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Kanserde giincel arastirma alanlari, alternatif dozaj yollarina izin vermek i¢in tagiyicilarin
gelistirilmesini, tiimdr biiylimesini besleyen kan damarlar1 gibi yeni terapotik hedefleri
ve daha spesifik olan hedefe yonelik tedavileri icermektedir. ideal bir ilag tasiyici
sistemin arttirilmis hedefleme yetenegi, diisiik toksisite ve kontrollii ilag salim profili gibi
optimum fiziksel-kimyasal 6zelliklere sahip olmasi1 gerekmektedir. Bu tez kapsaminda
ozellikle meme kanserine yonelik albiimin bazli, nano boyut araliginda farkli ilag tasiyici
formiilasyonlar hazirlanmistir. Poli(laktik-ko-glikolik asit):albiimin ¢ekirdek-kabuk
yapisinda protein-polimer hibrit nanopartikiiller nanopresipitasyon yontemi esasina gore
sentezlenmis, partikiil boyutu ve boyut dagilimi optimizasyonu yapilmistir. Giincel
kanser tedavisi arastirmalarinda aktif ve pasif hedefleme yaklasimlari agirlikli olarak
calisilmaktadir. Sentezlenen tiim partikiil formiilasyonlarinin hedeflenen boyut aralig
100-200nm araliginda tutulmaya calisilarak pasif hedeflemeye uygun, formiilasyonun
ylizeyine konjuge edilen albiimin tabakasi ile de albliminin viicutta bir azot ve enerji
kaynag1 olmasi, ikinci bir ilacin enkapsiilasyonuna olanak tanimasi, tiimorlii bolgelerde

birikme Ozelliginden yararlanilarak da aktif hedeflemeye uygun formiilasyonlar



hazirlanmistir. Poli(laktik-ko-glikolik  asit):albiimin ~ protein-polimer  hibrit
nanopartikiillerinde  Poli(laktik-ko-glikolik  asit)’ten olusan ¢ekirdek kismina
kemoterapétik bir etkin madde olan Dosetaksel enkapsiile edilmis ve kabuk kismini
olusturan albiimin tabakasina ise kemoduyarlastirict ve kemopreventif 6zellikte bir etkin
madde olan Kurkumin’in enkapsiilasyonu saglanmistir. Meme kanseri tedavisi igin
yiriitiilen gilincel ¢alismalarda 6zellikle ilag direncinin {istesinden gelmek, sinerjistik etki
yaratarak hiicre apoptozunu arttirmak, hiicreleri kemoterapiye duyarli hale getirerek
tedavinin etkinligini arttirmaya yonelik olarak Dosetaksel ve Kurkumin’in bir arada
kullaniminin 6nemini gosteren calismalar yapilmaktadir. Bu amaca uygun olarak
sentezlenen Poli(laktik-ko-glikolik asit):albiimin ¢ekirdek-kabuk yapisinda protein-
polimer hibrit nanopartikiillerin haricinde hem polimer hem de proteinin tek basina
nanopartikiil formiilasyonlar1 da hazirlanmigtir. Bu sayede hem polimer-protein hibrit
hem de protein nanopartikiillerin boyut, yik, ila¢ salimi vb. yonlerden
kargilagtirmalarinin ~ yapilmasi miimkiin  olmustur. Ote yandan hazirlanan
formiilasyonlarin yiizeyi folik asit ile konjuge edilmis ve bu sayede folat reseptorleri
tastyan kanser hiicrelerine spesifik hedeflemeye uygun formiilasyonlarin da sentez,
karakterizasyon ve ilag salim ¢aligmalari gerceklestirilmistir. Sentezlenen formiilasyonlar
icin Zetasizer ile boyut analizi ve zeta potansiyel dlgtimleri, SEM, FTIR, TGA, DSC,
XRD, temas acis1 dlgiimleri gibi karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Ilag
yiiklii formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri ve ylikleme kapasitesi degerleri
hesaplanmis hem tekli hem ikili in vitro ilag salim ¢alismalar1 diyaliz metodu ile 37°C’de
asidik timor mikrogevresini simiile eden pH 5.6 ve fizyolojik kani simiile eden pH 7.4
PBS tampon ortamlarinda incelenmis ve farkli ila¢ salim kinetik modellerine (Sifirinci
Derece, Birinci Derece, Higuchi, Hixson-Crowell ve Korsmeyer-Peppas) uyum

arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Albiimin, Poli(laktik-ko-glikolik asit), Cekirdek-Kabuk
Nanopartikiiller, Dosetaksel, Kurkumin, Hedefleme, Folik Asit
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Current areas of research in cancer include the development of carriers to allow
alternative dosage routes, new therapeutic targets such as blood vessels that feed tumor
growth, and more specific targeted therapies. An ideal drug delivery system should have
optimal physical-chemical properties such as enhanced targeting ability, low toxicity and
controlled drug release profile. Within the scope of this thesis, different albumin-based
drug carrier formulations in the nano-size range have been prepared especially for breast
cancer. Protein-polymer hybrid nanoparticles in the structure of poly(lactic-co-glycolic
acid):albumin core-shell were synthesized based on nanoprecipitation method and
particle size and size distribution were optimized. Active and passive targeting
approaches are predominantly studied in current cancer therapy research. All synthesized
particle formulations are suitable for passive targeting by trying to keep the targeted size
in the range of 100-200nm, and formulations suitable for active targeting have been
prepared by taking advantage of the albumin layer conjugated to the surface of the
formulation, albumin being a nitrogen and energy source in the body, allowing the

encapsulation of a second drug, and accumulating in tumor areas. In poly(lactic-co-



glycolic  acid):albumin  protein-polymer hybrid nanoparticles, Docetaxel, a
chemotherapeutic active ingredient, was encapsulated in the core of the poly(lactic-co-
glycolic acid) and curcumin, a chemosensitizing and chemopreventive active ingredient,
was encapsulated in the albumin layer forming the shell. In current studies carried out for
the treatment of breast cancer, studies showing the importance of the combined use of
Docetaxel and Curcumin in order to overcome drug resistance, to increase cell apoptosis
by creating a synergistic effect, and to increase the effectiveness of treatment by
sensitizing cells to chemotherapy. In addition to protein-polymer hybrid nanoparticles in
the structure of Poly(lactic-co-glycolic acid):albumin core-shell synthesized for this
purpose, nanoparticle formulations of both polymer and protein alone were also prepared.
In this way, it was possible to compare both polymer-protein hybrid and protein
nanoparticles in terms of size, charge, drug release, etc. On the other hand, the surface of
the prepared formulations was conjugated with folic acid and thus synthesis,
characterization and drug release studies of formulations suitable for specific targeting of
cancer cells carrying folate receptors were carried out. For the synthesized formulations,
characterization studies such as size analysis and zeta potential measurements with
Zetasizer, SEM, FTIR, TGA, DSC, XRD, contact angle measurements were carried out.
The encapsulation efficiencies and loading capacity values of the drug-loaded
formulations were calculated, both single and dual in vitro drug release studies were
investigated by dialysis method at 37°C in pH 5.6 PBS buffer media simulating acidic
tumor microenvironment and pH 7.4 PBS buffer media simulating physiological blood,
and compliance with different drug release kinetic models (Zero Order, First Order,

Higuchi, Hixson-Crowell and Korsmeyer-Peppas) was examined.

Keywords: Albumin, Poly(lactic-co-glycolic acid), Core-Shell Nanoparticles,
Docetaxel, Curcumin, Targeting, Folic Acid
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1. GiRiS
Kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve doku istilasi ile karakterize karmasik ve yikici bir hastalik
grubu olan kanser, diinya ¢apinda saglik sistemleri i¢in biiyiik bir sorun teskil etmektedir.
Cesitli kanser tiirleri arasinda meme kanseri, molekiiler 6zelliklere dayali ¢esitli alt tipler
sergileyen en yaygin ve lizerinde en ¢ok calisilan malignitelerden biridir. 2022 yilinda,

tan1 konulan kadinlar arasinda meme kanserine bagli 6liim oran1 yaklasik %29.1°dir ve

2.3 milyon vakada 670.000 6lim bildirilmistir [1, 2].

Kemoterapi, geleneksel ve yaygin olarak kullanilan bir kanser tedavi yontemidir.
Kemoterapi bir dizi farkli mekanizma araciligiyla ¢aligsa da temel islevi tiimor ve normal
hiicreler de dahil olmak tizere giiclii bir sekilde biiyiiyen hiicreleri ayrim gozetmeksizin
oldiirmektedir. Bu durum da kemik iligi baskilanmasi, sa¢ dokiilmesi ve gastrointestinal
reaksiyonlar gibi bazi ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Kemoterapiden kaynakli bu
yan etkileri azaltabilmek ve tedavinin etkinligini arttirmak i¢in normal hiicreler yerine
timor hiicrelerini hedefleyebilen ilag tastyici sistemlerin gelistirilmesi giliniimiizde
kanserle ilgili arastirmalarin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturmaktadir [3]. Kanserde
hedefleme aktif ve pasif hedefleme olmak iizere temelde 2’ye ayrilmaktadir. Tedavide
kullanilacak olan ilag tasiyici sistemlerin boyutlar1 optimize edilerek 200 nm ve altindaki
nanometre boyutlarinda sentezlenen tastyicilarin, hedef bolgede bozulan damar yapisi ve
gecirgenlik  dolayisiyla arttirllmis  gecis etkisi ile pasif olarak hedeflenmesi
saglanmaktadir. Ote yandan nanopartikiiler ilag tastyic1 sistemlerin yiizeylerine konjuge
edilen hedefleme ajanlarmin (Epidermal biiyiime faktori reseptori-EGFR, folik asit
(FA), transferrin reseptdrleri vb.) veya dogrudan kullanilan tasiyict malzemenin
hedefleme 6zelliginden yararlanilarak da aktif hedefleme yapilmaktadir [4]. Hedefe
yonelik olarak tasarlanan nanopartikiiler sistemlerin biyobozunur, biyouyumlu
malzemelerden segilmesi olduk¢a Onemlidir. Kullanilan biyopolimerik malzemelerin
¢cOziintirlik 6zelliklerine gore enkapsiile edilen ilacin istenen hizda ve hedef bolgede
sistemden serbest kalmas1 yoluyla efektif bir tedavi uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.
Son yillarda kanser tedavilerinde yasanan ilag¢ direncinin iistesinden gelmek i¢in, ilaglarin
bir arada kullanilmasi ile sinerjistik etki yaratilmaya caligilarak ilaglarin kombinasyon

kemoterapisi seklinde uygulanmasi saglanmistir [5].

Kanser tedavisine yonelik olarak gelistirilen ila¢ tasiyici sistemlerin birden fazla ilacin
enkapsiilasyonuna uygun ve hatta gorlintiileme ve hedefleyici ajanlari da yapisinda

bulunduran, sicakliga ve pH’a duyarli sistemlerin bir arada oldugu kompleks yapilarin
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literatiirde bu alanda en ¢ok calisilan ve arastirilan ¢alisma konularini olusturdugu tespit
edilmistir [6]. Bu dogrultuda tez kapsaminda albiimin bazli nanopartikiillerin hedefe
yonelik olarak tasarlanmis formlar1 ile 6zellikle meme kanserine yonelik ilag salim
caligmalar1 yapilmistir. Albiimin insan ve diger memeli canlilarin kan plazmasinda fazla
miktarlarda bulunan bir transport proteinidir, kanin ozmotik basincini diizenlemekte ve
cesitli maddelerin kanda taginmasini saglamaktadir. Albiimin ila¢ tasiyict sistemler i¢in
oldukca 6nemli bir ylizey modifiye ajani olup, ilag tasiyict sistemlerin dolagimda kalma
stirelerini de uzatmaktadir [7]. Tez kapsaminda hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1
ile Kurkumin ve Dosetaksel’in enkapsiilasyonlari arastirilmigtir. Sar1 fenolik pigmente
sahip aktif bir bilesen olan Kurkumin’in antiinflamatuvar, antioksidan, antikanser ve
antitimor oOzellikleri gibi bircok farmakolojik aktiviteyi yliriittiigli rapor edilmistir.
Ozellikle meme kanserindeki etkisi de bilinen Kurkumin bilesiginin icerisinde bulunan
kurkuminoidlerin oral biyoyararlaniminin diisiik oldugu ve hidrofobik olmalari sebebiyle
zay1f ¢oziintirliik, fizyolojik ve alkali pH’larda diisiik stabilite gosterdikleri bilinmektedir.
Kurkumin’in hazirlanan formiilasyonlar igerisinde enkapsiile edilmesi yoluyla
biyoyararlaniminin arttirilmast ve bu yolla meme kanseri iizerindeki etkisinin de
gelistirilmesi hedeflenmistir [8, 9]. Dosetaksel ise taksan grubu, suda g¢Oziinmeyen
antimitotik bir kemoterapi ajanidir. Dosetaksel’in tedavide tekli olarak uygulanmasi ile
meme kanseri hiicrelerinde direng gelistigi bilinmektedir [10]. Literatiir ¢alismalarinda,
Dosetaksel’in kemoterapi ajani olarak tek bagina uygulandigi zaman meydana gelen yan
etkileri azaltmak, hiicreleri kemoterapiye duyarlastirarak hiicre apoptozunu indiiklemek
icin  Kurkumin gibi kemopreventif ve kemoduyarlastirict etkin maddelerle
uygulanmasinin 6nemi belirtilmekte ve bu konuda yapilan ¢aligmalar ile konunun 6nemi
ortaya konmaktadir. Bu amaca uygun olarak Poli(laktik-ko-glikolik asit):albiimin
cekirdek-kabuk yapisinda protein-polimer hibrit nanopartikiiller ile hem polimer hem de
proteinin tek basina nanopartikiil formiilasyonlar1 da hazirlanmis ve ilag¢ salim ¢alismalari
gerceklestirilmistir.  Bu sayede hem polimer-protein hibrit hem de protein
nanopartikiillerin boyut, yiik, ila¢ salimi1 vb. yonlerden karsilastirmalarinin yapilmasi
miimkiin olmustur. Ote yandan hazirlanan formiilasyonlarin yiizeyi folik asit ile konjuge
edilmis ve bu sayede folat reseptorleri tasiyan kanser hiicrelerine spesifik hedeflemeye
uygun formiilasyonlarin da sentez, karakterizasyon ve ila¢ salim ¢alismalari

gerceklestirilmistir.



Protein bazli nano ilag tasiyici sistemlerin kanser tedavisinde kullanilmak iizere hedefe
yonelik olarak hazirlanmis formlar: ile ilgili kimi c¢alismalar literatiirde yer almakla
beraber diger biyopolimerik malzemelere gore daha sinirlidir. Protein nanopartikiillerin
hazirlanmasinda tekrarlanabilirligin ve boyut kontroliiniin zor olmasinin yaninda,
kullanilan yontemlerin proteini denatiire edici 6zellikte olabilmesi daha ¢ok calisma
yapilmasint gerektirmektedir. Alblimin nanopartikiil sentezi ile ilgili yayimlanan
caligmalarda ¢ok farkli boyutlarda ve boyut dagiliminda sonuglar elde edilmis oldugu
tespit edilmistir. Albiimin proteini, yapisinda var olan negatif ve pozitif yiiklii fonksiyonel
gruplar sayesinde farkli yiiklerdeki bilesiklerin enkapsiilasyonuna da olanak
verebilmektedir [11]. Elde edilen sonuglarin ikili etken madde salim ¢aligmalari ile ilgili
konularda 6n bilgi birikimini saglayarak literatiire katki yapacagi ve sistemin daha da

gelistirilebilmesinde yapilan calismalarin temel olusturacagi da diisiiniilmektedir.

Poli(laktik-ko-glikolik asit):albiimin ¢ekirdek-kabuk yapisinda protein-polimer hibrit
nanopartikiiller ile 1ilgili olduk¢a az c¢alisma bulunmaktadir ve bu c¢aligmalar
incelendiginde Poli(laktik-ko-glikolik asit) yiizeyine albiimin kaplamasi (farkli metotlar
ile) dolasimda kalma siirelerini uzatma, biyouyumlulugu artirma ve kan beyin bariyerini
gecebilme gibi amaglara yonelik olarak hazirlanmistir. Bu tez kapsaminda ise literatiir
caligmalarindan farkli olarak Poli(laktik-ko-glikolik asit) (¢ekirdek) yiizeyindeki albiimin
katmanina (kabuk) ikinci bir etkin maddenin enkapsiilasyonu arastirilmistir. Bilindigi
kadar1 ile Poli(laktik-ko-glikolik  asit):albiimin  ¢ekirdek-kabuk  nanopartikiil
formiilasyonu ile, Dosetaksel ve Kurkumin ikili ilacinin enkapsiilasyonu ve saliminin
incelenmesine yonelik olarak literatiirde yayimlanmis olan bir ¢aligma bulunmamaktadir.
Ote yandan bu tez kapsaminda nanopartikiil boyutlari optimize edilerek saglanacak pasif
hedeflemenin yaninda partikiil formiilasyonuna folik asit konjuge edilerek aktif
hedeflemeye de uygun sistemin sentez, karakterizasyon ve ila¢ salim c¢aligmalari
yapilmustir. Bilindigi kadart ile literatiirde Poli(laktik-ko-glikolik asit):albiimin ¢ekirdek-
kabuk nanopartikiillerinin folik asit ile konjuge edildigi bir formiilasyon ve ila¢ salim

caligmasi da bulunmamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri ve Tedavi Yontemleri

Kanser, kalp ve damar hastaliklarindan sonra diinyada en sik goriilen hastaliklardan biri
olarak bilinmektedir ve bu hastaliga yakalanma riski her gecen giin artmaktadir. Meme
kanseri ise en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir. Kadinlarda bu hastaliga yakalanma
riski %30, 6liim orani ise %14 tiir. Meme kanserinde en yiiksek 6lim orani metastatik
meme kanserinden kaynaklanmaktadir. Yaklasik 40.000 kadin metastatik meme kanseri
nedeniyle hayatini kaybetmektedir. Meme kanserinin en sik metastaz yaptigi bolgeler lenf

nodlari, beyin, akciger ve karacigerdir [12].

Yillardir kanserin Onlenmesi ve tedavisine yonelik biiyiik ¢abalara ve kaydedilen
ilerlemelere ragmen, kanser hala diinya ¢apinda 6nde gelen morbidite nedenlerinden biri
olmaya devam etmektedir. Geleneksel kemoterapdtik ajanlarin, zayif ¢oziiniirliik, yliksek
dozaj ihtiyaglari, ciddi yan etkiler, diisiik terapotik indeksler, ¢oklu ilag direnci geligimi
ve kanser hiicrelerinin spesifik olmayan hedeflenmesi gibi birgok dezavantaji
bulunmaktadir. Artan kanser prevalansi ve konvensiyonel kemoterapi ile ilgili sorunlarin
ortaya ¢cikmasi nedeniyle, i¢sel, digsal uyaranlara duyarli nano tasiyicilara dayanan hedefe
yonelik, fonksiyonel ilag dagitim sistemleri genis ¢apta incelenmektedir. Meme kanseri
tedavisinin temelleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir, ancak simdiye kadar bu
sorunu ¢6zmek i¢in tamamen etkili bir tedavi yontemi gelistirilememistir [13]. Cerrahi
yontem her kanser evresi i¢in uygulanabilir degildir ve tedavi sonrasinda ¢ogu zaman
istenen sonuglar elde edilememektedir. Radyoterapide kanser hiicreleri her zaman
tedaviye yanit vermeyebilir ve tedavi saglikli hiicreler i¢in de zararlidir. Meme kanseri
devam eden Onemli bir halk sagligi sorunudur ve giiniimiizde meme kanserinden
muzdarip hastalar igin ¢esitli tedavi secenekleri bulunurken, gelismekte olan
nanoteknoloji uygulamalar1 sayesinde meme kanserinin erken teshisi ve tedavisi i¢in
umut verici yeni yaklagimlar sunulmaktadir. Nanopartikiiller meme kanserinin
goriintiilenmesi, teshisi ve hedeflenmesine yonelik aragtirmalar i¢in disiplinler aras1 bir
alan saglamaktadir [14]. Nanoteknolojik yontemlerin ilag salim sistemlerinde
kullanilmasi, ilag dolagim siiresinde iyilesmelere, nanopartikiillerin tiimor hiicresi i¢ine
aliminin artmasina, retikiilo-endotel sisteminden (RES) kacinilmasina ve toksisitenin en
aza indirilmesine neden olan terapotik ajanlarin kapsiillenmesine yonelik avantajlar

saglamaktadir [15].



2.2. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tipleri

Meme kanserinin farkli alt tiplerinin biyolojisi ve klinik davranisinin kesfedilmesinde
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Ostrojen, progesteron ve insan epidermal biiyiime
faktorii  reseptorii-2 (HER-2) ekspresyon diizeyine dayanan farkli alt tipleri
bulunmaktadir [16]. Meme kanseri hiicre reseptorleri bu hastaligin prognozunda ve

tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Ostrojen reseptdrii (ER) onemli bir tanisal belirleyicidir, ciinkii invaziv meme
karsinomlarinin yaklasik %70-75’1 yiiksek ER ekspresyonu ile karakterizedir [16].
Progesteron reseptorii (PR), ER-pozitif hastalarin %50’sinden fazlasinda ve ¢ok nadiren
ER-negatif meme kanseri olanlarda eksprese edilmektedir [17]. PR ekspresyonu ER
tarafindan diizenlenmektedir, bu nedenle fizyolojik PR degerleri islevsel ER yolu
hakkinda bilgi vermektedir [17]. Ote yandan hem ER hem de PR meme kanseri
hiicrelerinde bol miktarda eksprese edilmekte ve her ikisi de meme kanserinin tanisal ve
prognostik biyobelirtegleri olarak kabul edilmektedir [18]. Daha yiiksek PR ekspresyonu
genel sagkalim, niikse kadar gegen siire ve tedavi basarisizligi veya progresyona kadar
gegen siire ile pozitif iliskiliyken, daha diisiik seviyelerin genellikle daha agresif bir

hastalik seyrinin yani sira daha kotii niiks ve prognoz ile iliskili oldugu bilinmektedir [19].

2.3. Hedefe Yonelik Tedaviler

Mevcut kanser tedavisi genellikle kemoterapiye izin vermek ic¢in Kkateterlerin
uygulanmasi, mevcut herhangi bir kanserin kiicililtiilmesi i¢in ilk kemoterapinin
uygulanmasi, ardindan miimkiinse tiimoriin ¢ikarilmas: ve daha fazla kemoterapi,
radyasyon uygulanmasi gibi miidahaleci islemleri icermektedir. Giincel arastirma
alanlari, alternatif dozaj yollarina izin vermek icin tasiyicilarin gelistirilmesini, timor
bliylimesini besleyen kan damarlar1 gibi yeni terapdtik hedefleri ve daha spesifik olan

hedefe yonelik tedavileri igermektedir [20].

Her durumda kanser tedavisinin etkinligi, tedavinin, miimkiin oldugu kadar az sayida
saglikli hiicreyi etkilerken, kanser hiicrelerini hedefleme ve Oldiirme kabiliyeti ile
dogrudan iligkilidir. Hastanin yasam kalitesindeki degisim derecesi ve beklenen yasam
siiresi, tedavinin bu hedefleme yetenegi ile dogrudan iliskilidir. Kanser tedavisindeki
ilerlemeler hem kansere kars1 yeni ajanlar hem de eski ve yeni ajanlari sunmanin yeni
yollart agisindan hizli bir sekilde ilerlemektedir. Molekiiler hedefli tedaviler hastalarin

timorlerinin  genetik profiline dayanarak kisisellestirilmis tedavilerinde oniinii



acmaktadir. Tiim bu aragtirmalarin dogrultusunda kullanilan ila¢ dozajlarinin azaltilmasi
ve hedefe yonelik tedavi vasitasiyla viicudun diger bolgelerinde meydana gelen yan
etkilerin azaltilmasi saglanabilecektir. Kanser hiicreleri bagisiklik sisteminden kagip
kolay bir sekilde ilerleyebildigi i¢in kullanilacak tedavide saglikli hiicrelerle, kanserli
hiicrelerin birbirinden ayirt edilmesi gerekmektedir. Hedeflemenin amaci kanserli
hiicrelerin biiyimesinde ve yayilmasinda kullanilan belirli molekiillerin inhibe

edilmesiyle kanserin yok edilmesidir.

Kanser tedavisinde ilag hedefleme nanoteknolojik gelismeler de g6z Onilinde
bulundurularak temelde iki gruba ayrilabilir. Monoklonal antikorlar ve kiigiik molekiil
inhibitorlerin direk uygulanmasi yoluyla yapilan tedaviye dogrudan hedefleme
denilmektedir. Ikinci yéntemde ise ilac tasiyici nanopartikiiler sistemler ve hedefleme

ajanlar1 birlikte kullanilmaktadir ve bu yonteme dolayli hedefleme denilmektedir [21].

2.3.1. Kanser Tedavisinde Pasif Hedefleme
Tiimorlerin biiyiikk ¢ogunlugunda besin ve oksijen ihtiyacinin artmasina bagli olarak
damar gegirgenligi daha yiiksek olmaktadir. Saglikli bir damarda 2 nm’den daha biiyiik
olan molekiiller siki baglantilardan dolay1 endotel hiicrelerinin arasindan gegemez. Ancak
timorli bolgede siki baglanma bolgeleri bozuldugu i¢in 10-500 nm boyutlarindaki
makromolekiiller gecebilir ve burada birikebilirler. Buna ek olarak tiimorlii bolgenin
lenfatik bosaltimi da bozuldugu i¢in biriken bu makromolekiillerin sistemin disina
cikmast da zorlagir. Timorlii bolgenin damarsal yapisindaki bu degisiklerden
yararlanilarak pasif hedefleme gerceklestirilir [22]. Pasif hedefleme ile aktive olan
nanotastyicilar 1980°1i yillarda klinik agamaya ge¢mistir. Lipozomlar ve polimer-protein
konjugatlarinin ilk iiriinleri 1990°I1 yillarda ticarilesebilmistir (Ornek: Doxil/Caelyx,
DOX yiiklii PEG-lipozom). Pasif hedefleme her ne kadar klinikte uygulanmis olsa da bazi
timor tipleri i¢in damarsal gegirgenlik farkli olabildigi icin EPR etkisi (Enhanced
permeability retention-arttirilmis gecis ve alikonma) ile aktarim olmayabilir. Boyle

durumlar i¢in nanotagiyicilarin aktif olarak hedeflenmesi yaklagimi dogmustur.

2.3.2. Kanser Tedavisinde Aktif Hedefleme
Hedefe yonelik kanser tedavisi i¢in miihendislik stratejilerinin odaginda, tlimdre
dogrudan yiiksek dozda bir antikanser ilact vermek, kotii huylu hiicreler tarafindan ilag
alimin1 arttirmak ve kotii huylu olmayan hiicreler tarafindan ilag alimini en aza indirmek

bulunmaktadir [22-24]. Bu tiir dagitim sistemleri tipik olarak, ilaglarin veya ilag
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tastyicilarinin hedefleme kismina kimyasal konjugasyonunu gerektirmektedir [25].
Nanotastyicilarin yiizeyi, hedef bolgelere yonelik 6zgiilliiklerini arttirmak igin spesifik
tanima ligandlari, fonksiyonel gruplar ve farkli boyutlarda ve yiiklerde polimerler ile
kimyasal modifikasyonlara agiktir [26]. Hedef molekiiller, hastalikli organlarda veya
hiicrelerin yiizeyinde bulunan proteinler, sekerler veya lipitler olabilir. Temsili ligandlar
arasinda antikorlar, proteinler, peptitler, niikleik asitler, sekerler ve vitaminler gibi kiigiik
molekiiller (Epidermal biiyiime faktori reseptori-EGFR, folik asit (FA), transferrin
reseptorleri) bulunmaktadir [27].

FA ilaglarin hedefe yonelik salimi i¢in hedefleyici ligand olarak kullanilabilmektedir. FA,
DNA sentezi ve replikasyonunda, hiicre boliinmesinde, biiylimesinde, 6zellikle de hizla
boliinen hiicrelerde gorev alan karbon transferi reaksiyonlarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Folat reseptorlerinin meme kanseri de dahil olmak iizere farkli kanser
hiicrelerinde asir1 eksprese edildigi bilinmektedir. Ayrica, yalnizca indirgenmis folat
saglikli hiicrelerde tasinirken, kanser hiicreleri, folat konjugatlarini reseptdr aracili
endositoz yoluyla i¢sellestirebilmektedir (Sekil 2.1). Bu mekanizma ile FA kapl ve ilag
yiiklii NPs, P-glikoprotein efluks pompalarinin neden oldugu ila¢ direncinin iistesinden
gelebilir. FA ve FA reseptorlerinin kanser hiicreleri tizerindeki dogal 6zellikleri, ilag
hedeflemede serbest ilaglarin agir yan etkilerini hafifletmek ve ilag direncinin {istesinden
gelmek i¢in etkili ajanlar olmalarin1 saglamaktadir. FA ile modifiye edilmis ila¢ ytiklii

NP’lerin, yiiksek sitotoksisite ve hiicresel alim etkinligi gosterdigi bilinmektedir [28, 29].

.
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Sekil 2.1. Folik asit- ve FR-hedefli formiilasyonlarin i¢sellestirilmesini gosteren sema
[30].



Ligand aracili hedefleme olarak da adlandirilan aktif hedefleme, hedeflenen hastalik
hiicreleri tarafindan spesifik tutulum ve alim i¢in nanopartikiillerin ylizeyindeki afinite
ligandlarimin  kullanilmasini igermektedir (Sekil 2.2) [31]. Ligand yogunlugu,
nanopartikiillerin biiylikliigli veya hedefleme ligandinin secimi gibi fizikokimyasal
ozellikler in vitro ve en dnemlisi in vivo olarak aktif hedefleme stratejisinin etkinligini
oldukga etkilemektedir [32]. Aktif hedefleme yonteminde tiimorlii hiicrenin yiizeyindeki
ya da damar bolgesindeki reseptorleri tanityacak sekilde spesifik hedefleyici ligandlar
nanotastyicilarin Ustline kaplanmaktadir. Boylece antikanser ajaninin sitotoksik etkisi
azaltilir ve viicudun saglikli bolgelerine yapacagi etkiler azaltilmis olur. Segiciligin
artmasi i¢in hiicre yiizeyindeki reseptorlerin ya da antijenlerin saglikli hiicrelerdekine
oranla daha fazla olmas1 gerekmektedir. Nanotasiyiciya bagh halde bulunan ligandin,
hiicre yiizeyindeki reseptdre baglanmasi ile reseptor aracili endositoz yoluyla hiicre

igerisine alim gergeklesip ilacin hiicre iginde salinmasi saglanir.
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Sekil 2.2. Nanotastyicilar aracilifiyla yapilan aktif ve pasif hedeflemenin sematik
gosterimi [33].

2.4. Nanopartikiiler ila¢ Tastyic1 Sistemler
Nanopartikiiller hem kontrollii hem de hedefe yonelik ila¢ salimi i¢in ideal ilag dagitim
sistemleridir. Nanoila¢ yaklagiminda kullanilan tasiyici sistemlerin boyutlar1 yaklasik

olarak 200 nm ve daha kiiclik olacak sekilde tercih edilmektedir. Bunun nedeni



partikiillerin bu boyut araliklarinda mikro-kilcal damarlar1 gecebilme yetenekleridir [34].
Nanopartikiiller; metaller, polisakkaritler ve proteinler dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli
malzemelerden iiretilebilmektedirler. Lipid bazli nanotasiyicilar ise genellikle sulu bir
faz1 boliimlere ayiran ve lipozom, lipid nanopartikiilleri ve emiilsiyonlar1 olusturan bir
lipid ¢ift tabakasindan olusan kiiresel bir sekle sahiptir. Polimerik nanotastyicilar arasinda
dendrimerler, polimer miselleri vb. bulunmaktadir (Sekil 2.3). Metal iceren inorganik
nanopartikiiller, tibbi goriintilleme i¢in 6zel uygulamalarina ve uygunluklarina bagh

olarak ilag tasiyic1 nanopartikiiler sistemler olarak kullanilabilmektedirler [35-37].
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Sekil 2.3. Kanser tedavisinde ilag tasiyicisi olarak arastirilan nanopartikiillerin dzeti [38].
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2.5. Polimer ve Protein Yapida Nanotasiyici Tasarimi ve Uretimi
2.5.1. Protein Bazh Nanopartikiiller

Protein bazli nanopartikiiler ilag tasiyict sistemler Ozellikle son yillarda kanser
calismalarinda arastirma konusu olarak dikkat cekmektedir. ipek, keratin, kolajen, jelatin,
elastin, kazein, fibrinojen, hemoglobin, albiimin gibi biyolojik protein bazh
nanopartikiiller biyolojik olarak parcalanabilirlife, biyoyararlanima ve nispeten diisiik
maliyete sahip olmada avantajlidir. Pek ¢ok protein nanopartikiiliiniin islenmesi kolay
olmakla birlikte boyut, morfoloji ve agirlik gibi istenen spesifikasyonlara ulagsmak i¢in
modifikasyona uygundur. Protein nanopargaciklari biyouyumlu olmayan ve cevre
tizerinde olumsuz etkiye sahip olan bir¢ok malzemenin yerini almaktadir [39]. Ayrica,
proteinler i¢indeki Arg-Gly-Asp (RGD) sekanslart hiicre yapigsmasini diizenleyebilmekte

ve hiicre tanima bdlgelerini destekleyebilmektedir [40].



2.5.1.1. Albiimin Bazh Nanopartikiiler Tasiyicilar

Albiimin bilindigi lizere insan ve diger memeli hayvanlarin kan plazmasinda en yaygin
bulunan proteindir ve kanin kolloid osmotik basincinin diizenlenmesi ve cesitli
maddelerin kanda tasinmasint saglamaktadir. Alblimin ilag salim sistemlerinde
kullanilmakta olan ideal bir malzemedir. Albiimin nanopargaciklari, cesitli ilaglarin
yuksek baglanma kapasiteleri ve ciddi yan etkileri olmadan iyi tolere edilebilmeleri
nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir. Tanimlanan alblimin primer yapisi ve yiiklii amino
asitlerin (6rnegin lizin) yiiksek icerigi nedeniyle, alblimin bazli nanoparcaciklar, diger
bilesiklere gerek duyulmaksizin pozitif veya negatif yiiklii molekiillerin elektrostatik
adsorpsiyonuna izin verebilmektedir. Alblimin ticari olarak yumurta akindan
(ovalblimin), sigir serumundan (Bovine Berum Albiimin-BSA), insan serumundan
(Human Serum Albiimin-HSA) 6nemli miktarlarda elde edilmekle birlikte, soya

fasulyesi, siit ve bazi tahillarda da bulunmaktadir [40, 41].

Alblimin bazli nanopartikiiller, biyolojik olarak parcalanabilmekte ve antijenik 6zellik
gostermemektir. Ote yandan yiizeyleri modifiye edilebildigi igin, viicut dagilimlarmi
degistirme ve hiicresel alimi iyilestirme yoluyla ilaglarin istenmeyen toksisitelerinin
onlenmesini saglamaktadirlar [40]. Albiimin pasif hedefleme kadar aktif hedefleme
ozelligi de gosteren bir bilesiktir. Caligmalar tiimorlerin ve iltihapli dokularin viicutta bir
azot ve enerji kaynagi olarak Onemli miktarlarda alblimini metabolize ettigini
gostermistir. TUmor tasiyan hayvanlar iizerinde yapilan diger caligmalarda tiimorli
bolgelerin degisen fizyolojisi ve metabolizmasi nedeniyle albiiminin timor bolgelerinde
biriktigine dair kanitlar elde edilmistir. Bu nedenle, albliminin, viicudun saglikli hiicreleri
ile karsilastirildiginda kanserli hiicrelerde tutulmay1 tesvik etmek i¢in polimerik bazli ilag

salim sisteminde kullanilmasi giindeme gelmistir [42].

Albiimin bazli nanotasiyicilara 6rnek olarak albiimin-ilag konjugatlari, albiimin-metal
konjugatlari, albiimin-polimer konjugatlari, albiimin miseller, ¢ekirdek-kabuk
nanopartikiilleri ve albiimin bazli 6n ilaglar 6rnek verilebilir [40]. Cizelge 2.1°de farkli
sentez metotlar1 kullanilarak hazirlanan albiimin bazli nanopartikiillerin boyut, kullanilan
etkin madde ve formiilasyona konjuge edilen hedefleyici ajanlarin karsilastirildig: tablo

sunulmustur.
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Cizelge 2.1. Farkli metotlar uygulanarak hazirlanan albliimin bazli nanopartikiillerin
gelistirildigi ¢alismalara 6rnekler.

Albiimin Bazh Hedefleyici Metot Boyut Tlac Hastalik Hiicre
Nanopartikiiller Ligand Tipi Hatti
Demir oksit ve AS1411 Desolvasyon ~120 Doksorubisin Meme MCF7
altin Aptamer Capraz nm Kanseri ve
nanopartikiil Baglama SKBR3
ile konjuge
edilen BSANPs
[43]
BSANPs [44] - Desolvasyon ~165 Parvifloron D Pankreas  BxPC3,
nm ve Meme  PANC-
Kanseri 1, Insl-
E,
MCF-
7,
HaCat
ve
Caco-2
BSANPs [45] Transferrin ~ Koaservasyon/ - Oksitosin Otizm -
Nanopresipitas Spektrum
yon Bozuklugu
Gemsitabin ve Anakardik Yiiksek ~140 Dosetaksel ve Meme MCEF-7
anakardik asit asit (VEGF Basingli nm Gemsitabin Kanseri ve
ile modifiye reseptorleri ~ Homojenizasy MDA-
edilmis hedefleyici) on MB-
BSANPs [46] 231
HSANPs [47] Aptamer Desolvasyon ~281 Kurkumin HER-2 SK-
nm Pozitif BR-3
Meme
Kanseri
Kitosan ve - Nab ~250 Teniposid Akciger Ab49
PLG-PEG (Nanoparticle nm Kanseri
modifiye Albiimin
BSANPs [48] Bound
Technology)
HSANPs [49] Konkavalin Desolvasyon ~53- Etoposid Meme MCF-7
A 180 nm Kanseri




HSANPs [50] Folik Asit Emiilsiyon- ~102 Resveratrol Karaciger  HepG2

Coziicii nm Timorleri
Buharlastirma I¢in
metodu
HSANPs [51] - Desolvasyon ~220 Fisetin Meme MCF-7
nm Kanseri
Manyetik Folik Asit Desolvasyon ~180 Doksorubisin ~ Nazofarenks ~ NPC
BSANPs [52] Capraz nm (Yutak) KB
Baglama Kanseri
Di-fluorinated Folik Asit Desolvasyon ~190 Di-fluorinated  Yumurtahlk ~ SKOV
Kurkumin nm Kurkumin ve Rahim 3,
yiiklii BSA- (Kurkumin Kanseri Hela
Paklitaksel Analogu) ve
yiiklii Paklitaksel
BSANPS’in
kombinasyonu
[53]

Baneshi ve ark., 2019 yilinda yayinladiklar1 bir calismada demir oksit ve altin
nanoparcaciklart yiikli, AS1411 aptameri ile fonksiyonellestirilmis alblimin
nanopartikiilleri hazirlamis ve iyi bilinen bir antikanser ilac1 olan doksorubisinin hedefe
yonelik  salimimi  aragtirmiglardir. Hazirlanan formiilasyonda yapilan aptamer
modifikasyonunun meme kanseri hiicrelerine (MCF7) hedeflemeyi onemli derecede
artirdi@ini, in vitro ve in vivo fototermal aktivite, MRI goriintiilemesi ve ayrica in vivo
degerlendirme i¢in biiyiik potansiyel gosterdigi belirtilmistir [43]. Ano ve ark., pankreas
ve meme kanserinde degerlendirilmek {izere Parvifloron D yiikli albiimin
nanopartikiilleri hazirlamislardir. Alblimin nanopartikiiller desolvasyon metodu ile
hazirlanmis olup yaklasik partikiil boyutu 165 nm ve enkapsiilasyon verimi %91.2 olarak
hesaplanmistir [54]. Rokon ve ark., koeservasyon/nanopresipitasyon yontemi ile albiimin
nanopartikiilleri sentezlemis ve otizm spektrum bozuklugu tedavisine yonelik olarak
oksitosin salimini arastirmiglardir. Oksitosin kan beyin bariyerini gegemeyen bir bilesik
oldugu i¢in albiimin nanopartikiil sistemi igerisinde enkapsiile edilmis ve hedefleme ajan1
olarak ylizeye transferin konjugasyonu saglanmistir. Hazirlanan formiilasyonun, invaziv
olmayan bir sekilde kan beyin bariyerine ilag ve terapotik peptitlerin dagitilmasi igin
potansiyel bir aday olabilecegi belirtilmistir [45]. Sunhui ve ark., Kurkumin/Sunitinib

yikli alblimin ile stabilize edilmis siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiilleri
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sentezlemiglerdir. Demir oksit nanopartikiiller ortamda bulunan albiimin varliginda
birlikte ¢oktiirme metoduna gore sentezlenmistir. Harici olarak uygulanan bir manyetik
kuvvet altinda albiimin-siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerinin kapsiillenmis
ilaglarin sitotoksisitesini ve in vivo MR goriintiilemesini 6nemli 6l¢iide arttirdigini, timor
bolgesine iyi bir hedefleme, arttirilmis stabilite ve uzun siireli dolasim potansiyeli
sagladiklar rapor edilmistir [55]. Vieri ve ark., 2019 yilinda yayinladiklari ¢alismada
kitosan ile kaplanmis insan serum albiimini bazli nanopartikiillerin burundan beyine
(nazal salim) ila¢ salim sistemi olarak uygunlugunu arastirmiglardir. Son yillarda kan
beyin bariyerinin asilmasi ve ilaglarin dogrudan beyne ulastirilabilmesi i¢in bu yol yeni
bir strateji olarak arastirilmaktadir. Alblimin nanopartikiiller desolvasyon yontemi ile
hazirladiktan sonra kitosan elektrostatik etkilesim yoluyla alblimin nanopartikiillerin
yiizeyine kaplanmistir. Kitosan kaplamasi ile 6zellikle kitosanin mukoadezyon etkisinden
faydalanmak amaclanmistir [56]. Bolin ve ark., karaciger timdrlerinin hedeflenmesine
yonelik olarak resveratrol yiiklii, folat-konjuge albiimin nanopartikiiller hazirlamiglardir.
Ortalama partikiil boyutu 102 nm ve resveratrol enkapsiilasyon verimi %98.36 olarak
bulunmustur.  Folat-konjuge  resveratrol  yiikli  albiimin  nanopartikiillerin

karakterizasyonu i¢in SEM, TEM, FTIR, TGA, XRD ve DSC analizleri yapilmustir [57].

2.5.1.2. Albiimin Bazh Nanopartikiiler Tasiyicilarin Sentez Metotlari

Albiimin nanopartikiillerin sentez yontemi fiziksel ve kimyasal olmak lizere ikiye
ayrilabilir. Kimyasal yontemde desolvasyon, emiilsifikasyon ve kendiliginden
diizenlenme (self-assembly) yer alirken, fiziksel yontem termal jelasyon, albiimin bagh
nanopartikiil (NAB) teknolojisi ve nanosprey kurutma metotlarindan olugmaktadir [58].
Desolvasyon, albiimin nanopartikiillerini hazirlamak i¢in en ¢ok kullanilan
prosediirlerden biridir. Etanol veya aseton gibi bir ¢0ziici maddenin, ¢ozelti
bulaniklasana kadar siirekli ve damla damla bir sekilde, karistirilarak albiiminin sulu
cozeltisine eklenmesi esasina dayanmaktadir. Desolve edici maddeler (etanol, aseton
vb.), albiiminin tgiinciil yapisin1 kademeli olarak degistirerek, proteinin faz ayrilmasina
ve kiimelenmesine yol agarak calismaktadir. Cogu zaman, elde edilen formiilasyon
yeterince stabilize edilemedigi i¢in elde edilen nanopartikiillerin morfolojisini daha fazla
korumak ve stabilize etmek icin glutaraldehit gibi bir ¢apraz baglayict kullanilmaktadir.
Elde edilen formiilasyonun &zellikleri, pH, protein konsantrasyonu, capraz baglayici
konsantrasyonu, ¢oziicli madde seviyesi, iyonik giic ve karistirma hizi gibi islemin

kosullarina baglidir [11, 58]. Emiilsifikasyon metodu, bir albiimin ¢ozeltisine (su fazi)
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susuz bir ¢ozelti (yag fazi) eklenmesini, karistirma altinda, ham bir emiilsiyon
olusturulmasin1  igermektedir. Kendiliginden diizenlenme (self-assembly), f-
merkaptoetanol kullanimiyla olusan disiilfiir baglarinin kirilmasit veya lipofilik bir
bilesigin eklenmesiyle proteinin yiizeyindeki birincil amin gruplarinin indirgenmesiyle
proteinin hidrofobisitesinin artmasi sonucunda albiimin nanopartikiillerinin olusumuna
dayanmaktadir. Termal jellesme metodu, 1s1 kaynakli protein konformasyonel degisimi
ve acilmasiyla karakterize edilmektedir, ardindan hidrojen baglarinin olusumu,
elektrostatik, hidrofobik etkilesimler ve disiilflir-siilfidril degisim reaksiyonlar1 gibi
protein-protein etkilesimleri meydana gelmektedir. Elde edilen formiilasyonun
ozellikleri, pH, protein, konsantrasyon ve iyonik gii¢ gibi islem kosullarina baghdir.
Nanosprey kurutma metodu ise genellikle siv1 bir fazdan kuru toz iiretmek i¢in kullanilan
cok yonlii bir tekniktir. Bu yontemin temel avantajlarindan biri, parcaciklarin siirekli ve
tek adimli bir islemde kurutulmasi ve iiretilmesidir. NAB teknolojisi siireci, daha dnce
aciklanan emiilsiyon bazli bir yonteme dayanmaktadir. Bir yag faz (ilaci igeren) sulu bir
faza (HSA/BSA igeren, %1 kloroformla dnceden doyurulmus) damla damla eklenir ve
karisim, ham bir emiilsiyon olusturmak i¢in diisitk rpm’de hafif homojenizasyona tabi
tutulur. Son emiilsiyon, yiiksek basingli bir homojenizasyon kullanilarak elde edilir ve
karistm doner bir buharlastiriciya aktarildiktan sonra ¢oziicii uzaklastirilir ve

nanosiispansiyon bu sekilde iiretilmis olur [59].

2.5.2. Polimerik Yapidaki Nanotasiyicilarin Tasarimi ve Uretimi

Son yillarda, polimer bazli ilag salim sistemleri biyouyumluluklari, gelismis
biyoyararlanimlart ve yeni terapoétiklerin tiimdrdeki birikimini ve antikanser etkinligini
artirma yetenekleri nedeniyle artan bir ilgi gormektedir. Polimer bazli ilag dagitim
sistemlerinin kritik bir yonii, terap6tik maddelerin viicuda zarar vermeden giivenli bir
sekilde hedef bolgeye iletilmesini saglayan biyolojik olarak pargalanabilen polimerlerin
kullanilmasidir [60]. Kitosan, arjinin, siklodekstrin, seliiloz, hyaluronik asit (HA) ve
polisakkaritler dahil olmak {izere dogal polimerler, ila¢ salim sistemlerinin etkinligini
artirabilmek i¢in uzun yillardir kullanilmaktadir. Sentetik polimerler ise yap1
modifikasyonlarinin kolayligi ve biyo-duyarli ve biyoaktif 6zellikleri nedeniyle giderek
daha fazla ilgi gormektedir. Polietilen glikol (PEG), poliglikolik asit (PGA), polilaktik
asit (PLA), poli(laktik-ko-glikolik asit) PLGA, poli (kaprolakton) ve polidioksanon gibi
alifatik poliesterler en yaygin kullanilan bilesenlerdir [61, 62].
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2.5.2.1. PLGA Bazh Nanopartikiiller

Biyomedikal alanda poli (laktik-ko-glikolik asit) polimeri, sergiledigi giivenlik profili,
onaylanmis biyouyumlulugu, diisitk immiinojenite ve toksisite seviyelerinin yani sira in
Vivo calismalar sirasinda biyolojik olarak pargalanmasi nedeniyle ABD Gida ve ilag
Dairesi (FDA) ve Avrupa ilag Kalite Ajans1 (EMA) tarafindan onaylanan tek biyolojik
olarak parcalanabilir polimerdir. PLGA, laktik asitlerin ve glikolik asitlerin belirli bir

oranda polimerizasyonuyla olusan dogrusal alifatik poliester bazli bir kopolimerdir.

Laktik asit ve glikolik asidin bir kopolimeri olan PLGA, karsilik gelen laktik asit
dimerlerinin ve glikolik asit dimerlerinin halka agma polimerizasyonu veya laktik asit ve

glikolik asidin dogrudan polikondensasyonu yoluyla sentezlenmektedir.

PLGA bilesimi genellikle monomeri PLA’nin PGA’ya oraniyla belirlenmektedir. L-
laktik asit (LA)/glikolik asit (GA) molar orant PLGA’nin kristalligini etkilemekte ve
dolayistyla su absorpsiyonunu ve polimerin sisme 6zelliklerini etkilemektedir. Ozellikle,
glikolik asidin eklenmesi polimerin kristalligini azaltmakta ve nanomalzemenin su

emilim oranini hizlandirmaktadir [63].

GA igerigi %50’nin altinda oldugunda PLGA, gelismis hidrofobisite ve azaltilmig
bozunma orani ile PLA nin 6zelliklerini sergilemektedir. PGA igerigi ne kadar yiiksekse,
PLGA nin hidrofilisitesi, 1slanabilirligi ve amorf yapis1 o kadar giiglii olmaktadir. Amorf
yapinin giiclenmesi ile bozunma orani da hizlanmakta ve bu da daha hizli ilag salimiyla

sonuclanmaktadir [64].

2.5.2.2. PLGA Bazh Nanopartikiillerin Sentez Metotlar:

Kanser tedavisi ve spesifik olarak hedefe yonelik tedavilerde kullanilmak tizere arastirilan
PLGA nanopartikiiller (PLGANPs)’in sekil, boyut, boyut dagilimi ve kararlilik gibi nihai
ozelliklerinde nanopartikiillerin tiretim teknikleri 6nemli bir rol oynamaktadir. PLGA
bazl1 nanopartikiiler ila¢ tasiyict sistemlerin sentezi i¢in emiilsifikasyon (tek veya ¢ift),

nanopresipitasyon, diyaliz ve sprey kurutma metotlar1 kullanilmaktadir.

Emiilsiyon-Céoziicii Buharlasma Metodu

Emiilsifikasyon, PLGANPSs’in iiretimi i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden biridir.
Tek emiilsiyon (yag-su veya O/W) yontemi hidrofobik ilaclarin kapsiillenmesi igin

uygundur. Bu yontemde, PLGA kopolimerleri ve ilaglar ugucu ve su ile karismayan bir
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organik fazda (6rnegin, benzil alkol, diklorometan, etil asetat, vb.) ¢oziiliir ve bu ¢ozelti,
ylizey aktif madde (6rnegin, polivinil alkol (PVA), sodyum kolat, vb.) igeren sulu bir faza
damla damla eklenir ve daha sonra karisim sonikasyona tabi tutulur. Ardindan organik
¢Oziiciiyli uzaklastirmak ic¢in karigtirma ve buharlastirma yapilir. Organik ¢oziicliniin
difiizyonu ve suyun emiilsiyon damlaciklarindaki karsi diflizyonu polimer
nanopartikiillerin olusumuyla sonuglanir [39] (Sekil 2.4). Hidrofilik ilaglar icin cift
emiilsiyon yontemi kullanilir. Bunun i¢in ilag 6nce sulu fazda ¢oziilir ve PLGA
kopolimerleri organik fazda ¢6ziiliir. Ardindan sulu faz organik faza eklenerek birincil
su-yag (W/0) emiilsiyonu olusturmak igin ultrasonik islem gergeklestirilir. Daha sonra
birincil emiilsiyon sulu faza eklenir, bir ylizey aktif madde ile ¢dziiliir, sonikasyona tabi
tutulur ve son asamada karistirilarak organik ¢oziiciinlin ugurulmasi saglanir, boylece

mikro pargaciklar su-yag-su (W/O/W) emiilsiyonu ile olusturulur [65].

Polimer konsantrasyonu ve buharlastirma adimi nanopartikiillerin  boyutunu
belirlemektedir. Farkli emiilsiyon ¢esitlerinin kullanilabilir olmasi, tekrarlanabilirliginin
yiiksek olmasi ve aglomerasyonun az olmasi gibi sebeplerden dolay1 emiilsifikasyon
¢oziicli buharlasma metodu tercih edilmektedir. Ancak bu yontem ile lipofilik etkin

maddelerin enkapsiilasyon verimi oldukga diisiiktiir ve tercih edilmemektedir [66].

A
|
Orzanik I
¢ozicideki
ilag=polimer o'e °
> ® o] ..
® o ®
Stirekli Faz

(sulv) Mikro/Nanopartikiller

O/W Emilsivonu Coziei Buharlagtirma

Sekil 2.4. PLGANPSs’in emiilsiyon buharlagtirma yontemiyle hazirlanmasi [67].

Nanopresipitasyon Metodu

Nanopresipitasyon teknigi, ¢oziicii yer degistirme veya arayiiz biriktirme yontemi olarak
da bilinen tek adimli bir islemdir. Bu yontem genellikle hidrofobik ilaglarin enkapsiile
edilmesi i¢in kullanilir, ancak hidrofilik ilaglar i¢in de uygundur. Polimerler ve ilaglar

aseton, asetonitril, etanol veya metanol gibi polar, suyla karisabilen bir ¢oziicli i¢inde
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¢ozilir. Cozelti, yiizey aktif madde veya stabilizer igeren sulu bir ¢6zeltiye kontrollii bir
sekilde (damla damla ekleme) eklenir ve olusan bu kolloidal siispansiyon da
nanopartikiiller elde edilmis olur (Sekil 2.5). Nanopartikiillerin olusumu yag fazinin sulu
faza eklenmeye baslamasi ile aninda gerceklesir, bu nedenle hizli ve kolay calisma
avantajia sahiptir [62]. Uretim prosediiriinde organik faz enjeksiyon hizi, sulu faz
karistirma hiz1 ve yag fazin sulu faza oran1 gibi temel parametrelerin nanopresipitasyon
yontemi tizerinde biiyiik etkisi bulunmaktadir. Kesme geriliminin olmamas1 nedeniyle
¢ok dar dagilimli pargacik boyutlar1 sentezlenebilmektedir. Nanopresipitasyon
metodunun avantajlar1 6lgeklenebilirlik ve diisiik enerji gereksinimi olup, elde edilen
nanopartikiillerin 6zellikleri polimer igerigine ve molekil agirligina, kullanilan

coziiciilere ve oranlara ve karistirma hizina baghdir.

e |l

v . . &088 1
PLGA Polimeri ?}1«?,{. . OrganikFaz
Ilac=PLGA Polimeri
. e
T Moleakis ‘ r’. Polimerik Nanopartikiiller
r
Surfaktan’,/’ .

Organik Coziiciinin
Sulu Faz Uzaklastinlma= =

Su+Surfaktan é‘/ o' %.;..)
@

Sekil 2.5. PLGANPs’in nanopresipitasyon metodu ile hazirlanmasi [68].

Salting-Out Metodu

Salting-out yonteminde, bir ¢dzelti polimer, ilag¢ ve sulu faza (tuz ve stabilizatoriin
¢ozildugl ve emiilsiyon olusturmak igin karistirildigi) eklenen su ile karisabilen organik
coziiciiden olusur (Sekil 2.6). Tipik olarak, en yaygm kullanilan tuzlar %60 (a/a)
konsantrasyona sahip magnezyum kloriir hekzahidrat veya 1:3 (polimer/tuz) oraninda
kullanilan magnezyum asetat tetrahidrattir. Yag fazi mekanik karistirici kullanilarak
uygulanan giiclii kesme kuvveti altinda sulu bir fazda emiilsifiye edilir. Emiilsiyon
difiizyon yontemi ile salting-out yontemi arasindaki fark, ortamdaki tuzlarin varlig
sebebiyle salting-out metodunda ¢oziicii difiizyon adimi olmamasidir. Elektrolitteki

iyonik giicli azaltmak i¢in, manyetik karistirict altinda olusan O/W emiilsiyonuna

17



damitilmis su eklenir. Ayni zamanda, hidrofilik organik ¢oziiciiler yag fazindan sulu faza

goc eder ve bu da nanopartikiillerin olusumuyla sonuglanir [67, 69].

Salting-out yontemi, yiiksek polimer konsantrasyonlari ve islem sirasinda 1siya ihtiyag
duyulmadigindan 1siya duyarh ilaglar/etkenler i¢in de kullanimi uygundur. Ancak,
lipofilik ilaglar i¢in bu yontem uygun degildir ve kullanilan stabilizatorleri gidermek igin

birkag¢ basamakli yitkama adimi gerektirdiginden saflagtirma prosediirii zaman alicidir.

Sulu Faz Orezanik Faz
Surfalctan ve Elektrolit  Gozied ve polimer
. = e -

Distils sv ile sevreltme

|

Milro/Manopartilciller

Sekil 2.6. PLGANPs’in salting-out metodu ile hazirlanmasi [67].

Diyaliz Metodu

Bu yontemde bir diyaliz tiipii veya yar1 gegirgen bir membran, polimerler i¢in fiziksel bir
bariyer olarak kullanilmaktadir. Polimerler ve ilag¢ organik ¢ozeltide ¢oziildiikten sonra,
uygun bir molekiil agirligindaki diyaliz membraninin igine yerlestirilir. Coziiciiniin
diyaliz sonucunda yer degistirmesi ile ¢oziliniirliiglinii kaybeder, arayiiz gerilimindeki
artisla polimer agregasyonu meydana gelir ve polimerin kiimelenmesiyle homojen

nanopartikiil siispansiyonu elde edilmektedir (Sekil 2.7).

Diyaliz metodu kiigiik ve dar boyut dagilimi gosteren nanopartikiillerin olusturulmasinda

kullanilan basit ve etkili bir yontemdir [62, 69, 70].
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Sekil 2.7. PLGANPs’in diyaliz metodu ile hazirlanmasi [70].

2.6. Tla¢c Salim i¢in Kullamlan Protein-Polimer Hibrit Nanopartikiiller

Protein-polimer sistemleri toksik olmamasi, tahrise yol agmamasi, suda iyi ¢oziiniirliik
gostermeleri ve biyouyumluluk gibi iistiin 6zelliklerinden dolay1 kanser tedavisinde
oldukga dikkat ¢ekici tastyici ajan sistemleri olarak ilgi cekmektedir. Proteinler, biyolojik
kataliz, yiliksek afiniteli molekiil tanima ve hiicresel yollarin aktivasyonu veya
inhibisyonu gibi 6nemli iglevlere sahip, canli organizmadaki biyolojik siire¢lerde yaygin
olarak bulunan biyomakromolekiillerdir. Endojen yapida olduklar1 igin proteinler
biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilen malzemelerdir. Ote yandan proteinlerin
bozunma iriinlerinin de viicut tarafindan bilinip ortadan kaldirilmas: ve bu nedenle
tedaviler sirasinda potansiyel toksisitelerin azalmasi yoniiyle de tasiyici sistemlerde

kullanimi oldukga genistir.

Geleneksel ila¢ salimina kiyasla, polimerik ilag salim sistemleri, siirekli ve kontrollii
salim, ilaglarin hedef bolgede salimina olanak tanimasi ve biyolojik bariyerleri agsma
islevselligi kazandirilabilmesi, tedavinin etkisini bilyiik 6l¢iide iyilestirebilmekte ve yan
etkileri azaltabilmektedir. Polimerlerin ve proteinlerin sahip olduklari bu avantajlar,
protein-polimer sistemlerinin kullanimini kanser tedavisinde faydali hale getirmektedir.
Son zamanlarda, farkli kanser tiplerinin tedavilerinin aragtirmalarinda daha fazla yeni
teknik kullanilmaktadir. Kemoterapiye ek olarak fototerapi, gen terapisi, kombinasyon
terapisi ve teranostik gibi kanser tedavisi i¢in giderek artan sayida nanoteknoloji destekli

polimerik ve protein bazli nanomalzemeler in vitro ve in vivo olarak incelenmektedir.
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Protein-polimer sistemleri, hidrofobik ila¢ ¢ozlniirligiini gelistirmek, ilacin biyolojik
dagilimmi ve farmakokinetigini gelistirmek ve hedeflenen bdlgede birikimini
saglayabilmek i¢in biliylikk potansiyel gostermektedir. Bir protein-polimer hibrit
nanopartikiil sistemi olusturmak i¢in polimer ve proteinler segilirken bunlarin sahip
oldugu fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, fonksiyonlar1 ve uygulamalari tam olarak dikkate

alinmalidir.

Protein-polimer hibrit tasiyici sistemlerinde kullanilan polimer tiirlerine 6rnekler Cizelge

2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Protein-polimer hibrit tasiyici sistemlerinde kullanilan ¢esitli polimer tiirleri
[71].

Kategori Ornek

Polietilen glikol (PEG) Poli(N-(2-hidroksipropil) metakrilamid p(HPMA)
ve PEG analoglan Zwitteriyonik poli(karboksibetain) (PCB)

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
Biyomimetik Polimerler  Trehaloz-bazli polimer

Dekstran, Seliiloz, Pektin polimeri

Heparin mimetik polimer

Horseradish peroxidase (HRP)-katalizli sistem
Biyobozunur Polimerler  Siklik keten asetal bazli polimer (CKA)

Peptitler

Hidroksietil nigsasta (HES)

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Uyarana Duyarh Poli(N-izopropil akrilamid) (p(NIPAAM))
Polimerler Poliakrilik Asit
Poli (N,N-dimetilaminoetil metakrilat)
((DMAEMA))

Jelatin iceren supramolekiiler nanofiberler
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Alblimin, nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemler i¢in olduk¢a 6nemli bir ylizey modifiye
ajanidir. Disopsonin gorevi goren albiimin, dolagimdaki nanopargaciklarin mononiikleer
fagositik sistem (MPS) tarafindan taninmas1 ve temizlenmesini engelleyebilmektedir. Ote
yandan alblimin, kanser hiicreleri tarafindan artan tiikketim ve timdr mikro ¢evresi ile
etkilesimlerine bagli olarak kati tiimorlere nanopartikiillerin tagimmasina yardime1
olabilmektedir. Albiimin 6nem arz eden tiim bu 6zelliklerinden yola ¢ikilarak ilag tagiyici
sistemlerde albiimin-ila¢ konjugatlari, albiimin-metal konjugatlari, albiimin-polimer
konjugatlari, alblimin miseller, ¢ekirdek-kabuk nanopartikiilleri ve albiimin bazli 6n
ilaglar gibi cesitli formiilasyon sekillerinde kullanilmaktadir. Tez kapsaminda protein-
polimer hibrit ila¢ tasiyicisi olarak PLGA:BSA c¢ekirdek-kabuk nanopartikiil
formiilasyonu hazirlanmistir. Bu iki bilesen kullanilarak hazirlanan ¢ekirdek-kabuk
yapisinda oldukg¢a az calisma bulunmaktadir ve bu calismalar incelendiginde PLGA
ylizeyine albiimin kaplamasi (farkli metotlar ile) dolasimda kalma siirelerini uzatma,
biyouyumlulugu artirma ve kan beyin bariyerini gegebilme gibi amaglara yonelik olarak

hazirlanmastir.

Literatiirde bu iki bilesenin kullanildig1 farkli kompozit yapilarinda ve farkli amaglara
yonelik olarak hazirlanan bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Pooja ve ark., emiilsifikasyon
yontemi ile Morin yiikli PLGANPS hazirlayip, nanopartikiil yiizeylerini HSA ile
(adsorpsiyon metodu kullanilarak) kompleks hale getirmislerdir. PLGA yiizeyindeki
HSA tabakasinin ilag salimina etkisini arastirmiglardir [72]. Prashant ve ark., kan beyin
bariyerini agabilmek ve beyin tiimdrlerinde Metotreksat ila¢ salimini arastirmak {izere
katyonik BSA ile konjuge edilmis PLGANPs (kimyasal konjugasyon ile)
sentezlemislerdir. Bu ¢aligmada BSA konjugasyonun amaci nanopartikiillerin kan beyin
bariyerini agabilmesidir [73]. Chuang ve ark., altin nanogubuklar ve Doksorubisin yiiklii
PLGANPs sentezleyip, partikiil yiizeylerini polietilenimin ile fonksiyonellestirdikten
sonra, elektrostatik etkilesim araciligi ile tastyici sistemin en dis tabakasina HSA
kaplamiglardir. Bu ¢alismada ¢oklu ilag¢ direncini yenebilmek i¢in altin nanogubuklar ile
fototermal terapi saglanmis ve kemoterapi ile de kombinasyon terapisi arastirilmistir.
HSA ile yapilan kaplamanin sebebi ise tasiyici sistemin biyoyararlanimini desteklemek
ve tlimore spesifik hedeflemeyi saglamaktir [74]. Xinyi ve ark., emiilsiyon ¢oziicii
buharlastirma yontemini kullanarak BSA ve polietilenimin ile kaplanmis PLGANPs
hazirlamiglardir. PLGA nanopartikiil ylizeylerindeki BSA ve polietilen kaplamasinin

makrofajlarin immiin aktivasyonu iizerine etkisini arastirmiglardir [75].

21



Bu tez kapsaminda ise literatiir calismalarindan farkli olarak PLGA (¢ekirdek)
ylizeyindeki BSA katmanina (kabuk) ikinci bir ilacin enkapsiilasyonu arastirilmistir.
Bilindigi kadar1 ile arayiizeye gomme metodu ile uygun boyutlarda hazirlanmis
PLGA:BSA ¢ekirdek-kabuk nanopartikiil formiilasyonu ile, Dosetaksel ve Kurkumin
ikili ilacinin enkapsiilasyonu ve sirali saliminin incelenmesine yonelik olarak literatiirde
yaymmlanmis olan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ote yandan bu tez kapsaminda
nanopartikiil boyutlar1 optimize edilerek saglanan pasif hedeflemenin yaninda partikiil
formiilasyonuna konjuge edilen BSA ve FA ile de aktif hedeflemeye uygun partikiil
formiilasyonu hazirlanmisg, karakterizasyonu ve optimizasyonu yapilmistir. Literatiirde
PLGA:BSA c¢ekirdek-kabuk nanopartikiillerinin FA ile konjuge edildigi bir formiilasyon

ve ila¢ salim ¢alismasi da bulunmamaktadir.

2.7. Kurkumin (CUR) ve Dosetaksel (DTX): Ozellikleri ve Kombinasyon Tedavisi

2.7.1. CUR ve CUR’in Biyolojik Etkileri-Etki Mekanizmasi
Zerdecgal (Curcuma longa) koksapindan tiiretilmis sar1 fenolik pigmente sahip aktif bir
bilesen olan CUR, Giiney Asya’ya 0zgli “Zingiberaceae” bitki ailesine aittir [76].
Renklendirici, lezzet verici ve koruyucu ozelliklerine ek olarak CUR, belirli kanser
hastaliklar1, oksiiriik, cilt yaralar1 ve iltihaplanma gibi bir¢ok rahatsizligin ve metabolik
rahatsizliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda CUR’in
antiinflamatuvar, antioksidan ve antitiimor 6zellikleri gibi birgok farmakolojik aktiviteyi
yuriittiigli rapor edilmistir. Ayrica, CUR’in karsinogenezi Onleyebildigi, kanser
hiicrelerini kemoterapiye duyarli hale getirebildigi ve normal hiicreleri kemoterapinin
neden oldugu zararlardan koruyabildigi belirtilmektedir [77]. Elde edilen veriler CUR’in,
genis antikanser aktivitesi ve azalmis toksisite dahil olmak iizere geleneksel
kemoterapétik ilaglara gore avantajlart oldugunu ortaya cikarmistir. CUR’in meme
kanseri, akciger kanseri, bas ve boyun kanserleri, prostat kanseri ve beyin tiimorleri
tizerindeki antitiimdr aktivitesi ve ¢coklu kanser hiicre hatlarin1 hedefleme kabiliyeti rapor
edilmistir [78]. CUR hidrofobik yapidadir ve genellikle yagda, etanolde, asetonda ve
dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢6ziinmektedir.

Curcuma longa’nin sar1 pigmentli kismi, kimyasal olarak ana bileseni olan CUR ile
iligkili olan kurkuminoidler (Demetoksikurkumin ve Bis-demetoksikurkumin)
icermektedir (Sekil 2.8) [79]. Kurkuminoidler, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan “Genel Olarak Giivenli” (GRAS) olarak onaylanmistir ve klinik deneylerle, {i¢
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kurkuminoidin  (kurkumin, bisdemetoksikurkumin ve demetoksikurkumin) %95
konsantrasyonunda 4000 ila 8000 mg/giin arasindaki dozlarda ve 12.000 mg/gline kadar
olan dozlarda bile 1yi tolere edilebilirlik ve giivenlik profilleri gésterdigi rapor edilmistir

[80].

HO a OH

Sekil 2.8. Onemli ii¢ kurkuminoid: (a) CUR, (b) demetoksikurkumin ve (c)
bisdemetoksikurkumin [79].

Son yillarda, kapsamli in vitro ve in vivo ¢alismalar, CUR’in kansere, viral enfeksiyona,
artrite, amiloid agregasyonuna, oksidasyona ve iltihaplanmaya kars1 aktiviteye sahip
oldugunu ileri siirmiistiir. CUR, oncelikle kanser hiicrelerinde apoptotik yollar1 aktive
ederek ve inflamasyon, anjiyogenez dahil olmak {izere kanser oncesi siiregleri inhibe
ederek antikanser etkiler gosterir [81]. CUR; p53, Ras, fosfatidilinositol-3-kinaz, protein
kinaz B, Wnt-$ katenin sinyal yolagi ve mTOR’un (Rapamisin protein kompleksinin
memeli hedefi) aracilik ettigi yollar dahil olmak iizere kanser tedavisiyle iligkili ¢cok

sayida sinyal yolunu hedeflemektedir [82].

Meme kanseri dokularinda, sikline bagimli kinazlarin (CDK’ler) asir1 ekspresyonu ve
tiimor baskilayici protein p53°iin yetersiz ekspresyonu gozlemlenmektedir. Eszamanli
olarak p21, p27 ve p57 CDK inhibitorlerini igeren bir dizi hiicre dongiisti diizenleyici
protein asag1 regiile edilmektedir. Ozellikle bu molekiilleri hedeflemenin meme kanseri

tedavisinde etkili olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 2.9. CUR’in molekiiler hedefleri [82].

*PI3K, fosfatidilinositol-3-kinaz; NF-«B, niikleer faktor-kB; mTOR, memeli hedefi veya rapamisin; CDK,
sikline bagimli kinaz; uPA, iirokinaz tip plazminojen aktivatorii, MMP, matris metalloproteinaz; insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii 2; HER2, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii; VEGFR,
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii; VEGF, osteopontin; OPN. Sari, transkripsiyon faktorlerini ve sinyal
molekiillerini; yesil, timor anjiyogenezini ve bilylimeyle iligkili proteinleri; mavi, tiimdr proliferasyonu ile
iligkili molekiilleri gostermektedir [82].

«»
D

CUR, i) Hiicre dongiisii durmasint ve p53°¢ bagli apoptozu indiikleyerek; ii) Ras,
fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K), protein kinaz B (Akt), rapamisinin memeli hedefi
(mTOR) ve Wnt/B-katenin dahil olmak {iizere sinyal proteinlerinin ekspresyonunun
degistirilmesi; iii) transkripsiyon faktorlerinin asagi1 diizenlenmesi (downregulating); ve
iv) tiimor biiylimesinin ve anjiyogenezin inhibe edilmesi yoluyla meme kanseri hiicre

proliferasyonunu inhibe etmektedir (Sekil 2.9) [82].

2.7.2. DTX ve DTX’in Biyolojik Etkileri-Etki Mekanizmasi
DTX ise taksan grubu, suda ¢oziinmeyen antimitotik bir kemoterapi ajanidir. DTX, meme
kanseri, akciger kanseri, yumurtalik kanseri vb. gibi ¢esitli malignitelere kars1 sitotoksik
potansiyeli ve klinik etkinligi kanitlanmig neoplastik ajanlar sinifina aittir [10]. G2/M
fazinda hiicre dongiisii durmasina yol agan mikrotiibiil stabilizasyonunu diizenlemekte ve
ayrica kanser hiicrelerinde apoptoz ve sitotoksisitenin baslamasina yol agmaktadir. DTX,
B-tiibiilin alt {initelerine yiiksek afinite ile baglanarak, mitozun metafaz asamasinda
mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu engelleyerek etkisini gostermektedir [83]. DTX
meme kanseri tedavisinde hem tek basina hem de diger ajanlarla birlikte kombine olarak
kullanilabilmektedir. Meme kanseri tedavisinde altin standart olan taksanlarin farklh
antineoplastik ajanlarla yapilan kombinasyonlari, MDR-1 ve Pgp aracili disa atim

mekanizmalar1 gibi diren¢ mekanizmalarin1 inhibe etmektedir. Bu nedenle o6zellikle
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metastatik ve erken evre meme kanseri olgularinda etkinligi kanitlanmig olan taksanlar
ile kombine edilerek kemoduyarlili§i artiracak yeni ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Efluks pompalarinin sebep oldugu ilag direncinin iistesinden gelmek ve inhibisyonu
saglamak amaciyla giliniimiizde piperin, CUR, naringenin gibi kemoduyarlastirici

bilesenlerle kombinasyon tedavileri arastirilmaktadir [76, 84, 85].

Sekil 2.10. DTX’in kimyasal yapis1 [83].

2.7.3. DTX ve CUR Kombinasyon Tedavisi
CUR’in kanser karsit1 aktivitesi son zamanlarda kapsamli bir sekilde arastirilmis ve
gastrointestinal, melanom, genitoliriner, meme ve akciger kanserlerinde ©nemli
gelismeler goriilmistir. Ayrica giinde 12g’lik bir tolerans dozuyla anti-inflamatuar
aktivite gostermistir. CUR yiiksek lipofilisitesi nedeniyle hiicre zarlarindan serbestge
gecebilecegi icin olasi bir ilag olarak degerlendirilmesi giindeme gelmistir. Ancak sulu
ortamlardaki ¢6ziintirligiiniin diisiitk olmas1 CUR’i alkali ortamda bozunmaya da duyarl
hale getirmektedir. Bu durum disiik biyoyararlanimmin ve terapdtik optimum kan
konsantrasyonlarina ulasmak i¢in yiiksek dozlara ¢ikilmasinin olasi bir nedeni olarak

diistiniilmektedir [86].

Dian ve ark., oral uygulama yolu ile ila¢ diren¢li meme kanserini tedavi etmek i¢in D-a-
tokoferol poli(etilen glikol) 1000 siiksinat (TPGS) bazli DTX ve CUR’i es zamanlh
yiikledikleri miseller hazirlamislardir [87]. in vitro hiicre calismasinda, DTX+CUR vyiiklii
karigik misellerin sinerjik bir etki olusturarak, MCF-7/Adr hiicrelerinde en yiiksek
hiicresel alimi, sitotoksisiteyi, hiicre apoptozunu indiikleyen oranlar1 ve hiicre ROS
indiikleyen seviyeleri gdsterdigi tespit edilmistir. /n vivo farmakokinetik ¢alismalar ile,

DTX+CUR vyiikli karigik misellerin, %574’liik bir goreceli oral biyoyararlanimla, saf
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DTX’e kiyasla DTX’in oral emilimini belirgin sekilde artirdigini tespit etmislerdir.
DTX+CUR uygulamasmin meme Kkanseri hiicrelerindeki ¢oklu ilag direncini asarak
kemosensitizor ve antikanser ilac1 arasinda sinerjik etkilesimi kolaylastirdigi, es zamanlh
salimin yan etkileri en aza indirirken terapotik etkileri artirdigi sonuglarina ulasmislardir.
Kim ve ark., emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma metodu ile DTX ve CUR’i es zamanlh
yiikledikleri nanoboyutlu lipid tasiyicilar hazirlayip, meme kanserindeki etkisini
arastirmiglardir [88]. Bu ¢alismada DTX veya CUR yiiklii formiilasyonlarin doza bagli
sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir. DTX/CUR kombinasyonu 1:3 w/w; a/a olarak
calisildiginda, sirastyla 0.286 ve 0.130 kombinasyon indeksi degerleriyle hem MCF7 hem
de MCF7/ADR meme kanseri hiicre hatlarinda en giiclii sinerjik etkiyi gostermistir. Ikili
tedavinin her iki hiicre hattinda da apoptozu artirdigr ve MCF7/ADR {i¢ boyutlu kiireler
tizerinde iistiin sinerjistik inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir. OVCAR3-ksenograftl
fare modellerinde, DTX ve CUR igeren es zamanli tedavinin, diger tedavi gruplarina
kiyasla tiimor biiytimesini 6nemli 6l¢lide durdurdugu sonucuna ulagilmistir. Bayet-Robert
ve ark., Faz-1 asamasinda gergeklestirdikleri klinik ¢aligmada, ilerlemis veya metastatik
meme kanseri olan 14 hastada DTX ve CUR’in uygulanabilirligini ve tolere
edilebilirligini aragtirmislardir [89]. CUR, yedi giin boyunca giinde 500 mg’lik bir dozda
oral olarak verilmistir ve doz sinirlayici toksisiteye kadar artirilmistir. Veriler, DTX (100
mg/m?) ve CUR (500 mg/giin) uygulamasinin karsinoembriyonik antijen (CEA) tiimor
belirtecini azaltarak kemoprevansiyonda iimit verici biyolojik yanit gosterdigini ortaya
koymustur. Saglam ve ark., DTX’in tek basina ve sentetik CUR analogu olan EF24 ile 6n
kosullamasinin ardindan DTX uygulamasinin, meme kanseri MCF-7 hiicrelerindeki
hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz lizerindeki etkisini arastirmiglardir [90]. MCF-7 hiicrelerine
EF24 6n uygulamasinin ardindan DTX uygulamasmin, DTX’in tek bagina
uygulanmasina gore hiicre canlilifini anlamh 6l¢iide diislirdiigii tespit edilmistir. EF24
on kosullamasinin, tek bagina DTX uygulamasina kiyasla cMYC ve cFOS genlerinin
MRNA diizeylerini anlaml derecede azalttig1 belirlenmistir. Bu ¢alismaya gore MCF-7
hiicrelerine EF24 6n uygulamasinin, DTX’in tek basina uygulamasina kiyasla hiicreleri

daha duyarl: hale getirdigi ve kemoterapinin etkisini arttirdig1 sonucuna ulagilmstir.

2.8. 1la¢ Salim Sistemlerinin Matematiksel Modellenmesi
Matematiksel salim modellemesi, ila¢ salim sistemlerinden ila¢ salim oranlarini ve
difiizyon &zelliklerini tahmin etmeye odaklanmaktadir. Ilag salimmin kinetigi, bu

matematiksel modeller kullanilarak belirlenmektedir [91]. Deneysel verilerin
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matematiksel yaklagimlarla karsilastirilmasi yoluyla ila¢ taginmasinin ardindaki fiziksel
mekanizmalar1 kesfetmek ve salim kinetigini iyilestirmek miimkiindiir. Beklenen ilag
salim oranlarina matematiksel yaklasimlarin sistematik olarak uygulanmasi maliyet ve

deney siiresinden de tasarruf saglamaktadir.

2.8.1. Sifirmei Derece ila¢ Salim Kinetik Modeli
Farmakokinetik prensiplerine gore, dozaj formundan ilag salimi1 Egitlik 1 ile gosterilebilir
[92, 93]:

Co-Ct =Koxt

Ci=Co +Koxt (Esitlik 1)
Ct, t zamaninda salinan ila¢ miktaridir.

Co, t=0 zamaninda ilacin baslangi¢ konsantrasyonudur. (Cogunlukla Co=0’dur.)

Ko, sifirinct mertebe hiz sabitidir.

Sifirinct dereceden kinetik model bir ilag salim sisteminden sabit ilag salim siirecini
tanimlamaktadir ve bu modele gore kandaki ilag seviyesi salim boyunca sabit
kalmaktadir. /n vitro salim calismasindan elde edilen kiimiilatif ilag salim verileri zamana
kars1 grafige gegirilir. Cizilen grafigin egimi sifirinc1 derece hiz sabitini verir, korelasyon
katsayis1 ise ilag saliminin sifirinci derece kinetik modele uyup uymadigr bilgisini
vermektedir. Bazi transdermal sistemlerde, kaplanmis formlarda diisiik ¢oziiniirliikte ilag
iceren matris tabletlerde, ozmotik sistemlerde vb. gibi cesitli tipteki modifiye salimli

farmasotik dozaj formlarindan ilag salimini tanimlamak i¢in kullanilabilir.

2.8.2. Birinci Derece ila¢c Salim Kinetik Modeli
Birinci derece kinetigi izleyen ilag salimi Esitlik 2 ile temsil edilebilir [92, 93]:

dC/dt=-KxC (Esitlik 2)
K1, zaman™ veya saat basina ifade edilen birinci dereceden hiz sabitidir.

Birinci dereceden proses, reaksiyona giren ilacin konsantrasyonuyla dogru orantili olan,

yani konsantrasyon arttik¢a reaksiyon daha hizli gerceklesen proses olarak tanimlanabilir.
Esitlik 2 yeniden diizenlendikten sonra:

logC=logCo-K1x1/2.303 (Esitlik 3)
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Co, ilacin baglangi¢ konsantrasyonudur.
C, t zamaninda kalan ilacin yiizdesidir.

In vitro salim calismasindan elde edilen ilag¢ salim kinetigi verilerinin incelenmesi igin
zamana gore kalan ilacin log %’si ¢izilir ve ¢izimin egimi birinci derece hiz sabitini verir.
Bu kinetik model gozenekli matrislerde suda ¢oziinen ilaglar iceren farmasotik dozaj

formlarindaki ila¢ salimini tanimlamak i¢in kullanilabilir.

2.8.3. Higuchi Ila¢ Salim Kinetik Modeli
Matris sistemlerinden ila¢ salimini tanimlamay1 amaglayan matematiksel bir modelin ilk
ornegi 1961°de Higuchi tarafindan gelistirilmistir. Baslangicta diizlemsel sistemler i¢in
tasarlanmig, daha sonra farkli geometrik ve gozenekli sistemlere genisletilmistir. Bu
model, (i) matristeki baslangic ila¢ konsantrasyonunun ila¢ ¢oziiniirliigiinden ¢cok daha
yiiksek oldugu; (ii) ila¢ difiizyonunun yalnizca bir boyutta gerceklestigi (kenar etkisi
ihmal edilebilir diizeyde olmalidir); (iii) ilag pargaciklarinin sistem kalinligindan ¢ok
daha kii¢iik oldugu; (iv) matris sismesi ve ¢oziinmesinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu;
(v) ilag diflizyonunun sabit oldugu ve (vi) salim ortaminda her zaman sink kosullarinin
elde edildigi hipotezlerine dayanmaktadir. Buna gore, basitlestirilmis Higuchi modeli

ifadesi Esitlik 4 ile gosterilebilir [92, 93]:

fi=Q = Kpxt'? (Esitlik 4)
Burada Q, birim alan basina t zamaninda salinan ilag miktaridir.

Kn, Higuchi modeli salim kinetigi sabitidir.

[lag salimi ¢alismalarindan elde edilen veriler zamanin karekdkiine karsi kiimiilatif yiizde
ilag salim1 olarak grafige gecirilir. Bu matematiksel model, baz1 transdermal sistemler,
suda c¢oziinen ilaclar igeren matris tabletler ve ¢esitli modifiye salim gosteren farmasotik

dozaj formlarindan ila¢ ¢6zlinmesini tanimlamak i¢in kullanilabilir.

2.8.4. Korsmeyer-Peppas ila¢ Sahm Kinetik Modeli
Korsmeyer ve ark., polimerik bir sistemden ila¢ salimini tanimlayan basit bir iliski

tiiretmistir (Esitlik 5).
Mi/Mo, = Kxt" (Esitlik 5)

Burada M:/M, t zamaninda salinan ilacin bir kesridir.
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K, salim hiz1 sabitidir.

n, salim issiidiir. n degeri, silindirik sekilli matrisler i¢in farkli salimlar1 karakterize
etmek i¢in kullanilir. Bu modelde n degeri Cizelge 2.3’te agiklandigi sekilde ilag salim

mekanizmasini karakterize etmektedir [92, 93].

Cizelge 2.3. Korsmeyer Peppas modeline gore salim mekanizmalarinin yorumlanmasi

[94].

Salim Ila¢ Transport Zamanin Fonksiyonu Tlag Salim
Ussii (n) Mekanizmasi Olarak Hiz Mekanizmasi
n<0.5 Quasi-Fickian Difiizyon t" Sismeyen matris difiizyonu
0.5 Fickian Difiizyon tos Sismeyen matris difiizyonu
0.5<n<1.0  Non-Fickian Difiizyon - Difiizyon+gevseme
(Anomalaus) (erozyon)
1.0 Case-1l Transport ZamandanBagimsiz Sifirinc1 Derece Salim
>1.0 Stiper Case-Il Transport - (gevseme/erozyon)

2.8.5. Hixson-Crowell ila¢ Salim Kinetik Modeli
Hixson-Crowell kiip kok yasasi, par¢aciklarin veya tabletlerin yiizey alaninda ve ¢apinda
bir degisiklik olan sistemlerden ila¢ salinimini tanimlamaktadir. Bu nedenle, diizenli
alanl parcaciklar hacimlerinin kiip kokiiyle orantilidir. Yukaridaki kavramdan yola
c¢ikilarak Hixson-Crowell, ilag¢ salimi ile zaman arasinda bir iligski kurmustur ve bu iliski

Esitlik 6 ile ifade edilmistir:
WolB-WB=K ext (Esitlik 6)

Burada Wo, farmasotik dozaj formundaki baslangig ilag miktaridir (0. zamanda kalan ilag

miktart)
Wt, t zamaninda farmasotik dozaj formunda kalan ilag miktaridir.
Khc, ylizey hacim iliskisini tanimlayan Hixson-Crowell sabitidir.

Salim kinetigini incelemek i¢in, in vitro ilag salim ¢alismalarindan elde edilen veriler,
matriste kalan ila¢ yiizdesinin zamana gore kiip kokii olarak grafige gecirilir. Bu model
geleneksel dozaj formunda, dagilabilir dozaj formunda veya aninda salim yapan dozaj
formlarindaki salim verilerinin yorumlanmasi i¢in kullanilmaktadir. Hixson-Crowell
modelinin korelasyon katsayis1 daha yiiksekse, ¢oziinme siireci sirasinda ylizey
alanindaki degisimin ilag salimi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu seklinde yorum

yapilabilir.

29



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve EKipman
3.1.1. Kullanilan Madde ve Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan Bovine Serum Albiimin (Fraksiyon V) (MW = 68 kDa,
10735078001) Roche firmasindan temin edilmistir.

Etanol (34852-M), Metanol (320290), Asetonitril (34851), Dimetil Siilfoksit (34869),
Aseton (270725), Fosfat Tamponu (P3813-10), Kurkumin (C1386), Dosetaksel
(PHR1883), Poli(d,I-laktik-ko-glikolik asit) 50:50 ortalama molekiil agirligi 7.000-
17.000 (719897), Polivinil Alkol (348406), Tween-80 (P1754), Folik asit (F7876), N-
hidroksisiiksinimid (130672), N-(3-Dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid hidrokloriir
(03450) Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan temin edilmistir.

Diyaliz torbalar1 (16 mm ¢apinda-MW 12.000 Da) (D6191) ve diyaliz tiip kapaklari
(Z2371092) da Sigma-Aldrich firmasindan tedarik edilmistir.

Partikiil boyutu Spum ve boyutlar1 250 x 4.6 mm olan Thermo Scientific Hypersil GOLD
C18 ozellikteki kolon Thermo Scientific firmasindan satin alinmistir. Tiim deneylerde
Thermo Scientific Smart2Pure (Amerika) su aritma sisteminden elde edilen 18.2 MQ.cm

dirence sahip deiyonize (DI) su kullanilmistir.

30



3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Cizelge 3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar.

CIHAZ MARKA KURUM
Liyofilizator Christ Alpha 1-2 LD Hacettepe Universitesi Kimya
Plus Miihendisligi Anabilim Dali
HPLC Thermo Scientific Hacettepe Universitesi Kimya
Miihendisligi Anabilim Dali
Genesys 10S UV-VIS Thermo Scientific Hacettepe Universitesi Kimya
Spektrofotometre Miihendisligi Anabilim Dali
Mekanik Karistirici APin Hacettepe Universitesi Kimya

Miihendisligi Anabilim Dali

Dijital Isiticth Manyetik

Wisd Laboratory

Hacettepe Universitesi Kimya

Kanstirici, MSH-20D Instruments Miihendisligi Anabilim Dali
Ultrasonik Homojenizator Bandelin Hacettepe Universitesi Kimya
(Sonikatér) HD 2070 Miihendisligi Anabilim Dali
Ultraturrax (SilentCrusher M) Heidolph Hacettepe Universitesi Kimya

Miihendisligi Anabilim Dali

Ultrasonik Banyo

Wisd Laboratory

Instruments

Hacettepe Universitesi Kimya

Miihendisligi Anabilim Dali

Peristaltik Pompa

Watson Marlow 120S

Hacettepe Universitesi Kimya

Miihendisligi Anabilim Dali

pH Metre Isolab Hacettepe Universitesi Kimya
Miihendisligi Anabilim Dali
Masaiistii Sogutmalh Hermle Hacettepe Universitesi Kimya

Ultrasantrifiij (Z 36 HK)

Miihendisligi Anabilim Dali

Hassas Terazi

Sartorius Extend

Hacettepe Universitesi Kimya

Miihendisligi Anabilim Dali

Ultra Saf Su Sistemi,

Smart2Pure

Thermo Scientific

Hacettepe Universitesi Kimya

Miihendisligi Anabilim Dali
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3.2. Analitik Yontem Validasyonlari

In vitro kosullardaki DTX ve CUR miktar tayini analizleri ters faz yiiksek performansl
s1vi kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) yontemi ile UV
dedektorii kullanilarak g¢alisiimistir. CUR ve DTX etkin maddeleri i¢in dalga boyu
taramas1 yapilmis ve en yiiksek absorbansin alindig1 dalga boyu tespit edilmistir. DTX ve

CUR i¢in kromatografik sartlar Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.2. CUR miktar tayininde kullanilan HPLC yontem parametreleri.

Mobil Faz Asetonitril: %0.1 formik asit igeren distile su
(50:50, viv)

Analitik Kolon C18 Hypersil Gold Spm, 250mmx=4.6mm

Enjeksiyon Hacmi 10 pl

Akis Hiza 0.8 ml/dk

Kolon Sicakhig: 30°C

Dedektor-Dalga Boyu | VWD-3x00(RS) Dedektor, 425 nm

Enjeksiyon Siiresi 12 dk.

Cizelge 3.3. DTX miktar tayininde kullanilan HPLC y6ntem parametreleri.

Mobil Faz Asetonitril: Distile su
(60:40, viv)
Analitik Kolon C18 Hypersil Gold 5um, 250mmx4.6mm
Enjeksiyon Hacmi 10 pl
Akis Hiza 0.8 ml/dk
Kolon Sicakhig: 30°C
Dedektor-Dalga Boyu | VWD-3x00(RS) Dedektor, 230 nm
Enjeksiyon Siiresi 7 dk.

Kullanilan analitik metotlarda mobil fazlar gradient pompa kullanilarak calisilmigtir.
Miktar tayini analizleri baglatilmadan 6nce hem HPLC cihazinin hem de kullanilan
kolonun temizlenmesi ve sartlanmasi icin sistemden en az 30dk siire boyunca mobil faz

gecirilmistir.

32



3.2.1. Stok ve Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi
CUR’e ait kalibrasyon dogrusunun olusturulabilmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda CUR
cozeltileri hazirlanmistir. 3 mg CUR, 4 ml etanol i¢inde coziinerek stok cozelti
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden gerekli miktarlarda seyreltmeler yapilarak 0.5, 1, 5, 10,
20, 40 pg/ml konsantrasyonda 6 farkli ¢ozelti hazirlanmistir. Tiim stok ve standart
¢Ozeltiler amber renkli voliimetrik siseler kullanilarak isiktan korunmus ve 4°C’ de

muhafaza edilmistir.

DTX e ait kalibrasyon dogrusunun olusturulabilmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda DTX
¢ozeltileri hazirlanmigtir. 10 mg DTX, 10 ml aseton ic¢inde ¢Ozlinerek stok cozelti
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden gerekli miktarlarda seyreltmeler yapilarak 20, 50, 100,
200, 400, 600, 800 png/ml konsantrasyonda 7 farkli ¢ozelti hazirlanmistir. Tiim stok ve
standart ¢ozeltiler amber renkli voliimetrik siseler kullanilarak 1siktan korunmus ve 4°C’

de muhafaza edilmistir.

3.2.1.1. Spesifiklik

Kullanilan analitik metotlarda analizi yapilacak etkin maddenin kromatogramlarinda,
etkene ait piklerin alikonma zamaninda ¢dziiciiden, mobil fazdan ve plasebodan gelen
herhangi bir pik olmamalidir. /n vitro ilag salim caligmalarinda CUR ve DTX ile
etkilesime giren bir maddenin olup olmadig: spesifiklik parametresi ile tespit edilmistir.
Bunun i¢in mobil faz, kullanilan diger polimerik malzemeler ve etkin maddelerin kendisi
her iki metotla analiz edilmis olup, elde edilen kromatogramlar karsilastirilarak etkilesim

olup olmadig: belirlenmistir.

3.2.1.2. Dogrusallik ve Aralik

Kullanilan analitik metotlarda analizi yapilacak etkin maddenin lineer cevap iliskisini
kanitlamak i¢in hazirlanan ¢ozeltilerin pik alanlart Slgiilmiistiir. CUR ¢0zeltisi igin 0.5,
1, 5, 10, 20, 40 pg/ml ve DTX c¢ozeltisi i¢in 20, 50, 100, 200, 400, 600, 800 png/ml

konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir.

3.2.1.3. Dogruluk ve Kesinlik
Kullanilan analitik metotlar ile 6l¢limii yapilan etkin maddelerin gercek degere ne kadar
yakin sonu¢ verdigi ve Ol¢lim sonuclarmin tekrarlanabilirliginin incelenebilmesi

amaciyla dogruluk ve kesinlik parametreleri calisilmistir. Belirlenen konsantrasyon
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araligi i¢inde ii¢ farkli konsantrasyon i¢in ¢ozeltiler ti¢ tekrarli olacak sekilde hazirlanip

analiz edilmistir.

3.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

3.3.1. Albiimin Nanopartilkiiller (BSANPs) ve Kurkumin Yiiklii Albiimin
Nanopartikiiller (CUR-BSANPs)’in Hazirlanmasi

BSANPs desolvasyon teknigi kullanilarak, Gawde vd. [95] tarafindan gelistirilen yontem
modifiye edilerek sentezlenmistir (Sekil 3.1). Oncelikle 0.1M NaOH ile distile suyun
pH’1 10.0 olacak sekilde ayarlanmistir. Belirli miktarlarda tartilan BSA, pH’ 1 10.0” a
ayarlanmis 2 ml distile su igerisine alinip, manyetik karistiricida 500 rpm karistirma
hizinda ¢ozelti tamamen berrak bir hal alana kadar BSA’nin ¢6ziinmesi beklenmistir.
Peristaltik pompa araciligi ile antisolvent olarak kullanilan etanol, BSA ¢ozeltisine akis
hizi1 1 ml/dk olacak sekilde ilave edilmistir. Etanol ekleme islemi devam ederken
¢ozeltinin rengi bulanik beyaza donmekte ve bu durum BSANPs’in olugmaya bagladigini
gostermektedir. Son asamada ortama uygun miktarlarda Glutaraldehit ¢ozeltisi (8% w/v)
capraz baglayici olarak ilave edilmis ve capraz baglama islemi gerceklestirilmistir.
Capraz baglama stiresi sonunda nanopartikiiller 3 kere distile su ile yikama islemine tabi
tutulmustur. Her yikama asamasinda ultrasantrifiijden alinan nanopartikiillerin yeniden
distile su igerisinde dagitilmasi i¢in 10 saniye prop sonikasyon islemi uygulanmistir.

Nanopartikiiller freeze-dryer kullanilarak kurutulmus ve 4 °C’de muhafaza edilmistir.

BSANPs’in sentezinde ¢apraz baglama siiresi, alblimin konsantrasyonu, pH ve su/etanol
orani degistirilerek bu parametrelerin BSANPs’in boyut, boyut dagilimi ve polidispersite

indeksi tizerindeki etkisi aragtirilmistir.

CUR-BSANPs’in hazirlanmasi i¢in de yukarida anlatilan ayni prosediir uygulanmis ve

etanol ekleme asamasinda ortama CUR ilave edilerek sentez gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Albiimin Nanopartilkiiller (BSANPs)’in nanopresipitasyon metodu ile sentez

basamaklarinin sekilsel gosterimi [96].
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3.3.2. Folik Asit ile Konjuge Edilmis CUR-BSANPs’in Hazirlanmas1 (FA-
CUR-BSANPs)

Folik asit (FA), BSANPs’in yiizeylerine 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidrokloriir (EDC) ve N-hidroksisiiksinimit (NHS) capraz baglayicilar1 kullanilarak
kimyasal yontem ile konjuge edilmistir [97]. Bu yonteme gore 5 mg FA 10 ml DMSO’
da ¢oziildiikten sonra yaklasik 700 rpm’ de siirekli olarak karistirilmistir. Daha sonra 15
mg NHS ve 30 mg EDC karistirilmakta olan FA ¢6zeltisine eklenmistir. Oda sicakliginda
karanlik kosullarda reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 1 saat siirekli karigtirma islemi
uygulanmigtir. 100 ml pH 9.8 karbonat tampon c¢ozeltisi hazirlandiktan sonra, bu
cOzeltiye onceden sentezi yapilmis olan BSANPs’in uygun miktar1 ilave edilmistir.
BSANPs’in tampon ¢dzelti igerisinde homojen bir sekilde dagilmasini saglayabilmek i¢in
sonikasyon iglemi uygulanmistir. BSANPSs’i i¢eren ¢ozeltiye, 5 ml aktiflestirilmis folik
asit (DMSO igerisinde) ¢ozeltisi bir peristaltik pompa araciligi ile damla damla ilave ilave
edilmistir. Nihai c¢ozelti oda sicakliginda karanlik kosullarda 12 saat boyunca
karistirilmaya birakilmigtir. Son asamada santrifiij islemi uygulanmis ve hazirlanan
partikiiller freeze-dryer kullanilarak kurutulmustur. Ayni prosediir CUR igermeyen
BSANPs-FA sentezi i¢in de uygulanmistir. CUR icermeyen BSANPs karbonat tampon

cozeltisine eklenmis ve ardindan ayni sentez yontemi kullanilmistir.

3.3.3. PLGANPs’in ve Dosetaksel yiikli PLGANPs (PLGA-DTX-NPs)’in
Hazirlanmasi

PLGA nanopartikiilleri nanopresipitasyon metoduna gore sentezlenmistir [13]. Bu
yonteme gore dncelikle 30 mg PLGA, 3 ml asetonda ¢oziinmiis ve 500 rpm karistirma
hizinda manyetik karistiricida tam ¢oziinme gergeklesinceye kadar karistirilmaya devam
edilmistir (Organik Faz). 0.1g PVA (%1) 10 ml distile suya eklendikten sonra
¢oziinmenin gergeklesmesi igin sicaklik 80°C’ye ¢ikarilmig, 1siticili manyetik
karistiricida 300 rpm’de karistirilma islemi devam ettirilmistir. Tam ¢oziinmenin oldugu
kontrol edildikten sonra sicaklik 25 °C’ye diistiriilmiis ve ¢6zelti ortam kosullarina gelene
kadar beklenmistir (Sulu Faz). %1°lik 10 ml PVA ¢ozeltisi 5000 rpm’de Heidolph marka
yiiksek karigtirmali homojenizatorde karistirilmaya baslanmis ve daha sonra hazirlanan
PLGA ¢ozeltisi 0.5 ml/dk’da damla damla, karistirilmakta olan PVA c¢ozeltisine
peristaltik pompa kullanilarak eklenmistir. Ekleme islemi tamamlandiktan sonra prob-
sonikator ile 10 saniye agik-kapali olacak sekilde 2 tur sonikasyon islemi uygulanmistir.

Nihai ¢ozelti organik fazin ugurulmasi i¢in bir gece manyetik karistiricida bekletilmistir.
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Partikiillerin saflastirilmasi i¢in 30000 rpm’ de 3 dk olacak sekilde ultrasantrifiij islemi
yapilmis ve ornekler 3 kez saf su ile yikanmistir. Son asamada freeze-dryer kullanilarak
24 saat boyunca kurutma islemi yapilmistir.

PLGA-DTX-NPs’in hazirlanmasi i¢in de yukarida anlatilan ayni prosediir uygulanmis ve

organik faz igcerine uygun miktarlarda DTX eklenip sentez islemine devam edilmistir.

3.3.4. PLGA-BSA-NPs’in ve Dosetaksel Yiikli PLGA-BSA-NPs (PLGA-
DTX-BSA-NPs)’in Hazirlanmasi

PLGA-BSA-NPs’i Kotova vd. tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek
hazirlanmistir [98]. Oncelikle 30 mg PLGA, 1 ml asetonda ¢dziinmiis ve 500 rpm
karistirma hizinda manyetik karistiricida tam ¢oziinme gergeklesinceye kadar
karistirilmaya devam edilmistir (Organik Faz). Sulu faz igin %0.5’lik BSA ¢ozeltisi (10
ml) hazirlanmigtir ve Heidolph marka yiiksek karigtirmali homojenizatorde yaklagik
17000 rpm’de sulu faza karigtirma islemi uygulanmistir. Sonraki asamada gekirdek-
kabuk nanopartikiilleri olusturabilmek ve PLGA arayilizeyine BSA’nin gdmiilmesi igin
organik faz bir peristaltik pompa araciligi ile homojenizatérde 17000 rpm’de
karistirilmakta olan sulu faza 0.5 ml/dk’da damla damla eklenmistir. Ekleme islemi
tamamlandiktan sonra yaklasik 1 dakika daha homojenizatorde bekletilen son karisima,
prob-sonikator ile 10 saniye agik-kapali olacak sekilde 2 tur sonikasyon islemi
uygulanmistir. Son asamada Glutaraldehit ¢ozeltisi (8% w/v) ortama ilave edilerek BSA
kabuk kisminin stabilitesi ¢apraz baglama ile arttirilmistir. Nihai ¢ozelti organik fazin
ucurulmast i¢in bir gece manyetik karistiricida bekletilmistir. Partikiillerin saflastirilmasi
i¢cin 30000 rpm’ de 3 dk olacak sekilde ultrasantrifiij islemi yapilmis ve 6rnekler 3 kez
saf su ile yikanmistir. Son asamada freeze-dryer kullanilarak 24 saat boyunca kurutma
islemi  yapilmistir. DTX Yikli PLGA-BSA-NPs (PLGA-DTX-BSA-NPs)’in
hazirlanmasi igin de yukarida anlatilan ayn1 prosediir uygulanmis ve organik faz igerisine

uygun miktarlarda DTX eklenip sentez islemine devam edilmistir.

3.3.5. Kurkumin Yiikli PLGA-DTX-BSA-NPs (PLGA-DTX-BSA-CUR-
NPs) ve FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in Hazirlanmasi

Kurkumin yiikli PLGA-DTX-BSA-NPs (PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs)’i hazirlamak
icin PLGA-DTX-BSA-NP sentezinde kullanilan yontem modifiye edilmistir. PLGA-

DTX-BSA-NP sentezinde sulu faz hazirlama asamasinda ortama CUR’in istenen
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konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltisi enjekte edilmistir. Diger tiim basamaklar ayn

olacak sekilde sentez gerceklestirilmis ve PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs hazirlanmustir.

FA ile konjuge PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in hazirlanmas: igin 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDC) ve N-hidroksisiiksinimit (NHS)
capraz baglayicilar1 kullanilarak kimyasal yontem ile konjuge edilmistir [97, 99]. Bu
yonteme gore S mg FA 10 ml DMSO’ da ¢oziildiikten sonra yaklasik 700 rpm’ de stirekli
olarak karistirilmistir. Daha sonra 15 mg NHS ve 30 mg EDC karistirilmakta olan FA
coOzeltisine eklenmistir. Oda sicakliginda karanlik kosullarda reaksiyonun tamamlanmasi
icin 1 saat siirekli karistirma islemi uygulanmistir. 100 ml pH 9.8 karbonat tampon
cozeltisi hazirlandiktan sonra, bu ¢ozeltiye dnceden sentezi yapilmis olan PLGA-DTX-
BSA-CUR-NPs’in uygun miktar1 ilave edilmistir. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in
tampon ¢ozelti icerisinde homojen bir sekilde dagilmasini saglayabilmek i¢in sonikasyon
islemi uygulanmistir. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’i igeren ¢oOzeltiye, 5 ml
aktiflestirilmis folik asit (DMSO igerisinde) ¢ozeltisi bir peristaltik pompa araciligi ile
damla damla ilave edilmistir. Nihai ¢ozelti oda sicakliginda karanlik kosullarda 3 saat
boyunca karistirilmaya birakilmistir. Son asamada santrifiij islemi uygulanmis ve

hazirlanan partikiiller freeze-dryer kullanilarak kurutulmustur (Sekil 3.2).

’ \ ikili Ila¢ Yiikleme

~_ BSA .°

PLGA:BSA gekirdek-kabuk hibrit
nanopartikiiller

FA

Etkin Madde 1: Dosetaksel (DTX) ﬁ%’g‘gﬁﬂ;”

Etkin Madde 2: Kurkumin (CUR)

Sekil 3.2. FA ile konjuge PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in sekilsel gosterimi.
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3.4. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

3.4.1. Nanopartikiillerin Boyut Dagilimi ve Polidispersite indeksi Analizleri
BSANPs, CUR-BSANPs, FA-CUR-BSANPs, PLGANPs, PLGA-DTX-NPs, PLGA-
BSA-NPs, PLGA-DTX-BSA-NPs ve PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in hidrodinamik ¢ap
ve boyut dagilimi 25 °C’de Malvern Zetasizer Nano ZSP kullanilarak Dynamic Light
Scattering 6l¢lim prensibi ile belirlenmistir. Boyut ve boyut dagilimini belirleyebilmek
icin Zetasizer analizinden 0nce desolvatize edilmis numuneler distile su ile belirli oranda

seyreltilmigtir ve 3 6l¢lim alinmistir.

3.4.2. Hazirlanan Formiilasyonlarin Morfolojik Analiz Calismalari
Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin yiizey morfolojilerinin incelenebilmesi
amaciyla seyreltilmis numuneler aliminyum stublar {izerinde kurutulmustur. Numuneler
yaklagik 8nm altin ile kaplanmis ve Tescan marka GAIA3+Oxford XMax 150 EDS model
FIB-SEM cihaz1 kullanilarak analiz edilmistir. SEM analizleri Hacettepe Universitesi
fleri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde cihazdan sorumlu uzman

tarafindan gerceklestirilmistir.

3.4.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre (FTIR) Analizi
BSA, PLGA, CUR, FA, BSANPs, CUR-BSANPs, FA-CUR-BSANPs, PLGANPs,
PLGA-DTX-NPs, PLGA-BSA-NPs, PLGA-DTX-BSA-NPs ve PLGA-DTX-BSA-CUR-
NPs yapilarinin  fonksiyonel gruplarin belirlenebilmesi ve karsilastirmalarinin
yapilabilmesi amaciyla, Fourier Dontisimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizi
yapilip, FTIR spektrumlari ¢ikarilmistir. Analizler Thermo Scientific marka Nicolet 6700
model spektrofotometrede 4000-400 cm™ dalga sayisinda, 16 ¢oziiniirliikte ve 32 kez
taranarak  gerceklestirilmistir. FTIR analizleri Hacettepe Universitesi Kimya

Miihendisligi Boliimii’nde ¢alisiimistir.

3.4.4. Xismm kirmimm (XRD) Analizleri
X 1511 kirmimi analizi CUR ve CUR-BSANPs icin ODTU Merkez Laboratuvari’nda
Rigaku Ultima IV model XRD cihazinda ve DTX, PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs i¢in
Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde Malvern
Aeris Model XRD cihazinda kristalin  yapilarinin  belirlenmesi  amaci ile
gerceklestirilmistir. Bu amagla toz halindeki oOrneklerin her biri tarama derecesi

5°<260°<90° ve tarama hiz1 1°/dk esas alinarak gergeklestirilmistir.
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3.45. TGA-DSC Analizleri
SII Exstar6000 marka TG/DTA6300 model cihazda, dakikada 10 °C 1sitma hizinda, 30-
600 °C sicaklik degisimi igin, 200 ml/dk azot akisinda partikiillerin saf halleri ve
modifikasyon sonrasi halleri icin TGA analizi yapilmistir. Ote yandan hazirlanan
formiilasyonlarin ve kullanilan malzemelerin saf hallerinin termal davranisini
belirleyebilmek i¢in diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) cihazinda analiz yapilmistir.
Numuneler 20 ml/dk’lik azot gazi1 ortaminda, 30°C’den 600°C’ye 10°C/dk’lik 1s1tma hiz1
kullanilarak bir termal prosediire tabi tutulup analiz edilmistir. TGA-DSC analizleri

Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimii’nde ¢alisilmistir.

3.4.6. Temas Acis1 (Gonyometre) Analizi
Biolin Scientific marka Attension Theta model cihazda BSA, PLGA ve PLGA-BSA-NPs
icin yiizeyin 1slanabilirligi, hidrofobik ya da hidrofilik 6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in
su temas agis1 degerlerinin 6l¢iimii Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama

ve Arastirma Merkezi’'nde cihazdan sorumlu uzman tarafindan gerceklestirilmistir.

3.5. Enkapsiilasyon Verimliligi ve Yiikleme Kapasitesinin Hesaplanmasi

CUR ve DTX enkapsiilasyon verimi ve yiikleme Kkapasitesi, serbest CUR ve DTX
miktarinin HPLC (Thermo Scientific) ile 6l¢iilmesi yoluyla degerlendirilmistir. CUR-
BSANPs igerisindeki CUR miktar1 indirekt yontem araciligiyla, sentez sonrasi
nanopartikiil saflastirma basamaginda ultrasantrifiij islemi ile elde edilen siipernatant
igerisindeki CUR miktar1 hesaplanarak bulunmustur. Nanopartikiillerin santrifiijiinden
elde edilen siipernatant, etanol ile seyreltilmis ve HPLC ile analiz edilmistir. Ticari CUR
i¢cerisindeki kurkuminoidlerin birbiri ile basarili bir sekilde ayrildigi kromatogram Sekil

4.1°de goriilmektedir.

PLGA-DTX-NPs, PLGA-DTX-BSA-NPs ve PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs igerisindeki
DTX miktar1 ise direkt yontem araciligr ile (Sentez sonrasit kurutulan nanopartikiil
formiilasyonlarinin uygun bir ¢oziiclide ¢ozdiiriilmesi ve HPLC ile Slgiilmesi esasina
dayanan) hesaplanmistir. Enkapstilasyon verimliligi (EE) ve yiikleme kapasitesi (LC)
sirasiyla Esitlik (7) ve Esitlik (8) kullanilarak hesaplanmaistir.

i o Toplam llag — Serbest ilag o
Enkapsilasyon Verimi (EE)(%) = : x 100 Esitlik (7)
Toplam llag
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) o Toplam llag — Serbest Ilag o
Yiikleme Kapasitesi (LC)(%) = Nanopartikal Miktart %x 100 Esitlik (8)

3.6. In Vitro ila¢ Sahm Calismalar:

Hazirlanan formiilasyonlardan CUR ve DTX salim davraniginin degerlendirilmesi igin in
vivo kosullara uygun olarak pH 5.6 ve pH 7.4’te hazirlanan PBS tampon ortamlari (Etanol
ve Tween-80 igeren) kullanilmistir [55, 100]. Hidrofobik ilag salimini kolaylastirmak ve
sink kosulu korumak i¢in ortama %1 (v/v) Tween-80 ilave edilmistir. CUR ve DTX salim
deneyleri diyaliz metodu ile gergeklestirilmistir. Hazirlanan formiilasyonlardan in vitro
CUR ve DTX salimi 37°C’de salim ortamina daldirilan nanopartikiil formiilasyonlarinin
uygun miktarini igeren bir diyaliz membran (Molekiill Agirligi: 12kDa) torbada
gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Diyaliz torbasi, salim deneyleri Oncesi saf suda yaklasik
12 saat sartlandirilmistir. Salim deneyleri i¢in sabit karistirma hizinda (120 rpm) ve 37°C
ortam sicakhiginda calistirilan inkiibatdr kullanilmustir. Onceden belirlenen zaman
araliklarinda salim ortamindan alinan 6rneklerdeki CUR ve DTX miktar1t HPLC ile analiz

edilip, alinan 6rnek miktar1 kadar taze tampon ortama ilave edilmistir.

Kiimiilatif CUR ve DTX salimi, zamana kars1 asagidaki Esitlik (9)’ e gore hesaplanan

kiimiilatif salim ytizdelerinin (%) grafigi cizilerek degerlendirilmistir.

o Serbest kalan ilag miktart L
Kimiilatif llag Salimi (%) = X 100 Esitlik (9)

Toplam ilag miktart

¢\

Sekil 3.3. In vitro ilag salim ¢aligmalarinda kullamilan seliiloz diyaliz membranlarinin
(MA: 12kDa) ve salim ortamini igeren sistemin sekilsel gosterimi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Analitik Yontem Validasyonlari
4.1.1. CUR icin Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

CUR ig¢in analitik metot gelistirme ¢alismalarina baglanmadan 6nce kapsamli farmakope
ve literatiir taramas1 yapilmistir. Farmakope kaydi olan CUR’in ayn1 zamanda in house
miktar tayini metotlarini igeren literatiir kaynaklar1 [101-105] kullanilarak denenmis ve

nihai yontem tespit edilip kismi validasyonu yapilmistir.

Ticari zerdagal triiniindeki kurkuminoidleri birbirinden basarili bir sekilde ayirabilmek
ve tek baglarina keskin pikler elde edebilmek icin gelistirilen miktar tayini metodunda
kurkuminoidler basaril1 bir sekilde ayrilabilmistir (Sekil 4.1). Bunun i¢in mobil faz olarak
asetonitril ve %0.1 formik asit igeren distile su se¢ilmistir ve mobil faz oran1 50:50 olacak

sekilde calismalar gerceklestirilmistir.

Spesifiklik

Kullanilan mobil fazlar, ¢oziiciiler, PLGA, BSA, PBS salim ortami, DTX ve CUR
cozeltileri gelistirilen miktar tayini metodu ile sisteme tek tek enjekte edilmis olup HPLC
kromatogramlar1 alinmigtir. Bu kromatogramlar tek bagina CUR ¢dzeltisi kromatogrami
ile karsilastirma yapilmasi igin st iiste ¢akistirilmis ve CUR’in alikonma zamaninda
diger bilesenlerden gelen herhangi istenmeyen bir pikin CUR piki ile girisim yapmadigt
goriilmiistiir. Yontemin CUR igin spesifikligi kanitlanmigstir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1° de goriildiigii lizere mobil fazdaki distile suya %0.1 formik asit ilavesi,
bilesenler i¢in ayr1 ayr1 keskin pikler elde edilmesini saglamistir. Formik asit
konsantrasyonundaki artis ve azaliglar pik sekillerini 6nemli olacak sekilde

degistirmemistir ve literatiirle uyumlu olarak %0.1°lik formik asit yeterli olmustur.

Dogrusallik ve Arahk

CUR standart ¢ozeltileri HPLC sistemine enjekte edildikten sonra, CUR’e ait piklerin
altinda kalan alanlarin, CUR konsantrasyonuna karsi grafige gecirilmesi ile Sekil 4.2° de
verilen dogru elde edilmistir. CUR’in HPLC miktar tayini ile elde edilen lineer regresyon
verileri Cizelge 4.1” de verilmistir. Korelasyon katsayis1 R?=0.9991 olarak bulunmus ve

yontemin bu yiiksek korelasyon katsayisi degeri ile dogrusal oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.1.
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Asetonitril ve %0.1 formik asit iceren distile su (50:50) kullanilarak
olusturulan HPLC kromatogrami.

* C: Kurkumin, B: Demethoksikurkumin, A: Bisdemethoksikurkumin.

mAUxmin

80

70

60

50

40

30

20

10 pu

ot
ot
.

.
o
ot
o

.t
ot
o
ot
ot
ot
o
ot

10 15 20

Konsantrasyon (pg/ml)

ot
ot
.t
.

-”‘
".
-'.
-‘.
-'.
.
-.'
.'.
-"
o

y=1,794x-0,3934
R?=0,9991

30 35

Sekil 4.2. CUR’in HPLC analiziyle elde edilen kalibrasyon dogrusu.
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Cizelge 4.1. CUR’ in HPLC ile miktar tayini yonteminde elde edilen regresyon verileri.

Parametre Sonug¢
Konsantrasyon Arahgi 0.5, 1,5, 10, 20, 40 pg/ml
Egim (m) 1.794
Intersept (n) -0.3934
Korelasyon Katsayisi 0.999
Dogruluk ve Kesinlik

Analitik yontemin dogrulugunu aragtirmak amaciyla ayni giin igerisinde 3 tekrarli ve
giinler aras1 (3 giin art arda) miktar tayini analizleri gergeklestirilmis olup varyasyon
katsayis1 degerleri %?2’nin altinda, geri kazanim degerleri ise %98-102 araliginda
bulunmustur (Cizelge 4.2). Elde edilen sonuglar ile yontemin uygun dogrulukta oldugu

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. CUR’in HPLC miktar tayini yonteminde elde edilen giin i¢i ve giinler arasi
dogruluk ve kesinlik bulgulari.

CUR Giin Ici Giinler Arasi
Teorik Geri | Varyasyon Geri | Varyasyon
Konsantrasyon Ortalama Elde Katsayisi Ortalama Elde Katsayisi
(ng/mL) (ng/ml) %) %) (ng/ml) %) (%)
10 10.11 101.05 0.38 9.81 98.08 1.82
20 20.16 100.82 1.66 20.24 101.20 0.82
40 40.14 100.36 0.79 40.55 101.37 0.56

4.1.2. DTXicin Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu
DTX i¢in analitik metot gelistirme calismalarina baglanmadan 6nce kapsamli farmakope
ve literatlir taramasi yapilmistir. Farmakope kaydi olan DTX’in ayn1 zamanda in house
miktar tayini metotlarini igeren literatiir kaynaklar1 [106-110] kullanilarak denenmis ve
nihai yontem tespit edilip kismi validasyonu yapilmistir. Bunun i¢in mobil faz olarak
asetonitril ve distile su se¢ilmistir ve mobil faz oram1 60:40 olacak sekilde ¢alismalar

gergeklestirilmistir.
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Spesifiklik

Kullanilan mobil fazlar, ¢oziiciiler, PLGA, BSA, PBS salim ortami, DTX ve CUR
cozeltileri gelistirilen miktar tayini metodu ile sisteme tek tek enjekte edilmis olup HPLC
kromatogramlar1 alinmistir. Bu kromatogramlar tek basina DTX ¢6zeltisi kromatogrami
ile karsilagtirma yapilmasi i¢in iist iiste ¢akistirilmis ve DTX’in alikonma zamaninda
diger bilesenlerden gelen herhangi istenmeyen bir pikin DTX piki ile girisim yapmadigi
goriilmistiir (Sekil 4.3). Yontemin DTX igin spesifikligi kanitlanmustir.

Dogrusallik ve Arahk

DTX standart ¢ozeltileri HPLC sistemine enjekte edildikten sonra, DTX’e ait piklerin
altinda kalan alanlarin, DTX konsantrasyonuna kars1 grafige gegirilmesi ile Sekil 4.4°te
de verilen dogru elde edilmistir. DTX’in HPLC miktar tayini ile elde edilen lineer
regresyon verileri Cizelge 4.3’ te verilmistir. Korelasyon katsayis1 R?=0.999 olarak

bulunmus ve yontemin bu yiiksek korelasyon katsayisi degeri ile dogrusal oldugu

gosterilmistir.
-1 - DOCE CALIB #1 DOCETAXEL %100 UV_VIS_1
1 pofi 2~ DOCE CALIZ#11 ACTN Uv_VIS_1
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Sekil 4.3. Asetonitril ve distile su (60:40) kullanilarak olugturulan HPLC kromatograma.
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Cizelge 4.3. DTX’ in HPLC ile miktar tayini yonteminde elde edilen regresyon verileri.

Parametre

Sonuc¢

Konsantrasyon Arahgi

20, 50, 100, 200, 400, 600, 800 pg/ml

Egim (m) 0.098
Intersept (n) 3.2516
Korelasyon Katsayisi 0.999

Dogruluk ve Kesinlik

Analitik yontemin dogrulugunu aragtirmak amaciyla ayni giin icerisinde 3 tekrarli ve

giinler aras1 (3 giin art arda) miktar tayini analizleri gerceklestirilmis olup varyasyon

katsayis1 degerleri %2’nin altinda, geri kazanim degerleri ise %98-102 aralifinda

bulunmustur (Cizelge 4.4). Elde edilen sonuglar ile DTX miktar tayini yonteminin uygun

dogrulukta oldugu gdsterilmistir.

Cizelge 4.4. DTX’in HPLC miktar tayini yonteminde elde edilen giin ici ve giinler arasi

dogruluk ve kesinlik bulgulari

DTX Giin I¢i Giinler Arasi
Teorik _ :
Konsantrasyon | Ortalama Geri | Varyasyon Ortalama Geri | Varyasyon
(ng/mL) ) Elde Katsayisi o) Elde Katsayisi

(%) (%) (%) (%)
50 50.26 100.53 1.63 50.01 100.00 1.45
100 101.90 101.90 0.56 101.55 101.55 0.62
200 197.41 98.71 0.68 196.32 98.16 0.23
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DTX ve CUR igeren ikili ilag salim ¢aligsmalari igin in vitro salim ortaminda her 2 etken
maddenin de oldugu durumda ayr1 ayr1 DTX ve CUR miktar tayini metotlariyla elde
edilen numune kromatogramlar: Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir. CUR’in 230 nm’de
(DTX’in miktar tayini metodunda calisilan dalga boyu) ¢ok zayif da olsa bir absorbans
gosterdigi tespit edilmistir ancak bu durum kurkuminoidlerin DTX’den ayrilmasi i¢in bir
engel olusturmamustir, rezoliisyon degeri yaklasik 2.55 olarak bulunmustur ve etkin

maddeler basarili bir sekilde birbirinden ayrilmistir.

LU LF

JmaAl WYWL-Z30 nm
15.0+
10,0+
4 i
5.0 | DTX+CUR 1= 1
1 : I| \ o
|lI | 1 A5} dog
L e | e — T : A
] {1 | || 1/l
n__ . - B —_— ] - ¥}
5.0 —
5 DTX -
10.0 T T T T T -
0.0 1.00 2,00 2,00 4,00 &,00 8,00 T.00

Sekil 4.5. DTX ve CUR igeren ikili karisimda DTX miktar tayini metodu ile elde edilen
numune kromatograminin, tek bagina DTX kromatogramu ile karsilastirilmasi.

AL — .  WwLa25nm
I | |
[
10,0 1 | I
Ll
1 1
2.0
| | 1
| | 1
|
5,0 | 1
1 1
I | 1
4.0 ! [ !
1 1
CUR [
-0 I I 1
1
H 1 | | |
DTX+CUR LV
IERTTAN A
e T T S S I S N T T B S S W ST 'S TR N ST R NG N B = R
1]
A
: — — —— Kk I
min
-2, T T T T T
0.0 1.2 2.5 3.2 5,0 8.3 7.5 2,2 10,0 12,0

Sekil 4.6. DTX ve CUR igeren ikili karisitmda CUR miktar tayini metodu ile elde edilen
numune kromatograminin, tek bagina CUR kromatogramu ile karsilastirilmasi.
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4.2. BSANPs ve CUR-BSANPs’lerin Optimizasyonu, Karakterizasyon ve ila¢
Salim Cahismalari

4.2.1. Partikiil Boyutu ve Polidispersite indeksi Analizleri

BSANPs’lerin ve CUR-BSANPs’lerin sentezinde ¢apraz baglama siiresi, BSA
konsantrasyonu, pH ve su/etanol orani degistirilerek bu parametrelerin hazirlanan
formiilasyonlarin boyut, boyut dagilimi ve polidispersite indeksi iizerindeki etkileri

arastirilmistir.

4.2.1.1. Capraz Baglama Siiresi

Capraz baglama siiresinin partikiil boyutu iizerine etkisinin incelenebilmesi amaciyla 25
mg/ml BSA konsantrasyonunda 12 ve 24 saat olacak sekilde 2 farkl: siirede ve 3 tekrarli

olarak calisilmustir.

Capraz baglama etkisinin belirlenebilmesi amaciyla gerceklestirilen BSANP sentezi 6n
denemelerinde BSA distile suda ¢oziindiikten sonra pH ayarlamast yapilmistir. Toz
formdaki BSA distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra, pH ayarlamasi yapildiginda
desolvasyon islemi tam olarak gergeklestirilememekte, bu metot ile calisildiginda
yeniden {retilebilirlik oldukc¢a diisiik olmaktadir. Bu sebeple BSANP sentezi ig¢in
gerceklestirilecek yontemde saf suyun pH’1 onceden ayarlanip daha sonra etanol ile

desolvasyon islemi gerceklestirilmistir.

Gergeklestirilen ¢ok sayida BSANP sentezi denemelerinde etanol ekleme sirasi ve
sonrasinda ¢ozeltide bir renk degisimi gozlemlenememis, ¢cozeltide saydam bir opaklik
olustugu goriilmiistiir. Bu durum, BSA ¢ozeltisine etanoliin damla damla eklenme
asamasinda, etanol damlaciklarinin sabit diistiigli noktada ¢6ziicii yogunlugunun artmasi
ve karigtirmanin tam olarak etkili olmamasi ile agiklanabilir [111]. Bu sebeple daha sonra
gerceklestirilen sentez yontemlerinde peristaltik pompa kullanilarak etanol ekleme
asamasinda siringa ucu ¢ozelti igerisine daldirilmis ve bu sayede belirli bir bolgede

¢Oziicii yogunlugu olusmasina izin verilmemis, etkili bir karistirma yapilabilmistir.

Partikiil boyut dagilim egrileri (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8) incelendiginde ikili pik olusumu
mevcut olan durumlar ortamda ¢Oziilmemis polimer, serbest ilag ve
nanoformiilasyonlarin mevcut oldugunu gostermektedir. 12 saatlik sentez siiresi sonunda
tek bir pik olusturacak sekilde elde edilen bir dagilim, nanopartikiil olusumunun

tamamlandigini1 belirtmektedir. 24 saat gibi bir siire sonunda BSANPs ortamda halen
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mevcut olan fazla ¢apraz baglama maddesi, etanol ve su ile temas halinde ¢ok uzun siire
kaldigindan tekrar toplanmaya baslayarak aglomerasyona ugramakta ve bu durum ikili
pik olusumu ile agiklanmaktadir. Cizelge 4.6’da iki farkli ¢apraz baglama siiresinde
sentezlenen BSANPs’e ait ortalama partikiil boyutu ve polidispersite indeksi dlgiimleri

verilmigtir.

Intensity (Percent)
Intensity (Percent)

1 1 10 100 1000 10000

Intensity (Percent)

Sekil 4.7. Farkli ¢apraz baglama siirelerinde hazirlanan BSANPs’in boyut dagilim1 (BSA
Konsantrasyonu 25mg/ml, Capraz baglama siiresi 24 saat, pH=8.0).
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Intensity (Perc
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Sekil 4.8. Farkli ¢apraz baglama siirelerinde hazirlanan BSANPs’in boyut dagilimi1 (BSA
Konsantrasyonu 25mg/ml, Capraz baglama siiresi 12 saat, pH=8.0).

4.2.1.2. BSA Konsantrasyonu Etkisi (Notr pH Degerinde)
BSA konsantrasyonunun nanopartikiil boyutu {izerine etkisinin incelenebilmesi igin 3

farkli konsantrasyonda (25,40,50 mg/ml) calisilmistir. Sentez agamasinda distile suyun
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pH’ 1 ayarlanmadan nanopartikiil sentezi gerceklestirilmistir. Distile suyun pH’1
ayarlanmadan ortama BSA ilave edildiginde pH degeri yaklasik 7.0 olarak Slgiilmiistiir.
Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°’de farkli BSA konsantrasyonlarinda hazirlanan

nanopartikiillerin boyut dagilimi sonuglar1 goriilmektedir.

Farkli BSA konsantrasyonlarinda hazirlanan BSANPs’lerin, artan konsantrasyonla
orantil1 olarak ortalama partikiil boyutunun 235.14+3.20 nm’ den 338.3+28.48 nm’ ye
yiikseldigi goriilmektedir. Polidispersite indeksi degerleri 0.347 ve 0.376 arasinda
degismektedir. Polidispersite indeksi ideal olarak 0.50” den daha biiyiik olmamalidir.
0.50’ den daha biiyiik polidispersite indeksi degerleri agregasyonun (aggregation)
olustugunu gostermektedir. BSA konsantrasyonunun artmasiyla birlikte olusan asirt
doygunluk (supersaturation) daha kii¢iik ve daha hizli nanopartikiil olusumuna sebep
olmaktadir. Ancak asir1 doygunluk kaynakli olarak da olusan nanopartikiiller agrege
olmaya baglamaktadir. Bu sebeple nanopartikiil boyutlarinda artis meydana gelmektedir.
Ayrica nanopartikiil boyutlarinin 200 nm ve daha {izeri 6l¢iilmesinin bir diger sebebi pH

etkisi olarak diistiniilmektedir.
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Sekil 4.9. 25mg/ml BSA konsantrasyonunda hazirlanan nanopartikiillerin boyut dagilimi
(Capraz baglama siiresi 12 saat, pH=7.0).

BSA konsantrasyonu arttik¢a viskozite de artmakta ve su ve etanol arasindaki protein
tasima siklig1 azalmaktadir. Bu durum daha yavas cekirdeklenme oranlarma ve
dolayisiyla daha biiyiik parcaciklara yol agmaktadir. Ote yandan yiiksek protein

konsantrasyonu asirt doygunluk (supersaturation) ile sonuglanmaktadir. B&yle bir
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durumda sayica fazla ve daha kiigiik cekirdekler olusmakta ancak asir1 doygunluk
kaynakli olarak daha biiylik nanoparcacik olugsmasina sebep olan fazla sayida pargacik

carpismasi yoluyla yigilmay1 yani aglomerasyonu da hizlandirmaktadir.

Intensity (Percent)
Intensity (Percent)
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Sekil 4.10. 40 mg/ml BSA konsantrasyonunda hazirlanan nanopartikiillerin boyut
dagilim1 (Capraz baglama siiresi 12 saat, pH=7.0).
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Sekil 4.11. 50 mg/ml BSA konsantrasyonunda hazirlanan nanopartikiillerin boyut
dagilimi (Capraz baglama siiresi 12 saat, pH=7.0).
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Cizelge 4.5. BSA desolvasyonu i¢in farkli BSA konsantrasyonlarinda pH ayarlanmadan
hazirlanan BSANPs’in partikiil boyutu ve polidispersite indeksi.

BSA
Konsantrasyonu Boyut (nm) PDI
(mg/ml)
25 235.1+3.20 0.347+0.09
40 237.0+9.38 0.376+0.17
50 338.3+28.48 0.357+0.08

4.2.1.3. BSA Konsantrasyonu Etkisi (pH=10.0’da hazirlanan)

Farkli BSA konsantrasyonlarinda (10,25,40,50 mg/ml), pH’ 1 10.0’ a ayarlanmis distile
su kullanilarak deneyler tekrar edilmis ve pH etkisi aragtirllmistir. Yiksek pH
degerlerinde BSA ylizeyindeki hem amin fonksiyonel gruplari hem de karboksilik
fonksiyonel gruplari negatif yiiklii olmaktadir. pH etkisi, sistemdeki amino asitlerin
varlig1 ile dogrudan iliskilidir. Daha yiliksek pH degerlerinde, protein molekiillerinin net
yiikii artmakta ve elektrostatik itme BSA molekiillerinin koagiilasyonunu azaltmaktadir.
Boylece daha kiigiik nanopartikiiller olusturulabilmektedir. Ote yandan, pH daha diisiik
oldugunda, BSA molekiillerinin net yiikii notr ya da kismen pozitiftir. Bu durum daha
biiyiik parcaciklarin olusumuna izin veren nétr BSA molekiillerinin toplanmasina yol
acmaktadir. Yiiksek pH degerlerinde her partikiil {izerindeki negatif yiik, daha yiiksek
itmeye ve formiilasyonun daha iyi dagilmasina yol agmaktadir. Ayni1 konsantrasyon
araliginda pH ayarlanmadan hazirlanan BSA nanopartikiilleri ile karsilastirildiginda, pH
10.0° a ayarlanan ortamlarda nanopartikiill boyutunun olduk¢a kiiclildigi ve
polidispersite indeksi degerlerinin ise azaldig1 ve homojen dagilimda nanopartikiiller elde

edildigi sonucuna ulagilmistir (Sekil 4.12 - 4.15 ve Cizelge 4.6).

10 mg/ml BSA kullanilarak hazirlanan BSANPs’in boyutlar1 yaklasik 136 nm civari
Olclilmiistiir. Bu deger 25 mg/ml BSA kullanilarak hazirlanan BSANPs’in boyutlarindan
kiigiik olmakla birlikte, 10 mg/ml konsantrasyonda BSA ile elde edilen partikiil miktar1
ve veriminde azalis gdézlemlenmistir. Bu sebeple optimum konsantrasyon 25 mg/ml

olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.12. 10mg/ml BSA konsantrasyonunda hazirlanan nanopartikiillerin boyut

dagilim1 (Capraz baglama siiresi 12 saat, pH=10.0).
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Sekil 4.13. 25mg/ml BSA konsantrasyonunda hazirlanan nanopartikiillerin boyut

dagilimi (Capraz baglama stiresi 12 saat, pH=10.0).
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Size (d.nm)

Sekil 4.14. 40mg/ml BSA konsantrasyonunda hazirlanan nanopartikiillerin boyut
dagilim1 (Capraz baglama siiresi 12 saat, pH=10.0).
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Sekil 4.15. 50mg/ml BSA konsantrasyonunda hazirlanan nanopartikiillerin boyut
dagilimi (Capraz baglama stiresi 12 saat, pH=10.0).

4.2.1.4. Distile su/Etanol (Solvent/Non-Solvent) Oranimin Etkisi

BSA’y1 ¢ozmek i¢in kullanilan distile su (solvent) miktarinin, BSANP sentezi icin
kullanilan etanol (non-solvent) miktarina oraninin etkisini incelemek igin farkli distile

su/etanol oranlarinda deneyler gergeklestirilmistir (1/1, 1/2, 1/3, 1/4).

Desolvasyon i¢in gereken optimum distile su (solvent): etanol (non-solvent) oranini
kontrol etmek i¢in sentez ortamina degisen miktarlarda etanol eklenmistir (Sekil 4.16-

Sekil 4.17). Distile su: Etanol orani 1:1 oldugunda, etanol miktar1 desolvasyon igin yeterli
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olmamis ve beyaz bulutsu goriintii elde edilememistir. Solvent/Non-Solvent orani1 1:2 (4
ml etanol) istenen nanopartikiil boyutu i¢in optimum oran olarak belirlenmistir ve etanol
miktar arttirildikca nanopartikiil boyutunda ve polidispersite indeksinde artisa sebep
olmustur. Sistemdeki susuz ¢oziiciiniin (non-aqueous solvent) miktarinin artmasinin
BSANPs’in birikmesine yol actig1 sOylenebilir. Hem sulu hem de organik fazlar ve

bunlarin miktarlari, polimerin ve ilacin fiziksel davranigini da etkilemektedir.
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Sekil 4.16. Solvent/Non-Solvent Orani 1:3 oldugu durum igin BSANPs’in boyut
dagilimi.
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Sekil 4.17. Solvent/Non-Solvent Oranit 1:4 oldugu durum igin BSANPs’in boyut
dagilimu.
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Cizelge 4.6°da farkli capraz baglama siireleri, pH degerleri, konsantrasyon ve farkli
su/etanol oranlarinda hazirlanan BSANPs’in ortalama partikiil boyutu ve polidispersite
indekslerini gosteren 6zet tablosu verilmistir. Partikiil boyutu ve polidispersite indeksi
degerleri 3 tekrarli olacak sekilde 6l¢iilmiis olup, ortalama sonuglar %95 giiven araligi ile

sunulmustur.

Cizelge 4.6. Farkli ¢apraz baglama siirelerinde, pH 7.0 ve pH 10.0° da farkli BSA
konsantrasyonlarinda ve BSA desolvasyonu i¢in farkli distile su/etanol oranlarinda
hazirlanan BSANPs’in ortalama partikiil boyutu ve polidispersite indeksleri.

Capraz Baglama Ortalama Partikiil Boyutu
L PDI
Siiresi (h) (nm)
25mg/ml BSA, 12 191.8+3.15 0.168+0.04
pH=8.0 24 281.0+20.34 0.307+0.09
BSA Konsantrasyonu | Ortalama Partikiil Boyutu
PDI
(mg/ml) (nm)
o 25 235.1+3.20 0.347+0.09
Capraz Baglama
Siiresi 12 saat (notr 40 237.0+9.38 0.376+0.17
PH) 50 338.3-28.48 0.3570.08
BSA Konsantrasyonu | Ortalama Partikiil Boyutu
PDI
(mg/ml) (nm)
10 136.3+1.92 0.133+0.06
Capraz Baglama 25 156.9+1.42 0.078+0.06
Siiresi 12 saat
pH=10.0 40 172.6+0.94 0.093+0.02
50 185.8+0.92 0.124+0.06
Distile Su/ Etanol Ortalama Partikiil Boyutu PDI
Oram (nm)
25mg/ml BSA, 1:2 156.9+1.42 0.078+0.06
PH=10.0 ve ¢apraz 1:3 167.0+3.12 0.187+0.04
baglama siiresi 12
saat 1:4 181.1+22.20 0.199+0.08

25 mg/ml BSA kullanilarak hazirlanan BSANPs’e 5 mg CUR yiiklenmis, farkli ¢capraz
baglama siirelerinde boyutlar1 Zetasizer’da olgiilerek PDI’leri belirlenmistir (Sekil 4.18-
Sekil 4.19). CUR yiiklendiginde partikiill boyutlarinda anlamli bir degisim
gozlenmemistir. Polidispersite indeksi degerleri ise CUR-BSANPs’ in dar boyut dagilimi
gosterdigini

ve partikiiller arasinda agregasyonun (aggregation) olugmadigini

gostermektedir (Cizelge 4.7).
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Sekil 4.18. Farkli capraz baglama siirelerinde hazirlanan CUR-BSANPs’in boyut
dagilimi1 (BSA Konsantrasyonu 25mg/ml, 5Smg CUR, Capraz baglama stiresi 12 saat,
Solvent/Non-Solvent Orani 1:2, pH=10.0).
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Sekil 4.19. Farkli capraz baglama siirelerinde hazirlanan CUR-BSANPs’in boyut
dagilimi (BSA Konsantrasyonu 25mg/ml, Smg CUR, Capraz baglama siiresi 24 saat,
Solvent/Non-Solvent Orani 5, pH=10.0).

Cizelge 4.7. Farkli capraz baglama siirelerinde hazirlanan CUR-BSANPs’in ortalama
partikiil boyutu ve polidispersite indeksi (BSA Konsantrasyonu 25mg/ml, 5Smg CUR,
Capraz baglama stiresi 24 saat, Solvent/Non-Solvent Oran1 }%, pH=10.0).

Capraz Baglama Ortalama Partikiil PDI
Siiresi (saat) Boyutu (nm)
12 159.8+0.93 0.122+0.04
24 169.0+7.27 0.207+0.05
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4.2.2. CUR-BSANPs ve BSANPs’in Morfolojik Analiz Calismalari

Sekil 4.20°de desolvasyon metodu ile hazirlanan BSANPs’ine (A,B,C,D,E.F,G,H,1,1) ve
CUR-BSANPs’ine (J,K,L,M) ait SEM goriintiilerini gdstermektedir. Nanopartikiillerin

kiiresel bir morfolojiye ve piiriizsiiz bir ylizeye sahip olduklar1 gériilmektedir.

SEM goriintiilerinde ImageJ programi araciligiyla Olciilen nanopargacik boyutlari,
Zetasizer ile Olglilen nanoparcacik boyut dagilimini dogrulamistir. CUR yiiklemesi
sonucu partikiillerin ylizeyinde ve kiiresel simetrisinde herhangi bir degisim meydana
gelmemistir. Desolvasyon yontemi ile hazirlanan nanopartikiiller glutaraldehit ile
stabilize edilir ve daha yiiksek stabiliteye neden olabilecek fazla sayida negatif yiike
sahiptirler. Desolvasyon yontemiyle hazirlanan nanopartikiillerin bu sebeple diisiik

polidispersite ile daha diizenli bir sekil gosterdigi tespit edilmistir [112].

230 nm

117 nm 127nm

Date(m/dly): 01/28/21 Det: SE | | : GAIA3 TESC mte(mldlx): o01/28/21 | Det: SE
View field: 10.4 pm BI: 3.00 View field: 10.4 ym BI: 5.00
SEM MAG: 20.0 kx WD: 4.96 mm SEM MAG: 20.0 kx WD: 5.02 mm

Sekil 4.20. BSANPs’in SEM goriintiileri (A,B,C,D,E,F,G,H,LI) (pH=10.0, BSA
Konsantrasyonu: 25 mg/ml ve Capraz Baglama Siiresi: 24 saat) ve CUR-BSANPs’in
SEM goriintiileri (J,K,L,M) (pH=10.0, BSA Konsantrasyonu: 25 mg/ml, CUR miktari:
15mg ve Capraz Baglama Siiresi: 24 saat).
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Date(m/dly): 01/28/21| Det: In-Beam SE GAIA3 TESCAN| Date(m/dly): 01/28/21  Det: In-Beam SE | GAIA3 TESCAN
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Date(m/dly): 01/28/21 Det: SE
View field: 10.4 ym BI: 5.00
SEM MAG: 20.0 kx WD: 5.02 mm

Date(m/dly): 01/28/21 Det: SE
View field: 10.4 ym BI: 5.00
SEM MAG: 20.0 kx WD: 5.03 mm
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Sekil 4.20. (Devam) BSANPs’in SEM gériintiileri (A,B,C,D,E,F,G,H,1,I) (pH=10.0,
BSA Konsantrasyonu: 25 mg/ml ve Capraz Baglama Siiresi: 24 saat) ve CUR-
BSANPs’in SEM goriintiileri (J,K,L,M) (pH=10.0, BSA Konsantrasyonu: 25 mg/ml,

CUR miktari: 15mg ve Capraz Baglama Siiresi: 24 saat).
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Sekil 4.20. (Devam) BSANPs’in SEM goériintiileri (A,B,C,D,E,F,G,H,LI) (pH=10.0,
BSA Konsantrasyonu: 25 mg/ml ve Capraz Baglama Siiresi: 24 saat) ve CUR-
BSANPs’in SEM goriintiileri (J,K,L,M) (pH=10.0, BSA Konsantrasyonu: 25 mg/ml,
CUR miktar1: 15mg ve Capraz Baglama Siiresi: 24 saat).




4.2.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre (FTIR) Analizi

Sekil 4.21°de BSA’ya ait ana pikler incelendiginde 3284 cm™” de N-H gerilmesi ile ilgili
amid A, 2957 cm™* de NH3" serbest iyonunun N-H gerilmesi ile ilgili amid B, 1640 cm
1 de C=0 gerilmesi ile ilgili amid I, 1514 cm™’ de C-N gerilme ve N-H egilme
titresimleriyle ilgili amid II, 1387 cm™* de CHz egilme gruplari ile ilgili ve 1240 cm™’ de
C—N gerilme ve N-H egilme titresimleriyle ilgili amid III olmak {izere tipik protein
karakteristik pikleri goriilmektedir [113]. Ote yandan yaklasik 2863 cm™” de gériilen pik
ise CH bagina aittir [114]. Saf BSA’ya ait spektrumda goriilen en yogun bantlarin,
proteinlerin ikincil yapisi ve konformasyonuyla iligkili oldugu bilinmektedir. BSANPs’in
FTIR spektrumunda saf BSA spektrumunda goriilen karakteristik piklerin varlig
goriilmektedir. Bununla birlikte 1640 cm™” de goriilen amid I pikinin BSANPs’de 1644
cm™?’ ye, 1514 cm™ de goriilen amid 11 pikinin BSANPs’de 1516 cm™” ye ¢ok az kaydig1
tespit edilmistir.
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Sekil 4.21. CUR-BSANPs (a), BSANPs (b), BSA (c¢) ve CUR (d)’e ait FTIR
spektrumlarinin karsilastirilmasi.

CUR’in FTIR spektrumu incelendiginde 1601 cm™ ve 1505 cm™’de goriilen pikler
sirastyla benzen halkasindaki C=C ve C=0 baglarindan kaynaklanmaktadir [115]. Ayrica
1428 cm™’de gériilen pik olefinik C-H gruplarmni, 1272 cm™’de gbriilen pik aromatik C-
O gruplarini, 1110 cm™’ de gériilen pik aromatik C-O gerilme titresimlerini ve 1025 cm”
L*de goriilen pik de C-O-C gruplarini temsil etmektedir [115]. CUR-BSANPs’in FTIR
spektrumunda hem BSA (1640 cm™ de goriilen amid I piki ve 1514 cm™ de goriilen
amid II piki) hem de CUR’in karakteristik absorpsiyon pikleri goriilmektedir (Sekil 4.21).
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CUR-BSANPs’e ait FTIR spektrumunda yaklasik 1119 cm™ goriilen aromatik C-O
gerilme titresimlerinden kaynakli pik ve 1025 cm™” de C-O-C gruplarmi gosteren pik
yapida CUR oldugunu dogrulamaktadir.

Dalga Sayist (cm™)

Sekil 4.22. CUR-BSANPs’in FTIR spektrumlarinin karsilastirilmas: (15mg CUR (a) ve
5mg CUR (b) kullanilarak hazirlanan).

CUR-BSANPs’e ait FTIR spektrumunda CUR’e ait karakteristik piklerin daha belirgin
olarak gosterilebilmesi ve karsilastirma yapilabilmesi amaciyla 5 mg ve 15mg CUR
kullanilarak hazirlanan CUR-BSANPs’e ait FTIR spektrumu da analiz edilmistir (Sekil
4.22). CUR-BSANPs igerisindeki CUR miktari artirildiginda CUR’e ait karakteristik
piklerin daha belirgin hale geldigi tespit edilmistir. Yapidaki CUR miktar arttirildik¢a
1025 cm™ ve 1119 cm™’de CUR e ait karakteristik pikler daha siddetli olarak spektrumda

goriilmektedir.

Dalga Sayist (cm™)

Sekil 4.23. FA-CUR-BSANPs (a), FA-BSANPs (b) ve FA’e (c) ait FTIR spektrumlarinin
karsilastirilmasi.
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Sekil 4.23° te FA-CUR-BSANPs, FA-BSANPs ve FA’ e ait FTIR spektrumlar
verilmistir. FA’in Karakteristik pikleri 1176 cm™, 952 cm® ve 512 cm? olarak
bilinmektedir [116]. Ote yandan 1607 cm™ ve 1448 cm™*deki pikler sirasi ile NHz egilme
titresimine ve FA’in fenil halkasina karsilik gelmektedir [117]. FA-BSANPs’e ait
spektrum incelendiginde yaklasik 1448 cm™ ve FA-CUR-BSANPs’e ait spektrumda 1451
cmt’de goriilen pikler FA’in BSA yiizeylerine kimyasal konjugasyonunun

gergeklestigini gostermektedir.

4.2.4. XRD Analizi
CUR ve CUR-BSANPs’e ait XRD desenleri sirast ile Sekil 4.24 ve Sekil 4.25te

goriilmektedir. CUR, XRD deseninde goriilen yogun pikler ile karakterize edilen yiiksek
kristalli yap1 sunmustur ve ana pikleri 26 = 8.8°, 14.5°, 17.2°, 18.1°, 19.4°, 23.3° ve

24.5°°de ortaya ¢ikmustir [118].
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Sekil 4.24. Toz formdaki CUR’in XRD deseni.
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Sekil 4.25. CUR-BSANPs’¢e ait XRD deseni.
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CUR-BSANPs’e ait XRD desenindeki genis pik BSA proteinin amorf yapisin
gostermektedir [119]. CUR-BSANPS’in XRD deseni 9,9° ve 19.9° 20 degerlerinde
karakteristik pikler gostermektedir ve burada keskin piklerin olmamasi CUR’in

nanotasiyici i¢erisinde amorf halde oldugunu géstermistir [120].

4.2.5. TGA-DSC Analizleri
Sekil 4.26-Sekil 4.31 arasinda sirasi ile saf CUR, BSANPs, CUR-BSANPs, FA, FA-
BSANPs ve FA-CUR-BSANPs’e ait TGA termogramlari verilmektedir. CUR’e ait TGA
termogrami incelendiginde CUR’in 362°C’de bozunmaya ugradigi goriilmektedir.
BSANPs’e ait TGA termogrami incelendiginde ise BSANPs’in 312 °C’de bozunmaya

ugradigr goriilmektedir.
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Derfvative Weight % (%imin) — —

Weight

! Delta ¥ = 62915 %
| Step: Inflection Point = 36268 °C
i Onset = 289,10 °C

End = 405,85 °C

Sekil 4.26. Saf CUR’e ait termogravimetrik analiz sonucu.

CUR-BSANPs’in TGA termogramu ise iki basamaklidir (Sekil 4.28). ilk olarak CUR-
BSANPs’in yaklasik %5’ 71 °C’de ve %631 ise 315 °C’de bozunmustur. Termal
bozunma davranislarinda gozlenen degisiklikler protein yapidaki BSA ile CUR
arasindaki etkilesimlerin varligina isaret ederek enkapsiilasyon isleminin gerceklestigini

gostermektedir.
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Sekil 4.30. FA-BSANPs’e ait termogravimetrik analiz sonucu.

FA’in TGA termogramu ise ii¢ basamaklidir (Sekil 4.29). 11k olarak FA’in %7’si yaklasik
117 °C’de, %25°1 260 °C’de ve %25’i ise 387 °C’de bozunmustur. Hem FA-BSANPs’in
hem de FA-CUR-BSANPs’in TGA termograminin FA’in TGA termogramina benzer
sekilde ii¢ basamakli oldugu Sekil 4.30-Sekil 4.31° de goriilmektedir.
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Sekil 4.32. BSA (1), CUR (2), FA (3), BSANPs (4), CUR-BSANPs (5), FA-CUR-
BSANPs (6) ve FA-BSANPs (7)’e ait DSC egrilerinin karsilastirilmas.

Sekil 4.32°de BSA, CUR, FA, BSANPs, CUR-BSANPs, FA-CUR-BSANPs ve FA-
BSANPs’e ait DSC termogramlar1 goriilmektedir. Her bir malzemenin endotermik piki
(termal davranig1) bir yanit parametresi olarak degerlendirilmistir. CUR’e ait DSC
termogrami degerlendirildiginde yaklasik 178 °C’de giiclii bir endotermik pik gosterdigi
goriilmektedir. Bu endotermik pik, CUR oldukg¢a hidrofobik bir etken madde oldugu i¢in,
kristal olugturma egiliminden kaynaklanmaktadir. Diger taraftan BSANPs ise yaklasik
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218 °C’de BSA’nin erimesine atfedilebilen bir termal davranig sergilemistir. CUR-
BSANPs (5 numarali egri) ve FA-CUR-BSANPs (6 numaral1 egri) formiilasyonlarinin
bu bolgede herhangi giicli bir pik bulundurmamasi, CUR’in kristallesmesinin
BSANPs’in hazirlanmasi sirasinda BSA tarafindan inhibe edildigini ve formiilasyon
icerisinde CUR’in amorf yapida oldugunu gostermektedir. Formiilasyon igerisindeki
etken maddelerin amorf oOzellikte olmast daha iyi ¢0ziinme, absorpsiyon ve

biyoyararlanimla sonuglanmakta ve bu sebeple tercih edilmektedir.

4.2.6. Enkapsiilasyon Verimliligi ve Yiikleme Kapasitesinin Hesaplanmasi
Cizelge 4.8°de glutaraldehit miktar1 ve ¢apraz baglama siiresi artirilarak hazirlanan CUR-
BSANPs’e ait enkapsiilasyon verimi ve yiikleme kapasitesi sonuglar1 verilmistir. Capraz
baglama siiresi 12 saat oldugunda enkapsiilasyon verimi degerleri daha diisiik
bulunmustur. Ayn1 sekilde hem c¢apraz baglama siiresi hem de glutaraldehit miktari
artirlldiginda enkapsiilasyon veriminde belirgin bir artis oldugu sonucuna ulasilmistir.
Ayrica CUR miktarmin arttirilmasi ile de CUR enkapsiilasyon verimi ve yiikleme

kapasitesi artmistir.

Cizelge 4.8. CUR-BSANPs’deki CUR enkapsiilasyon verimi ve ylikleme kapasitesi (pH
10.0, BSA konsantrasyonu = 25 mg/ml).

CUR-BSANPs’i Glutaraldehit ~ Capraz CUR CUR yiikleme
hazirlamak i¢in miktari baglama  enkapsiilasyon kapasitesi (%0)
kullanilan CUR (nl) siiresi verimi (%0)
miktar1 (mg) (h)
5.0 30 12 11.20 3.03
5.0 30 24 46.20 12.35
5.0 110 12 32.40 8.76
5.0 110 24 68.88 18.62
10.0 110 24 88.15 42.79
15.0 110 24 90.20 44.22

Lou ve ark.,, CUR-BSANPs’i iceren 1siya duyarli oftalmik jel yapisinda bir malzeme
sentezleyip optimizasyon c¢alismalari yapmislardir. Bu ¢alismada CUR-BSANPS
desolvasyon metodu ile hazirlanmigtir. 4 mg CUR, 10 mg BSA, 50 pl glutaraldehit
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kullanarak hazirladiklart BSANPs i¢in 4 saatlik ¢apraz baglama siiresinde ¢aligsmiglardir
ve yaklasik 85% CUR enkapsiilasyon verimi ile 4% CUR yiikleme kapasitesi elde
etmislerdir [121]. Li ve ark., glisiretinik asit reseptorii aracili hedefleme i¢in glisiretinik
asit ile yiizeyi islevsellestirilmis CUR-BSANPs’i gelistirmiglerdir. CUR-BSANPs’i
desolvasyon metodu ile hazirlamis ve 10 mg BSA, 4 mg CUR ve 50 ul glutaraldehit
kullanarak hazirladiklar: partikiiller i¢in yaklasik 88.5% CUR enkapsiilasyon verimi ve
25% CUR yiikleme kapasitesi elde etmislerdir [122]. Bir diger calismada Camargo ve
ark., melanoma tedavisinde arastirilmak iizere modifiye edilmis desolvasyon metodu ile
CUR-BSANPs hazirlamiglardir. 25 mg BSA, 10 mg CUR, 50 pl glutaraldehit ile
pH=5.0"da 24 saatlik capraz baglama siiresi sonunda 45% enkapsiilasyon verimi elde
etmislerdir [103]. Thadakapally ve ark., desolvasyon metodu ile CUR yiiklii polietilen
glikol (PEG)-BSANPs’i hazirlayip bu partikiillerden CUR salimini aragtirmiglardir. 200
mg BSA, 3 farkli konsantrasyonda PEG, 100 mg CUR, 0.11 ml glutaraldehit kullanarak
24 saatlik capraz baglama siiresi sonunda yaklasik olarak 95% enkapsiilasyon verimi elde
etmislerdir [123]. Luo ve arkadaslar1 genipin ile ¢apraz baglanmis, yiizeyi tannik asit ile
modifiye edilmis insan serum albiimini (HSA) nanopartikiillerine CUR enkapsiilasyon
verimini yaklasik 86% bulmuslardir [121]. Bu ¢alismada elde edilen maksimum CUR
enkapsiilasyon verimi 90.2% ile literatiirde elde edilmis olan en yiiksek degere ¢ok
yaklasildign goriilmektedir. Ote yandan elde edilen maksimum CUR kapasitesinin
(44.22%) literatiirde elde edilen degerlerden 6nemli dlgilide yiiksek oldugu goériilmektedir.

4.2.7. In Vitro Tlac Sahm Cahsmalar
En uygun kosullarda elde edilmis CUR-BSANPs’den CUR’in in vitro ortamda salimi
37°C’de asidik tiimor mikrogevresini simiile eden pH 5.6 ve fizyolojik kani simiile eden
pH 7.4 PBS tampon ortamlarinda incelenmistir. Farkli miktarlarda CUR igeren CUR-
BSANPs’den pH 5.6 ve pH 7.4’te gerceklestirilen CUR salim egrileri serbest (enkapsiile
edilmemis) CUR ile karsilagtirmali olarak Sekiller 4.33 ve Sekil 4.34’te verilmektedir.
0.5, 1 ve 1.5 mg CUR igeren CUR-BSANPs’den CUR salim1 48 saat sonunda stabil bir
degere ulasarak bu degerde sabit kalmistir. Yaklagik 48 saat sonra pH 7.4’te desolvasyon
yontemiyle hazirlanan 0.5 mg, 1 mg ve 1.5 mg CUR yiiklii CUR-BSANPs’den kiimiilatif
salim sirastyla yaklasik %26.6, %34.3 ve %44.7 olarak bulunmustur. 0.5, 1 ve 1.5 mg
CUR iceren CUR-BSANPs’den kiimiilatif CUR salim yiizdesi 72 saatlik siire sonunda
sirastyla 9%26.9, %35.1 ve %45.5 olarak bulunmustur. Karsilagtirma yapilabilmesi

amaciyla 1 mg CUR’in serbest halde kullanilarak gerceklestirilen salim ¢aligsmasinda ise
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CUR salimu siirekli olarak artma gdstermis, 48 saat sonunda CUR’in yaklasik %62.0’si
ve 72 saatlik siire sonunda CUR’in % 75.5 si ortama salinmistir. Ote yandan salim
verimliligindeki artisin artan CUR miktar1 ile hangi CUR konsantrasyonuna kadar
arttiginin belirlenebilmesi amaciyla 2.5 mg CUR igeren CUR-BSANPs’den de CUR
salim1 gergeklestirilmistir ve 72 saat sonunda %29.5 salim verimi elde edilmistir. Bu
sebeple daha yiiksek CUR konsantrasyonlarinda salim ¢aligmalarinin yapilmasina gerek
duyulmamis ve optimum salim verimi 1.5 mg yiiklii CUR-BSANPs ile %45.5 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.33. CUR-BSANPs’den CUR salim profillerinin farkli CUR miktarlart igin
karsilastirilmasi (pH 7.4 ve T=37°C).

Sekil 4.34’ te pH 5.6’ da CUR-BSANPs’den CUR salim profilleri verilmistir. pH 5.6’ da
48 saat sonunda desolvasyon yontemiyle hazirlanan 0.5 mg, 1 mg ve 1.5 mg CUR ytiklii
CUR-BSANPs’den kiimiilatif salim degerleri sirasi ile %49.4, %42.6 ve %26.3 olarak
bulunmustur. 0.5 mg CUR iceren nanopartikiillerden CUR salimi 48 saat sonunda stabil
hale gelmis 72 saat ile 168 saat arasinda % 51.6° lik sabit bir CUR salimi elde edilmistir.
1.0 ve 1.5 mg CUR iceren nanopartikiillerden ise 144. saate kadar CUR salimi1 artmis
144-168. saatler arasinda sirasiyla %67.3 ve %56.2 sabit bir CUR salimi elde edilmistir.
Serbest 1 mg CUR’ in salimu siirekli olarak artmis 48 saat sonunda CUR’ in 76.7’ si, 144-

168. saatler arasinda ise CUR’ in 96.1% i ortama salinmistir.

70



100 o
90
80

70 =
60

50 4—~:
40
30

20
10 pH=5.6

L 4

Kiimdlatif (%) ilag Salimi

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Zaman (saat)

—a&— 0.5 mg CUR-BSANPs == 1.0 mg CUR-BSANPs
—@— 1.5 mg CUR-BSANPs —#=—1.0 mg CUR

Sekil 4.34. CUR-BSANPs’den CUR salim profillerinin farkli CUR miktarlar1 igin
karsilastirilmasi (pH 5.6 ve T=37°C).

CUR-BSANPs’den ilacin baglangicta ani salimi, hazirlanan nanoformiilasyonlarin
ylizeyine yakin olan ve yiizeyinde adsorplanan, salim ortamina kolayca yayilabilen
serbest CUR molekiillerinden kaynakl1 oldugu diisiiniilmektedir. Iki farkli pH ortaminda,
CUR-BSANP formiilasyonundan salim modelleri karsilastirildiginda, 48 saat siire
sonunda salimin 0.5 mg ve 1.0 mg CUR yiiklenmis olan CUR-BSANPs’den pH 5.6 i¢in
daha fazla oldugu sonucuna varilmistir. 1.5 mg CUR yiiklenmis olan CUR-BSANPs’den
CUR salimt ise zamanla artig gostermis, maksimum kiimiilatif salim yiizdesi pH 5.6” da
144-168. saatler arasinda ancak stabil hale gelerek pH 7.4’ deki stabil kiimiilatif salim
ylizdesi degerini agmistir. Desolvasyon metodu ile CUR-BSANPs hazirlama metodunda
kullanilan CUR miktar arttirildik¢a, CUR enkapstilasyonunun kademeli olarak arttig1 ve
bir miktarda doyuma ulastig1 bilinmektedir. 1.5 mg CUR yiikli CUR-BSANPs’den ilag
saliminin daha fazla olmasinin sebebi hem c¢ekirdekte hem de ylizeye yakin olan CUR
miktarinin daha fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Desolvasyon metodunda BSA
molekiillerinin polimerizasyonu ve BSANPs’in glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak
stabilize edilmesi CUR-BSANPs’i daha kararli hale getirmekte ve CUR difiizyonunu
zorlastirabilmektedir. Bu nedenle daha yavas bir salim gozlenmekte ve sistem daha uzun
siirede stabil hale gelmektedir. Ortam pH’inin degismesiyle birlikte BSA molekiillerinin
yiikii degisebilir ve bu durum albiimine yiiklii molekiillerin salimini etkileyebilir. Ortam
pH’1 degistiginde pH 5.6’da ilag salimi fizyolojik kan ortamina (pH 7.4) gore yaklasik
%30 kadar artmistir.
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CUR-BSANPs ve FA-CUR-BSANPs’in 72 saat igindeki ilag salim profilleri Sekil 4.35°te
gosterilmektedir. FA-CUR-BSANPS’in kiimiilatif salimi 72 saat sonra %21 olarak
bulunmustur. FA-CUR-BSANPs, CUR-BSANPs ile ayni1 karakteristik salim modelini
sergilemistir. Bu durumda, BSA ylizeyine konjuge edilen FA tabakasinin salimi biraz

daha geciktirdigi sdylenebilir.

Qu ve ark., FA ile konjuge edilmis mezogozenekli silika nanopartikiiller hazirlamis ve bu
formiilasyondan aktif farmasotik bilesen topotekanin (TPT) in vitro ilag salimim
arastirmiglardir [124]. TPT, FA ile konjuge edilmis TPT yiiklii mezogdzenekli silika
nanopartikiillerden (FTMN), TPT yiiklii mezogdzenekli silika nanopartikiillere (TMN)
kiyasla kontrollii bir sekilde salmmistir. {lacin salim modelindeki farklilik 6ncelikle
ylizeydeki FA varligina baglanmis ve yilizeydeki FA varligimin kapsiillenmis ilacin
cekirdekten dis ortama salimini yavaslattigt bulunmustur. Arastirmacilar, 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, FTMN’den ilacin ~%20’sinin, TMN’den ise ~%30’unun
salindigini bildirmislerdir. Purushothaman ve ark., manyetik destekli CUR ilag salim1 igin
folat reseptorii hedefli hibrit kazein-kalsiyum ferrit nanotasiyiciyilart (CFNP)
arastirmiglardir. Bu c¢alismada Kazein-CFNP-CUR ve kazein-CFNP-CUR-FA’in
manyetik alan varliginda ¢ok benzer CUR salim modelleri sergiledigi belirtilmistir [125].
Literatiirdeki ¢alismalarin ve bizim ¢alismamizin da gosterdigi lizere, FA’in tasiyici
sistemlere konjugasyonu salim hizini azaltmakta ancak yine de ilacin siirekli salimini

saglamaktadir.

Nosrati ve ark., BSA ile kapladiklart manyetik demir oksit nanopartikiillerinden CUR
salimin1 incelemislerdir. 2ml PBS tamponu igerisinde disperse edilen, Smg partikiil igceren
diyaliz ¢antasindan, 25ml salim ortamina pH 5.5 ve pH 7.4 olmak {izere 2 farkli ortamda
CUR salim g¢alismasi gerceklestirmiglerdir. Kiimiilatif CUR (CUR yiikleme kapasitesi
6.89%) salim ylizdesi, yaklagik 6 giin igerisinde pH 5.5 salim ortami i¢in %55 ve pH 7.4
icin %35 olarak bulunmustur [126]. Li ve ark., yiizeyini glisirretinik asit (glycyrrhetinic
acid) ile modifiye ettikleri CUR yiikli alblimin nanopartikiillerden CUR salimini 72
saatlik slire sonunda yaklasik 60% olarak hesaplamiglardir [122]. Luo ve ark., genipin ile
capraz baglanmis, yiizeyi tannik asit ile modifiye edilmis insan serum albiimini (HSA)
nanopartikiillerinden diyaliz metodu ile pH 7.4’te, 100 saatlik siire sonunda yaklasik
60%’lik kimiilatif CUR salimi elde etmislerdir [121]. Camargo ve ark., melanoma
tedavisinde kullanilmak iizere hazirlanan albiimin nanopartikiillerden, CUR kiimiilatif

salim yiizdesini %35 dodesil siilfat igeren PBS tamponunda pH 7.4’te 5 giiniin sonunda
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yaklasik %33 olarak bulmuslardir [103]. Bu ¢alismada elde edilen CUR kiimiilatif salim
yiizdelerinin her iki pH degeri i¢inde literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayni
zamanda literatiirle karsilastirildiginda salimda stabiliteye daha kisa siirede ulasildigi,

kontrollii ve uzun siirede daha yiiksek bir salim profilinin elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.35. CUR-BSANPs ve FA-CUR-BSANPs’den CUR salim profillerinin
karsilastirilmasi (pH 7.4 ve T=37°C).

4.2.8. CUR-BSANPs’ den CUR Salim Kinetiginin Farkhh pH Degerlerinde
Incelenmesi

En uygun kosullarda sentezlenen ve farkli miktarlarda CUR yiiklenen BSANPs’den CUR
salim kinetigi arastirllmistir. Fizyolojik kan pH’s1 7.4 ve asidik tiimor mikrogevresi pH
5.6’y1 simiile eden farkli pH tamponlarinda yapilan in vitro salim ¢alismalarindan elde
edilen verilerin sifirinct mertebeden, birinci mertebeden, Higuchi, Korsmeyer-Peppas,
Hixson-Crowell salim modellerine uyumu arastirilmistir [93, 127]. Her model igin kinetik
hiz sabitlerinin (ko, K1, KH, KHe, k) degerleri ve Korsmeyer-Peppas modeli i¢in n difiizyon
iisstiniin degerleri pH 7.4 ve pH 5.6 i¢in bulunmus ve bu degerler Cizelge 4.9 ve Cizelge

4.10°da sunulmustur.
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Sekil 4.36. Sifirinc1 dereceden kinetik modele gore farklt CUR konsantrasyonlarinda ve
pH 7.4’te CUR-BSANPs’den CUR salim verilerinin dogrusallastiriimasi.

flag saliminin kinetigi ve mekanizmasi, CUR salimma ait verilerin belirtilen kinetik
modellere uyumunun incelenmesi yoluyla degerlendirilmistir. Kontrollii ilag dagitim
sistemleri karmasik oldugundan ila¢ saliminin tek bir kinetik model ile agiklanmasi
beklenemez. Her model i¢in elde edilen regresyon katsayilari karsilagtirildiginda CUR-
BSANPs’ den CUR saliminin her iki pH degerinde de en iyi Korsmeyer-Peppas modeli
ile temsil edildigi anlasilmistir. Farkli CUR ytiklemelerinde elde edilen salim profilleri,
Korsmeyer-Peppas modeline gore dogrusallastirilmis ve pH 7.4 ve pH 5.6 i¢in elde edilen
model dogrulart sirasiyla Sekil 4.44-4.45te verilmistir. Diger modellere gore

dogrusallagtirilmig salim profilleri ise Sekil 4.36-4.43 arasinda verilmistir.

Bir ilacin ilag salim sisteminden salinmasi hem ¢6ziinme hem de difiizyonu igermektedir
ve durum g¢esitli matematiksel denklem modelleriyle agiklanmaktadir. Eger Higuchi
modeli i¢in korelasyon katsayisi daha yiiksekse, ila¢ saliminin ana mekanizmasi difiizyon
kontrollii salim mekanizmasidir. Ilag salimmin birincil mekanizmasiin Higuchi
modelinden difiizyon kontrollii oldugu tespit edildikten sonra, ilag salimmin hangi
difiizyon tiiriinii izledigine karar vermek gerekir. Korsmeyer-Peppas matematiksel

modeli n degeri (salim iissii) ile difiizyonun tipini gostermektedir.
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Sekil 4.37. Sifirinct dereceden kinetik modele gore farkli CUR konsantrasyonlarinda ve
pH 5.6’da CUR-BSANPs’den CUR salim verilerinin dogrusallagtirilmasi.
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Sekil 4.38. Birinci dereceden kinetik modele gore farkli CUR konsantrasyonlarinda ve
pH 7.4°te CUR-BSANPs’den CUR salim verilerinin dogrusallastiriimas.
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Sekil 4.39. Birinci dereceden kinetik modele gore farkli CUR konsantrasyonlarinda ve
pH 5.6’da CUR-BSANPs’den CUR salim verilerinin dogrusallastirilmast.
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Sekil 4.40. Higuchi kinetik modeline gore farkli CUR konsantrasyonlarinda ve pH 7.4’te
CUR-BSANPs’den CUR salim verilerinin dogrusallastirilmasi.
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Sekil 4.41. Higuchi kinetik modeline gore farkli CUR konsantrasyonlarinda ve pH 5.6°da
CUR-BSANPs’den CUR salim verilerinin dogrusallagtirilmasi.
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Sekil 4.42. Hixson-Crowell kinetik modeline gore farkli CUR konsantrasyonlarinda ve
pH 7.4’te CUR-BSANPs’den CUR salim verilerinin dogrusallastirilmasi.
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Sekil 4.43. Hixson-Crowell kinetik modeline gore farklit CUR konsantrasyonlarinda ve
pH 5.6’da CUR-BSANPs’den CUR salim verilerinin dogrusallastirilmast.
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Sekil 4.44. Korsmeyer-Peppas kinetik modeline gore farklt CUR konsantrasyonlarinda
ve pH 7.4’te CUR-BSANPs’den CUR salim verilerinin dogrusallagtiriimasi.
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Sekil 4.45. Korsmeyer-Peppas kinetik modeline gore farklit CUR konsantrasyonlarinda
ve pH 5.6’da CUR-BSANPs’den CUR salim verilerinin dogrusallastiriimasi.

Korsmeyer-Peppas esitligi ile hesaplanan n diflizyon iissiine gore, her pH seviyesinde
meydana gelen salim i¢in ila¢g salim mekanizmasi Onerilmektedir. Bu modele gore,
kiiresel bir yapiya sahip partikiillerde ila¢ salimi, n<0.5 ise, “Fickian difiizyon” ile, eger
0.5 <n < 1.0ise “Anomalous (non-Fickian) diflizyon” ile, n = 1.0 ise “case II transport”
ve n > 1.0 ise “Super case II transport” ile gerceklesir [94]. Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10’da
goriildiigii gibi, farkli CUR yiiklemelerinde hesaplanan n difiizyon issiiniin degerleri
incelendiginde, fizyolojik kan ve asidik tlimér mikrogevresini simiile eden pH 7.4 ve pH
5.6 seviyelerinde tampon ¢o6zeltilerdeki CUR salim mekanizmasinin Anomalous (non-
Fickian) difiizyon ile uyumlu oldugu bulunmustur. Fickian difiizyon salimi, bir kimyasal
potansiyel gradienti nedeniyle ilacin olagan molekiiler difiizyonu ile olusur. CUR-
BSANPs’den CUR salimi i¢in n degerlerinin 0.43 ile 0.76 arasinda degistigi
goriilmektedir. Hem Fickian transport yani ilacin sistemden ortama difiizyonla salinmasi
hem de Case II transport, Anomalous transporttaki sisme kontrollii salim vardir. Case 11
transport terimi polimerin ¢6ziilmesini ve erozyonunu da igermektedir. BSANPs
biyopolimerik yapida olduklarindan biyodegredasyonla da CUR’ inin sistemden serbest
kaldig1 s6ylenebilir. Her iki pH degerinde de BSANPs’e yiiklenen CUR miktar arttikea,
regresyon Katsayilarinin 1’ e ¢ok daha yaklastigi, yani Korsmeyer-Peppas modeline
uyumun arttig1 goriilmektedir. Bu durum BSANPs’e yiiklenen CUR miktar1 arttikga CUR
saliminin, anomalous transport mekanizmasi ile kontrol edildigini gostermektedir. Her

iki pH degerinde de 0.5 mg CUR yiiklenen BSANPSs’in n iissiiniin 0.43° e yaklastig, 1
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mg CUR yiiklenen BSANPs’in n iissiiniin yaklasik 0.6 oldugu, 1.5 mg CUR igeren
nanopartikiillerin n issiiniin ise yaklasik 0.7 oldugu goriilmektedir. Diisik CUR
yuklemelerinde Korsmeyer-Peppas modeli n iissiiniin 0.43’ e yaklasmasi, ortam pH’
mdan bagimsiz olarak CUR saliminin Fickian difiizyona yaklastigini gostermektedir.
Yiiksek CUR yiiklemelerinde ise CUR-BSANPs’den CUR salimi, Anomalous (non-
Fickian) transport mekanizmalar1 yani difiizyonla birlikte sisme, erozyon ve/veya
biyodegredasyon kombinasyonu yoluyla gergeklesmektedir. Korsmeyer-Peppas modeli
kinetik sabiti k degerleri ise BSANPs’e yiiklenen CUR miktarinin artmasi ile
azalmaktadir. Kinetik k sabitindeki azalma 6zellikle pH 5.6° da daha belirgindir. Diisiik
CUR konsantrasyonlarinda salim baslangicta hizlidir, sonra sistem stabil hale gelmekte
kontrollii salim baslamaktadir. Yiiksek CUR konsantrasyonlarinda ise baslangicta
yiizeydeki veya yiizeye yakin kisimlardaki CUR’ un hizli salimini, difiizyon kisitlamalari
nedeniyle daha yavas bir egimle ylikselen ve daha uzun siirede stabil hale gelen bir salim

profili izlemektedir.

Cizelge 4.9. CUR-BSANP’lerden CUR saliminin ¢esitli kinetik modellere uyumunun
karsilagtirilmasi (fizyolojik kani simiile eden pH 7.4’teki kinetik parametrelerin degerleri
ve R? degerlerinin karsilastiriimast).

Sifirinci derece Kinetik model (Q=0Qq + kot

CUR miktari (mg) ko R?
0.5 0.3579 0.8019
1.0 0.5135 0.8917
1.5 0.6891 0.9338

Birinci derece kinetik model (logC =logCy — k41.t/2.303)

CUR miktar1 (mg) ki R?
0.5 0.0019 0.8182
1.0 0.0028 0.9089
1.5 0.0040 0.9468

Higuchi kinetik model (Q = Ky x t/2)

CUR miktar1 (mg) Kn R?
0.5 3.4383 0.9407
1.0 4.8563 0.9700
1.5 6.5118 0.9791

Hixson-Crowell kinetik model (W01/3 — Wt1/3 =kyc X t)

CUR miktar1 (mg) Kiic R?
0.5 0.0062 0.8130
1.0 0.0092 0.9034
1.5 0.0130 0.9431
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Cizelge 4.9. (Devam) CUR-BSANP’lerden CUR saliminin ¢esitli kinetik modellere
uyumunun karsilastirllmast (fizyolojik kani simiile eden pH 7.4°teki kinetik
parametrelerin degerleri ve R? degerlerinin karsilastirilmasi).

Korsmeyer-Peppas kinetik model (log (%) = logk + nlog(t))
CUF\ErEg)k tart k R? n Ila¢ Salim Mekanizmasi
0.5 4.6185 0.9783 0.4506 Non-Fickian Difiizyon
1.0 2.8373 0.9892 0.6299 Non-Fickian Difiizyon
15 2.0960 0.9943 0.7614 Non-Fickian Difiizyon

*Q=t zamaninda salinan ila¢ miktar

*Qo= t=0 zamaminda ilacin baslangi¢c konsantrasyonu

*Ko = Sifirinct derece hiz sabiti

*C=t zamaninda kalan ilag yiizdesi

*Co=Ilacin baslangi¢ konsantrasyonu

*k1=Zaman' cinsinden ifade edilen birinci dereceden hiz denklemi
* kn = Higuchi hiz sabiti

1
*W, /3= Farmasétik dozaj formundaki baslangi¢ ila¢ miktar

*W, /3 = t zamanminda farmasétik dozaj formunda kalan ilag¢ miktart
* Kuc = Yiizey hacim iliskisini tanimlayan Hixson-Crowell sabiti
*Q= t zamaminda salinan ilag miktart

Mt . .
*M—= t zamaninda salinan ilag kesri
[~

*k= Korsmeyer salim hizi sabiti
*n= [lac salim iissii

Cizelge 4.10. CUR-BSANP’lerden CUR saliminin ¢esitli kinetik modellere uyumunun
karsilastirilmast (asidik tiimor mikrogevresini simiile eden pH 5.6’daki kinetik
parametrelerin degerleri ve R? degerlerinin karsilastirilmast).

Sifirinci derece kinetik model (Q =Q¢ +ky.t)

CUR miktar1 (mg) ko R?
0.5 0.7100 0.8861
1.0 0.5032 0.8805
15 0.3943 0.9701

Birinci derece kinetik model (logC =logCy — k4.t/2.303)

CUR miktar1 (mg) K1 R?
0.5 0.0045 0.9201
1.0 0.0036 0.9412
15 0.0025 0.9952

Higuchi kinetik model (Q =Ky Xx t1/2)

CUR miktar1 (mg) Kn R?
0.5 6.5909 0.9726
1.0 6.4796 0.9787
15 4.8305 0.9946

Hixson-Crowell kinetik model (W01/3 — Wt1/3 =kyc X t)

CUR miktar1 (mg) Kic R?
0.5 0.0141 0.9095
1.0 0.0108 0.9227
15 0.0077 0.9898
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Cizelge 4.10. (Devam) CUR-BSANP’lerden CUR saliminin gesitli kinetik modellere
uyumunun karsilastirilmasi (asidik timor mikrogevresini simiile eden pH 5.6’daki kinetik
parametrelerin degerleri ve R? degerlerinin karsilastirilmasi).

Korsmeyer-Peppas kinetik model (log (#) = logk + nlog(t))

CUR miktar1

(ma) k R? n Ila¢ Salim Mekanizmasi
0.5 7.4012 0.9538 0.4248 Non-Fickian Difiizyon
1.0 2.8695 0.9871 0.6580 Non-Fickian Difiizyon
1.5 1.5889 0.9959 0.7162 Non-Fickian Difiizyon

43. PLGANPs ve Dosetaksel Yiikli PLGA-NPs (PLGA-DTX-NPs)’in
Optimizasyonu, Karakterizasyon ve Ila¢ Salim Cahsmalar

Nanopresipitasyon metodu ile hazirlanan PLGANPs’in sentez metodunda kullanilan
polimer miktarinin, organik faz (aseton) hacminin ve sulu fazi hazirlamak igin kullanilan
stabilizer PVA’nin konsantrasyonu degistirilerek partikiil boyutunun optimizasyonu

yapilmistir.

4.3.1. Partikiil Boyutu ve Polidispersite Indeksi Analizleri
4.3.1.1. Polimer Miktarn Etkisi
Polimer miktarinin nanopresipitasyon metodu iizerine etkisinin incelenebilmesi amaciyla
2 farkli konsantrasyonda (10mg ve 30mg), %0.5 PVA konsantrasyonunda ve organik faz
hacmi 3 ml olacak sekilde analizler gerceklestirilmis ve 3 tekrarli ZetaSizer dlgtimleri

alinmistir.

Intensity (Percent)

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Sekil 4.46. PLGANPs’e ait boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 30 mg, PVA
konsantrasyonu %0.5, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml).
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Sekil 4.47. PLGANPs’e ait boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 10 mg, PVA
konsantrasyonu %0.5, sulu faz (PVVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml).

PLGA miktar1 30 mg, PVA konsantrasyonu %0.5, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve aseton
hacmi (organik faz) 3 ml olacak sekilde gergeklestirilen PLGANPs sentezinde Zetasizer
sonuclar1 incelendiginde partikiil boyutu yaklasik 177.7+8.43 nm civari, polidispersite
indeksi degeri ise yaklasik 0.284+0.02 olarak bulunmustur (Sekil 4.46). 10 mg PLGA
kullanilarak hazirlanan PLGANP partikiil boyutlari ise yaklasik 154.0+0.42 nm civar1 ve
polidispersite indeksi 0.277-0.348 araliginda hesaplanmistir. 30 mg PLGA kullanilan
duruma gére partikiil boyutu azalmis ancak polidispersite indeksi degerleri artmistir. Ote

yandan 10 mg PLGA kullanildiginda partikiil veriminde diisiis gézlemlenmistir.

4.3.1.2. Polivinil Alkol (PVA)-Stabilizer Konsantrasyonun Etkisi

PLGANPs’in nanopresipitasyon yontemi ile hazirlanmasinda partikiil boyutu lizerine
onemli etkisi olan parametrelerden biri de kullanilan surfaktanin tirii  ve
konsantrasyonudur. Bu tez kapsaminda stabilizer olarak PVA tercih edilmistir. PVA
partikiil boyutunu kontrol etme ve aglomerasyonu engelleme, sudaki ¢oziiniirliigii ve
biyouyumlulugu, diisiik toksisitesi ve partikiillerin stabilitesini saglama gibi bir dizi

avantaja sahiptir.

Stabilizer konsantrasyonunun arttirilmasinin, partikiil boyutunu ¢esitli sekillerde
etkileyebilecegi bilinmektedir. Bu etki, stabilizerin tiiriine, kullanilan ¢6ziiciiniin
ozelliklerine, PLGA konsantrasyonuna ve diger deneysel kosullara bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Bu tez kapsaminda 30 mg PLGA, PVA konsantrasyonu %1.0, sulu faz
(PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml olacak sekilde hazirlanan PLGANPs’in
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ortalama partikiil boyutu 128.9+1.33 ve polidispersite indeksi verileri 0.178+0.01 olarak
Olciilmiistiir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. PLGANPs’e ait boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 30 mg, PVA
konsantrasyonu %1.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml).
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Sekil 4.49. PLGANPs’e ait boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 30 mg, PVA
konsantrasyonu %2.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml).

Stabilizer konsantrasyonun etkisinin belirlenebilmesi amaciyla ayni polimer (PLGA)
konsantrasyonunda PVA konsantasyonu %2’ye ¢ikarilarak PLGANPs’de hazirlanmig ve
Zetasizer boyut dagilimi egrileri Sekil 4.49’da sunulmustur. 30 mg PLGA, PVA
konsantrasyonu %?2.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml olacak
sekilde hazirlanan PLGANPs’in ortalama partikiil boyutu 126.4+4.12 ve polidispersite

indeksi verileri 0.217+0.03 olarak oOl¢iilmiistiir. Diger parametrelerin ayni oldugu
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kosullarda PVA konsantrasyonun 2 katina ¢ikarilmast PLGANPs’in ortalama partikiil
boyutlarinda anlamli bir degisiklige sebep olmamig, bunun yaninda polidispersite indeksi
degerlerini %1 PVA kullanildigt duruma gore arttirdign tespit edilmistir. PVA

konsantrasyonu i¢in %1 degeri optimum kosul olarak belirlenmistir.

Optimum stabilizer konsantrasyonu belirlendikten sonra kullanilan polimer miktarini
optimize etmek ve en uygun partikiil boyutlarindaki PLGANPs’1 tespit etmek i¢in 20 mg
ve 40 mg PLGA kullanilarak da PLGANPs hazirlanmis ve partikiil boyut 6lgtimleri
alimmustir (Sekil 4.50-4.51).
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Sekil 4.50. PLGANPs’e ait boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 20 mg, PVA
konsantrasyonu %1.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml).

20 mg PLGA, PVA konsantrasyonu %1.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz
hacmi 3 ml olacak sekilde hazirlanan PLGANPSs’in ortalama partikiil boyutu 171.2+1.55
ve polidispersite indeksi verileri 0.3224+0.09 olarak ol¢iilmiistiir. 40 mg PLGA, PVA
konsantrasyonu %1.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml olacak
sekilde hazirlanan PLGANPSs’in ortalama partikiil boyutu 173.8+1.55 ve polidispersite
indeksi verileri 0.117+0.03 olarak 6l¢iilmiistiir. 3 farkli PLGA konsantrasyonunda (20mg,
30mg ve 40mg) ve %1 surfaktan konsantrasyonunda hazirlanan PLGANPs partikiil
boyutu Olgiimleri incelendiginde en uygun partikiill boyutu ortalamasi 30mg PLGA
kullanildigi durumda elde edilmistir. Ote yandan PLGA konsantrasyonu arttik¢a
polidispersite indeksi dlglimlerinin de bu 3 konsantrasyon i¢in diizgiin bir azalig egilimi

gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.11).
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Sekil 4.51. PLGANPs’e ait boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 40 mg, PVA
konsantrasyonu %1.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml).

4.3.1.3. Organik Faz (Aseton) Hacminin Etkisi

PLGANPs’in nanopresipitasyon metoduna gore hazirlanmasinda kullanilan organik fazin
hacmi de O6nemli bir etkendir. Deneysel tasarimda organik faz hacmi 3ml olarak
calisildiginda en uygun polimer miktar1 30mg PLGA ve surfaktan konsantrasyonu %1
PVA olarak bulunmustur. Optimize edilen bu parametreler kullanilarak organik fazin
hacminin PLGANPs’in boyut ve polidispersite lizerindeki etkisini de arastirmak igin
organik faz hacmi 1ml olacak sekilde partikiil sentezi yapilmis ve Zetasizer Slgiimleri
alinmugtir. ilag yiiklii PLGANPs hazirlarken organik fazin hacminin azaltilmasi ile aym
konsantrasyonda fakat daha az miktarda ila¢ kullanilmasi agisindan da bu parametrenin

etkisini belirlemek onemlidir.

Organik faz hacmi 1 ml olacak sekilde hazirlanan PLGANPs’in ortalama partikiil boyutu
157.2+5.00 ve polidispersite indeksi verileri 0.176+0.02 olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. PLGANPs’e ait boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 30 mg, PVA
konsantrasyonu %1.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 1 ml).

Cizelge 4.11. Farkli PLGA ve PVA konsantrasyonlarinda hazirlanan PLGANPs’in
ortalama partikiil boyutu ve polidispersite indeksi degerlerinin karsilastirilmasi.

PLGA PVA  Organik Faz Sulu Faz Ortalama Polidispersite
(mQ) (%) (ml) (ml) Partikiil Boyutu Indeksi
(nm)

30 0.5 3 10 177.7+8.43 0.284+0.02
10 0.5 3 10 154.0+0.42 0.311+0.07
30 1.0 3 10 128.9+1.33 0.178+0.01
30 1.0 1 10 157.2+5.00 0.176+0.02
30 2.0 3 10 126.4+4.12 0.217+0.03
20 1.0 3 10 171.2+1.55 0.322+0.09
40 1.0 3 10 173.8+1.55 0.117+0.03

4.3.2. PLGANPs’in Morfolojik Analiz Calismalari

PLGANPs ve PLGA-DTX-NPs’in yiizey morfolojisini goriintiilemek amaciyla SEM
gorilintiileri ¢ekilmistir. Sekil 4.53’te A, B, C ve D goriintilleri PLGANPs’e, E ve F
goriintiileri ise PLGA-DTX-NPs’e aittir. Hem PLGANPs hem de PLGA-DTX-NPs’in
kiiresel simetride ve dar bir partikiil aralifinda oldugu tespit edilmistir ve SEM
goriintiilerinden Olciilen partikiill boyutlar1 Zetasizer Ol¢limleri ile paralel olarak

bulunmustur.
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SEM HV: 3.0 kV Det: In-Beam SE | GAIA3 TESCAN SEM HV: 3.0 kV Det: iIn-Beam SE GAIA3 TESCAN

SEM MAG: 28.7 kx View field: 7.23 pm 2 pym SEM MAG: 34.8 kx View field: 597 ym | 1 ym
View field: 7.23 ym Scan speed: 7 HUNITEK View field: 5.97 ym Scan speed: 7 HUNITEK

= o 2
SEM HV: 3.0 kV Det: In-Beam SE GAIA3 TESCAN SEM HV: 3.0 kV Det: In-Beam SE | GAIA3 TESCAN

SEM MAG: 34.8kx  View field: 5.97 ym | 1 ym SEM MAG: 16.7 kx  View field: 124 pm 2 pym
View field: 5.97 ym Scan speed: 6 HUNITEK View field: 12.4 ym Scan speed: 6 HUNITEK

 §

o
SEM HV: 3.0 kV Det: In-Beam SE | | [ GAIA3 TESCAN SEM HV: 3.0 kV Det: In-Beam SE | GAIA3 TESCAN

SEM MAG: 29.1 kx View field: 7.14 ym | 2 ym SEM MAG: 29.1 kx View fieild: 7.14 pm 2um
View field: 7.14 ym Scan speed: 6 HUNITEK View fieid: 7.14 pm Scan speed: 6 HUNITEK

Sekil 4.53. PLGANPs’in SEM Goriintiileri (A,B,C,D) (PLGA miktar1 30 mg, PVA
konsantrasyonu %01.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml) ve
PLGA-DTX-NPs’in SEM goriintiileri (E,F) (PLGA miktar1 30 mg, DTX miktar1 3.0
mg, PVA konsantrasyonu %1.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 1
ml).
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Prabhuraj ve ark., nanopresipitasyon metodu ile CUR ve niklosamid yiiklii PLGANPs
hazirlamiglardir. Hazirladiklar1 formiilasyonlarin  SEM  goriintiileri  incelendiginde
hazirlanan formiilasyonlarin diizgiin kiiresel simetride ve monodispers yapidaki
olusumlarint dogrulamislardir [128]. Bu ¢alismada ilag¢ yiiklii formiilasyonlarin SEM ve
TEM goriintiileri ilag yiliklendikten sonra PLGANPs’in morfolojik yapisinda herhangi bir
degisim olmadigimmi gostermistir. Shi ve ark., tokoferil polietilen glikol siiksinat
(TPGS)’in surfaktan olarak kullanildigi nanopresipitasyon metodu ile DTX yiikli
PLGANPs hazirlamiglardir. Elde edilen SEM goriintiileri nanopartikiillerin dar boyut
dagilimina sahip diizenli kiiresel simetride ve belirgin igne delikleri olmayan piiriizsiiz
bir ylizeye sahip olduklarini ortaya koymustur [109]. Literatiir caligmalart ile paralel

olarak bu tez ¢calismasinda da benzer sonuglar elde edilmistir.

4.3.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre (FTIR) Analizi

PLGANPs’e ait karakteristik pikleri gosteren FTIR spektrumu Sekil 4.54 (B)’de
sunulmustur. PLGA’ya ait FTIR spektrumu 3150-3650 cm™’de genis bir -OH grubu
band1 gostermistir. (Sekil 4.54 (A)). 1747 cm™’de gdzlenen yogun bant, iki monomerde
bulunan karbonil gruplarinin gerilme titresimine atfedilmektedir [129, 130]. 1085 cm"
Ldeki keskin pik PLGANPSs’de bulunan ester grubunun C-O gerilmesine atfedilmistir. C-
H grubunun gerilme titresimleri 2946 cm™ ve 3000 cm™’de, C-H grubunun egilme

titresimleri ise 1270 cm™’de gozlenmistir [128].

138325
1270.1
&2
e-t:3

747.31
142310
1651
1130.31

1086.26

o 360 300 20 200 150 1000
Wavenunbears (cm 1)

Sekil 4.54. Saf PLGA (A) ve PLGANPs’e (B) ait FTIR spektrumlari.
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Sekil 4.54. (Devam) Saf PLGA (A) ve PLGANPs’e (B) ait FTIR spektrumlari.

PLGANPs’ait FTIR spektrumunda PLGA ile ayn1 karakteristik pikler goriilmektedir. Saf
PLGA spektrumu ile karsilastirildiginda baz1 karakteristik piklerin siddetinin azaldig:
tespit edilmistir. PLGA polimeri i¢eren farkli ¢alismalarda da benzer pikler gozlendigi ve

elde edilen sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu gorilmistiir.

4.3.4. TGA Analizleri
PLGA’nin toz formu, PLGANPs ve PLGA-DTX-NPs’e ait TGA egrileri Sekil 4.55-
4.56°da goriilmektedir. PLGANPs’ de PLGA ile ayni agirlik kaybi modelini gostermistir.
Toz formundaki saf PLGA’daki ana bozunma olay1 294.83°C- 337.10°C’de %97.85’lik
bir kiitle kayb1 ile gozlenmistir. PLGANPs’de bu sicaklik araligi 289.62°C-330.41°C
olarak ol¢iilmiistiir ve PLGANPS’in ise %95.45’i bozunmustur. PLGANPs hazirlamak
icin kullanilan metot ve kullanilan PLGA polimerinin 6zelliklerine gére bu degerlerde

farklilik olabilmektedir [131, 132].

aaaaa

Sekil 4.55. Toz formundaki PLGAya ait termogravimetrik analiz sonucu.
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Sekil 4.56. PLGANPs (A) ve PLGA-DTX-NPs’e (B) ait termogravimetrik analiz sonucu.

4.3.5. Enkapsiilasyon Verimliligi ve Yiikleme Kapasitesi

PLGANPs’e DTX yiikleme sonrasi hesaplanan enkapsiilasyon verimi ve ylikleme
kapasitesi degerleri Cizelge 4.12°de sunulmustur. PLGA-DTX-NPs’ e yiiklenen DTX
miktarmni 6l¢ebilmek igin direkt yontem kullanilmistir [133, 134]. Bu yonteme gore
oncelikle sentezlenip freeze-dryerda kurutulan PLGA-DTX-NPs’in uygun miktari
asetonitril icerisine eklenmistir. Nanopartikiilleri igeren bu ¢ozelti yaklasik 6 dk
ultrasonik banyoda sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra ortamda var olan
PLGA polimerini ¢oktiirebilmek amaciyla ¢ozeltiye metanol ilave edilmistir. Son karigim

PTFE filtreden siiziiliip viallenmis ve HPLC’de DTX miktar tayini metodu kullanilarak
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analiz edilmistir. 3 farkli konsantrasyonda DTX kullanilarak PLGA-DTX-NPs

hazirlanmis ve optimum DTX miktari tespit edilmistir.

Cizelge 4.12. PLGA-DTX-NPs’deki DTX enkapsiilasyon verimi ve yiikleme kapasitesi
PLGA miktar1 30 mg, PVA konsantrasyonu %1.0, sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik
faz hacmi 1 ml).

PLGA-DTX-NPs hazirlamak DTX Enkapsiilasyon DTX Yiikleme Kapasitesi
icin kullanilan DTX miktari Verimi (%) (%)

1.0mg 20.20 1.07

3.0 mg 78.32 12.90

5.0 mg 65.15 17.72

PLGA-DTX-NPs hazirlamak i¢in kullanilan 3 farkli DTX konsantrasyonunda en uygun
formiilasyon 3.0 mg DTX kullanildiginda elde edilmistir. Kullanilan DTX miktarinin
arttirilmasi ile DTX yiikleme kapasitesi kademeli olarak artmistir. Enkapsiilasyon verimi
ise 1.0 mg DTX kullanildiginda %20.20, 3.0 mg DTX kullanildiginda %78.32 ve 5.0 mg
DTX kullanildiginda 65.15% olarak hesaplanmistir. 3.0 mg DTX kullanildiginda
maksimum enkapsiilasyon verimliligine ulasildigi ve bu DTX konsantrasyonundan sonra
enkapsiilasyon veriminde artma olmadigi tespit edilmistir. Tran ve ark., DTX yiikli
PLGA nanopartikiilleri nanopresipitasyon metodu ile Tokoferol Polietilen Glikol
Siiksinat (TPGS) surfaktan1 kullanarak hazirlamiglardir. 3.0mg DTX igin kullanarak
hazirladiklart formiilasyonda enkapsiilasyon verimini en yiiksek %81.3 olarak
hesaplamiglardir ve yiikleme kapasitesini de %10.6 olarak bulmuslardir [135]. Bu tez
kapsaminda elde edilen DTX enkapsiilasyon verimi ve yiikleme kapasiteleri Tran ve ark.
calismasi ile tutarli bulunmustur. Jose ve ark., transferrin ile konjuge edilmis DTX yiiklii
PLGA nanopartikiilleri modifiye edilmis yag i¢inde su emiilsiyonu ¢oziicii buharlagtirma
metodu ile hazirlamislardir. DTX i¢in hazirladiklart farkli formiilasyonlarda DTX
enkapsiilasyon verimini en yliksek %60 olarak hesaplamiglardir ve yiikleme kapasitesini
de %30 olarak bulmuslardir. Literatiirdeki ¢alismalar DTX enkapsiilasyon verimi ve
yiikleme kapasitesinin sentez yontemi, kullanilan polimerin 6zelliklerine gore farklilik

olabilecegini gdstermistir.
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4.3.6. In vitro lla¢ Salim Cahsmalar1
En uygun kosullarda elde edilmis PLGA-DTX-NPs’den DTX’in in vitro ortamda salimi
37°C’de asidik tiimor mikrogevresini simiile eden pH 5.6 ve fizyolojik kan1 simiile eden
pH 7.4 PBS tampon ortamlarinda incelenmistir. Farkli miktarlarda DTX i¢eren PLGA-
DTX-NPs’den pH 5.6 ve pH 7.4’de gergeklestirilen DTX salim egrileri Sekil 4.57- Sekil
4.58° de verilmistir.
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Sekil 4.57. PLGA-DTX-NPs’den DTX salim profillerinin farkli DTX miktarlar1 i¢in
karsilastirilmasi (pH 7.4 ve T=37°C).
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Sekil 4.58. PLGA-DTX-NPs’den DTX salim profillerinin farkli DTX miktarlar1 i¢in
karsilastirilmasi (pH 5.6 ve T=37°C).
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0.2, 0.3 ve 0.5mg DTX igeren PLGA-DTX-NPs’den DTX salimi 48 saat sonunda hem
pH 7.4 hem de pH 5.6 salim ortami i¢in stabil bir degere ulagsarak bu degerde sabit
kalmistir. Yaklasik 48 saat sonra pH 7.4’ de nanopresipitasyon metoduyla hazirlanan 0.2
mg, 0.3 mg ve 0.5 mg DTX yiikli PLGA-DTX-NPs’den kiimiilatif salim sirasiyla
yaklasik %32.6, %41.4 ve %44.1 olarak bulunmustur. Ote yandan 48 saat sonra pH 5.6
da nanopresipitasyon metoduyla hazirlanan 0.2 mg, 0.3 mg ve 0.5 mg DTX yiiklii PLGA-
DTX-NPs’den kiimiilatif salim sirasiyla yaklasik %41.6, %67.1 ve %69.8 olarak

bulunmustur.

Her iki salim ortaminda da ilk 5 saat igerisinde burst release (ani salim) meydana
gelmistir. Ilag tastyici sistemlerde ve 6zellikle nanoteknolojik ilag salim sistemlerinde
kullanilan bu terim etken maddenin tasiyicidan hizli ve biiylik miktarlarda salimini ifade
etmektedir. Genellikle tastyicinin ilk basta hizli bir sekilde acilmasi veya bozulmasi,
ylizeye yakin ya da ylizeyde adsorplanan ilacin hizla salinmasinin da bu duruma sebep
oldugu bilinmektedir. Ozellikle kanser tedavisi gibi acil etki gerektirebilen durumlarda
once ani bir salim ve daha sonra ilacin kontrollii salimi tercih edilebilmektedir. Bu tez
kapsaminda pH 7.4’de 0.2 mg DTX i¢in %18.9, 0.3 mg i¢in %29.1 ve 0.5 mg i¢in
%33.4’liik bir ani salim gergeklesmistir. Bu degerler pH 5.6°da sirast ile %23.7, %34.7
ve %38.1 olarak bulunmustur. 5.saatten sonra DTX salimi yavaglamig ve 48 saat sonuna

kadar her 2 salim ortami i¢in de daha kontrollii bir DTX salimi1 elde edilmistir.

Gao ve ark, DTX ve salinomisin ylikli PLGA/TPGS nanopartikiillerini
nanopresipitasyon metodu ile hazirlaylp, meme kanserindeki etkinligini
degerlendirdikleri bir ¢alismada DTX salimini 10.giin sonunda pH 7.4’de %60.52 ve pH
5.0’da ise %65.43 olarak hesaplamislardir. Bu tez calismasindaki durumla paralel olarak
pH 5.0’daki yani daha asidik pH’da PLGA/TPGS nanopartikiillerinden DTX salim
yiizdesini daha yiiksek hesaplamislardir. Ancak pH 7.4 ve pH 5.6 arasindaki %DTX salim
miktar1 farki olduk¢a az bulunmustur ve kan pH’sin1 simiile eden ortamda da ciddi bir

DTX salim1 olmustur [136].

Cao ve ark., luteinize edici hormon salimini uyaran hormon (LHRH) ile konjuge edilmis
PEG-PLGA nanopartikiilerinden DTX salimini arastirmis ve bu partikiillerin prostat
kanseri tedavisindeki etkinligini degerlendirmislerdir. Hazirladiklar1 PEG-PLGA diblok
polimer yapisina LHRH’1 konjuge ettikten sonra, bu kopolimeri kullanarak ¢oziicii

buharlastirma metodu ile DTX yikli PEG-PLGA-LHRH formiilasyonunu
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hazirlamiglardir. Hazirlanan bu formiilasyondan 24 saatlik siire sonunda pH 7.4°te

DTX’in yaklasik %25°1, 96 saatlik siire sonunda ise DTX’in %80-85’1 salinmustir.

Literatiirde incelenen ¢alismalar hedeflenen hastalik ve tedavi yontemine gore degisiklik
gosteren, pH degisimine cevap verebilen ve etkin maddenin hedeflenen bélgede dnce ani
salim daha sonra kontrollii bir salimin veya siirekli kontrollii bir salimin 6énemini ortaya

koymaktadir.

4.3.7. PLGA-DTX-NPs’den DTX Salim Kinetiginin Farkhh pH Degerlerinde
Incelenmesi

En uygun kosullarda sentezlenen ve farkli miktarlarda DTX yiiklenen PLGA-DTX-
NPs’den DTX salim kinetigi arastirllmistir. Fizyolojik kan pH’s1 7.4 ve asidik timor
mikrogevresi pH 5.6’y1 simiile eden farkli pH tamponlarinda yapilan in vitro salim
calismalarindan elde edilen verilerin sifirinct mertebeden, birinci mertebeden, Higuchi,
Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell salim modellerine uyumu arastirilmistir [28, 29].
Her model i¢in kinetik hiz sabitlerinin (ko, K1, kH, KHe, k) degerleri ve Korsmeyer-Peppas
modeli i¢in n diflizyon {issliniin degerleri pH 7.4 ve pH 5.6 i¢in bulunmus ve bu degerler

Cizelge 4.13-Cizelge 4.14’te sunulmustur.

N
o

w W
S o
[ ]

oo
.
o
o’
oo

N
o

.
.
o

ot
.o

N
o

......
"""""
. .
. .

15 e e

cee®

.....
-

o

00 e ® T ¢

. .
...........
---------

Kiimiilatif (%) ilagc Salimi
[ ]

cee®
oo

. .o

0,5 1,5 2,5 3,5 4,5 5,5
Zaman (saat)

€0.2mgDTX A0.3mgDTX @0.5mgDTX

Sekil 4.59. Sifirinc1 dereceden kinetik modele gore farklt DTX konsantrasyonlarinda ve
pH 7.4°te PLGA-DTX-NPs’den DTX salim verilerinin dogrusallastiriimasi.
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Sekil 4.60. Sifirinc1 dereceden kinetik modele gore farklt DTX konsantrasyonlarinda ve
pH 7.4°te PLGA-DTX-NPs’den DTX salim verilerinin dogrusallastiriimasi.
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Sekil 4.61. Birinci dereceden kinetik modele gore farkli DTX konsantrasyonlarinda ve
pH 7.4°te PLGA-DTX-NPs’den DTX salim verilerinin dogrusallastiriimasi.
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Sekil 4.62. Birinci dereceden kinetik modele gore farkli DTX konsantrasyonlarinda ve
pH 5.6’da PLGA-DTX-NPs’den DTX salim verilerinin dogrusallastiriimasi.
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Sekil 4.63. Higuchi kinetik modeline gore farkli DTX konsantrasyonlarinda ve pH 7.4’te
PLGA-DTX-NPs’den DTX salim verilerinin dogrusallastirilmasi.
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Sekil 4.64. Higuchi kinetik modeline gore farkli DTX konsantrasyonlarinda ve pH 5.6’da
PLGA-DTX-NPs’den DTX salim verilerinin dogrusallastiriimasi.
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Sekil 4.65. Hixson-Crowell kinetik modeline gore farkli DTX konsantrasyonlarinda ve
pH 7.4’de PLGA-DTX-NPs’den DTX salim verilerinin dogrusallastirilmasi.
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Sekil 4.66. Hixson-Crowell kinetik modeline gore farkli DTX konsantrasyonlarinda ve
pH 5.6’da PLGA-DTX-NPs’den DTX salim verilerinin dogrusallastiriimasi.
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Sekil 4.67. Korsmeyer-Peppas kinetik modeline gore farklt DTX konsantrasyonlarinda
ve pH 7.4’de PLGA-DTX-NPs’den DTX salim verilerinin dogrusallastirilmasi.
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Sekil 4.68. Korsmeyer-Peppas kinetik modeline gére farklt DTX konsantrasyonlarinda
ve pH 5.6’da PLGA-DTX-NPs’den DTX salim verilerinin dogrusallastirilmast.

Cizelge 4.13. PLGA-DTX-NPs’den DTX saliminin ¢esitli kinetik modellere uyumunun
karsilagtirilmasi (fizyolojik kani simiile eden pH 7.4’teki kinetik parametrelerin degerleri
ve R? degerlerinin karsilastiriimast).

Sifirinci derece Kinetik  model (Q=Qg+ky.0)
DTX miktar1 (mg) ko R?
0.2 4.0188 0.9308
0.3 6.1069 0.9793
0.5 7.1999 0.9681
Birinci derece kinetik model (logC = logCy — k,.t/2.303)
DTX miktar1 (mg) ki R?
0.2 0.0127 0.9292
0.3 0.0150 0.8251
0.5 0.0127 0.8272
Higuchi kinetik model (Q = Ky x t/2)
DTX miktar: (mg) kn R?
0.2 13.113 0.9387
0.3 21.325 0.9865
0.5 24.505 0.9826
Hixson-Crowell Kinetik model (W01/3 - th/s =kycX1t)
DTX miktar: (mg) Knc R?
0.2 0.0669 0.9342
0.3 0.1049 0.9801
0.5 0.1327 0.9641
Korsmeyer-Peppas kinetik model (log (;{"—‘) = logk + nlog(t))
E)TT;FQJ))( miktari k R? n Ila¢ Sahm Mekanizmasi
0.2 7.899 0.8901 0.3735 Fickian Diflizyon
0.3 13.348 0.8267 0.3021 Fickian Difiizyon
0.5 15.424 0.8202 0.3606 Fickian Difiizyon
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llag  salimi alanindaki bircok c¢alismada sadece in vitro salim profili
degerlendirilmektedir. Ilag salim sistemlerindeki salim kinetiginin farkli modeller
kullanilarak degerlendirilmesi salim davranisinin daha net bir sekilde yorumlanmasi i¢in
oldukca 6nemlidir. Bu nicel degerlendirmeler sonucunda hazirlanan formiilasyonlarin
sonraki ¢aligma basamaklarinda ve in vivo performansini tahmin ederek ilag gelistirme
stireclerinde hiz kazanmaya olanak saglamaktadir. Tez kapsaminda hazirlanmis olan
PLGA-DTX-NPs’den DTX salim kinetigi modelleme ¢alismalarinin sonuglar1 Cizelge
4.13-4.14 ve Sekil 4.59-Sekil 4.68 arasinda sunulmustur.

Kiiresel parcaciklar i¢in n<0.5 oldugunda Fickian difiizyon, n=0.5-1.0 arasinda ise
anormal (Fickian olmayan) difiizyon, n=1.0 Durum II taginimi ve n>1.0 oldugunda ise
Stiper durum II tagiimi olarak raporlanmistir. PLGA-DTX-NPs’den DTX saliminin
Korsmeyer-Peppas modeline gore 3 farkli konsantrasyon i¢in incelenen n sabiti degerleri
0.5 altinda kalmistir. Bu durum DTX saliminin Fickian difiizyona gore gerceklestigini
gostermektedir (Cizelge 4.13 - Cizelge 4.14). Ote yandan in vitro salim verilerinin kinetik
analizi, bifazik ilag salim modelini ortaya koymustur. Bifazik salim hemen salim agamasi
ve stirdiiriilebilir salim asamasi olmak iizere iki asamadan olusmaktadir. Hemen salim
asamasi, DTX saliminda ilk 5 saatte gosterilen baslangi¢ patlama etkisiyle belirtilmistir.
DTX 48. saate kadar siirdiiriilebilir bir sekilde salinmaya devam etmistir ve bu da bifazik

salim modelinin siirdiiriilebilir salim agamasini (Fickian diflizyon) gostermektedir.

Cizelge 4.13 incelendiginde kinetik modeller arasinda en iyi uyum her bir konsantrasyon
icin %98’lik R? degeri ile Higuchi salim modeli olmustur. DTX salim verileri Higuchi
kinetik modeline 6zgii olan bifazik DTX salimii dogrulamistir. /n vitro salim
profillerinin modele bagl temel degerlendirmesinde, nanopartikiil yiizeyine adsorbe
edilen veya nanopartikiil materyalinde kapsiillenen ilacin, ana mekanizma olarak
diflizyon temelinde polimerik yapidan salindigini gostermektedir. Salimin diflizyona
dayali oldugu matematiksel modelleme ile dogrulanmistir ve literatiirdeki PLGA-DTX-
NPs’den DTX salimini inceleyen diger calismalarla da sonuglar uyumlu bulunmustur

[137, 138] .
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Cizelge 4.14. PLGA-DTX-NPs’den DTX saliminin ¢esitli kinetik modellere uyumunun
karsilastirilmas1 (asidik tiimor mikrogevresini simiile eden pH 5.6’daki kinetik
parametrelerin degerleri ve R? degerlerinin karsilastirilmasi).

Sifirinci derece Kinetik model (@Q=0Qg + ko0

DTX miktar1 (mg) ko R?
0.2 1.5106 0.8214
0.3 2.4361 0.8320
0.5 2.4784 0.8095

Birinci derece Kinetik model (logC =logCy — k4.t/2.303)

DTX miktar1 (mg) k1 R?
0.2 0.0200 0.8802
0.3 0.0417 0.9342
0.5 0.0451 0.9309

Higuchi kinetik model Q =Ky xt/2)

DTX miktar1 (mg) Kn R?
0.2 8.9019 0.9515
0.3 14.2500 0.9497
0.5 14.7480 0.9561

Hixson-Crowell Kinetik model (W01/3 - Wt1/3 =kyc X t)

DTX miktar1 (mg) Knc R?
0.2 0.0282 0.8617
0.3 0.0534 0.9051
0.5 0.0530 0.9165

Korsmeyer-Peppas kinetik model (log (1;"—‘) = logk + nlog(t))

CUFir:]ngl;( tart k R? n ila¢ Salim Mekanizmasi
0.2 12.095 0.8920 0.3222 Fickian Diflizyon
0.3 14.358 0.8607 0.4090 Fickian Diflizyon
0.5 18.450 0.8815 0.3524 Fickian Difiizyon

4.4. PLGA-BSA-NPs’in ve Dosetaksel Yiiklii PLGA-BSA-NPs (PLGA-DTX-BSA-
NPs)’in Optimizasyonu, Karakterizasyon ve flac Sahm Calismalar

4.4.1. Partikiil Boyutu ve Polidispersite indeksi Analizleri
PLGA-BSA-NPs’in partikiil boyutu ve boyut dagilimi, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyel 6l¢iimlerini gergeklestirebilmek i¢in 3 farkli BSA konsantrasyonunda PLGA-
BSA-NPs sentezlenmistir. PLGANPs’in partikiil boyutu Onceden optimize edildigi
sekilde 30mg PLGA, 1ml aseton olacak sekilde organik faz hazirlanmigtir. Sulu faz igin
%0.3, %0.5 ve %0.6 (a/h) olacak sekilde BSA ¢ozeltisi yani sulu faz hazirlanmistir.
Sentez sonrast hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar1 saf su ile yikanip
santrifiijlendikten sonra belirli oranda seyreltilip Zetasizer ile partikiil boyutu,

polidispersite indeksi ve zeta potansiyel 6l¢limleri 3 tekrarl olacak sekilde alinmistir.
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Sekil 4.69. PLGA-BSA-NPs’e ait boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 30 mg, BSA
miktar1 30mg, BSA konsantrasyonu %0.3 (a/h), sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik
faz hacmi 1 ml).
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Sekil 4.70. PLGA-BSA-NPs’e ait boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 30 mg, BSA
miktar1 50mg, BSA konsantrasyonu %0.5 (a‘h), sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik
faz hacmi 1 ml).

30mg BSA (%0.3 a/h) kullanilarak hazirlanan PLGA-BSA-NPs’e ait Zetasizer 6lgtimleri
incelendiginde siras1 ile 164.8, 163.3 ve 158.1 nm olacak sekilde 3 ortalama partikiil
boyutu sonucu alinmustir. Ote yandan bu partikiillere ait polidispersite indeksi degerleri
ise 0.206, 0.196 ve 0.181 olarak Ol¢iilmiistiir (Sekil 4.69). 50mg BSA (%0.5 a/h)
kullanilarak hazirlanan PLGA-BSA-NPs’e ait Zetasizer 6l¢timleri incelendiginde sirasi

ile 170.3, 167.5 ve 167.7 nm olacak sekilde 3 ortalama partikiil boyutu sonucu alinmigstir.
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Ote yandan bu partikiillere ait polidispersite indeksi degerleri ise 0.203, 0.212 ve 0.225
olarak dlgiilmiistiir (Sekil 4.70).

Intensity (Percent)

Intensity (Percent)

Sekil 4.71. PLGA-BSA-NPs’e ait boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 30 mg, BSA
miktar1 60mg, BSA konsantrasyonu %0.6 (a/h), sulu faz (PVA) hacmi 10 ml ve organik
faz hacmi 1 ml).

60mg BSA (%0.5 a/h) kullanilarak hazirlanan PLGA-BSA-NPs’e ait Zetasizer dl¢iimleri
incelendiginde sirasi ile 178.9, 175.2 ve 170.9 nm olacak sekilde 3 ortalama partikiil

boyutu sonucu alimustir. Ote yandan bu partikiillere ait polidispersite indeksi degerleri

ise 0.295, 0.256 ve 0.245 olarak ol¢tilmistiir (Sekil 4.71).

PLGA-BSA-NP yiizeyindeki BSA kabuk kisminin partikiiliin yiik 6zelliklerini nasil
degistirdigini aragtirmak lizere zeta potansiyel Olgiimleri de 3 tekrarli olacak sekilde

alinmistir.

Sekil 4.72° de 3 farkli BSA konsantrasyonunda hazirlanan PLGA-BSA-NPs’e ait zeta
potansiyel Ol¢iim sonuglari goriilmektedir. PLGA:BSA oran1 1:1 yani 30mg BSA
kullanildigi durumda ortalama zeta potansiyel Ol¢limii -13.9+£3.11mV olarak
bulunmustur. BSA konsantrasyonu %0.5 ve %0.6 (a/h) oldugu durum igin sirast ile bu

degerler -10.5+£1.51mV ve -9.30+£5.28mV olarak ol¢tilmiistiir (Cizelge 4.15).
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Sekil 4.72. Farkli BSA konsantrasyonlarinda hazirlanan PLGA-BSA-NPs’e ait zeta
potansiyel 6l¢iimleri.
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Cizelge 4.15. Farkli BSA konsantrasyonlarinda hazirlanan PLGA-BSA-NPs’e ait
ortalama partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyel 6l¢iim sonuglari.

Polimer: Protein Oram Ortalama PDI Zeta Potansiyeli
(PLGA: BSA) Oram Partikiil Boyutu (mV)
(hm)
30mg: 30mg (%0.3 (a/h) BSA) 162.1£7.13 0.194+0.03 -13.9+3.11
30mg: 50mg (%0.5 (a/h) BSA) 168.5+£3.17 0.213+0.02 -10.5+£1.51
30mg: 60mg (%0.6 (a/h) BSA) 175.0+£8.12 0.265+0.05 -9.30+5.28

Jiang ve ark., su i¢inde yag emiilsiyonu ¢oziicii buharlagtirma yontemi ile BSA kaplh
PLGANPs hazirlayip, bu partikiilerin mezenkimal kok hiicre farklilasmasindaki etkisini
aragtirmiglardir. PLGA-BSA-NPs’in zeta potansiyel 6l¢iimii nétr pH degerinde 10 mM
NaCl ¢ozeltisinde negatif yikli (-28.6£2.4mV) oldugunu gostermistir [139]. Peng ve
ark., biyopolimerik bir malzeme olan Poli-3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksihekzanoat
nanopartikiilleri hazirlayip bu nanopartikiil yapisinin iizerine kandaki dolagim siiresini
uzatmak ve toksisiteyi azaltmak icin adsorpsiyon metodu ile BSA kaplamislardir.
Kaplanmamis nanopartikiillerin zeta potansiyeli -16mV olarak olclilmiis ve BSA ile
kaplandiktan sonra -16mV ve -20mV arasinda degisen ol¢iim sonuglar1 elde edilmistir
[140]. Manoochehri ve ark., tarafindan hazirlanan bir diger ¢alismada ise modifiye
edilmis emiilsiyon-¢oziicli buharlastirma metodu kullanilarak Dosetaksel yiiklii PLGA
nanopartikiiller sentezlenmis ve bu yapiya karbodiimid baglama reaksiyonu (EDC/NHS
Capraz Baglama Kimyasi) ile insan serum albumini (HSA) konjuge edilmistir. HSA ile
konjuge edilmis PLGANPs’in zeta potansiyeli (-11.07+1.8mV), PLGANPs’den daha
kiigiik olan negatif bir zeta potansiyeli (-5.60+£0.21mV) gosterdigi tespit edilmistir.
Negatif zeta potansiyeldeki bu diisis PLGANP yapisindaki karboksilik fonksiyonel
gruplarin HSA birincil yapisindaki lizin amino asitleri lizerindeki amino baglar1 ile amid
bagi olusumuna atfedilmistir. Palanikumar ve ark., Doksorubisin yiikli PLGANPs’i
emiilsiyon ¢oziicii diflizyonu metoduna gore sentezlemislerdir ve bu yapiya BSA’y1
EDC/NHS capraz baglama kimyasi araciligi ile konjuge etmislerdir. BSA’nin, PLGA
yiizeyinde ~10 nm kalinliginda bir kabuk olusturdugu ve hidrodinamik ¢apin 105 nm’den
130 nm’ye ¢iktigi tespit edilmisti. PLGANPs’in zeta potansiyeli, BSA ile
konjugasyondan sonra -28’den -16 mV’ye degistigi tespit edilmistir. Bikinkoninik asit
(BCA) protein testi kullanilarak yapilan analiz ile, PLGANPs’ine konjuge edilen BSA

konsantrasyonu 72.9+2.7 pg.mg* olarak hesaplanmis, BSA’nin nanopartikiillerin toplam
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agirligimin yaklasik %7.3’{inl olusturdugu sonucuna ulasilmistir [141]. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda da BSA konsantrasyonu arttirildikga hazirlanan PLGA-BSA-NPs’in zeta
potansiyeli kademeli olarak diigmiistiir ve bu ¢alisma ile sonuglar tutarli bulunmustur.
Literatiirdeki caligmalar incelendiginde kullanilan sentez metoduna ve polimerin
Ozelliklerine gore zeta potansiyeli Ol¢lim sonuglarinda farkliliklar olabilecegi

goriilmiistiir.

4.4.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre (FTIR) Analizi

Sekil 4.21°de (Béliim 4.2.3) BSA’ya ait ana pikler incelendiginde 3284 cm™’ de N-H
gerilmesi ile ilgili amid A, 2957 cm™ de NH3" serbest iyonunun N-H gerilmesi ile ilgili
amid B, 1640 cm™’> de C=0 gerilmesi ile ilgili amid I, 1514 cm™> de C-N gerilme ve N—
H egilme titresimleriyle ilgili amid II, 1387 cm™” de CHz egilme gruplari ile ilgili ve 1240
cm™” de C-N gerilme ve N-H egilme titresimleriyle ilgili amid III olmak iizere tipik
protein karakteristik pikleri goriilmektedir [113]. Ote yandan yaklasik 2863 cm™’ de
goriilen pik ise CH bagina aittir [114].

. . . . , . . . . , . . . . . . . . . , . . . . . . . . . . .
Wénvenunbas(crm 1)

Sekil 4.73. PLGA-BSA-NPs’e ait FTIR spektrumu.

PLGA-BSA-NPs’e ait FTIR spektrumu ve karakteristik pikler ise Sekil 4.73’te
sunulmustur. PLGA-BSA-NPs’e ait spektrumunda kiigiik kaymalar ile birlikte 3284 cm’
L*deki genis bant, 2954 cm™, 1653 cm™, 1540 cm? ve 1394 cm™’de BSA’ya ait
karakteristik piklerin varligi kanitlanmistir. BSA’nin PLGANPS’in ylizeyine bagarilt bir
sekilde kaplandigi ve PLGA-BSA-NP yapisindaki BSA’nin varligi FTIR analizi ile
dogrulanmistir (Sekil 4.74).
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Sekil 4.74. PLGANPs ve PLGA-BSA-NPs’¢e ait FTIR spektrumlarinin karsilagtiriimasi.
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Sekil 4.75. DTX e ait FTIR spektrumu.

Sekil 4.75’te ise DTX’e ait FTIR spektrumu verilmistir. DTX’in FTIR spektrumu 3365
cm?, 2981 cm™ ve 2880 cm™’de civarinda sirasiyla ikincil amin ve alkan yapisindaki N-
H ve C-H germe titresimlerine atfedilen keskin pikleri gdstermektedir. 1636 cm™ deki
kiigiik yogun bir pik N-H biikiilme titresimine, 1451 cm™ CH2 ve CHs’iin C-H biikiilme
titresimine karsilik gelmektedir. DTX’de sirastyla 1117 cm™, 1050 cm™ ve 881 cm™’de
karbonil, amid ve alkan gruplarinin C=0, C-N ve C=C egilme titresimine karsilik gelen
karakteristik pikler goriilmektedir [142]. Ayrica DTX spektrumunda 1708 cm™
civarindaki (ester bagindaki C=0 gerilmesi), 1117 cm™! civarindaki (ester bagindaki C-O
gerilmesi), 1244 cm™ civarindaki (asetat igindeki O=C-O-C gerilmesi) ve 774 cm™
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civarindaki (aromatik C-H biikiilmesi) karakteristik piklerin varligi da Sekil 4.75°te
gosterilmistir [143, 144].

. . . . ' . ) . . ' . ) . . ' . . . . ' . . . . ' . . . . ' .
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Sekil 4.76. PLGA-DTX-BSA-NPs’e ait FTIR spektrumu.
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Dalga Sayis1 (cm™)

Sekil 4.77. DTX ve PLGA-DTX-BSA-NPs’e ait FTIR spektrumlarinin karsilastirilmasi.

DTX spektrumunda 3365 cm™, 1708 cm™, 1497 cm™, 1451 em™, 1159 cm™!, 973 cm ™,
707 cm™' goriilen karakteristik piklerin kiiglik kaymalarla ifade edilebilecek sekilde
yaklagik 3365 cm™, 1711 cm™, 1507 cm ™, 1456 cm™!, 1161 cm™, 973 cm™, 708 cm "’ de
PLGA-DTX-BSA-NP yapisinda varligr gosterilmis ve DTX’in basarili bir sekilde
enkapsiile edildigi kanitlanmistir (Sekil 4.77).
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4.4.3. TGA Analizleri
PLGA-BSA-NPs’e ait termogravimetrik analiz sonucu Sekil 4.78’de verilmistir. Boliim

2.3’de daha once bahsedilen sekilde toz formundaki saf PLGA’daki ana bozunma olay1
294.83°C- 337.10°C’de %97.851ik bir kiitle kaybi ile, PLGANPs’de bu sicaklik araligi
289.62°C-330.41°C ve %95.45 bir kiitle kaybi ile gergeklesmistir. PLGA-BSA-NPs’deki
ana bozunma olay1r ise 294.50°C-332.68°C sicaklik araliginda gerg¢eklesmis olup
%88.68’lik bir kiitle kayb1 ol¢iilmiistir. PLGA-BSA-NP formiilasyondaki BSA’nin
PLGANP yapisinin termal kararliligini arttirdigi tespit edilmistir.

yelght % (%) — —
Derivative Weight 5% (%/min)

Delta ¥ = 58.652 %

| Step: Inflection Point = 32092 °C
‘ Onget = 294 50 °C
End=33268°C

77777

Sekil 4.78. PLGA-BSA-NPs’e ait termogravimetrik analiz sonucu.

4.4.4. Temas Acis1 (Gonyometre) Analizi
PLGA-BSA-NPs’in yiizeyindeki kabuk kismini olusturan BSA kaplamasinin
homojenliginin degerlendirilmesi, formiilasyondaki BSA proteini varliginin saf polimerle
karsilastirildiginda 6l¢iilebilir bir sekilde partikiil formiilasyonun hidrofobik karakterinde
bir degisiklige sebep olup olmadigi, kaplamadan sonraki degisimin degerlendirilmesi

amaciyla temas agis1 (Gonyometre) dl¢limii analizi yapilmistir.

PLGA polimerinin laktat oran1 degistikge, polimerin hidrofobikligi de onemli 6lciide
degismektedir [145]. PLGA, laktik asit (LA) ve glikolik asit (GA) monomerlerinin farkli
oranlarda birlesmesiyle olusmakta ve bu oranlar polimerin su ile etkilesimini
(hidrofobiklik veya hidrofilik 6zelliklerini), biyolojik bozuma siiresini dogrudan
etkilemektedir. PLGA polimerinin 50:50, 75:25, 85:15 ve 65:35 gibi farkli laktik asit:

glikolik asit oranina sahip formiilasyonlari bulunmaktadir. Laktik asit grubu, hidrojen
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baglar1 kurabilen bir yapiya sahip olmasina ragmen, glikolik asit grubuna kiyasla daha az
hidrojen bagi kurma egilimindedir. Yiiksek laktik asit oranina sahip PLGA polimerinin
hidrofobik 6zelliginden dolay1 biyolojik olarak bozunma siiresinin de uzamasi sebebiyle,
bu tez ¢alismasi kapsaminda 50:50 laktik:glikolik oranina sahip PLGA polimerinin
kullanimi tercih edilmistir. PLGA 50:50 kullanilarak hazirlanan PLGA-BSA-NPs’ e ait

temas O6l¢iim agis1 sonuglar1 ve damla goriintiileri Sekil 4.79°da verilmistir.

-
s B
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Sekil 4.79. Saf PLGA, Saf BSA ve PLGA-BSA-NPs’ine ait belirlenen temas agisi
degerleri ve dl¢limler sirasinda cekilen fotograflar.

Sekil 4.79’da saf PLGA, saf BSA ve PLGA-BSA-NPs’ine ait belirlenen temas agisi
degerleri ve oOlclimler sirasinda g¢ekilen damlaciklarin fotograflar1 goriilmektedir. Tez
kapsaminda kullanilan 50:50 laktik:glikolik oranina sahip PLGA polimerinin temas agis1
Olctimii 117.43 olarak 6l¢iilmiistiir ve oldukg¢a hidrofobik 6zellikte oldugu dogrulanmastir.
Saf BSA’nin temas acis1 Ol¢limii ise 71.65 olarak bulunmustur. PLGA-BSA-NPs’inin
temas agis1 Ol¢lim degeri ise 24.24 olarak bulunmustur. Bir yiizeyin statik su temas agis1
0>90° oldugunda hidrofobik, 6<90° oldugunda ise hidrofilik oldugu sdylenebilir [146].
BSA proteinin yapiya dahil edilmesi ile hazirlanan PLGA-BSA-NPs’in temas agisi
24.24’e digmiis ve BSA’nin varliginin hidrofilik karakteri arttirdigi dogrulanmuistir.
PLGANP yiizeyine ve gozeneklerine arayilizeye gomme metodu olarak adlandirilan
metotla BSA kaplamasi gergeklestirilerek hazirlanan bu kompleks PLGA-BSA-NPs’in
hidrofilik o6zelligi arttirllarak daha iyi ¢Oziiniirliige sahip olmalar1 saglanmistir.
Literatiirde bu metotla hazirlanan ¢ok az calisma bulunmaktadir, bu metotlarda da
kullanilan metotlar ve polimerlerin 6zellikleri birbirinden olduk¢a farklidir. Kovacs ve

ark., 2024 yilinda yayimladiklar1 bir calismada modifiye edilmis desolvasyon ve
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nanopresipitasyon metodu ile PLGA-BSA-NPs hazirlayip Vitamin D3 enkapsiilasyonunu
arastirmiglardir. Bu c¢alismada farkli monomer oranlarina sahip PLGA polimerleri
kullanilmis ve bu oranlarin PLGA-BSA-NPs iizerindeki hidrofobik-hidrofilik etkisi
arastiritlmistir. 50:50 oraninda PLGA (MW=30.000-60.000Da) kullanarak hazirladiklari
PLGA-BSA-NPs’in temas agisi degerini 36 olarak Ol¢miislerdir ve bu deger bizim

calismamizla da tutarli olarak bulunmustur.

4.45. Enkapsiilasyon Verimliligi ve Yiikleme Kapasitesi

PLGA-BSA-NPs’in partikiil boyutu optimizasyonu i¢in analizler yapildiktan sonra
ortalama partikiil boyutu ve polidispersite indeksi sonuglar1 incelenmis ve %0.3 ve %0.5
(a’h) BSA olacak sekilde hazirlanan partikiillerin hem boyut hem de polidispersite indeksi
dl¢iim sonuclarmin birbirine ¢ok yakin degerlerde oldugu tespit edilmistir. Ote yandan
ortalama partikiil boyutunun (%0.5 (a/h) BSA ile hazirlanan) hedeflenen partikiil boyut
aralig1 yani partikiillerin pasif hedefleme i¢in gerekli olan 200 nm altinda kalma sartini
da sagladig1 goriilmiistiir. Bu sebeple PLGANPs’in ylizeyine kaplanan BSA’nin kabuk
yapisinin yeterli diizeyde ve CUR enkapsiilasyonuna da elverigli olabilmesi i¢in %0.5’lik
BSA kullanilarak PLGA-BSA-NPs hazirlanmistir. %0.5’lik BSA ve 3.0 mg DTX
kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-NPs’e DTX enkapsiilasyonu ve yiikleme
kapasitesi degerleri hesaplanmis ve PLGA-DTX-NPs ile karsilastirilmistir.

Cizelge 4.16. PLGA-DTX-BSA-NPs’deki DTX enkapsiilasyon verimi ve ylikleme
kapasitesi (PLGA miktar1 30 mg, BSA konsantrasyonu %0.5 (50mg), sulu faz (BSA)
hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 3 ml).

PLGA-DTX-BSA-NPs DTX Enkapsiilasyon DTX Yiikleme
hazirlamak icin NI NSTIPN
kullanilan DTX miktar Verimi (%) Kapasitesi (%)
3.0 mg 87.75 12.48

Optimum DTX konsantrasyonunda (3.0mg/ml) hazirlanan PLGA-DTX-BSA-NP
formiilasyonundaki DTX enkapsiilasyon verimi %87.75 ve DTX yiikleme kapasitesi ise
%12.48 olarak hesaplanmistir. PLGA-DTX-NPs ile karsilagtirildiginda DTX yiikleme
kapasitesinin %78.32’den %87.75’e yiikseldigi tespit edilmistir. DTX yiikleme kapasitesi

ise her iki formiilasyon i¢in yaklasik olarak ayni1 degerde bulunmustur (Cizelge 4.16).
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4.4.6. In vitro ila¢ Salim Cahsmalar
En uygun kosullarda elde edilmis PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX’in in vitro ortamda
salimi1 37°C’de asidik tiimor mikrogevresini simiile eden pH 5.6 ve fizyolojik kani simiile
eden pH 7.4 PBS tampon ortamlarinda incelenmistir. PLGA-DTX-BSA-NPs’den pH 5.6
ve pH 7.4’te gergeklestirilen DTX kiimiilatif salim egrileri Sekil 4.80° de verilmistir.
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Sekil 4.80. PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX salim profillerinin pH 7.4 ve pH 5.6 i¢in
karsilastirilmasi (T=37°C).

PLGA-DTX-NPs’den DTX salim galismalar1 Boliim 2.3.6’da verilmis olup, kiimiilatif
DTX salim verileri incelendiginde en yliksek %DTX salimi 0.5mg DTX igeren PLGA-
DTX-NPs’de bulunmustur. pH 7.4 ve pH 5.6 salim ortamlarinda 0.5mg DTX iceren
PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX salimi analizleri de in vitro ortamda gergeklestirilmis
ve DTX salim sonuclari karsilastirilmistir. 0.5mg DTX iceren PLGA-DTX-BSA-
NPs’den DTX salimi 48 saat sonunda hem pH 7.4 hem de pH 5.6 salim ortamu i¢in stabil

bir degere ulasarak bu degerde sabit kalmistir.

Yaklasik 48 saat sonra pH 7.4’ de, nanopresipitasyon metoduyla hazirlanan 0.5 mg DTX
yiiklii PLGA-DTX-BSA-NPs’den kiimiilatif DTX salim1 %80.4, pH 5.6° da yaklasik
%98.1 olarak bulunmustur. PLGA-DTX-NPs ile karsilastirildiginda DTX salimi igin
calisilan her iki farkli pH salim ortaminda da DTX salimi PLGA-DTX-BSA-NPs’de daha
yuksek bulunmustur. PLGA-DTX-NPs’den DTX salim calismalarinda ilk 5 saat i¢inde
burst release (ani salim) meydana geldigi gozlemlenmistir (Bolim 2.3.6). Ancak PLGA-
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DTX-BSA-NPs’den DTX salim wverileri ilk 5 saat i¢in PLGA-DTX-NPs
karsilagtirildiginda bu formiilasyonla ani salim etkisinin yavaslatildig tespit edilmistir.
In vitro salim ortaminda PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX salimi verileri pH 7.4 te 1.saat,
2.saat, 3.saat, 4.saat ve 5. Saat i¢in sirasiyla %0.1, %5.0, %11.7, %16.5 ve %25.8 olarak
bulunmustur. PLGA-DTX-NPs’den ilk 5 saatlik DTX salim verileri ise %2.7, %16.7,
%21.4, %29.5 ve %33.4 olarak bulunmustur. Ayni sekilde in vitro salim ortaminda
PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX salimi verileri pH 5.6’da 1.saat, 2.saat, 3.saat, 4.saat ve
5. Saat i¢in sirast ile %0.03, %7.9, %22.8, %31.3 ve %36.5 olarak bulunmustur. PLGA-
DTX-NPs’den ilk 5 saatlik DTX salim verileri ise pH 5.6’da %7.3, %17.4, %27.4, %34.8
ve %38.1 olarak bulunmustur. /n vitro salim ortaminda PLGA-DTX-BSA-NPs’den pH
7.4’te gergeklestirilen DTX salim ¢alismalari, PLGA-DTX-NPs’den DTX salimi verileri
ile karsilastirildiginda ilk 5 saatlik ani salim etkisinin BSA kaplamasi ile yavasladigi ve
toplam salinan ila¢ miktarinin ise %44’ten %80’e arttigin1 gostermistir. pH 5.5’ta her iki
nanopartikiil formiilasyonundan salinan DTX miktar1 oldukga yiiksek olarak hesaplanmis
olup, BSA kaplamasinin ilk 3 saatlik DTX salimu i¢in etkili oldugu ve salimi1 yavaglattig:
5.saat sonunda ise BSA kaplamasinin olmadig1 formiilasyonun salim verilerini yakaladigi
ve son noktada ise PLGA-DTX-NPs’den %30’luk bir DTX salim farki ile salimi

tamamladig1 tespit edilmistir.

447. PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX Salhm Kinetiginin Farkh pH
Degerlerinde Incelenmesi

En uygun kosullarda sentezlenen DTX yiiklii PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX salim
kinetigi ¢calismalart iki farkli pH’ta gerceklestirilmistir. Fizyolojik kan pH’s1 7.4 ve asidik
timor mikrogevresi pH 5.6’y1 simiile eden farkli pH tamponlarinda yapilan in vitro salim
calismalarindan elde edilen verilerin sifirinct mertebeden, birinci mertebeden, Higuchi,
Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell salim modellerine uyumu arastirilmistir. Her model
icin kinetik hiz sabitlerinin (ko, K1, kK, Knc, k) degerleri ve Korsmeyer-Peppas modeli i¢in
n diflizyon Ussiiniin degerleri pH 7.4 ve pH 5.6 icin bulunmus ve bu degerler Cizelge

4.17°de sunulmustur.
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Sekil 4.81. 3.0mg DTX kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX salimi
icin pH=5.6 ve pH=7.4’te elde edilen sifirinct derece kinetik model grafigi.
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Sekil 4.82. 3.0mg DTX kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX salimi
icin pH=5.6 ve pH=7.4"te elde edilen birinci derece kinetik model grafigi.
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Sekil 4.83. 3.0mg DTX kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX salimi
icin pH=5.6 ve pH=7.4’te elde edilen Higuchi kinetik model grafigi.
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Sekil 4.84. 3.0mg DTX kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX salim1
icin pH=5.6 ve pH=7.4’te elde edilen Hixson-Crowell kinetik model grafigi.
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Sekil 4.85. 3.0mg DTX kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX salimi
icin pH=5.6 ve pH=7.4’te elde edilen Korsmeyer-Peppas kinetik model grafigi.

Cizelge 4.17. PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX saliminin kinetik modellere uyumunun
karsilastirilmast (pH 5.6 ve pH 7.4’teki kinetik parametrelerin degerleri ve R?
degerlerinin karsilastirilmast).

Sifirinci derece Kinetik model (Q =0Q¢ +kg.0)
(Salim ortam pH’1) Ko R?

5.6 3.4367 0.9236

7.4 3.0560 0.9689
Birinci derece kinetik model (logC =logCy — k4.t/2.303)
(Salim ortam pH’1) ki R?

5.6 0.0884 0.9596

7.4 0.0371 0.9222
Higuchi kinetik model (Q = Ky x t/2)
(Salim ortam pH’1) Kn R?

5.6 23.9860 0.9706

7.4 19.4180 0.9949
Hixson-Crowell kinetik model (W01/3 - Wt1/3 =kyc X t)
(Salim ortam pH’1) Kic R?

5.6 0.0760 0.9114

7.4 0.0441 0.9044
Korsmeyer-Peppas kinetik model  (log (%) = logk + nlog(t))

R 2 flac Sahm

(Salim ortami pH’1) k R n Mekanizmasi

5.6 17.2822 0.9106 0.4519 Fickian Transport

74 7.6701 0.9220 0.6078 Fickian Transport
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PLGA-DTX-BSA-NPs’den DTX  saliminin  kinetik  modellere  uyumunun
degerlendirilmesi icin pH 5.6 ve pH 7.4’teki kinetik parametre sabitleri, R? degerleri ve
model grafikleri Cizelge 4.17 ve Sekil 4.81-4.85te verilmistir. Sifirinc1 derece Kinetik
modeli sabit hizda gergeklesen salim mekanizmasini ifade etmektedir ve burada pH 5.6
ve pH 7.4 icin siras1 ile iz sabiti degerleri 3.44 ve 3.06 olarak hesaplanmistir. Ancak R?
degerlerinin ¢ok yiiksek olmamasi, bu modelin DTX salim mekanizmasini tam anlamiyla
temsil edemedigini ortaya koymaktadir. Birinci derece kinetik modeli, ilag saliminin
kalan ilag konsantrasyonuna bagli olarak gergeklestigini ifade etmektedir. Hiz sabiti daha
asidik salim ortaminda yiiksek bulunmus, bu da ilacin saliminin daha hizli gergeklestigini
gostermistir. Birinci derece kinetik modeli, pH 5.6 ortaminda salim mekanizmasina daha
iyl uyum saglamistir. Higuchi modeli ise, salimin ila¢g matrisinden difiizyon kontrollii
oldugunu varsaymaktadir. Her iki ortamda da Higuchi modeli 0.97 ve 0.99’luk yiiksek
uyum katsayilar1 gostermistir. Ozellikle pH 7.4 ortaminda elde edilen R? degeri, salim
mekanizmasinin difiizyon kontrollii oldugunu giiclii bir sekilde desteklemektedir. Hiz
sabitinin pH 5.6 ortaminda daha yiiksek olmasi, asidik ortamda daha hizli bir difiizyon
slirecine isaret etmektedir. Hixson-Crowell modeli, salimin matris boyutundaki
degisikliklere (ylizey erimesi) bagli oldugunu belirtmektedir. Hixson-Crowell modelinde
R? degerleri diger modellere kiyasla daha az uyum gostermistir. Bu durum, yiizey
erimesinin DTX salim mekanizmasinda baskin bir rol oynamadigini gostermektedir.
Korsmeyer-Peppas modeli, ila¢g salim mekanizmasinin difiizyon ve polimer matrisi sigme
stirecleriyle agiklanmasi saglamaktadir. Her iki salim ortaminda da n model sabiti 0.5
civarindadir ve bu, salimin Fickian diflizyon mekanizmasiyla uyumlu oldugunu
gostermektedir. Korsmeyer-Peppas modeline gore hesaplanan hiz sabitlerinin pH 5.6
ortaminda daha yiiksek bulunmasi, bu ortamda daha hizli bir diflizyon siirecini isaret
etmektedir. Hesaplan hiz sabitleri ve uyum katsayilart dikkate alindiginda Higuchi
modeli, her iki ortamda da en yiiksek uyum katsayilari ile salim mekanizmasinin diflizyon
kontrollii oldugunu desteklemistir. Korsmeyer-Peppas modeli, salim mekanizmasinin
Fickian difiizyonla gergeklestigini dogrulamistir. Hiz sabitleri, pH 5.6 ortaminda
genellikle daha yiiksek bulunmus ve bu durum daha asidik ortamlarda salim hizinin
arttigini gostermistir. Hixson-Crowell modeli, salim mekanizmasinda ylizey erimesinin
veya boyut degisimlerinin baskin bir etkisi olmadigini1 ortaya koymustur. Bu bulgular,
DTX’in pH-bagimli kontrollii salim sistemlerinde optimize edilebilecegini ve Higuchi
modeline dayali formiilasyonlarmm etkili bir tasarim stratejisi sunabilecegini

vurgulamaktadir.
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45, Kurkumin Yiikli PLGA-DTX-BSA-NPs (PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs)’in
Karakterizasyon ve Ila¢ Salim Cahsmalar

4.5.1. Yiizey Morfolojisi ve Partikiil Boyutu Ol¢iim Analizleri
CUR ve DTX ikili ila¢ yiikli formiilasyonun (PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs) yiizey

morfolojisinin incelenebilmesi ve ila¢ yiiklii olmayan nanopartikiil formiilasyonu ile

kargilagtirma yapilabilmesi i¢in SEM goriintiileri ¢ekilmistir (Sekil 4.86). SEM
goriintiileri incelendiginde PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in de PLGANPs gibi kiiresel bir

sekilde oldugu ve ila¢ yiiklii olmayan formiilasyonla da (PLGA-BSA-NPs) partikiil

boyutu dagilimlarinin (3 fakli Zetasizer 6l¢limii) benzer oldugu sdylenebilir.

9,
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Sekil 4.86. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in SEM goriintiileri (PLGA miktar1 30 mg,
DTX miktart 3.0 mg, CUR miktar1 3.75mg, PVA konsantrasyonu %1.0, sulu faz (PVA)

hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 1 ml).

100 PLGA-DTX-BSA-CUR-1-1 (Peak: 207.4 nm)
—— PLGA DTX-BSA-CUR-2-2 (Peak: 259.7 nm)
= PLGA-DTX-BSA-CUR-3-3 (Peak: 254.5 nm)
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Sekil 4.87. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in boyut dagilimi egrileri (PLGA miktar1 30
mg, DTX miktar1 3.0 mg, CUR miktar1 3.75mg, PVA konsantrasyonu %1.0, sulu faz
(PVA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 1 ml).
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4.5.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre (FTIR) Analizi
CUR’in FTIR spektrumu ve karakteristik pikleri Boliim 2.2.3’te gosterildigi sekilde 1601
cm? ve 1505 cm™’de benzen halkasindaki C=C ve C=0 baglarina, 1428 cm™’de pik
olefinik C-H gruplarina, 1272 cm™’de gériilen pik aromatik C-O gruplarma, 1110 cm™’
de goriilen pik aromatik C-O gerilme titresimlerine ve 1025 cm™’de gériilen pik de C-O-

C gruplarma atfedilmisti.
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Sekil 4.88. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e ait FTIR spektrumu.
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Sekil 4.89. CUR ve PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e ait FTIR spektrumlarinin
karsilastirilmasi.

Sekil 4.88 ve Sekil 4.89 incelendiginde PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e ait FTIR
spektrumunda ¢ok kiigiik kaymalar ile CUR’in karakteristik piklerinin hepsi
gbzlemlenmistir ve yapiya CUR’in basarili bir sekilde enkapsiile edildigi dogrulanmastir.
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DTX’in FTIR spektrumunda 3365 cm™, 2981 cm™ ve 2880 cm™ civarinda sirasiyla ikincil
amin ve alkan yapisindaki N-H ve C-H germe titresimlerine, 1636 cm™*deki kiigiik yogun
pik N-H biikiilme titresimine, 1451 cm™ CHz ve CHs’iin C-H biikiilme titresimine,
sirasiyla 1117 ecm®, 1050 cm™ ve 881 cm™*de karbonil, amid ve alkan gruplarinin C=0,
C-N ve C=C egilme titresimine, 1708 cm™ civarindaki pik ester bagindaki C=0O gerilmesi,
1244 cm? civarindaki pik asetat icindeki O=C-O-C gerilmesi ve 786 cm™ civarindaki pik
ise aromatik C-H biikiilmesi ile karakterize edilen piklerin varligi Bolim 2.4.3’te

gosterilmistir.

= DTX == PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs

4.000 3.500 3.000 2.500 2.000 1.500 1.000 500

Dalga Sayis1 (cmt)

Sekil 4.90. DTX ve PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e ait FTIR spektrumlarinin
karsilastirilmasi.

Sekil 4.90 incelendiginde 707 cm™, 786 cm™, 881 cm, 1050 cm™?, 1117 cm™, 1636 cm
1*de goriilen ve kiiciik kaymalarla ifade edilebilecek DTX’e ait karakteristik piklerin
varligi PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’de de dogrulanmistir ve yapiya DTX’in basarili bir
sekilde enkapsiile edildigi gosterilmistir.

4.5.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizleri
DSC analizi ilag ve tasiyict malzemenin amorf, kristal veya ¢6ziinmiis durumlarini
belirlemek i¢in kullanilmaktadir ve bu ozellikler ilacin ¢oziintirligiint, salimin1 ve
biyoyararlanimin1  dogrudan etkileyebilmektedir. Bu tez kapsaminda kullanilan
antikanser ilag DTX, CUR ve hazirlanan ilag¢ ytiklii formiilasyonlar PLGA-DTX-BSA-
NPs ve PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in DSC analizleri yapilmis ve Sekil 4.91-4.95” de

DSC termogramlari sunulmustur.
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Sekil 4.91. DTX e ait DSC termogrami.

Saf DTX’in erime endotermik pik noktasi 193.84 °C’de gozlemlenmistir (Sekil 4.91).
Hem PLGA-DTX-BSA-NP hem de PLGA-DTX-BSA-CUR-NP formiilasyonunda
DTX’in erime piki tespit edilememistir ve bu da hazirlanan hibrit nanopartikiil
formiilasyonlarinda en azindan partikiil yiizeyi seviyesinde, kristal ila¢ bulunmadigini
kanitlamaktadir [147, 148]. Bu nedenle, DTX’in PLGA-DTX-BSA-NP ve PLGA-DTX-
BSA-CUR-NP matrikslerinde amorf, diizensiz kristal bir fazda veya kati1 ¢6zelti halinde

oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.93. CUR’e ait DSC termogrami.
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Sekil 4.94. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e ait DSC termogramu.

CUR’e ait DSC termogrami degerlendirildiginde yaklagik 176.01 °C’de 199.49 J/g
entalpi ile erime olaymi gosteren giiglii bir endotermik pik goriilmektedir (Sekil 4.93).
PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e ait DSC termograminda ise CUR’e ait endotermik pikin
siddetinin oldukea kiiciildiigii 177.6 °C’de 51.56 J/g entalpi ile endotermik bir pik
gosterdigi tespit edilmistir. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’de nanopresipitasyon metoduna
gore CUR enkapsiile edildikten sonra CUR’e ait entalpinin azalmasi kristallikte bir

azalmaya isaret etmektedir (Sekil 4.95) [149].
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Sekil 4.95. DTX, CUR, PLGA-DTX-BSA-NPs, PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’¢ ait DSC
termogramlarinin karsilagtirilmasi.
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45.4. XRD Analizleri

Saf CUR’e ait XRD deseni Bolim 2.2.4’te Sekil 2.22’de verilmistir. CUR’in, XRD

deseninde goriilen yogun pikler ile karakterize edilen yiiksek kristalli bir yap1 sunmustur

ve ana pikleri 26 = 8.8° 14.5°, 17.2°, 18.1°, 19.4°, 23.3°
PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’de hem DTX hem de CUR’e

ve 24.5°°de ortaya ¢ikmustir.

ait kristal yapilarin varliginin

arastirilmasi ve DSC analizleri ile dogrulama yapilabilmesi icin XRD analizi yapilmis ve

XRD desenleri Sekil 4.96 ve 4.98’de sunulmustur.
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Sekil 4.97. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e ait XRD deseni.

125



18500 {—— 1 1R

1T

10000 ‘
|

1l '”u

'”3'-|||Br.l.'| M . Ilb .., h w
o g

2Theta |

Sekil 4.98. Toz formdaki DTX, CUR ve PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’¢ ait XRD
desenlerinin karsilastirilmast.

Toz formdaki saf DTX’in XRD deseni 8.4°, 12.25°, 14.10° 20 degerlerinde sinyaller
sergilemistir (Sekil 4.96) [150]. Saf DTX ve CUR ile PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e ait
XRD desenleri karsilastirildiginda her iki etkene ait kristalin piklerinin kayboldugu veya
siddetinin oldukca zayifladig1 tespit edilmistir (Sekil 4.98). Ote yandan PLGA-DTX-
BSA-CUR-NPs’e ait XRD deseni de genis bir yayilim gdstermistir. Tiim bu sonug¢lardan
yola ¢ikilarak etken maddelerin polimerle etkilesim halinde oldugu ve amorf hale gectigi

sonucuna ulagilmistir ve bu durum DSC analizleri ile de dogrulanmaistir.

4.5.5. Enkapsiilasyon Verimliligi ve Yiikleme Kapasitesi
%0.5’lik BSA ve 3.0 mg DTX kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-NPs’e DTX
enkapsiilasyonu ve ylikleme kapasitesi degerleri Boliim 4.4.7°de sunulmustur. Bir sonraki
basamakta ise PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs hazirlanmis ve burada hem hazirlanan
formiilasyon i¢cin hem de DTX ve CUR icin karakterizasyon calismalari
gergeklestirilmistir. CUR ve DTX’in hazirlanan formiilasyon iginde varligi, cesitli
karakterizasyon caligmalar1 ile dogrulanmistir. Sentezlenen PLGA-DTX-BSA-CUR-

NPs’de ortama eklenen DTX miktar sabit tutulmus, formiilasyona eklenen CUR miktar1
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degistirilerek kabuk yapisindaki yani BSA katmanindaki CUR’in enkapsiilasyon ve
yiikleme kapasitesi degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs *deki DTX ve CUR enkapstilasyon verimi ve
yukleme kapasitesi degerlerinin karsilastirilmas1 (PLGA miktar1 30 mg, BSA
konsantrasyonu %0.5 (50mg), sulu faz (BSA) hacmi 10 ml ve organik faz hacmi 1 ml).

DTX CUR DTX DTX CUR CUR
Miktari Miktar1  Enkapsiilasyon  Yiikleme  Enkapsiilasyon Yiikleme
(mg) (mg) Verimi (%) Kapasitesi Verimi (%) Kapasitesi

(%) (%)

3.0 2.0mg 73.50 8.55 6.12 0.47

3.0 3.75mg 82.33 10.21 12.38 1.80

3.0 5.0mg 56.92 6.61 9.62 1.86

DTX ve CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’de DTX
enkapsiilasyon verimi, ylikleme kapasitesi ve %salim verilerinin PLGA-DTX-BSA-NPs
ve PLGA-DTX-NPs ile karsilagtirmasinin yapilabilmesi igin DTX miktar1 3.0mg’da sabit
tutulmustur. 3.0mg DTX ve 2.0mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-CUR-
NPs’de DTX enkapsiilasyon verimi %73.50 ve yiikleme kapasitesi degeri ise %8.55
olarak hesaplanmigtir. PLGA-DTX-BSA-CUR-NP formiilasyonunda kullanilan CUR
miktarinin arttirtlmast DTX enkapsiilasyon verimini ve yilikleme kapasitesini biiyiik
oranda etkilememistir. Ancak CUR miktar1 5.0mg’a ¢ikarildiginda hem DTX hem de
CUR enkapsiilasyon veriminin azaldigi tespit edilmistir. Bu azalisin sebebi CUR
miktarinin arttirilmasi ile organik fazin sulu faza eklenmesi asamasinda sentez ortaminda
agregasyonun meydana gelmesi ve homojen partikiill dagiliminda sentez

yapilamamasidir.

DTX miktar1 sabit tutularak ortamdaki CUR miktarinin yaklagik 2 katina ¢ikarilmasi ile
(3.75mg) ile formiilasyonun kabuk kismina yani BSA katmanina enkapsiile olan CUR’in

enkapsiilasyon verimi %12.38’e ve CUR ylikleme kapasitesi de %1.80’¢e yiikselmistir.

4.5.6. In Vitro lla¢c Salim Cahsmalar:
Her iki etkin maddenin birlikte PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e yiiklendiginde
enkapsiilasyon verimi ve yiikleme kapasitesinin en yiiksek oldugu durum gozetilerek
Cizelge 4.18’de ayrintilar1 verilen 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan

formiilasyondan DTX ve CUR salimi in vitro ortamda ¢alisilmistir.
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En uygun kosullarda elde edilmis PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den DTX ve CUR’in in
vitro ortamda salimi 37°C’de asidik tiimor mikrogevresini simiile eden pH 5.6 ve
fizyolojik kani simiile eden pH 7.4 PBS tampon ortamlarinda incelenmistir. PLGA-DTX-
BSA-CUR-NPs’den pH 5.6 ve pH 7.4°te gerceklestirilen DTX ve CUR ikili ilag salimi1
icin kiimiilatif salim egrileri Sekil 4.99 ve Sekil 4.100°de verilmistir.
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Sekil 4.99. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den pH 5.6 ve pH 7.4’teki CUR salim
profillerinin kargilastirilmasi (T=37°C).
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Sekil 4.100. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den pH 5.6 ve pH 7.4°teki DTX salim
profillerinin karsilastirilmasi (T=37°C).
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CUR, diisiik biyoyararlanimi ve smirli ¢oziiniirliik 6zellikleri nedeniyle, sistemik
tedavilerde zorluklar yaratabilen bir bilesiktir. PLGA:BSA protein-polimer hibrit
nanopartikiillerinden olusan ilag tasiyici sistem ile bu sorunu asmak amaglanmistir.
PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den CUR salim profili, pH 5.6 ortaminda daha hizh
gerceklesmistir ve bu durum CUR’in asidik ortamda daha hizli ¢oziinerek
nanopartikiillerden serbest birakildigin1  gostermektedir. Bu ortam CUR’in
¢Ozlinlirliglnii artirarak salim hizim yiikseltebilir. Fizyolojik pH (7.4) ortaminda ise
CUR’in salimi1 daha yavas ger¢eklesmistir ve kismen daha kontrollii bir salim profili
gostermistir (Sekil 4.99). PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den CUR salimi her iki pH
ortaminda da ilk 5 saat icerisinde %36’lik bir salim oranina ulagmistir ve ilk 5 saat i¢in
calisilan her noktada yaklasik ayn1 olarak dlgiilmiistiir. 24. saat sonunda CUR, pH 7.4’te
yaklasik %51, pH 5.6 ortaminda ise %55.5 olarak hesaplanmistir. 72. saat sonunda da
CUR salim1 pH 5.6 ve pH 7.4 i¢in siras1 ile %98 ve %93 olarak 6l¢iilmistiir. CUR, PLGA-
DTX-BSA-CUR-NPs’in biiyiik oranda kabuk kismina yani dis katmandaki BSA’ya
enkapsiile oldugu disiiniildiigiinde salimin ilk saatlerde hizli ve ani bir sekilde

gerceklesmesi beklenen bir durumdur.

PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den DTX salimi incelendiginde ise pH 5.6 ortaminda DTX,
CUR’e benzer sekilde hizli bir oranda ancak daha kontrollii bir hizda tasiyici sistemden
serbest kalmistir. DTX nanopartikiiller araciliiyla daha dengeli ve sistematik bir sekilde
tasiyict sistemden salim gerceklestirmistir. Her iki pH degeri i¢in ilk 5 saatlik salim
verileri birbirine yakin degerlerde 6l¢iilmiistiir. pH 5.6 salim ortaminda DTX salimi 5.saat
sonunda %30, pH 7.4 salim ortaminda ise yaklasik %26 olarak Olgiilmiistiir. 24.saat
sonunda DTX salimi her iki ortamda da yaklasik %83 olarak hesaplanmistir. PLGA-
DTX-BSA-CUR-NPs’den DTX salimi 72.saat sonunda pH 5.6 ortaminda %94 ve pH
7.4’te ise %84 olarak maksimuma ulasmistir. DTX in 6zellikle pH 7.4’teki salim profili,
kontrollii ve dengeli salimi, kanser tedavisindeki hedeflenmis etkinlik acisindan oldukga
onemlidir. PLGA ve BSA’nin birlikte ¢alisarak bu diizenlemeyi saglamasi, DTX’in

etkinligini artiran bir faktordiir.

Ote yandan CUR’in ilk basta ani ve hizli bir salim gosterdigi, 24.saatten sonra da salimin
gecikmeli olarak 72.saate kadar devam ettigi tespit edilmistir. PLGA:BSA hibrit
nanopartikiillerin yapisal 6zelliklerinin, CUR salimini etkiledigi ve bu durumun, her iki
bilesenin (PLGA c¢ekirdek ve BSA kabuk) etkilerinden kaynaklaniyor oldugu
soylenebilir. Nanopartikiillerin BSA katmaninda yer alan CUR’in dig kisimdaki bdlgeden
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hizla salinmasi ile ilk ani salimin gergeklestigi tespit edilmistir. ikinci salim kismi yani
gecikmeli salim durumunun sebebi olarak PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in sentez
asamasinda bir miktar CUR’in PLGA ¢ekirdek kisminda da enkapsiile olmas1 ile
aciklanabilir. CUR’in hem PLGA ¢ekirdegi hem de BSA katmani i¢inde yer almasi, ilacin
iki farkli fazda salinmasina yol agabilir. Baslangicta BSA katmanindaki CUR hizla
saliabilir, ancak PLGA ¢ekirdegindeki CUR, daha uzun siire ve daha kontrollii bir
sekilde serbest birakilabilir. Bu durum, siirekli artan bir salim profili yaratabilir. Bu
ozelliklerin birlesimi, CUR’in ikinci fazda daha yavas salinmasimi ve kontrollii salim
profili olusturmasin1 miimkiin kilar. Dolayisiyla, CUR’in siirekli artan bir salim profili
gostermesi, PLGA ve BSA’nin birlikte ¢alisarak ilacin salimini farkli hizlarda kontrol

etmeleri olarak soylenebilir.

45.7. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den DTX ve CUR Salim Kinetiginin
Farkh pH Degerlerinde incelenmesi

En uygun kosullarda sentezlenen DTX ve CUR yiiklii PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den
DTX ve CUR salim kinetigi caligsmalar1 iki farkli pH’ta gerceklestirilmistir. Fizyolojik
kan pH’st 7.4 ve asidik timor mikrogevresi pH 5.6’y1 simiile eden farkli pH
tamponlarinda yapilan in vitro salim calismalarindan elde edilen verilerin sifirinci
mertebeden, birinci mertebeden, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell salim
modellerine uyumu arastirilmistir. Her model igin kinetik hiz sabitlerinin (ko, K1, Kn, K,
k) degerleri ve Korsmeyer-Peppas modeli i¢in n difiizyon iissiiniin degerleri pH 7.4 ve

pH 5.6 i¢in bulunmus ve bu degerler Cizelge 4.19-Cizelge 4.20°de sunulmustur.

PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den ikili ila¢ salimi analizleri i¢in ¢aligilan her iki pH
degerinde de CUR salimi Higuchi kinetik modeline en yiiksek uyumu gostermistir
(Cizelge 4.19). CUR’in ilag tastyici sistemden saliminin kontrollii diflizyon mekanizmasi
ile gerceklestigi tespit edilmistir. Higuchi modeline gore diger modeller daha diisiik uyum
gostermistir. Korsmeyer-Peppas modeline uyum incelendiginde n<0.5 oldugundan
salimm Fickian difiizyon mekanizmas: ile gergeklestigi dogrulanmistir. Higuchi
modeline gore kn degerleri pH 5.6’da salim hizinin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bu durumun pH’nin BSA kabugunun ¢oziiniirliigii tizerindeki etkisinden

kaynaklandig1 sdylenebilir.
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Sekil 4.101. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-

CUR-NPs’den CUR ig¢in pH=5.6 ve pH=7.4"te elde edilen sifirinc1 derece kinetik model
grafigi.
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Sekil 4.102. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-
CUR-NPs’den CUR i¢in pH=5.6 ve pH=7.4’te elde edilen birinci derece kinetik model
grafigi.
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Sekil 4.103. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-
CUR-NPs’den CUR i¢in pH=5.6 ve pH=7.4’te elde edilen Higuchi kinetik model grafigi.

3,5

w

(WOI/S_WtZl/S)
N

LM
.
''''''
......
......
-----
. .
.....
.o
.e®
e .

X
X

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (saat)

ApH7.4 @pH5.6

Sekil 4.104. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-
CUR-NPs’den CUR i¢in pH=5.6 ve pH=7.4"te elde edilen Hixson-Crowell kinetik model
grafigi.
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Sekil 4.105. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-
CUR-NPs’den CUR i¢in pH=5.6 ve pH=7.4’te elde edilen Korsmeyer-Peppas Kinetik
model grafigi.
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Sekil 4.106. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-
CUR-NPs’den DTX i¢in pH=5.6 ve pH=7.4"te elde edilen sifirinc1 derece kinetik model
grafigi.
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Sekil 4.107. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-
CUR-NPs’den DTX i¢in pH=5.6 ve pH=7.4"te elde edilen birinci derece Kinetik model
grafigi.
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Sekil 4.108. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-
CUR-NPs’den DTX i¢in pH=5.6 ve pH=7.4’te elde edilen Higuchi kinetik model grafigi.
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Sekil 4.109. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-
CUR-NPs’den DTX i¢in pH=5.6 ve pH=7.4"te elde edilen Hixson-Crowell kinetik model
grafigi.
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Sekil 4.110. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-BSA-
CUR-NPs’den DTX i¢in pH=5.6 ve pH=7.4’te elde edilen Korsmeyer-Peppas Kinetik
model grafigi.
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Cizelge 4.19. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den CUR salimmin kinetik modellere
uyumunun karsilastiriimasi (pH 5.6 ve pH 7.4’teki kinetik parametrelerin degerleri ve R?
degerlerinin karsilastirilmast).

Sifirinc derece kinetik model (Q =Q¢ +kg.0)

(Salim ortam pH’1) Ko R?
5.6 1.0836 0.8824
7.4 0.9767 0.8438

Birinci derece kinetik model (logC =logCy — k4.t/2.303)

(Salim ortamu pH’1) ki R?
5.6 0.0447 0.9301
7.4 0.0336 0.9639

Higuchi kinetik model (Q =Ky xt/)

(Salim ortamu pH’1) Kn R?
5.6 9.2007 0.9850
7.4 8.3693 0.9681

Hixson-Crowell kinetik model (W01/3 - Wt1/3 =kyc X t)

(Salim ortam pH’1) Kic R?
5.6 0.0379 0.9799
7.4 0.0326 0.9529

Korsmeyer-Peppas kinetik model  (log (#) = logk + nlog(t))

R 2 fla¢ Sahim
(Salim ortami pH’1) k R n Mekanizmasi
5.6 25.3454 0.9449 0.2889 Fickian Diflizyon
7.4 25.6567 0.9039 0.2612 Fickian Difiizyon

PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den pH 5.6 ve pH 7.4 salim ortaminda DTX salim
verilerinin kinetik modellere uyumu incelendiginde en yiiksek uyumu Higuchi modelinin
gosterdigi tespit edilmistir. Higuchi modeli i¢in yaklasik olarak %99’luk bir regresyon
katsayis1 degeri hesaplanmistir ve bu durum DTX saliminin da kontrollii difiizyon
mekanizmasiyla gerceklestigini gostermektedir. Sifirinci derece kinetik modeli de ytiksek
uyum gostermistir ve bu durum salimin sabit hizla gerceklestigini ve PLGA matrisi
icindeki kontrollii salimi isaret etmektedir. Korsmeyer-Peppas modeline uyum
incelendiginde her iki pH ortaminda da n degerini 0.5’ten biiyiik olarak bulunmustur ve
DTX saliminin Fickian difiizyon ve polimer matriksin erozyon mekanizmasinin bir
kombinasyonu ile gerceklestigi sonucuna ulasilmistir. Tiim modeller i¢in kapsamli
degerlendirme yapildiginda DTX salimi, hem Fickian difiizyon hem de PLGA’nin pH’ya
duyarli bozunmas1 ile iligkili oldugu sdylenebilir. DTX, PLGA matrisi i¢inde ytklii
oldugundan, salim1 hem kontrollii diflizyon hem de matriks erozyonu mekanizmalariyla
gerceklesmektedir. Higuchi ve sifirinct derece modelleri, pH’ya baglh kinetik profili
aciklamada giiclii bir uyum gostermistir. pH 5.6’da salim hiz1 biraz daha yiiksektir, bu da
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PLGA’nin asidik ortamda daha hizli bozunmasindan kaynaklanabilir. Her iki molekiil
icin de Higuchi modeli kinetik uyumu en iyi agiklamaktadir. CUR ve DTX salimlarinin
kinetikleri, ylikleme yerlerine (BSA veya PLGA) ve salim ortamina (pH 5.6 ve 7.4) bagl
olarak degisim gostermektedir. Bu, farkli biyolojik ortamlar i¢in kontrollii salim profilleri

gelistirilmesinde 6nemli bir avantaj saglayabilir.

Cizelge 4.20. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den DTX salimmin kinetik modellere
uyumunun karsilastiriimasi (pH 5.6 ve pH 7.4 teki kinetik parametrelerin degerleri ve R?
degerlerinin karsilastirilmasi).

Sifiriner derece Kinetik model (@ =Qp tko.0)

(Salim ortam pH’1) ko R?
5.6 3.0764 0.9893
7.4 3.1354 0.9891

Birinci derece kinetik model (logC =logCy — k4.t/2.303)

(Salim ortamu pH’1) ki R?
5.6 0.0447 0.8900
7.4 0.0263 0.7480

Higuchi kinetik model (Q = Ky xt/)

(Salim ortamu pH’1) Kn R?
5.6 20.4550 0.9999
7.4 19.7260 0.9958

Hixson-Crowell Kinetik model (W01/3 — th/S = Kkyc X t)

(Salim ortamu pH’1) Kic R?
5.6 0.0633 0.9638
7.4 0.0841 0.9987

Korsmeyer-Peppas Kinetik model  (log (%) = logk + nlog(t))

R 2 ilac Salim
(Salim ortami pH’1) k R n Mekanizmasi
5.6 3.7273 0.9529 0.5714  Non-Fickian Difiizyon
7.4 8.7458 0.9255 0.6095  Non-Fickian Difiizyon

45.8. Folik Asit ile Konjuge Edilmis PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs (FA-
PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs)’in FTIR, TGA Analizi Sonuclar1 ve In
Vitro ila¢ Sahm Cahsmalar

3. bolim deneysel caligmalar kisminda ayrintilart verilen konjugasyon yontemi
kullanilarak hazirlanan FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in FTIR spektrumlari ¢ekilmis
ve FA konjugasyonundan sonra nanopartikiil formiilasyonun icerdigi fonksiyonel
gruplardaki degisimler, pik kaymalar1, yeni pik olusumlari vb. arastirilmistir (Sekil 4.111
ve Sekil 4.112).

137



3 @ < ®
& & 8 &
et e
j

%T

1130.76
1086.65

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.111. FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in FTIR spektrumu.
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Sekil 4.112. PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs ve FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’in FTIR
spektrumlarinin karsilastirilmasi.

Folik asitin karakteristik pikleri 1176 cm™, 952 cm™ ve 512 cm™ olarak bilinmektedir
[116]. Ote yandan 1607 cm™ ve 1448 cm™’deki pikler sirasi ile NH» egilme titresimine
ve FA’in fenil halkasina karsilik gelmektedir [117]. Benzer sekilde, saf FA’in FTIR
spektrumu, 3100-3500 cm™ araliginda genis bir bant gostermistir. Bu bolge, glutamik
asit kismindaki OH karboksilik grubuna ve pterin halkasinin -NH grubu gerilmesine
atfedilmistir. 1760 cm™’deki absorpsiyon, C=0 karboksilik asit gruplarmi temsil
etmektedir [151]. Sentezlenen FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’¢ ait FTIR spektrumu
incelendiginde FA’e ait karakteristik piklerin varligi gosterilmis ve konjugasyonun

gerceklestigi dogrulanmustir. Ote yandan 1652 cm™’de sonradan olusan pik FA’in
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karboksilik grubu ve BSA’nin amino gruplar1 arasinda amid bagi olusumu ile ilgili

olabilecek karakteristik bir absorpsiyon piki olarak diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.113. FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e ait termogravimetrik analiz sonucu.

FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’e ait termogravimetrik analiz sonucu Sekil 4.113’te
verilmistir. FA konjuge edilen formiilasyonun ana bozunma olay1 237.30°C-289.68°C
sicaklik araliginda gerceklesmis olup %73.58’lik bir kiitle kaybi1 l¢iilmiistiir. FA-PLGA-
DTX-BSA-CUR-NPs’nin toplam agirlik kayb1 (%73.58) PLGA-BSA-NPs’ye (%88.66)
gore daha diisik bulunmustur. Bu farkin FA, DTX ve CUR gibi ek bilesenlerin

eklenmesiyle polimer yapisinin daha kararli hale gelmesinden kaynaklandigi sdylenebilir.
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Sekil 4.114. FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den pH 7.4 ve pH 5.6’da CUR (A) ve DTX
(B) saliminin PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs ile karsilastirilmasi.
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Sekil 4.114. (Devam) FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den pH 7.4 ve pH 5.6’da CUR
(A) ve DTX (B) saliminin PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs ile karsilastirilmasi.

FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den her iki pH ortaminda da CUR ve DTX salimi
incelenmis ve FA ile konjuge edilmeyen formiilasyon ile karsilastirilmistir (Sekil 4.114).
FA-PLGA-DTX-BSA-CUR-NPs’den pH 7.4’te CUR salimu ilk 5 saat icerisinde yaklagik
%30 olarak ol¢lilmiistiir. Bu deger pH 5.6’da yaklasik %36 olarak hesaplanmistir. FA ile
konjuge edilmeyen formiilasyonda pH 7.4 ve pH 5.6’da bu degerler siras1 ile %35.3 ve
%36.8 olarak bulunmustur. FA konjuge edilen formiilasyonda pH 7.4’te CUR salimu
72.saatte %82.9 ve DTX salimi ise %77.5 olarak Olgiiliirken bu degerler FA konjuge
edilmeyen formiilasyonda sirasi ile %93.4 ve %83.6 olarak hesaplanmistir. Hem pH 5.6
hem de pH 7.4 salim ortamlarinda FA’li formiilasyon ile hesaplanan ila¢ salim degerleri
FA ile konjuge edilmeyen formiilasyona gore bir miktar daha diisiik bulunmustur, DTX
ve CUR salim hiz1 biraz azalsa da ilaglarin siirekli salimini saglanmistir. Purushothaman
ve ark., CUR ilag salimi i¢cin manyetik destekli, folat reseptor hedeflemeli hibrit protein-
inorganik tasiyicilarin tasarimini ve kullanimini incelemislerdir. Kazein ve kalsiyum
ferrit nanopartikiiller (CFNP) kullanilarak gelistirilen bu sistem, FA ile modifiye edilerek
hedefe yonelik ilag salim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Kazein-CFNP-CUR ve Casein-
CFNP-CUR-FA sistemlerinde maksimum ila¢ salimi1 %75.8 ve %73.1 olarak, pH 1.2°de
gbzlemlenmistir. Notr pH’da (7.4) ilag salimi daha diisiik bulunmus, kan dolagiminda
stabil kaldigini1 gostermistir [125]. Bu tez kapsaminda da FA konjugasyonunun, salim
hizin1 azaltmakla beraber ilaglarin siirekli salimini sagladigi tespit edilmistir ve mevcut

literatiir ile uyumlu bulunmustur.

140



5. YORUM

Nanopresipitasyon metoduna goére hazirlanan BSANPs’in 25mg/ml BSA
konsantrasyonunda, 12 saat ¢apraz baglama siiresinde, pH 10.0’da ve solvent/non-
solvent (su/etanol) orani 1:2 olarak calisildiginda optimum partikiil boyutu elde
edilmistir. Belirlenen bu parametre degerlerinde ¢alisildiginda optimum BSANP
boyutlar1 157.63+£1.42 ve polidispersite indeksi degeri ise 0.114+0.06 olarak

Olciilmiistiir.

Optimum kosullarda hazirlanan BSANPs’in SEM goériintiileri ¢ekilmis ve
Zetasizer 0l¢lim sonuglari ile tutarli olarak homojen boyut dagiliminda ve kiiresel
morfolojide olduklar1 tespit edilmistir. BSANPs’e CUR enkapsiilasyonu farkli
konsantrasyonlarda calisilmis ve 15mg CUR kullanilarak hazirlanan
formiilasyonun enkapsiilasyon veriminin %90.20 ile literatiirde elde edilmis en
yiiksek degere ¢ok yaklastig1 goriilmiistiir. Ote yandan maksimum CUR yiikleme
kapasitesi %44.22 olarak literatiirde elde edilen degerlerden 6nemli 6l¢iide yiiksek

oldugu goriilmiistiir.

CUR yiikli ve CUR yiiklii olmayan BSANPs’in FTIR, TGA, DSC ve XRD ile
karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. FTIR ile CUR’e ait karakteristik piklerin
varlii CUR-BSANPs’de dogrulanmistir. XRD analizi sonuglarina gére CUR-
BSANP formiilasyonu igerisinde CUR’in amorf yapida oldugu gosterilmistir.

En uygun kosullarda elde edilmis CUR-BSANPs’den CUR’in in vitro ortamda
salim1 37°C’de asidik tiimor mikro ¢evresini simiile eden pH 5.6 ve fizyolojik kani
simiile eden pH 7.4 PBS tampon ortamlarinda incelenmistir. 0.5, 1 ve 1.5 mg CUR
iceren CUR-BSANPs’den kiimiilatif CUR salim yiizdesi pH 7.4’te 72 saatlik siire
sonunda sirastyla %26.9, %35.1 ve %45.5 olarak bulunmustur. pH 5.6’da ise 1.0
ve 1.5 mg CUR igeren nanopartikiillerden 144. saate kadar CUR salim1 artmis
144-168. saatler arasinda sirasiyla %67.3 ve %56.2 sabit bir CUR salim degerine
ulagilmistir. CUR saliminin farkli kinetik modellere uyumu incelenmis ve
fizyolojik kan ve asidik tlimoér mikro ¢evresini simiile eden pH 7.4 ve pH 5.6
seviyelerinde tampon ¢ozeltilerdeki CUR salim mekanizmasinin Anomalous

(non-Fickian) difizyon ile uyumlu oldugu bulunmustur.

Hazirlanan CUR-BSANPs’in yiizeyi sonraki asamada EDC/NHS ¢apraz baglama

kimyasina gore FA ile konjuge edilmistir, karakterizasyon ve CUR salim
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calismalar1 gerceklestirilmistir. FA ile konjuge edilen formiilasyonun CUR salim

miktar1 konjuge edilmeyen formiilasyona gore daha diisiik bulunmustur.

Bu tez kapsaminda 6zellikle meme kanserine yonelik albiimin bazli, nano boyut
araliginda farkli ilag tasiyici formiilasyonlar gelistirmek amaclanmistir. Bu amag
dogrultusunda PLGA-BSA ¢ekirdek-kabuk yapisinda protein-polimer hibrit
nanopartikiiller (nanopresipitasyon yontemi esasina gore sentezlenen) ise ikinci
partikiil formiilasyonu olarak belirlenmistir. PLGA-BSA ¢ekirdek-kabuk
yapisinda protein-polimer hibrit nanopartikiillerin haricinde hem polimer hem de
proteinin tek basina nanopartikiil formiilasyonlar1 da hazirlanmistir. Bu sayede
hem polimer-protein hibrit hem de protein nanopartikiillerin boyut, yiik, ilag
salimi1 vb. yonlerden karsilastirmalarinin yapilmasi miimkiin olmustur.
PLGANPs nanopresipitasyon metodu kullanilarak sentezlenmis ve partikiil
boyutlari kritik parametreler olan polimer miktari, organik faz hacmi ve stabilizer
olarak kullanilan PVA’nin konsantrasyonu gibi parametrelere gore optimize
edilmistir. 30mg PLGA, 3 ml organik faz (aseton) ve %I1.0 PVA
konsantrasyonunda hazirlanan optimum partikiil boyutu 128.9+1.33 wve
polidispersite indeksi degeri ise 0.178+0.01 olarak bulunmustur. PLGANPSs’in
karakterizasyon c¢aligsmalar1 gergeklestirildikten sonra DTX enkapsiilasyonu
calismalar1 gerceklestirilmis ve PLGA-DTX-NPs hazirlanmistir. Maksimum
DTX enkapsiilasyon verimi %78.32 ve yilikleme kapasitesi %12.90 olarak
bulunmustur. PLGA-DTX-NPs’den DTX salimi farkli pH ortamlarinda ¢alisilmis
ve DTX salimimin farkli kinetik modellere uyumu arastirilmistir. Elde edilen
sonuglar literatiir ile uyumlu bulunmustur.

PLGA-BSA ¢ekirdek-kabuk yapisinda protein-polimer hibrit nanopartikiiller
nanopresipitasyon metodu esasina gore sentezlenmistir. Bu formiilasyonun
partikiil boyutlar1 200nm altinda tutulmaya calisilarak pasif hedeflemeye uygun,
formiilasyonun yiizeyine konjuge edilen alblimin tabakasi ile de albliminin
viicutta bir azot ve enerji kaynagi olmasi, ikinci bir ilacin enkapsiilasyonuna
olanak tanimasi, tlimorlii bolgelerde birikme 6zelliginden yararlanilarak aktif
hedeflemeye uygun formiilasyonlar hazirlanmistir.

PLGA-BSA-NPs’in ortalama partikiill boyutlar1 168.5+£3.17 ve polidispersite
indeksi degerleri 0.213+0.02 olarak bulunmustur. FTIR ve TGA analizleri, temas

acis1 (gonyometre) Olclimleri gercgeklestirilerek karakterizasyon ¢alismalari
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yapilmig ve DTX salimi calismalar1 gergeklestirilmistir. PLGANPs’den ve
PLGA-BSA-NPs’den gergeklestirilen DTX salimi sonuglari karsilastirilmis, BSA
kaplamasinin DTX salimi lizerindeki etkisi arastirilmistir.

Tez c¢alismalarinin devaminda Poli(laktik-ko-glikolik asit):albiimin protein-
polimer hibrit nanopartikiillerinde Poli(laktik-ko-glikolik asit)’ten olusan
cekirdek kismina kemoterapdtik bir etkin madde olan DTX enkapsiile edilmis ve
kabuk kismini olusturan albiimin tabakasina ise kemoduyarlastirict ve
kemopreventif 06zellikte bir etkin madde olan CUR’in enkapsiilasyonu
saglanmistir. 3.0mg DTX ve 3.75mg CUR kullanilarak hazirlanan PLGA-DTX-
BSA-CUR-NPs’de DTX enkapsiilasyon verimi %82.33 ve yiikleme kapasitesi
degeri ise %10.21 olarak hesaplanmistir. Karakterizasyon ¢aligmalari ile her iki
etkin maddenin formiilasyondaki varligi dogrulanmis, enkapsiilasyon verimi ve
yikleme Kkapasitesi degerleri hesaplanmistir.  Sentezlenen bu  hibrit
nanopartikiillerin karakterizasyon c¢alismalar1 yapildiktan sonra, hazirlanan
formiilasyondan DTX ve CUR’in yani iki etkin maddenin pH 7.4 ve pH 5.6’da
ilag salim c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Son basamakta ise CUR ve DTX
yiiklenen PLGA-BSA-NPs’in yiizeyine FA konjuge edilmistir ve ilag salim
calismalar gerceklestirilmistir.

Meme kanseri tedavisi i¢in yiiriitiilen giincel calismalarda 6zellikle ilag direncinin
iistesinden gelmek, sinerjistik etki yaratarak hiicre apoptozunu arttirmak,
hiicreleri kemoterapiye duyarli hale getirerek tedavinin etkinligini arttirmaya
yonelik olarak etkin maddelerin bir arada kullanim1 ve ayni tasiyici sistemlerden
saliminin 6nemi belirtilmektedir. Literatiir 6zeti kisminda belirtildigi tizere PLGA
ve BSA kullanilarak hazirlanan ¢ekirdek-kabuk yapisinda oldukg¢a az ¢alisma
bulunmaktadir ve bu c¢aligmalar incelendiginde PLGA yiizeyine alblimin
kaplamasi (farkli sentez metotlar1 ile) dolasgimda kalma siirelerini uzatma,
biyouyumlulugu artirma ve kan beyin bariyerini gegebilme gibi amaglara yonelik
olarak hazirlanmistir. Bu tez kapsaminda ise literatiir calismalarindan farkli olarak
PLGA (¢ekirdek) yiizeyindeki BSA katmanina (kabuk) ikinci bir etkin maddenin
enkapsiilasyonu arastirilmistir. Bilindigi kadar1 ile PLGA:albiimin ¢ekirdek-
kabuk nanopartikiil formiilasyonuna DTX ve CUR ikili etkin maddesinin
enkapsiilasyonu ve salimmin incelenmesine yonelik olarak literatiirde
yayimlanmis olan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ileriki siirelerde hibrit kiirelerin

kabuk kismina yiliklenen etkin maddenin enkapsiilasyon verimini arttirmaya
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yonelik olarak yapilacak calismalar sonrasi formiilasyon daha da gelistirilerek
ozellikle hedefe yonelik iki ve daha fazla etkin madde tasiyan nanotastyicilarin

gelistirilmesi ile ilag salimi alanlarinda fayda saglayabilecegi 6ngoriilmektedir.
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