleri olarak partikül büyüklüğü, 

PDI ve zeta potansiyel değeri belirlenmiş; zeta potansiyelin -20/ -30 mV, partikül 

büyüklüğü ve PDI değerinin minimum değerde kalması amaçlanmıştır. Design 

Expert®13 yazılımı ile tasarım kapsamında değişkenler arasındaki etkileşimler 

incelenerek, formülasyondan elde edilen çıktıların değerlendirilmiş ve her bir cevap 

değişkeni için matematiksel denklem oluşturulmuştur. X1, X2 ve X3 bağımsız 

değişkenlerinin Y1, Y2 ve Y3 bağımlı değişkenlere uyumu (model uyumu), R2 değerleri 

ile değerlendirilmiştir. Hazırlama yöntemi ve polimere göre formülasyonlar 

birbirinden bağımsız olarak kendi içlerinde değerlendirilmiştir. Bağımsız 

değişkenlerin bağımlı değişkenlere etkileri değerlendirilirken, p değerinden 

yararlanılmıştır.  
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Bağımsız değişkenlerin, bağımlı değişkenlere etkilerine işiklin ANOVA 

analizleri incelendiğinde; nanoçöktürme yöntemi ve PLGA polimeri ile hazırlanan 

LPHNP formülasyonlarda partikül büyüklüğü üzerinde polimer miktarı, lipit miktarı, 

DSPE-PEG2000 miktarı ve polimer miktarı/DSPE-PEG2000 miktarı etkileşim etkisi 

anlamlı etki gösterirken; PDI değeri için polimer miktarı, lipit miktarı, DSPE-PEG 200 

miktarı ve polimer miktarı/lipit miktarı ve polimer miktarı/DSPE-PEG200 miktarı 

etkileşim etkisi anlamlı etki göstermiştir (p<0.05). Zeta potansiyel değeri için ise lipit 

miktarı/DSPE-PEG200 miktarı etkileşim etkisi anlamlı etki göstermiştir (p<0.05). 

Formülasyonda ikinci dereceden etkiler anlamlı bulunmamıştır (Tablo 4.2.-4.4.). 

Nanoçöktürme yöntemi ve PCL polimeri ile hazırlanan LPHNP 

formülasyonlarda partikül büyüklüğü üzerinde polimer miktarının ikinci dereceden 

etkisi dışında diğer bağımsız değişkenler ve etkileşim etkileri istatistiksel anlamlı 

bulunurken; PDI değeri için lipit miktarı, DSPE-PEG2000 miktarı ve polimer 

miktarı/DSPEPEG200 miktarı etkileşim etkisi anlamlı etki göstermiştir (p<0.05). Zeta 

potansiyel değeri için ise lipit miktarı/DSPE-PEG200 miktarı etkileşim etkisi anlamlı 

etki göstermiştir (p<0.05) (Tablo 4.6.-4.8.). 

Emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ve PLGA polimeri ile 

hazırlanan LPHNP formülasyonlarda partikül büyüklüğü üzerinde polimer miktarı, 

lipit miktarı ve polimer miktarı/DSPE-PEG2000 miktarı etkileşim etkisi anlamlı etki 

gösterirken PDI değeri için DSPE-PEG2000 miktarı, polimer miktarı/DSPE-PEG200 

miktarı, lipit miktarı/DSPE-PEG200 miktarı etkileşim etkisi, polimer ve DSPE-

PEG200 miktarının ikinci dereceden etkisi anlamlı etki göstermiştir (p<0.05). Zeta 

potansiyel değeri için ise lipit miktarı/DSPE-PEG200 miktarı etkileşim etkisi anlamlı 

etki göstermiştir (p<0.05) (Tablo 4.10.-4.12.). 

Emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ve PCL polimeri ile 

hazırlanan LPHNP formülasyonlarda partikül büyüklüğü için polimer miktarı ve lipit 

miktarı anlamlı etki gösterirken; PDI değeri için DSPE-PEG200 miktarı ve polimer 

miktarı/DSPE-PEG200 miktarı etkileşim etkisi anlamlı etki göstermiştir (p<0.05). 

Zeta potansiyel değeri için ise lipit miktarı/DSPE-PEG200 miktarı etkileşim etkisi 

anlamlı etki göstermiştir (p<0.05) (Tablo 4.14.-4.16.). 
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ANOVA analizleri sonucunda bütün formülasyonlar için polimer ve lipit 

miktarının partikül büyüklüğünü; DSPE-PEG 200 miktarının PDI değerini; soya 

fosfatidilkolin ve DSPE-PEG 200 arasındaki etkileşimin zeta potansiyel değerini 

istatistiksel olarak anlamlı etkilediği görülmektedir. Literatürde, Tahir ve arkadaşları 

tarafından, PLGA polimeri ve soya fosfatidilkolin lipidi ile Box-Behnken deney 

tasarımından yararlanılarak hazırlanan LPHNP formülasyonlarında da polimer ve lipit 

miktarının, partikül büyüklüğünü istatistiksel olarak anlamlı etkilediği; tez bulgularına 

benzer şekilde sabit polimer miktarında artan lipit miktarları ile partikül büyüklüğünün 

arttığı raporlandırılmıştır (216). Başka bir çalışma da Gajra ve arkadaşlarının Box-

Behnken deney tasarımı ile hazırladığı LPHNP formülasyonlarında  polimer ve lipit 

oranının partikül büyüklüğü üzerindeki etkisini değerlendirmiş, artan polimer ve lipit 

miktarları ile partiküllerin büyüklüklerinin de arttığını gözlemlemiştir (217).  

DSPE-PEG 2000 miktarının PDI değişkeni üzerindeki istatistiksel anlamlı  

etkisi değerlendiğinde; DSPE-PEG 2000 bileşenin, nanopartiküllerin yüzey 

özelliklerini modifiye ettiği, yapısındaki PEG zincirleriyle partiküllere sterik engel 

oluşturarak agregasyonu engellediği ve tekdüze nanopartiküllerin oluşmasına olanak 

sağladığı bilinmektedir (132, 200). Literatürde Saraswat ve arkadaşlarının, dayanıklı 

ve tekdüze lipozomal nanopartiküller elde etmek amacıyla gerçekleştirdiği bir 

çalışmada, farklı molar oranlarda DSPE-PEG 2000 kullanılarak nanopartikül 

formülasyonları geliştirilmiş ve DSPE-PEG 2000 miktarının formülasyonun 

tekdüzeliğini etkilediği bildirilmiştir (218). 

 Lipit miktarı/DSPE-PEG200 miktarının zeta potansiyel değeri üzerindeki 

istatistiksel anlamlı etkisi değerlendiğinde ise; LPHNP formülasyonlarında kullanılan 

soya fosfatidilkolinin, zwitteriyon yapısında olması ve lipitin yapısındaki pozitif yüklü 

amonyum ve negatif yüklü fosfat grupları bulunması, soya fosfatidilkolin ile DSPE-

PEG200 arasındaki etkileşimin nanopartiküllerin zeta potansiyel değerini etkilediği 

göstermektedir (219). Literatürde, tez çalışmalarında elde edilen sonuçlara benzer 

şekilde, Bhattacharya ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen Box-Behnken deney 

tasarımı ile LPHNP formülasyonlarının hazırlandığı çalışmada; zeta potansiyel değeri 

üzerinde, lipit/lipit-PEG oranının istatistiksel olarak anlamlı etki gösterdiği 

bildirilmiştir (220).  
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 Box-Behnken tasarımı ile bağımsız değişkenlerin cevap değişkenleri (bağımlı 

değişken) üzerine etkisinin matematiksel modellerle gösterilmesinin ardından 

hedeflenen partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerine sahip optimum 

formülasyon bileşenlerinin elde edilebilmesi için hedef fonksiyonundan 

yararlanılmıştır (221, 222). Emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ile 

PLGA polimeri ile hazırlanan LPHNP formülasyonlarda polimer miktarı, lipit miktarı 

ve DSPE-PEG200 miktarı sırasıyla 17 mg, 1.5 mg ve 0.6 mg iken nanoçöktürme 

yöntemi ile PLGA polimeri ile hazırlanan LPHNP formülasyonlarda polimer miktarı, 

lipit miktarı ve DSPE-PEG200 miktarı sırasıyla 12 mg, 1.5 mg ve 0.7 mg olarak 

belirlenmiştir. Emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ile PCL polimeri 

ile hazırlanan LPHNP formülasyonlarda ise polimer miktarı, lipit miktarı ve DSPE-

PEG200 miktarı sırasıyla 14 mg, 1.6 mg ve 0.8 mg iken nanoçöktürme yöntemi ile 

PCL polimeri ile hazırlanan LPHNP formülasyonlarda polimer miktarı, lipit miktarı 

ve DSPE-PEG200 miktarı sırasıyla 10 mg, 1.5 mg ve 0.6 mg olarak belirlenmiştir. 

Belirlenen formülasyon bileşenleri ile hazırlanan optimum formülasyonlara ait tahmin 

edilen ve gözlenen değerler, fark, hata yüzdesi 4.1.Lipit-Polimer Hibrit 

Nanopartiküllerin Optimizasyonu: Box-Behnken Deney tasarımı’nda Tablo 4.18.–

4.21.’de verilmiştir. 

5.3. Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Partikül Büyüklüğü, 

Partikül Büyüklük Dağılımı ve Zeta Potansiyel Değerleri 

Tez çalışmaları kapsamında, ön formülasyon çalışmalarında hazırlanan ilaç 

yüklü olmayan LPHNP formülasyonlarına ait partikül büyüklüğü, PDI ve zeta 

potansiyel sonuçları Tablo 4.1, Tablo 4.5, Tablo 4.9 ve Tablo 4.13.’ de verilmektedir. 

PLGA ile emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ile hazırlanan ilaç 

yüklü olmayan LPHNP formülasyonlarına ait ortalama ortalama partikül büyüklüğü 

203-387 nm, PDI 0.1-0.4 aralığında; PCL ile emülsiyon oluşturma-çözücü 

buharlaştırma yöntemi ile hazırlanan ilaç yüklü olmayan LPHNP formülasyonlarına 

ait ortalama ortalama partikül büyüklüğü 228-354 nm, PDI 0.1-0.4 aralığında; PLGA 

ile nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan ilaç yüklü olmayan LPHNP 

formülasyonlarına ait ortalama ortalama partikül büyüklüğü 135-180 nm, PDI 0.1-0.3 

aralığında; PCL ile nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanan ilaç yüklü olmayan LPHNP 
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formülasyonlarına ait ortalama ortalama partikül büyüklüğü 195-285 nm, PDI 0.1-0.2 

aralığında bulunmuştur. Hazırlanan ilaç yüklü olmayan, dört farklı LPHNP 

formülasyonlarında polimer ve lipit miktarının artmasıyla partiküllerin boyutlarının 

arttığı, optimizasyon çalışmaları ile uyumlu şekilde, PDI ve zeta potansiyel 

değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik olmadığı (p>0.05) görülmüştür. 

Literatürde de benzer şekilde, Venugopal ve arkadaşları tarafından yapılan bir 

çalışmada, formülasyonda polimer miktarının artmasıyla nanopartiküllerin 

büyüklüklerinde artış gözlenebileceği bildirilmiştir (223). Zhao ve arkadaşları 

tarafından yapılan bir başka çalışmada, benzer şekilde, polimer ve lipit miktarının 

artmasıyla, nanopartiküllerin partikül büyüklüklerinin arttığı raporlandırılmıştır (224).  

Hazırlanan bütün formülasyonlarda zeta potansiyel değerinin DSPE-PEG2000 

kaynaklı negatif değerde olduğu görülmüştür. DSPE-PEG2000 yapısındaki DSPE 

(1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin) anyonik yapıya sahip bir lipit; PEG 2000 

zinciri ise nötral yapıya sahip bir polimerdir (225). Literatürde çeşitli çalışmalarda, 

LPHNP formülasyonlarında kullanılan DSPE-PEG2000 bileşeninin anyonik özellik 

göstermesi sonucu nanopartiküllerin zeta potansiyel değerini negatif olduğu 

bildirilmiştir  (226-228).  

Formülasyonlarda kullanılan polimer tipine bağlı olarak LPHNP’lerin partikül 

büyüklüğündeki değişimin (PLGA polimeri ile hazırlanan LPHNP formülasyonlarının 

PCL ile hazırlanan LPHNP formülasyonlarına göre ortalama partikül büyüklüğü 

küçüktür) istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) olduğu gözlenirken; PDI ve zeta 

potansiyel değerlerinde anlamlı bir değişiklik olmadığı gözlemlenmiştir (p>0.05). 

Partikül büyüklüğünü, kullanılan polimerin molekül ağırlıkları, zincir uzunlukları ve 

farklı yapılarının etkilediği bilinmektedir (229). Bu özelliklere ek olarak polimerlerin 

lipitler ile etkileşimi de partikül büyüklüğünü etkilemektedir (229).  Literatürde, Raval 

ve arkadaşlarının PLGA ve PCL polimerleri ile ayrı olarak hazırladığı nanopartikülleri 

karşılaştırdığında, nanopartiküllerin partikül büyüklükleri arasında istatistiksel 

anlamlı fark olduğunu bildirmiştir (230).   

Box-Behnken deney tasarımı ile belirlenen optimum PLGA ve PCL polimerleri 

ile emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemiyle hazırlanan krizotinib yüklü 

LPHNP formülasyonlarında faz ayrışması gözlemlenmiş; partiküller elde 

edilememiştir. Bu nedenle PLGA ve PCL polimerleri ile nanoçöktürme yöntemi ile 
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hazırlanmış krizotinib yüklü LPHNP formülasyonları ile çalışmalara devam edilmiştir. 

Box-Behnken deney tasarımı ile belirlenen optimum ilaç yüklü olmayan ve krizotinib 

yüklü LPHNP formülasyonları (Tablo 4.22.-4.23.) nanoçöktürme yöntemiyle 

hazırlanmış ilaç yüklü olmayan PLGA LPHNP formülasyonlarının partikül büyüklüğü 

ortalama 134.0±4.063 nm, PDI 0.148±0.012 ve zeta potansiyel değeri -22.9±0.780 

iken KR-PLGA-LPHNP formülasyonlarının partikül büyüklüğü ortalama 124 ± 

0.9609 nm, PDI 0.225 ± 0.001 ve zeta potansiyel değeri -10.4 ± 0.327 mV olarak 

ölçülmüştür. Optimum ilaç yüklü olmayan nanoçöktürme yöntemiyle hazırlanmış PCL 

LPHNP formülasyonlarının ise partikül büyüklüğü ortalama 215.6±1.588 nm, PDI 

0.124±0.010 ve ve zeta potansiyel değeri -28.6±0.462 mV iken KR-PCL-LPHNP 

formülasyonlarının partikül büyüklüğü ortalama 211.8 ± 1.701 nm, PDI 0.123 ± 0.005 

ve zeta potansiyel değeri - 7.55 ± 0.445 mV olarak ölçülmüştür. Bu durumda 

LPHNP’lere krizotinib yüklenmesiyle partikül büyüklüğünün ve PDI değerinin 

istenen aralıkta kaldığı istatiksel olarak anlamlı değişimin gözlenmediği; zeta 

potansiyel değerinin pozitif yönde arttığı (katyonikleştiği) görülmüştür. Zeta 

potansiyel değerindeki bu değişimin; krizotnibin, LPHNP bileşenleri (polimer ve lipit) 

ile etkileşime girerek nanopartiküllerin yüzey yükü özelliklerini değiştimesi kaynaklı 

olduğu düşünülmektedir. Literatürde, Zhong ve arkadaşları tarafından krizotinib ile 

sorafenib etken maddesinin kombine kullanıldığı nanopartikül formülasyonunda; 

formülasyondaki krizotinib miktarının artması ile nanopartiküllerin zeta potansiyel 

değerinin katyonikleştiği gösterilmiştir (202).  

Literatür ile karşılaştırıldığında, tez çalışmalarında hazırlanan krizotinib yüklü 

LPHNP formülasyonlarının partikül büyüklüklerinin (< 400 nm) pasif hedeflendirme 

için uygun büyüklükte olduğu; formülasyonların tekdüze dağılım gösterdiği (PDI<0.3) 

görülmektedir (231-235).  Nanopartiküllerin pasif hedeflenmesinde nanopartiküllerin 

partikül büyüklükleri yanında nanopartiküllerin yüzey yükleri ve şekillerinin önemli 

olduğu bilinmektedir (236). LPHNP formülasyonlarının zeta potansiyel değerleri 

incelendiğinde ise negatif zeta potansiyelin literatür ile uyumlu olduğu görülmektedir 

(175, 237-241).  Zeta potansiyel, nanopartiküler sistemlerde fiziksel stabiliteyi 

gösteren bir değer olmasının yanı sıra nanopartiküller de kullanılan lipitlerin yapısına 

göre değeri negatif veya pozitif olarak değişmektedir (137, 242). Literatürde in vivo 

ortamda negatif zeta potansiyele sahip nanopartiküllerin, pozitif zeta potansiyele sahip 



93 

 

nanopartiküllerden daha az toksik, daha kararlı oldukları ve en dayanıklı kolloidal 

sistemlerin 20±30 mV zeta potansiyele sahip sistemler olduğu belirtilmektedir ancak 

zeta potansiyel değerinin tek başına fiziksel stabilite göstergesi olmadığı da 

bilinmektedir (243-245). Hazırlanan krizotinib yüklü olmayan optimum LPHNP 

formülasyonlarının zeta potansiyel değerleri -10/-30 mV aralığındayken, krizotinib 

yüklü LPHNP formülasyonlarının zeta potansiyel değerleri yaklaşık -10 mV 

değerindedir.  

5.4. Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Morfolojik Özellikleri 

 Tez çalışması kapsamında, LPHNP formülasyonlarının morfolojik olarak 

incelenmesinde TEM görüntüleme tekniği kullanılmıştır. Şekil 4.7.-4.10.’da krizotinib 

yüklü olmayan ve krizotinib yüklü LPHNP’lere ait TEM görüntüleri incelendiğinde 

LPHNP formülasyonların agrege olmadığı, düzgün yüzeyli ve küresel yapıda olduğu 

ve koyu renkli polimer çekirdeğini çevreleyen daha açık renkli fosfolipid tabakasına 

sahip olduğu görülmektedir. LPHNP formülasyonlarına ait koyu renkli polimer 

çekirdek ve açık renkli lipit tabakası görüntüsünün literatürdeki diğer LPHNP 

formülasyonlarındaki TEM görüntülerinde de benzer olduğu görülmüştür (246-250). 

Koyu renkli polimer çekirdek etken maddenin yüklenmesi ve nanopartiküllerden 

kontrollü salımın gerçekleşmesi için gerekli bir yapıyken; açık renkli lipit tabakası 

nanopartiküllerin dış kabuğunu ve yüzeyinin oluşturarak stabiliteyi sağlayarak 

agregasyonu önlemek ve hedef hücreler/dokular ile etkileşim için gerekli bir yapıdır 

(189). Malvern Zetasizer NanoZS ve TEM görüntüleri karşılaştırıldığında; 

nanopartiküllerin partikül büyüklüklerinin birbiri ile tutarlı olduğu, partiküllerin 

homojen olarak dağılım gösterdiği görülmektedir. TEM görüntüleri bireysel 

partiküllerin çapının ölçülmesine olanak sağlarken, NanoZS ile edilen görüntülerde 

daha geniş partikül popülasyonun ölçümü gerçekleştirilmekte ve genellikle bir dağılım 

profili hakkında ortalama değer elde edilmektedir (251).  TEM ve NanoZS ölçümleri 

sonucu benzer partikül büyüklüklerinin gözlenmesi nanopartiküllerin agrege 

olmadığını homojen olarak dağılım gösterdiğini göstermektedir. 

 



94 

 

5.5. Krizotinibin HPLC ile Miktar Tayini Yönteminin Geliştirilmesi ve 

Validasyonu 

 Tez çalışmaları kapsamında krizotinib etkin maddesi için HPLC ile miktar 

tayini yöntemi literatürdeki yöntemlerin modifiye edilmesiyle geliştirilmiş ve 

geliştirilen yöntemin validasyonu başarıyla tamamlanmıştır.  HPLC yönteminin 

doğrusallık çalışmaları 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01, 0.005, 0.001 mg.mL-1 

konsantrasyonlarında gerçekleştirilmiş ve çalışılan standart konsantrasyonlarına 

karşılık HPLC analizi ile elde edilen piklerin alanlarının doğrusal orantı da olduğu 

tayin edilmiştir. Analiz sonucunda kalibrasyon doğrusu için R2 değeri 0.998 olarak 

tayin edilmiştir. Değişkenler arasındaki ilişkiyi belirten 1’e yakın olması istenen R2 

değeri, konsantrasyon aralığımız da yöntemin doğrusal olduğunu göstermiştir. 

Validasyon çalışmaları kapsamında doğruluk parametresi kalibrasyon aralığında 

bulunan üç konsantrasyonda (yüksek, orta ve düşük) tayin edilmiştir. % Geri kazanım 

değerleri % 98 ve %100,07 aralığında bulunmuştur (Tablo 4.24.). Literatür çalışmaları 

ve uluslararası kılavuzlar incelendiğinde tayin edilen geri kazanım değerleri yöntemin 

doğruluğunu göstermiştir (252, 253).  Kesinlik parametresi, doğruluk parametresi gibi 

üç konsantrasyonda (yüksek, orta ve düşük) tekrar edilebilirlik ve tekrarlanabilirlik 

olarak tayin edilmiştir. Kesinlik parametresi değerlendirilirken ölçüm sonucu % 

varyasyon katsayısının ≤ %2 olması istenmektedir. Çalışmalarımıza tekrar edilebilirlik 

ve tekrarlanabilirlik parametrelerinin % varyasyon katsayısılarının %2’den küçük 

olması geliştirilen HPLC yönteminin tekrar edilebilir ve tekrarlanabilir olduğunu 

göstermiştir (Tablo 4.25.-4.26.). Seçicilik parametresi için LPHNP formülasyonlarının 

hazırlanmasında kullanılan yardımcı maddelerin pikleri ile krizotinibe ait pik 

karşılaştırılmış piklerin girişim yapmadığı gösterilmiştir (Şekil 4.12.). HPLC 

yönteminin krizotinib ve hazırlanan LPHNP formülasyonları için seçici olduğu tayin 

edilmiştir. Duyarlılık parametresinin incelenmesi kapsamında krizotinib için LOD 

68,59 ng/mL, LOQ ise 162,40 ng/mL olarak tayin edilmiştir. HPLC yönteminin 

krizotinib için nanogram seviyesinde doğru ve hassas şekilde ölçüm yapılabildiği 

gösterilmiştir.  
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5.6. Krizotinib yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin İlaç 

Yükleme Etkinliği ve in vitro Krizotinib Salım Çalışmaları  

 Tez kapsamında hazırlanan LPHNP formülasyonlarına yüklenen krizotinib 

miktarlarının belirlenebilmesi için ilaç yükleme etkinliği çalışması gerçekleştirilmiştir. 

Literatürde kullanılan polimerin ve lipitin cinslerinin, miktarlarının ve solvanlarda 

çözünürlüğünün, polimer-lipit etkileşimi, polimer-etken madde etkileşiminin ilaç 

yükleme etkinliğini değiştirdiği çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir (254).  İlaç yükleme 

etkinliğine ait bulgulara bakıldığında KR-PLGA-LPHNP ve KR-PCL-LPHNP 

formülayonları için sırasıyla %79.25±0.07 ve %70.93±1.81 olarak elde edilmiştir. 

Literatürde, bulgularımıza benzer şekilde, PLGA ve PCL polimerlerinin sahip 

oldukları benzer hidrofobik özellikleri nedeniyle, suda çözünmeyen krizotinibin, 

LPHNP formülasyonlarındaki hidrofobik polimer çekirdek bölgesine affinitesinin 

benzer olabileceği bildirilmektedir (230). Literatürde, Mota ve arkadaşları tarafından 

PLG  ve PCL polimerleriyle hazırlanan nanopartikül formülasyonlarının ilaç yükleme 

etkinliği karşılaştırılmış, iki polimer için ilaç yükleme etkinliklerinin benzer olduğu 

tespit edilmiştir (255). 

 Literatürde krizotinib yüklü nanopartiküller ile yapılan ilaç yükleme etkinliği 

çalışmaları incelendiğinde ise; Jiang ve arkadaşları tarafından hazırlanan krizotinib 

yüklü polilaktik-tokoferil polietilen glikol 1000 süksinat polimerik misellerin ilaç 

yükleme etkinliği çalışmalarının benzer şekilde indirekt yöntem ile gerçekleştirildiği 

ve ilaç yükleme etkinliği sonuçlarının tez çalışmalarına benzer olduğu görülmektedir 

(108). Diğer bir çalışma da Wang ve arkadaşları krizotinib yüklü polidopamin ile 

değiştirilmiş polilaktit-tokoferil polietilen glikol 1000 süksinat polimerik 

nanopartiküler sistemlerin ilaç yükleme etkinliğinin %83.95±3.23 olduğunu 

raporlandırmıştır (201). Başka bir çalışmada Melo-Diogo ve arkadaşları krizotinib, 

palbosiklib ve sildenafil etken maddelerini kombine olarak D-a-tocopheryl polietilen 

glikol 1000 süksinat-polilaktik asit polimerik misellere yüklemiş ve krizotinib için 

enkapsülasyon etkinliğini %77±3 olarak bildirmiştir (156). Literatürde krizotinib 

etken maddesinin tek başına veya kombine halde yüklendiği sınırlı sayıda 

nanopartiküler formülasyon çalışmaları ilaç yükleme etkinliği çalışmaları 

incelendiğinde sonuçlarının tez kapsamında yapılan çalışmaların sonuçları ile uyumlu 

olduğu görülmektedir. 
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 Krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarının in vitro salım profillerinin elde 

edilmesi amacıyla; örneklerden farklı zaman noktalarında örnekler alınarak salım 

profili oluşturulmuştur (Şekil 4.13.). Zamana karşı-% kümülatif salım profili 

incelendiğinde KR-PLGA-LPHNP ve KR-PCL-LPHNP formülasyonların da 

krizotinib salım profilleri açısından istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmıştır 

(p<0.05). Krizotinib yüklü PCL polimeri ile hazırlanan LPHNP formülasyonlarında 

krizotinibin ani patlama şeklinde (burst release) salım gösterdiği ve krizotinibin 

yaklaşık %100’ünün 48 saat içerisinde salındığı görülmüştür. Krizotinib yüklü PLGA 

polimeri ile hazırlanan LPHNP formülasyonların da ise herhangi bir patlama etkisi 

görülmeden kademeli ve kontrollü olarak, 96 saat içerisinde krizotinibin yaklaşık 

%100’ünün salındığı görülmüştür. KR-PLGA-LPHNP formülasyonların da gözlenen 

salım profiline benzer şekilde, Jiang ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada 

krizotinibin PLA polimerik misellerinden salımına ait salım profili incelendiğinde iki 

aşamalı bir salım gerçekleştiği bildirilmiştir. İki aşamalı salımın ilk 24 saatinde daha 

hızlı bir salım ile ilacın yaklaşık %40’ının salındığı gözlenirken devam eden 96 saatte 

krizotinibin yaklaşık %100’ünün kontrollü bir salım gösterdiği rapor edilmiştir. 

Serbest krizotinib ve krizotinib yüklü nanopartiküllerin salım profillerinin 

karşılaştırıldığı bir çalışmada, krizotinib yüklü nanopartiküllerden salımın in vitro 

salım çalışmalar ile elde edilen salım profilleri ile benzer yavaş ve kontrollü olduğu 

bildirilmiştir (108). İlaç salımını, partikül büyüklüğü, zeta potansiyel değeri, ilaç 

yükleme etkinliği, ilacın polimer çekirdek-lipit tabaka ile etkileşimi, formülasyonda 

kullanılan polimerin cinsi, miktarı, hidrofobisitesi ve kimyasal yapısı gibi bir çok 

faktör etkilemektedir (256, 257). Bu sebeple iki farklı polimer ile hazırlanmış LPHNP 

formülasyonlarında salım profillerinin birbirinden farklı tayin edilmesi beklenen ve 

literatürde çalışmalarda karşılaşılan bir durumdur (258, 259). Elde edilen in vitro salım 

profilleri, konvansiyonel sistemlerin salım profilleri ile karşılaştırıldığında gözlenen 

kontrollü ve sürekli salım profilinin ilacın kan dolaşımında kalma süresinin artması ve 

tümöre hedeflenme açısından avantajlı olduğu bildirilmektedir (260). 
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5.7. Krizotinib yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Stabilite 

Çalışmaları 

Krizotinib yüklü LPHNP formülasyonları sulu dispersiyon halinde -20°C, 

25°C±2°C/60% RH±5% RH, 4°C±1°C ve 40°C±2°C/75% RH±5% RH ortamlarında 

6 ay süreyle bekletilerek in vitro fiziksel stabilite çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

Farklı koşullarda saklanan LPHNP formülasyonlarının partikül büyüklüğü, PDI değeri 

ve zeta potansiyel değerleri ölçülmüştür. Hem PLGA hem PCL ile hazırlanan lipit-

polimer hibrit nanopartikül formülasyonlarının 25°C±2°C/60% RH±5% RH ve 

40°C±2°C/75% RH±5% RH ortamlarında stabilitesi incelendiğinde 1. ay sonunda 

formülasyonlarda mikrobiyolojik üreme gerçekleşmiş ve formülasyonların stabil 

olmadığı gözlenmiştir. PLGA ile hazırlanan Krizotinib yüklü lipit-polimer hibrit 

nanopartiküllerin, -20°C’deki stabilitelerine bakıldığında ilk 3 aydan sonra 

agregasyonun giderek arttığı buna bağlı olarak da partikül büyüklüğü ve PDI değerinin 

(partiküllerin homojenizitesi azaldığı) istatistiksel anlamlı olarak arttığı, zeta 

potansiyelinin istatistiksel anlamlı olarak katyonikleştiği (p<0.05) ; 4°C±1°C 

ortamındaki stabilitelerine bakıldığında ise -20°C’ye göre partikül büyüklüğü ve PDI 

değerinin daha küçük kaldığı, zeta potansiyelinde istatistiksel anlamlı bir değişimin 

olmadığı gözlemlenmiştir (p>0.05).  KR-PCL-LPHNP formülasyonlarınında KR-

PLGA-LPHNP formülasyonlarına benzer şekilde -20°C’de ilk 3 aydan sonra partikül 

büyüklüğü ve PDI değerlerinin arttığı, zeta potansiyelinde pozitif yöne doğru azaldığı 

(p<0.05); 4°C±1°C ortamındaki LPHNP formülasyonlarının -20°C’deki LPHNP 

formülasyonlarından daha stabil kaldığı gözlemlenmiştir. 

Literatürde Mandal ve arkadaşları tarafından tez çalışmamıza benzer şekilde 

hazırlanan LPHNP formülasyonlarının 2-8°C’de sulu dispersiyonda 30 gün süreyle ve 

37°C’de %50 FBS ortamında 24 saat süreyle stabilite çalışmaları gerçekleştirmiştir. 

Çalışmanın sonucunda 30 gün süreyle 2-8°C’de bekletilen LPHNP formülasyonların 

da benzer şekilde partikül büyüklüğü ve PDI değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı 

değişiklik gözlenmemiştir (p>0.05). 24 saat süreyle 37°C’de %50 FBS ortamında 

bekletilen LPHNP formülasyonlarının ise ilk 12 saatte stabil olduğu devam eden 12 

saat içerisinde formülasyonların stabilitesinin azaldığı gösterilmiştir (65). Yue ve 

arkadaşlarının yaptığı LPHNP formülasyonlarının stabilitesini dispersiyon halinde 
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4°C’de 3 ay süreyle  takip etmişlerdir. Stabilite çalışmaları sonucunda 3 ayın sonunda, 

tez kapsamında yapılan çalışmalara benzer şekilde, formülasyonların partikül 

büyüklüğü ve PDI değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı değişikliğin meydana 

gelmediğini bildirmişlerdir (261). Krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarının 

stabilite çalışmalarıyla elde edilen sonuçlar ve literatür doğrultusunda LPHNP 

formülasyonlarının fiziksel stabilitesini korumaları için 4°C±1°C ortamında 

saklanmalarının uygun olduğu görülmüştür.  

5.8. Krizotinib yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerin Hücre 

Kültürü Çalışmaları 

Serbest krizotinib, krizotinib yüklü olmayan LPHNP ve krizotinib yüklü 

LPHNP formülasyonlarının NCI-H2228 hücre hatlarının proliferasyonu üzerindeki 

etkilerinin saptanabilmesi için XTT yöntemi kullanılarak, IC50  (yarı maksimum 

inhibisyon konsantrasyonu) değerleri hesaplanmıştır. Literatür taraması ile belirlenen 

konsantrasyonlara karşılık NCI-H2228 hücrelerinin canlılığına ilişkin veriler Şekil 

4.15.-4.17.‘de sunulmuştur. NCI-H2228 hücreleri ile farklı konsantrasyonlarda 

LPHNP formülasyonlarının 48 saat inkübasyonu sonucunda KR-PLGA-LPHNP 

formülasyonu için IC50 değeri 0.366 µM; KR-PCL-LPHNP formülasyonu için IC50 

değeri 0.295 µM; serbest krizotinib için IC50 değeri 0.710 µM olarak hesaplanmıştır. 

KR-PCL-LPHNP ve KR-PLGA-LPHNP formülasyonlarıın IC50 değerleri arasındaki 

farkın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı (p>0.05); serbest krizotinib ile LPHNP 

formülasyonlarının IC50 değerleri arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0.05) olduğu görülmüştür.  IC50 değerleri açısından literatürle uyumlu olarak, 

LPHNP formülasyonlarının serbest krizotinibe göre daha etkin bir sitotoksisite 

gösterdiği saptanmıştır (175, 262).  Krizotinib yüklü olamayan LPHNP 

formülasyonlarının ise hücrelerle 48 saat inkübasyon sonrasında önemli bir toksik etki 

göstermediği gözlemlenmiştir. 

Literatürdeki hücre kültürü çalışmaları incelendiğinde; Tahir ve arkadaşları 

tarafından, PLGA polimeri ve soya fosfatidilkolin lipidi kullanarak metotraksat yüklü 

LPHNP formülasyonları geliştirilmiş; ilaç yüklü ve ilaç yüklü olmayan LPHNP 

formülasyonlarının sitotoksik etkilerini üç farklı hücre hattında (meme, kolarektal ve 

prostat kanseri hücre hatları) tayin etmişlerdir (216). Çalışmanın sonucunda, tez 
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çalışmalarına benzer şekilde, ilaç yüklü olmayan LPHNP formülasyonlarında her üç 

hücre hattında da sitotoksik etki göstermezken, ilaç yüklü LPHNP formülasyonu hücre 

hatlarında sitotoksik etki gösterdiği görülmüştür (216). Khan ve arkadaşlarının 

sisplatin yüklü LPHNP formülasyonlarıyla over kanser hücrelerinde gerçekleştirdiği 

çalışmada, sisplatin içermeyen LPHNP formülasyonlarının hücrelere sitotoksik etki 

göstermezken sisplatin yüklü LPHNP formülasyonlarının ve sisplatin çözeltisinin 

hücrelerde zamana ve doza bağımlı olarak sitotoksik etki gösterdiğini bildirmişlerdir 

(263). Başka bir çalışmada, Li ve arkadaşlarının 5-fluorourasil, irinotekan, oksiplatin 

kombine olarak LPHNP formülasyonlarına yüklediği bir diğer çalışmada,  kombine 

ilaç yüklü LPHNP formülasyonlarının, ilaç yüklü olmayan  LPHNP formülasyonlara 

göre pankreas kanseri hücrelerinde sitotoksisitesinin daha yüksek olduğu 

gösterilmiştir (264). Tez çalışmalarından elde edilen sonuçlar ve literatür 

doğrultusunda, etken madde yüklü LPHNP formülasyonları in vitro hücre kültüründe 

hücre canlılığını azaltan etki gösterirken; etken madde yüklü olmayan LPHNP 

formülasyonlarının uygulama dozunda toksik etki göstermediği görülmektedir.  

5.9. Krizotinib Yüklü Lipit-Polimer Hibrit Nanopartiküllerinin Gen ve 

Protein Düzeyinde İnhibitör Etkilerinin Değerlendirilmesi 

Krizotinib içeren (0,3 µM) KR-PLGA-LPHNP ve KR-PCL-LPHNP 

formülasyonları ile hücrelerin 48 saat inkübasyonu sonunda hücrelerin K-RAS, RAF, 

MEK, ERK gen ekspresyon düzeyleri, referans gen ile (GAPDH) normalize edilmiş 

ve sonuçlar bağıl gen ekspresyonu olarak Şekil 4.18.-4.21.’de sunulmuştur. NCI-

H2228 hücrelerindeki gen ekspresyon seviyelerinin değişimleri incelendiğinde, 

LPHNP formülasyonlarının uygulanmasını takiben K-RAS gen ekspresyonunda 

gözlemlenen azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamasına rağmen RAF 

genindeki ekspresyon düzeyinin azalma eğiliminin KR-PLGA-LPHNP ve KR-PCL-

LPHNP formülasyonları için istatistiksel açıdan anlamlı (p<0.05) olduğu 

gözlemlenmiştir. MEK, ERK genlerindeki ekspresyon düzeylerindeki azalma eğilimi 

ise KR-PCL-LPHNP formülasyonu için istatistiksel açıdan anlamlı (p<0.05) olduğu 

görülmüştür. Sadece serbest krizotinib uygulanan hücrelerdeki yüksek gen ekspresyon 

seviyeleri ise, krizotinibin serbest halinde uygulama konsantrasyonunun gen 

ekspresyonunu azaltmada yeterli olmadığını göstermiştir.  
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Literatürde, Gencer ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada K-

RAS gen ekspresyon seviyelerindeki azalma karşılaştırılmış; gen ekspresyonlarındaki 

azalma en çok DOTAP ile modifiye edilmiş siRNA yüklü PLGA nanopartiküllerinde, 

sonrasında hyalüronik asit ile kaplanmış DOTAP ile modifiye edilmiş siRNA yüklü 

PLGA nanopartiküllerinde ve siRNA yüklü PLGA nanopartiküllerinde görülmüştür. 

Formülasyonlar arası gen ekspresyon seviyelerindeki azalma eğiliminin farklı 

olmasının nedeninin nanopartiküllerin partikül büyüklüklerinin ve yüzey 

potansiyellerinin farklı olması hücreye giriş miktarlarının değişmesi kaynaklı 

olabileceği bildirilmiştir. Çalışmada, siRNA yüklü PLGA nanopartiküllerinin anyonik 

yüzey potansiyelleri nedeniyle gen seviyesinde en az azalma gözlendiği, hyalüronik 

asit ile kaplanmış DOTAP ile modifiye edilmiş siRNA yüklü PLGA 

nanopartiküllerinin ise partikül büyüklüğünün artması kaynaklı hücreye girişin 

azalmasına neden olduğu, ve ekspresyonun daha az oranda azaldığı bildirilmiştir 

(265). Zhang ve arkadaşlarına ait bir diğer çalışmada ise RAF/MEK/ERK sinyal 

yolağınıda genlerin susturulması amacıyla nanopartiküler sistem ve fotodinamik 

tedavi kombine edilerek kullanmıştır. Çalışmada tek başına nanopartiküler sistem 

uygulanması ile yeterli azalma sağlanamayan RAF/MEK/ERK ekspresyon 

seviyelerinde kombine tedavi ile  istatistiksel olarak anlamlı azalma gerçekleştirildiği 

gösterilmiştir (266).   

Tez çalışmaları kapsamında literatür ile uyumlu olarak, KR-PLGA-LPHNP 

formülasyonlarında RAS, MEK, ERK genlerinin ekspresyon seviyelerinin istatistiksel 

olarak anlamlı azalmadığı; KR-PCL-LPHNP formülasyonlarında ise RAS geninin 

ekspresyon seviyesinin istatistiksel açıdan anlamlı azalmadığı görülmüştür (p>0.05). 

Bu durumun nedenleri olarak; nanopartiküllerin karakteristik özelliklerinin farklı 

olması, EML4-ALK geninin alt yolağında bulunan RAS, RAF, MEK, ERK genlerinin 

aynı zamanda başka genlerinde alt yolağında bulunması ve bu yolakların krizotinib 

etken maddesi ile inhibe edilememesi olduğu yönünde değerlendirilmiştir (267-271).  

LPHNP formülasyonlarının etkinliğinin değerlendirilmesinde hedef genin 

(ALK) downstream yolağındaki genlerin ekspresyon düzeyleri yanında bu genlerin 

ifade ettiği proteinlerin de ekspresyon düzeylerinin ölçülmüştür (272). Protein 

ekspresyon seviyelerinin ölçülmesi için literatürde yaygın kullanılan; pratik, düşük 

maliyetli ve hassas kantitatif analiz yapabilen ELISA yöntemi kullanılmıştır (167, 273, 
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274).  NCI-H2228 hücrelerine formülasyonların uygulanması sonrasında K-RAS, 

RAF, MEK, ERK proteinlerinin düzeylerine ilişkin sonuçlar Şekil 4.22.-4.25.’de 

verilmiştir. Krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarının K-RAS protein düzeyine 

etkileri incelendinde kontrol grubu ile karşılaştırıldığında her iki formülasyonunda K-

RAS protein düzeyinde azalma gerçekleştirdiği ancak düzeylerdeki azalmanın 

istatistiksel açıdan anlamlı olmadığı görülmüştür (p>0.05) (Şekil 4.22.).  RAF, MEK 

ve ERK protein düzeyleri incelendiğinde ise; serbest krizotinib, KR-PLGA-LPHNP 

ve KR-PCL-LPHNP formülasyonları uygulanmasını takiben hücrelerde protein 

düzeylerinde istatiksel olarak anlamlı bir azalma görülmemiştir (p>0.05)(Şekil 4.23.-

4.25.).  

Literatürde, Baschnagel ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen bir 

çalışmada, baş-boyun kanserinde  bir reseptör tirozin kinaz olan mezenkimal-epitelyal 

geçiş faktörünün (MET) inhibe edilmesi amacıyla krizotinib kullanılmış, krizotinib ile 

tedavi sonrasında MET proteinin inhibe edildiği ancak MET’in alt yolak proteinlerinin 

ekspresyonunu inhibe edemediği gösterilmiştir. Çalışmada bu durum 

değerlendirilirken alt yolakların başka reseptör kinazların da alt yolaklarında da olması 

ve bu reseptör kinazların genlerin/proteinlerin ekspresyon seviyelerine etki 

gösterebileceği bildirilmiştir. Çalışma sonucunda sadece ilk basamakta bulunan MET 

proteinin azalması göz önünde bulundurulduğunda, tez çalışmaları kapsamında protein 

düzeyinde azalmanın istatistiksel açıdan anlamlı düzeyde olmamasına rağmen 

yalnızca K-RAS proteininde meydana gelmesinin, K-RAS’ın ALK geninin alt 

yolağında ilk basamakta yer almasından kaynaklı olduğu değerlendirilmiştir (275).  

Tez kapsamında çalışılan ALK geninin alt yolaklarından olan K-RAS, RAF, 

MEK, ERK genleri hücrelerin büyüme ve farklılaşmasından sorumludur. Bu sinyal 

yolakları ALK dışındaki başka genlerinde (EGFR, VEGFER gibi) alt yolaklarında 

bulunmakta ve bu genler aracılığıyla da sinyal iletiminde rol oynamaktadırlar (276-

278). Ek olarak hücre içerinde proteinlerin ekspresyon seviyelerini ve etkinliklerini 

düzenleyen çeşitli telafi edici mekanizmalarda bulunmaktadır (279). Bu durumlar göz 

önünde bulundurulduğunda; LPHNP formülasyonlarının uygulamasını takiben K-

RAS, RAF, MEK, ERK proteinlerinin ekspresyon seviyelerindeki yetersiz azalmanın, 

literatür ile uyumlu şekilde, hazırlanan krizotinib yüklü nanopartikül 

formülasyonlarının ALK genini inhibe edebilmesi ancak ALK dışındaki 
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genleri/proteinleri inhibe edememesi kaynaklı sinyal yolağındaki iletimin devam 

etmesi olduğu yönünde değerlendirilmiştir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu tez çalışmaları kapsamında; 

- Küçük hücreli olmayan akciğer kanseri tedavisinde kullanılmak üzere krizotinib 

yüklü LPHNP formülasyonlarının iki farklı polimerin (PLGA ve PCL) ve iki farklı 

hazırlama yönteminin (emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ve 

nanoçöktürme yöntemi) formülasyonlara etkisi değerlendirilerek Box- Behnken deney 

tasarımıyla geliştirilmesi ve optimize edilmesi, 

- Optimize edilen formülasyonların; ilaç yükleme etkinlikleri ve ilaç salım profilleri 

belirlenmesi, in vitro hücre kültürü ve hücre canlılık analizi çalışmaları ile 

formülasyonların tedavi etkinlikleri değerlendirilmesi, 

- In vitro olarak inhibitor etkilerinin gen düzeyinde ve protein düzeyinde gösterilmesi 

amaçlanmış, 

- Uygun partikül büyüklüğüne, tekdüze ve dar dağılım aralığına sahip, fiziksel 

stabiliteyi sağlayacak zeta potansiyel değerinde LPHNP formülasyonları emülsiyon 

oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi ve nanoçöktürme yöntemi ile hazırlanmış, 

- Krizotinib karakterizasyon çalışmaları için HPLC ile miktar tayini yöntemi 

geliştirilmiş ve yöntemin doğrusallık, doğruluk, kesinlik, seçicilik duyarlılık 

parametreleri validasyon çalışmaları ile gösterilmiş, 

- Krizotinibin, LPHNP formülasyonlarına yüklenebildiği ilaç yükleme etkinliği 

çalışmaları ile gösterilmiş, 

- NCI-H2228 (EML4-ALK füzyon akciğer adenokarsinom)  hücre hattı uygun kültür 

koşulları ile çoğaltılmış ve krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarının 

sitotoksisiteleri in vitro hücre kültüründe değerlendirilmiş, 

- Krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarının in vitro olarak inhibitor etkileri gen 

düzeyinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yöntemi ve protein düzeyinde Enzime 

Bağlı Immünosorbent Deneyi (ELISA) yöntemi kullanılarak gösterilmiş, 

- Krizotinib yüklü LPHNP formülasyonlarının -18°C±2°C, 25°C±2°C/60% RH±5% 

RH, 4°C±1°C ve 40°C±2°C/75% RH±5% RH ortamlarında 6 ay süreyle stabilite 

çalışmaları başarıyla gerçekleştirilmiştir. 
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Tez çalışmaları ile elde edilen sonuçların, küçük hücreli olmayan akciğer 

kanserinde yeni tedavi stratejilerinin geliştirilmesine yenilikçi bir bakış açısı sunacağı 

ve krizotinib etken maddesiyle gerçekleştirilmiş olan mevcut sınırlı araştırmalara katkı 

sağlayacağı düşünülmektedir. Tez kapsamında in vitro ortamda elde edilen sonuçların, 

in vivo çalışmalarla doğrulanması ve desteklenmesi gerekmektedir. In vivo 

çalışmalarda, ALK pozitifliği doğrulanmış deney hayvanlarına krizotinib yüklü 

LPHNP formülasyonlarının uygulanması takiben karaciğer, dalak, akciğer gibi 

organlarda biyodağılımın tespit edilmesi; belirli periyotlarda uygulanan tedavi sonrası 

deney hayvanlarında tümör boyutlarının değişiminin incelenmesi; LPHNP 

formülasyonlarının in vivo uygulama sonrasındaki etkinliklerinin ve davranışlarının 

değerlendirilmesi gerekmektedir.  
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