


DOSETAKSEL ICEREN NANOPARTIKULLERIN FORMULASYONU
VE iN VITRO DEGERLENDIRILMESI

FORMULATION AND IN VITRO EVALUTION OF NANOPARTICLES
CONTAINING DOCETAXEL

DILA DEMIR

Prof. Dr. YILMAZ CAPAN

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisansustii Egitim - Ogretim ve Sinav Yoénetmeliginin
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali icin Ongérdigii
YUKSEK LISANS TEZi

olarak hazirlanmistir.

2013



Dila Demir'in hazirladigi "Dosetaksel Igeren Nanopartikiillerin Formiilasyonu ve in )
Vitro Degerlendirilmesi" adli bu calisma agagidaki jari tarafindan NANOTEKNOLOJI
VE NANOTIP ANABILIM DALI'nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Baskan

(Prof. Dr. imran Vural)

Danisman

(Prof. Dr. Yilmaz Capan)

Uye
(Dog. Dr. R. Neslihan Giirsoy)

Uye

(Dog. Dr. Hakan Eroglu)

Uye § l *ri
(Dog. Dr. Zeynep Safak Teksin)

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti tarafindan YUKSEK LISANS
TEZI olarak onaylanmistir.

Prof. Dr. Fatma SEVIN DUZ

‘Fen Bilimleri Enstitust Mudurii



ETIK

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii, tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez ¢alismasinda,

e tezicindeki batin bilgi ve belgeleri akademik kurallar cercevesinde elde
ettigimi,

e Qgorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonugclari bilimsel ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu,

e bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu,

e atifta bulundugum eserlerin timinU kaynak olarak gosterdigimi,

e kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

e ve bu tezin herhangi bir bolimadnd bu Gniversitede veya bagka bir
universitede bagka bir tez ¢calismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

31/10/2013

DILA DEMIR



OZET
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Tez Danigsmani: Prof. Dr. Yilmaz Capan

Ekim, 2013, 94 sayfa

Nanoteknoloji, maddeyi atomik ve molekiler seviyede kontrol etme bilimidir.
Gunumuzde farkh bircok uygulama alani bulunan nanoteknoloji, nanotip alaninda

yapilan pek ¢ok ¢alisma ile kanser tedavisinde umut vaad etmektedir.

Kanser, hucrelerin kontrolsiz bir bicimde bolinmesi ile baglayan 6lim
nedenlerinin bas siralarinda yer alan karmasik ve 6énemli bir hastaliktir. Mevcut
durumda uygulanan kanser tedavileri cerrahi yontem, radyasyon tedavisi ve
kemoterapi ile sinirlidir. Kullanilan bu G¢ yontem, normal dokulara zarar verme

veya tamamlanmayan eradikasyon ile sonuclanabilir.

Farmasotiklerin - nanopartikiller icerisine enkapsulasyonu; kontrolli  salim
saglanmasi, ilag toksisitesini azaltmasi ve istenilen bdlgeye hedeflendirilebilme
Ozellikleri sayesinde kanser tedavisinde yasanan problemlere ¢oézium sunmaktadir.
Dosetaksel taksoid familyasina ait bir antikanser ajandir. Bu ¢alismada,
dosetakselin toksik etkilerini azaltan, kontrolli salim saglayan nanopartikiller
geligtiriimigtir. Bu amac¢ dogrultusunda polimer olarak poli(laktik-ko-glikolik-asit)
(PLGA) ve surfaktan olarak polivinil alkol (PVA) kullaniimistir. PLGA'nin
resomerleri farkli konsantrasyonlarda kullanilarak ve farkli ¢dzuculer icerisinde
cOzilerek in vitro karakterizasyon galigmalari ile (partikul boyutu, zeta potansiyeli,



yukleme etkinligi, salim galigmalari) nanopartikiil 6zelliklerine etkileri incelenmistir.
Hazirlanan dosetaksel yukli nanopartikiller icerisinden en uygun formulasyon
secilerek MCF-7 hucreleri Gzerindeki sitotoksisitesinin degerlendiriimesi amaciyla
hicre kaltirh ¢alismalar yapilmistir. Hazirlanan dosetaksel yukli nanopartikillerin

partikil buyukluklerinin homojen olarak dagildigi gozlenmistir.

Dosetakselin hazirlanan formulasyonlarda yuksek yukleme degerlerine sahip
oldugu goézlenmis ve salim profillerinde baslangigtaki patlama etkisini takiben
kontrolli salimi gergeklesmistir. Sitotoksisite calismalarinda dosetaksel yukli
formulasyon bos formulasyona gore daha yuksek sitotoksik etkiye yol agmistir. Bu
calismalar, dosetaksel yukli nanopartikillerin kanser tedavisinde yeni bir yol

olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: PLGA, Dosetaksel, Kanser Tedavisi, Nanopartikdil.
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Nanotechnology is the science of controlling materials in the atomic and molecular
level. Today, along with its various applications in different fields, nanotechnology
stands out to be quite promising in the cancer treatment since there have been

many studies done in the field of nanomedicine.

Defined as one of the top causes of death, cancer is a complex and important
disease which starts with uncontrolled cell division. Currently applied cancer
treatments are limited to surgery, radiation therapy, and chemotherapy. These
three methods may result in damaging the normal tissues or incomplete

eradication.

Due to the ability of a controlled release, pharmaceutical encapsulation into the
nanoparticles reduces drug toxicity and can be targeted into the intended area,
thus, it provides a solution to the problems encountered. Docetaxel is an
anticancer agent that belongs to the taxoid family. In this study, nanoparticles have
been developed that provide controlled release with reduced toxic effects of

docetaxel.

With this purpose in mind, poly(lactic-co-glycolic-acid) (PLGA) as a polymer, and

polyvinyl alcohol (PVA) as a surfactant were used. Resomers of PLGA were used



with different concentrations and were dissolved in different solvents. After in vitro
characterization studies (particle size, zeta potential, encapsulation efficiency,
release studies) effects of these variables on nanoparticle properties were
examined. Selected optimum formulation through the prepared docetaxel loaded
nanoparticles was used for cell culture studies in order to evaluate the cytotoxicity
on MCF-7 cells. Prepared docetaxel loaded nanoparticles size were dispersed

homogenously.

In the prepared formulations of docetaxel, high encapsulation efficiencies were
observed and in the release profiles initial burst effect was followed by controlled
release. Cytotoxicity studies showed that docetaxel loaded nanoparticle
formulation has caused more cytotoxic effect in comparison with plasebo
nanoparticles. These studies have shown that the docetaxel loaded nanoparticles

could be a new approach to the cancer therapy.

Keywords: PLGA, Docetaxel, Cancer Treatment, Nanoparticle.
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1. GIRIS

Kanser son yillarda insidansi ve mortalitesi hizla artan bir hastaliktir. YUzyilin
baslarinda 6lime neden olan hastaliklar siralamasinda yedi ve sekizinci siralarda
yer alirken bugun birgok Ulkede kardiyovaskuler hastaliklardan sonra ikinci sirayi

almistir.

Kanser tedavisinde mortaliteyi azaltmak ve sagkalimi artirmak igin farkli birgok
tedavi yontemleri kullanilir. Bunlar; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi-hormon
tedavisi ve yeni tedavi yontemlerinden immunoterapi, sinyal ileti sistemi

inhibitorleri, gen tedavisi ve anjiyogenez inhibitorleri olarak sayilabilir.

Kanser tedavisi i¢in son yillarda ¢ok sayida ilag ve yeni tedavi yontemleri
gelistiriimis olmasina karsin ginimuzde ilerlemis kanser vakalarinda sifa saglayici
tedavi segenekleri hemen hemen yok gibidir. Bu durum Ozellikle kanser gelisim
surecinin karmasikhidr ve henlz aydinlatiimasi gereken ¢ok sayida noktalarin

olmasi ile kismen aciklanabilir.

Uzun vyillardir yapilan c¢alismalar sonucunda kanser biyolojisinin daha iyi
anlasiimasi onemli gelismelere neden olmus ve bu gelismeler daha iyi teshis ve
tedavi yontemleri olarak sonug¢ vermistir. Tum bu gelismelere ragmen kansere
bagdli mortalite oldukca yulksektir. Bunun en buyik sebebi uygulanan terapétik
ajanlarin saglikh dokular Uzerinde yan etkilerini gdstermeden secici olarak
hedeflenen bdlgeye ulagsmasinin saglanamamasidir. Birgok kanser tipinin
tedavisinde cerrahi rezeksiyon, radyasyon terapisi ve kemoterapi birlikte
kullaniimaktadir. Bu tedaviler normal hicreler tzerindeki spesifik olmayan etkileri
nedeni ile 6Gnemli oranda morbidite ve mortalite ile sonuglanmaktadir. Bir terapotik
formulasyonun etkinliginin artigi; direkt olarak segici olarak hastaliklh dokulari
hedefleme, biyolojik bariyerleri gegme ve terapotik ajani salim yetenekleri ile

iliskilendirilmektedir.

Nanoteknolojinin terapotik ajanlar ile birlikte kullanimi kanser tedavisinde
kargilagilan bu zorluklarin agilmasinda buyuk bir potansiyel olarak gortulmektedir.
Son yillarda bu konuda terapdtik ajanlarin taginmasinda en ¢ok Uzerinde ¢alisilan



yontemlerden biri polimerik nanopartikillerdir. Polimerik nanopartikiller tedavide
ihtiya¢ duyulan yiksek ila¢ yukleme kapasitesi, kontrolli salim, hedeflendirilebilme
Ozelliklerinin yani sira kolay hazirlanmalari nedeni ile ilag tasiyici sistemler

icerisinde dnemli bir yere sahiptirler.

Dosetaksel klinik olarak iyi anlasiimis anti-mitotik bir kemoterapi ajanidir. Temel
olarak meme, ovaryum ve kuguk hucreli olmayan akciger kanseri tedavisinde

kullaniimaktadir.

Bu tez ¢calismasinda amag, normal hticreler tGizerinde toksik etkileri olan dosetaksel
etkin maddesi iceren, biyoparcalanabilir, toksik olmayan PLGA polimeri
kullanilarak sitotoksisitesi azaltilmis, hedeflendirilebilir ve kontrolli salim saglayan
nanopartikiler ilag tasiyici sistemler gelistirmektir. Calismada farkli PLGA
rezomerleri farkh yutzdelerde kullanilarak, farkli ¢dztculer ile formulasyonlar
hazirlanmistir. Formulasyonlarda kullanilan farkli parametrelerin ilag yUkli
nanopartikillerin boyut, zeta potansiyel ve salim profilleri Uzerindeki etkileri
karsilastiriimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanoteknoloji
21.1. Tanim

“Nano” terimi, bir fiziksel blyukligun bir milyarda biri anlamina gelmektedir. Bir
nanometre ise metrenin bir milyarda birine esit bir uzunluk birimidir. “Nano” terimi,
bir seyin bir milyarda biri anlamina gelir. “Nanoteknoloji”, “nanobilim” gibi basinda
“nano” 6neki bulunan terimler “nanometre” teriminden gelmektedir. Temel olarak

nanometre diger Olcu birimleri gibi bir 6lct birimidir [1].

“‘Nanobilim” nanometre oOlceginde madde ve enerjiyi inceleyen bilimdir.
Nanoteknolojinin dnemi, bu Olgekte fizik kurallarinin farkli isleyisi ve maddenin
farkli Ozellikler tagimasindan kaynaklanmaktadir. Nano-olgek seviyesindeki
malzemelerin dzellikleri makroskobik 6lcekten tamamen farkli olup, nano boyutlara
yaklastik¢a bircok yeni 6zellik ortaya gikmaktadir. Nanometre olc¢utlerinde kitlesel
malzeme 0Ozelliklerinin yerini kuantum 06zellikleri alir. YUzey davranigi kutlesel
malzeme davraniglarini baskilar [2]. YUz nanometreden daha kicik boyutta olan
malzemeler kitlesel halde olan malzemelere gére toplam hacimlerine oranla ¢ok
blyuk yiizeye sahiptirler. Ornedin, boyutu (¢ bes nanometreye kadar olan
malzemelerde atomlarin ligte biri ylizey atomlaridir. insan sacginin bir telinin
capinda olan bir elementte ise, elementin atomlarinin yalnizca ¢ok kuguk bir
miktari yuzeyde bulunmaktadir. Bu fazladan agikta olan yuzey elementlerin ve
nanoparcaciklarin birbirileriyle olan etkilesimlerini etkiler. Bdylece, kompozit
malzemelerde nanopargaciklarin kullanimi bunlarin sertligini artirabilir ve/veya
agirhklarini dugurebilir, kimyasal ve termal dayanikliliklarini artirabilir ve 1sikla
diger 1simalarla olan etkilesimlerini degistirebilir [3].

Nanoteknoloji tam olarak nanoboyutta uygulamalari olan tim teknolojiler anlamina
gelir. Nanoteknoloji, daha fazla iglevi olan, daha az ham madde ve daha az enerji
tuketen, daha kicuk, daha ucuz, daha hafif ve daha hizli cihazlarin Uretiminin
onund acmaktadir [3]. Yani nanoteknoloji, 6zel bir bilim ya da mihendislik

alanindan ¢ok, birgok teknolojinin, islemin ve teknigin toplamidir.



Nanoteknolojinin en fazla basvurulan ve nano-boyut paradigmasini da dahil eden
tanimi, ABD “Ulusal Nanoteknoloji Girisimi” (National Nanotechnology Initiative -

NNI) tarafindan saglanmigtir. NNI, nanoteknolojiyi soyle tanimlamaktadir:

Nanoteknoloji, yaklagik 1 — 100 nanometre araliginda olan boyutlardaki maddenin
incelenmesi ve islenmesidir. Bu boyutlarda yapilan bu c¢alismalarda gergeklesen
benzersiz fenomenler, yepyeni uygulamalara olanak saglamaktadir. Nano-
boyuttaki bilimi, muhendisligi ve teknolojiyi kapsayan nanoteknoloji, maddenin bu
boyut Olgeginde goérlntileme teknigini, Olgimund, modellemesini ve
manipulasyonunu icermektedir. Nano-boyutta, malzemelerin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zellikleri, tek tek atomlarin ve molekullerin ya da kutlesel haldeki
malzemenin 06zelliklerinden temel olarak ve yararli bir yonde farkli olmaktadir.
Nanoteknoloji alaninda AR-GE, bu yeni 6zelliklere sahip olan gelismis malzemeler,
aygitlar ve sistemlerin anlagilmasi ve yaratilmasina yonelmigtir [4]. Nano 0&lgu
birimini gosteren ornekler Sekil 2.1.'de gosterilmigtir.

100 nm

Nanoscale

Modecufar Structure

Em Ry 10 nm

Sekil 2. 1. Nano 6I¢lU birimini gosteren ornekler [5]
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Yaklasik olarak 50 nanometrenin altindaki boyutlarda bir madde s6z konusu
oldugunda, “kuantum fizigi kanunlarn” geleneksel fizik kurallarinin yerini alir. Bunlar
bir maddenin iletkenliginde, elastisitesinde, reaktifliginde, sertliginde, renginde ve
sicaklikla basinca olan dayanikhliginda degdisimlere neden olurlar [6]. Bu tdr
degisimler ise, nanoteknolojinin daha kuguk, daha hizli, daha ‘akill’, daha ucuz,
daha guvenli, daha temiz ve daha kesin ¢O6zumlere olanak saglayacag: tum

endustriyel sektorler igin yararlidir [7].

Nanoteknoloji, tek tek atomlarin, molekullerin ya da molekul kiamelerinin
kendiliginden dizenlenmelerine etki ederek, yeni ya da oldukga farkl ozellikteki
malzemeler ve aygitlar yaratmayr amaglar. Nanoteknoloji ile farkli yollarla
malzeme Uretmek muamkuindir. Bu yollar yukaridan asagi ve asagidan yukari
yaklasim olarak 6zetlenebilir. Yukaridan asagi yaklasim ile en kiglk yapilarin dahi
boyutunu nano-boyuta indirgemeyi saglarken asagidan yukariya dogru yaklasim
ise tek tek atomlari ve molekulleri nano-yapilar olusturacak sekilde manipule

etmeyi icerir [7].
2.1.2. Tarihce

Bilimsel topluluk genellikle, nano-6lgedin dneminin ilk kabul edilisini, Nobel édalli
fizikgi Richard Feynman’'in 29 Aralik 1959'da, Amerikan Fizik Toplulugu'nun
Kaliforniya Teknoloji Enstitusi’nde (Caltech) gergeklestirilen yillik toplantisinda
verdigi konusmaya dayandirir. “Temelde yeterince bos yer var’ baslikh tarihsel
konugmasinda Feynman, ilk kez malzemelerin ve aygitlarin nanometre
araligindaki 6zelliklerinin gelecekte firsatlara olanak taniyacagini ve baska birgok
seyle birlikte, drnegin Brittanica Ansiklopedisi’nin 24 cildinin tamamini bir kalem
ucuna yazip sigdirilabilecegini ileri sirmustur. Feynman, ayrica, atomlari ve
molekilleri  manipile etme yetenegini elde etmek igin tekrarlamal
minyatlrculikten gecmeyi 6nerdi. Bu, onda-bir Olcekte olan bir makine araglari
setini gelistirerek, daha sonra bunlari, ytiizde-bir dlcekte olan sonraki kusak makine
gereglerini gelistirmek ve calistirmak i¢in kullanarak, bu sekilde devam ederek de
nihayette atomlarin ve molekullerin dahi islenebilecegi bir safhaya gelene kadar
devam ederek gerceklesecekti. Ozetle, bu tarihi konusmasinda Feynman,
“Vurgulamak istedigim sey, bir seyleri kiguk olgekte manipule etmek ve kontrol
etmektir” demigtir [8].



Dr. Richard Feynman, gelecegin bilim insanlarinin ve muhendislerin atom ve
molekullerden karmasik yapilar insa edebileceklerini tahmin etmistir. Ancak,
“nanoteknoloji” terimi 1974 yilina kadar, Norio Taniguchi adindaki bir Japon
arastirmacinin mikrometre 6lgekteki mihendislikle, yeni ortaya ¢ikmakta olan ve
ustin duyarliikli mekanik isleme ve alt mikro-metre araliginda yuksek kalitede
malzemelerin islenmesini igceren alan arasinda ayrim yapmasina kadar tam olarak
belirginlesmemistir. 1980’lerde, molekuler imalata ait temel fikirler, K. Eric
Drexler'in “Molekiiler imalata Yénelik Protein Tasarimi” adli makalesinde ortaya
koyulmustur. K. Eric Drexler daha sonraki bir ¢alismasinda da, kendi kendini
kopyalayan bir ‘derleyicinin’ yaratilmasiyla, aygitlari ve yapilari karmagik atomik
spesifikasyonlar seklinde Uretmenin olasi yontemlerini tarif etmistir. Molekullerin
yerlerini belirleyerek kimyasal tepkimeleri gudumleyebilecek olan bu arac,
molekuler imalat igin genel amagl bir aygit olacaktir. Bu evrensel ‘derleyici’ gorusu
her ne kadar tartismali olsa da, nano-malzemelerin Uretimi i¢cin asagidan yukariya
teknolojilerin kullanimini ele alan bu bakis agisi, nanoteknoloji alaninda énemli bir

dal haline gelmistir.

1981’de “taramali tinelleme mikroskobununun” icat edilmesi, bilim insanlarina
yapilari nanoodlgekte maniplile etme ve bunlarin goéruntulerini alma olanagi
saglamistir. Bundan sonra, 1985'de “fullerenlerin” kesfi ve 1986’da da “atomik
kuvvet mikroskobunun” icat edilmesi, nanobilimle nanoteknolojide asil dénim
noktalari olmus ve bunlarin, bilimle teknolojinin en fazla gelecek vadeden dallarini
olusturmak Uzere evrimlegsmelerinin 6nunu agmigtir. Nanoteknoloji alanindaki asil
gelisme, IBM’deki Gerd Binnig ve Heinrich Réhrer’'in (1986 Nobel 6diliu) 1981'de,
hem malzemeleri atomik dizlemde incelemeye hem de bunlarn atomik 6lgekte
manipule etmeye yarayan ilk aygit olan “taramal tinelleme mikroskobunu” (TTM)
icat etmeleriyle olmustur. “Tarayici igne mikroskobu” (TiM), “atomik kuvvet
mikroskobu” (AKM), “yakin alan mikroskopisi” ya da “taramali elektron
mikroskopisi” (TEM) gibi aygitlar, atomik baglanmanin, molekullerin kendiliginden
bir araya gelmeleri ve malzemelerin en klguk Ol¢ekteki yapilarinin igleyisiyle ilgili
goruntiler saglamislar ve atomik manipulasyonu kimyanin ‘deney beherinden’
cikarip muhendislik dinyasina tasimiglardir [3]. Nanoteknoloji tarihindeki bir diger
donim noktasi, Curl Kroto ve Smalley'in 1985'teki c¢alismalarinin sonucu

urettikleri, yeni nano-yapili karbon modifikasyonu olan, ‘Buckyball’ olarak da



adlandirilan, futbol topu bigimindeki “fullerenlerin® kesfidir. 1991°de ise,
fullerenlerle ilgili calismalarin sonucunda, temelde kenarlarn silindir olusturacak
sekilde yuvarlanmis grafit tabakalardan olusan ve olaganusti 6zellikleri nedeniyle
elektronikle malzeme muhendisliginde muazzam uygulama potansiyeli oldugu
ongorilen, karbon atomlarinin tipe benzer yapilarinin kesfi gergeklesmigtir.
1990’larda, ornegin ABD, Avrupa ve Japonya'daki federal hikumetler, nano-
elektronik, nano-malzemeler vs. gibi nanoteknolojinin c¢esitli dallarinda
programlarla ilgilenmeye bagslamiglardir. 1990’larin sonlarina dogru bu alanin,
cesitli  kuguk capli bilim alaninin dagitiimasiyla degil, ayni bilimin, yani
nanoteknolojinin farkh yonleriyle ele alinarak islenecegi anlayisi kabul edilmistir.
Farkl faaliyetleri, bir konuda odaklanmis girisimler (Ornegin ABD’deki Ulusal
Nanoteknoloji Girisimi) olarak toparlamak ve nanoteknolojiyi, disiplinlerarasi,
“anahtar teknoloji” olarak ilerletmek amaclanmigtir. Bu esnada, neredeyse tuim
sanayilesmis Ulkelerde nanoteknoloji, devlete ait arastirma ve gelistirme

programlarinin ézel bir alani olarak kurulmustur.

Nano-6lcekte kimya, biyoloji, elektronik, fizik, malzeme bilimleri ve muhendislik
alanlari yakinsamaya baslar ve belirli bir disiplinin inceledigi bir 6zellik gibi ayrimlar
gegerliligini yitirir. Tum bu disiplinler, nanoteknoloji tarafindan saglanabilecek olan
olasiliklari anlamaya ve bunlardan faydalanmaya katkida bulunur. Ancak temel
bilim tek bir noktaya yoneldiginde, potansiyel uygulamalar sayisiz ¢esitlilik gosterir
ve tenis raketlerinden tibba, hatta tamamen yeni enerji sistemlerine kadar

olabilecek her seyi icermektedir.
2.1.3. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlan

= Tip (teshis, tedavi, ilag tasima, goruntuleme, doku muhendisligi)

= Ceuvre (filtrasyon)

= Enerji (enerji tiketimini azaltma, geri  dontsumllt  piller, enerji
uretim verimliliginin arttirilmasi)

= Bilgi ve iletisim (bellek depolama, yeni yariiletken cihazlar, yeni
optoelektronik cihazlar, ekranlar, kuantum bilgisayarlar)

= Agir Sanayi (roket, katalizler, insaat)

= Tuketim mallari (gida, ev, optik)

= Tekstil


http://en.wikipedia.org/wiki/List_of_nanotechnology_applications#Medicine�
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= Kozmetik

= Tarim

Cizelge 2.1. Nanoteknolojinin En Cok Kullanilan 10 Uygulamasi [9]

Enerji depolama, Uretim ve dénustiirme

Tarimsal, verimlilik, gelistirme

Su aritma ve iyilestirme

Hastalik tani ve goriintiileme

ilag tasiyici sistemler

Gida igsleme ve depolama

Karbon nanottpler ve diger hafif
nanomateryallere dayali yeni hidrojen depolama
sistemleri

Kuantum noktalara dayal fotovoltaik hiicre ve
organik i1siIk yayan cihazlar

Gunes pili icin kompozit film kaplamalarda
karbon nanotipler

Hidrojen Uretimi icin nanokatalistler

Hibrid protein-polimer biyomimetik membranlar

Bitkiler icin suyun ve glbrelerin yavas salimh ve
suyun etkili dozajlarinda kullanilmasi igin nano
g06zenekli zeolitler ve hayvanlar i¢in besin ve
ilaclar

Herbisit dagitimi icin nanokapsiller

Toprak kalitesi ve bitki sagligi izlenmesi icin
nanosensorler

Toprak kirletici maddelerin kaldiriimasi igin
nanomagnetler

Su aritma, deniz suyu aritma ve
detoksifikasyonu icin nanomembranlar
Kontaminantlar ve patojenlerin tespiti icin
nanosensorler

Nanog6zenekli zeolitler, nanogdzenekli
polimerler ve su aritma icin attapuljit killer

Su aritma ve iyilestirme i¢in manyetik
nanopartikuller

Su kirliliginin katalitik degradasyonu igin TiO2
nanopartikuller

Nanoliter sistemleri (Lab-on-a-chip)

Karbon nanottiplere dayali nanosensor dizileri
Hastalik tanisi igin kuantum noktalar
Nanosensorler olarak manyetik nanopartikiller
HIV ve kanser tanisi i¢in antikor-dendrimer
konjugatlari

Hastaligin teshisi icin nanotel ve nanobelt
nanosensorler

Tibbi goérinta arttiricilar olarak nanopartikdller

Yavas ve uzun sureli ila¢ salim sistemleri igin
nanokapstller, lipozomlar, dendrimerler,
nanobiyomagnetler

Gida ambalajinda kullanilan plastik film


http://en.wikipedia.org/wiki/List_of_nanotechnology_applications#Cosmetics�
http://en.wikipedia.org/wiki/List_of_nanotechnology_applications#Agriculture�

kaplamalar i¢in nanokompozitler

Gida ekipman, ambalaj veya gida
dekontaminasyonu uygulamalari igin
antimikrobiyal nanoemdlsiyonlar

Patojen kontaminasyonunun tanimlanmasi igin
nanoteknoloji bazli antijen tarama biyosensorleri

Hava kirliligi ve iyilestirme Kendi kendini temizleme sistemleri ile hava

kirliliginin TiOz2 nanopartikiil bazl fotokatalitik
degradasyonu

Daha etkili, daha ucuz ve daha kontrollii katalitik
donustaracuiler icin nanokatalistler

Toksik maddeler ve sizintilarin tespiti igin
nanosensorler

Gaz ayirma igin nanocihazlar

ingaat / Yapi Asfalt ve betonu su sizintisina karsi daha gl

yapmak i¢in nanomolekdler yapilar

Mordtesi ve kizildtesi radyasyonu engellemek
icin 1s1ya dayanikli nanomalzemeler

Daha ucuz ve dayanikl konut, ylizeyler,
kaplamalar, yapistiricilar, beton, 1s1 ve 1siktan
koruma icin nanomalzemeler

Biyoaktivite ile kendi kendini temizleyen
ylzeyler

Kaplamalar

Tibbi izleme Glikoz, CO2, ve kolesterol sensorleri ve

homeostasizin in situ izlenmesi i¢cin nanotipler
ve nanopartikiller

Vektor ve hasere algilama ve kontrol Hasere tespiti icin nanosensorler

Yeni tarim ilaglari, bécekler ve bécek kovucular
icin nanopartikuller

2.1.3.1. ilag Tagsinmasinda Nanoteknoloji

Nanopartikuller boyutlari 10-1000 nm arasinda olan partikll dispersiyonlari veya
kati partikiiller olarak tanimlanabilir. ilag, nanopartikil matriksi iginde
¢cozundurilebilir, hapsedilebilir, adsorbe ettirilebilir, eklenebilir veya enkapsiile
edilebilir [10].

Hazirlama yontemine bagl olarak nanopartikiller, nanokulreler veya nanokapstuller

elde edilebilir.

Nanokapsitller vezikiler sistemlerdir, ilag bir kaviteye hapsedilir ve bir polimer
membran ile c¢evrelenir, nanokireler ise matriks sistemlerdir burada ilag

nanokureler icerisine uniform olarak disperse edilmistir.



Son yillarda, biyopargalanabilen polimerik nanopartikiller, 6zellikle uzun sure
dolagsimda kalabilen nanopartikiller olarak bilinen (long circulating), polietilen glikol
(PEG) gibi hidrofilik polimerlerle kapli olanlar uzun slre dolasimda kalabilme
yetenekleri sayesinde 6zel bir organa hedeflenebilmeleri, gen terapisinde DNA
tasiyicisi olabilmeleri, proteinleri, peptid ve genleri iletme yetenekleri sayesinde
potansiyel ilag tasiyici sistemler olarak kullaniimaktadir [11-14].

Nanopartikullerin ilag tasiyici sistemler olarak tasarlanmasindaki temel hedef
partiktl boyutu, yuzey 6zellikleri ve aktif farmasotik ajanlarin salimi kontrol edilerek
ilacin hedeflenen bolgeye Ozel, terapotik olarak optimum dozda ve hizda etki
etmesini saglamaktir. ilaglari degradasyondan korumasi, hedeflendirilebilmesi,
toksisite veya yan etkileri azaltmasi gibi Ustliin avantajlari ile lipozomlar potansiyel
tastyicilar olarak kullaniimalarina ragmen dusuk enkapsulasyon etkinligi, suda
¢ozlunen ilacin kan komponentlerinin varliginda ani salimi ve dusuk saklama
stabilitesi gibi problemler nedeniyle uygulamalari sinirhdir. Buna karsgilik, polimerik
nanopartikiiller lipozomlara kiyasla bazi spesifik avantajlara sahiptir. Ornegin,
ilaglarin/proteinlerin stabilitesini arttirmaya yardim ederler ve kullanigh kontrolll

salim ozelliklerine sahiptirler [15, 16].
Nanopartikullerin ilag tagiyici sistemler olarak kullaniimasinin avantajlart:

1. Nanopartikillerin partikil buyutklukleri ve yuzey 6zellikleri parenteral
uygulamadan sonra hem pasif hem aktif ila¢ hedeflendirme igin kolaylkla

ayarlanabilmektedir [17].

2. llacin uzatimig salimini tasima sirasinda ve vyerlesim bolgesinde, ilacin
terapdétik etkisinin artisinin saglanmasi ve yan etkilerin azaltilmasi igin ilacin organ
dagihminin degistiriimesi ve sonraki asamada ilacin arindirilmasini kontrol
edebilmektedirler [18].

3. Kontrolli salim ve partikil degradasyon karakteristikleri matriks bilesenlerinin
secimiyle ayarlanabilir. ilag yiiklemesi nispeten yiiksek ve ilaglar herhangi bir
kimyasal reaksiyona gerek olmadan sistemlere hapsedilebilir, bu ilag aktivitesinin

korunmasi igin 6nemli bir faktordir [18].
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4. Partikullerin yilizeylerine ligandlar eklenerek veya manyetik yonlendirme
kullanilarak istenilen bolgeye hedeflendirmesi saglanabilir [18, 19].

5. Sistem oral, nazal, parenteral, intra-okuler gibi bircok uygulama yolu icin
kullanilabilir [20].

2.2. Nanopartikuller

Nanopatrtikuller ¢esitli kompozisyonlari, yapilari ve yuzey o6zellikleri nedeni ile ilag
tasinmasinda ilgi ¢ekmektedirler [21]. Nanopartikil kompozisyonlarinin ve
yapilarinin bu c¢esitliligi tasiyicilarin spesifik uygulamalar ve hedefler igin
ayarlanabilir olmasina izin verir. Hedeflendirilmis ilac tasiyici sistemler igerisinde
en sik kullanilanlar: lipozomlar, miseller, dendrimerler, nanokureler ve
nanokapsullerdir [22] (Sekil 2.2).

Su fazi

cekirdek ~ Hidrofobik ¢ekirdek

* Polar
« Non-polar

<+—— Hidrofilik kabuk

Cift lipid
katmani

Enkapsiile edilmis ilag
molel_d]lleri

s

e ilag

molekll

' Polimer E
membran
Polimerik
+ Su fazi veya ¢ i
yag fazi matriks
cekirdek

Sekil 2.2. Nanopartikiller: (A) lipozom, (B) misel, (C) fonksiyonellestirilmis (solda)
ve ila¢ enkapsule edilmis (sagda) dendrimerler, (D) nanokure ve (E) nanokapstl
[22].

D
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2.2.1. Polimerik nanopartiktller

Polimerik nanopatrtikiller; dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan,
boyutlari 10-1000 nm arasinda degisen, hazirlama ydntemine gore nanoklre veya
nanokapsul (Sekil. 2.2) olarak adlandirilan ve etkin maddenin partikul iginde
¢bzunduruldugu, hapsedildigi ve/veya yuzeye adsorbe edildigi ya da baglandigi
matriks sistemlerdir. Ginimuzde en yaygin olarak arastirilan polilaktik asit (PLA),
poliglikolik asit (PGA) ya da bunlarin kopolimeri olan poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) gibi biyoparcalanabilir ve biyouyumlu polimerlerden uretilen nanopartikiler

ilag tasiyici sistemleridir.
2.2.2. Nanopartikul Hazirlama Yontemleri

Nanopartikil hazirlamak igin birgok yontem gelistiriimistir. Bu yodntemler
formilasyonun  polimerizasyon  reaksiyonu  gerektirmesi veya  direkt
makromolekilden/6nceden sekillendiriimis polimerlerden elde edilmesine gore iki

ana kategoride siniflandirilabilir [23].

1. Polimerlerin dispersiyonu

I.  Emdulsifikasyon/ ¢6ziict buharlagtirma yontemi
lI.  Spontan emilsifikasyon/¢dzicu diftizyon yontemi
lll.  Tuzla ¢oktirme/emulsifikasyon difiizyon yontemi

IV.  Superkritik sivi teknolojisi kullanarak nanopartikillerin hazirlanmasi

2. Monomerlerin polimerizasyonu

3. Hidrofilik polimerler ile nanopatrtiktllerin hazirlanmasi

Polimerizasyon yontemleri emdulsiyon ve arayizey polimerizasyonu seklinde
siniflandinlabilirken, emdlsiyon polimerizasyon yontemleri de surekli faza bagl

olarak (organik ve su) iki tiptir.

Nanopartikuller ayrica énceden sekillendirilmis sentetik veya dogal polimerlerden

ve makromolekullerin desolvasyonu ile hazirlanabilir.

2.2.2.1. Polimerlerin Dispersiyonu
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2.2.2.1.1. Emulsifikasyon/Cé6ztcu Buharlastirma Yontemi

Emulsifikasyon/¢oziicli buharlastirma yontemi iki basamaktan olusur. ilk basamak
polimer cdzeltisinin sulu faz igerisinde emiilsifikasyonunu gerektirir. ikinci
basamakta ise c6zicu buharlastirilir, polimerin nanopartikiller olarak cokmesi
induklenir. Cozunmus etkin madde iceren polimerik organik ¢ozelti dispersiyon
ajani ve yuksek enerjili homojenizasyon kullanilarak nano boyutta damlaciklari
halinde disperse edilir. Etkin madde polimer matriksi igcerisinde iyi bir sekilde
disperse olmussa polimer nanopartikul formunda c¢oker. Coézici daha sonra
sicaklk arttirilarak, basing altinda veya surekli karistirma ile buharlastirilir (Sekil
2.3) [24].

Nanopartikaliin boyutu; karistirma hizi, dispersiyon ajaninin tipi ve miktari, organik

ve sulu fazin vizkozitesi ve sicakligi ayarlanarak kontrol edilebilir [25].

Poli(laktik asit) (PLA)[26] , poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)[27], etilseltiloz (EC)
[28], seliloz asetet ftalat, poli (e-kaprolakton) (PCL) [29] ve
poli(hidroksibutirat)(PHB) sik¢a kullanilan polimerlerdir.

Bu yontemde polimer diklorometan, kloroform veya etilasetat gibi bir organik
¢cOzuclude c¢oOzulur. Etkin madde ise polimer c¢ozeltisi igerisinde c¢ozulir veya
disperse edilir ve bu karigim jelatin, poli(vinilalkol), polisorbat-80, poloksamer-188
gibi cesitli surfaktan/emulsifiye ajani kullanilarak Y/S emudlsiyonu elde etmek
amaciyla sulu faz igerisinde emiuilsifiye edilir. Stabil emulsiyon olustuktan sonra
organik c¢oOzucu sicaklik arttirilarak, basing altinda veya surekli karigtirma ile
buharlastinlir. Suda ¢6zunen ilag yukli nanopartikiller hazirlamak igin S/Y/S

yontemi kullanilir [30].
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Organik cozelti:
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1.basamak

Sekil 2.3. Emulsifikasyon/¢6ziict buharlastirma yéntemi [25]

2.2.2.1.2. Spontan Emulsifikasyon/Cozlucl Difizyon Yontemi

Solvent evaporasyon yonteminin modifiye versiyonunda aseton veya metanol gibi
suda c¢Oziunebilen bir ¢dzuci diklorometan ve kloroform gibi suda ¢Ozunmeyen
organik bir c¢ozucu ile birlikte yag fazi olarak kullanilir. Suda ¢6zinebilen
¢cbzlcunun (aseton veya metanol) spontan (ani) difiizyonu nedeniyle iki faz
arasindaki yuzeyler arasi turbulans kuguk partikillerin olusmasini saglar. Suda
¢cOzlinebilen ¢dzucunin konsantrasyonunun artmasi ile partikil boyutunun 6énemli

Olcide kuculmesi saglanabilmektedir [31].

2.2.2.1.3. Tuzla Coktirme/Emulsifikasyon Difizyon Yontemi

Bahsedilen diger yontemler hem ¢evre hem de fizyolojik sistem igin zararli organik
¢cOziculerin kullaniimasini gerektirir [32]. US Food and Drug Administration (FDA)
enjekte edilebilen kolloidal sistemlerde bulunabilecek organik ¢ozucl miktarini
belirlemistir. Bu sarti saglamasi i¢in Allemann ve ark. nanopartikilleri hazirlamak
icin iki ydntem gelistirmiglerdir. ik yontem tuzla ¢éktiirme digeri ise emiilsifikasyon

¢ozucu difuzyon teknigidir [36,37].
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2.2.2.1.4. Superkritik Sivi Teknolojisi Kullanilarak Nanopartikiillerin

Hazirlanmasi

Hedeflendiriimis ila¢ tasinmasina olanak saglamak igin istenilen fizikokimyasal
Ozelliklerde nanopartikll Uretmek farmasoétik endustrinin en yeni ilgi alanlarindan
biridir. Cozucl buharlastirma, koaservasyon ve in situ polimerizasyon gibi
konvansiyonel yontemler ¢ogunlukla toksik ¢dzucu ve/veya surfaktan kullanimini
gerektirmektedir. Bu nedenle, arastirmalar ila¢ yukli mikron ve mikronalti boyutta
partiktllerin Uretiminde cevresel olarak daha guvenli enkapsuilasyon yontemlerinin
geligtiriimesine yonelmigtir. Stperkritik sivi teknolojisi, superkritik sivilarin ¢cevresel
olarak guvenli olmasi nedeniyle biyoparcalanabilir mikro ve nanopartikullerin

hazirlanmasinda alternatif olarak bulunmustur [33].

Superkritik sivilar genel olarak superkritik sicakligi Gzerinde, basincin degismesine
ragmen faz degistirmeyen sivilar olarak tanimlanir [33]. Superkritik CO, (SC CO,)
uygun Kritik kosullara sahip olmasi (Tc = 31,1 °C, Pc = 73,8 bar), toksik olmamasi,
yanicl olmamasi ve ucuz olmasi nedeniyle en yaygin kullanilan stperkritik sividir.
En sik kullanilan proses teknigi stperkritik anti-solvan (SAS) ve kritik ¢ozeltinin ani

genlesmesidir (RESS).

islem sartlarinda SAS islemi ¢dziinen maddenin mikronize edilmesi icin metanol
gibi superkritik sivilarla (SC CO,;) tamamen karisabilen bir sivi ¢dzlcul igerir,
cunkd ¢6zinen madde sUperkritik sivilarda ¢ozinememektedir, stperkritik sivinin
yardimiyla olusan sivi ¢dzinuin 6zu ¢b6zunen maddenin ani presipitasyonuna

neden olur, bu da nanopartikillerin olugumunu saglar.

RESS prosesinde SAS prosesinden farkli olarak ¢ézinen madde superkritik sivi

icerisinde ¢6zulur ve nozzle yoluyla disuk basingli bolgeye gegis yapar [33].

Bu sebeple superkritik sivinin ¢ézucu gucu birden azalir ve sonug olarak ¢ézinen
madde ¢bOker. Bu yontem temiz bir yontemdir ¢linku presipitasyona neden olan sivi
temel olarak ¢ozicu icermez. RESS ve onun modifiye prosesi polimerik

nanopartikdl Granleri igin kullaniimaktadir [34].

Superkritik sivi teknoloji teknigi ¢evre dostu ve seri uUretime uygun olmasina

ragmen, 0zel tasarlanmig ekipman gerektirdigi igin gok daha pahali bir tekniktir.
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2.2.2.2. Polimerizasyon Yontemi

Bu metotta bir sulu faz igerisinde monomerler nanopartikil formu olusturacak
sekilde polimerize edilirler. ilag ya polimerizasyon ortaminda ¢éziilerek ya da
polimerizasyon bittikten sonra nanopartikillere adsorbe edilerek nanopartikiile

hapsedilir.

Daha sonra polimerizasyon icin kullanilan gesitli stabilizanlar ve sirfaktanlarin
uzaklastiriimasi igin ultrasantrifij kullanilarak saflastirma yapilir ve partikiller
surfaktansiz izotonik bir ortamda tekrar sispande edilirler. Bu teknik
polibutilsiyanoakrilat veya poli(alkilsiyanoakrilat) nanopartikullerin hazirlanmasinda
kullaniimistir. Nanopartikul formasyonu ve partikul buyuklukleri kullanilan surfaktan

ve stabilizerin konsantrasyonuna baglidir.

2.2.2.3. Hidrofilik Polimerler ile Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Diger yontemlerde kullanilan sentetik polimerlerin yanisira kitosan, aljinat, jelatin
gibi hidrofilik polimerler de nanopartikillerin hazirlanmasinda kullaniimaktadir.
Organik ¢ozucilerle hazirlanan pek ¢ok hidrofobik ya da hidrofilik tastyicinin sinirh
protein yikleme kapasitesi nedeniyle Calvo ve ark. tarafindan hidrofilik kitosan
nanopartikilleri hazirlanmistir. Hazirlama yontemi, bir fazin kitosan ve etilen oksit
diblok kopolimerini diger fazin polianyon sodyum tripoli fosfati (TPF) icerdigi iki
fazin iyonik jelasyonuna dayanmaktadir [35-37]. Bu yontemde kitosanin pozitif
yukli amino gruplari negatif yiklu TPF ile etkilesime girmektedir. Hazirlanan
nanopartikillerin partikal blyUkligu ve zeta potansiyeli kitosanin bilesiminin diblok
polimerle farklilastiriimasi ile 200-1000 nm ve 20-60 mV arasinda degismektedir.
Elde edilen nanopartiktllerin sigir serum albumini, tetanoz ve difteri toksoidi,
insulin  ve oligonukleotidler gibi proteinlerle yiksek etkilesim gosterdigi

bulunmustur.

Mao ve ark. DNA-kitosan nanopartikillerini kompleks-¢oktirme yontemi ile
hazirlamiglar ve oral gen tasinimi igin kullanmiglardir. Ayni yontem DNA-jelatin
nanopartikullerinin hazirlanmasinda da kullaniimistir. Kitosan nanopartiktllerinin
immunolojik ve antineoplastik proteinlerin ylklenmesi bakimindan daha iyi
tastyicilar oldugu kanitlanmistir [38]. Kitosan nanopartikllleri ayrica emdlsiyon-

koaservasyon yontemi ile dretilmigtir [39]. Bu yontemde kitosan ve yuklenmek
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istenen ilag su fazinda ¢o6zundurilmusg, S/Y emdilsiyonu parafin likit iginde
emdulsifiye edici ajan yardimiyla hazirlanmigtir. Emulsiyonun stabilizasyonu
amaciyla parafin likit icinde NaOH igeren diger bir emulsiyon ortama eklenmigtir.
NaOH ile temas aninda kitosan nanopartikllleri polimerin koaservasyonu ile

olusturulmustur.

2.2.2.3.1. iyonotropik Jelasyon

Kitosan polimeri kullanilarak nanopartikil hazirlanmasinda sik¢a kullanilan bir
yontem olan iyonotropik jelasyonda zit yukli makromolekiller arasinda
gerceklesen komplekslesmeden vyararlanilir. Yontemin tercih edilmesinin
sebeplerinden biri yontemin hazirlama sudrecinin basitligi ve fazla ekipman
gerektirmeyisidir. Yontemde elektrostatik gucler araciligiyla katyonik olan kitosanla
kolayca etkilesebilen c¢apraz baglayici tripoli fosfat (TPF) kullaniimaktadir [40].
lyonotropik jelasyon ydnteminde dncelikle iki ana faz olan polimer ve c¢apraz
baglayicinin uygun konsantrasyonda c¢oOzeltileri hazirlanmaktadir. TPF c¢ozeltisi
icine kitosan ilave etmek suretiyle TPF-kitosan kompleksi olusturuimus ve
nanopartikuller, karigmakta olan asidik 6zellikteki kitosan ¢ozeltisini polianyonik
TPF c¢o6zeltisinin damla damla ilave edilmesiyle elde edilmiglerdir [41]. Gergeklesen
etkilesmenin esasi zit yukli iyonlarin komplekslesmesi olup bu etkilesme
sonrasinda kuresel nanopartikuller olusturulmustur. Kitosan nanopartikillerinin
hazirlama surecinin kolay olmasi protein tipteki etkin maddelerin de

nanopartikillere yuklenmesine olanak saglamistir [37] .

Nanopartikuller proteinler, polisakkaritler ve sentetik polimerler gibi ¢ok cesitli
materyallerden hazirlanabilirler. Matriks materyalinin segimi birgok faktore baghdir:

Hedeflenen partikl boyutu

ilacin 6zellikleri, drnegin suda ¢dzinlrligi ve stabilitesi

Yuzey 6zellikleri, ylzey yuki ve permeabilitesi gibi
Biyoparcgalanabilirliginin derecesi, biyouyumlulugu ve toksisitesi

istenen salim profili

-~ o o o0 T p

Son urtnun antijenligi

17



2.3. Nanopartikullerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler
2.3.1. Polimerlerin Se¢imi

Polimerlerin se¢imi ve tasarlanmasi, yapisinin gesitliligi ve butun yuzeyi ve
polimerin bulk 6zelliklerinin gerektirdiklerini anlamak bu sayede de istenilen
kimyasal ylzeylerarasi mekanik ve biyolojik fonksiyonlarini 6grenmek ¢ok dnemli
bir konudur. Polimer sec¢imi, polimerin fizikokimyasal ozelliklerine ek olarak, genis
biyokimyasal karakterizasyon ve spesifik preklinik testlerin guvenilirliginin
kanitlanmasi gerekliligine baglidir. Son zamanlarda Angelova ve ark. [42]
biyomedikal uygulamalar icin kullanilan polimerlerin rasyonel secimi icin kullanilan
bir akis diyagrami ortaya koymusglardir. Hidrofiliklik, kayganhk ve purizsuzlik gibi
yuzey Ozellikleri ve ylizey enerjisi, doku ve kan yoluyla biyogecimliligi buna ek
olarak dayanikllik ve permeabilite gibi fiziksel 6zellikleri etkiler [42]. Ylzey
Ozellikleri ayni zamanda polimerlerin hidrolitik degradasyon ve sisme (hidrojeller)

gibi suyu emme kapasitesini de belirler.

Diger yandan, uzun donem kullanima uygun materyaller (ortopedik ve dental
implantlar) sertliklerinde degisiklige ve mekanik kuvvetlerinde kayba neden olan
degradasyon veya erozyon prosesinden kagcinmak igin su uzaklastirici 6zellikte

olmalidir.

Yuzey Ozellikleri biyogegimliligi artirmak icin kimyasal, fiziksel ve biyolojik anlamda
degistirilerek gelistirilebilir. Enzimler, ilaglar, proteinler ve antikorlarin polimer
yluzeyine asilanmasi polimer terapdtiklerinin, organ ve hicrelere hedeflenmesini
saglar. Kontrolli salm sistemleri icin gerekli olan esas 0zellikler salim
mekanizmasina (diftizyon ya da kontrollu dissolisyon) dayanan molekuler agirlik,

adezyon, ¢6zunurlik ve onun etki bolgesini igerir.

ilag tasima sistemleri mukozal dokulara hedeflendirildiginde biyoadezivlik
Ozelliginin de hesaba katilmasi gerekir. Matrisin yapisal 6zellikleri, mikromorfolojisi
ve gobzenek boyutu polimerin icine (suyun) ve disina (ilacin) kitlesel tasima

bakimindan énemlidir.
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Biyoparcalanabilir olmayan matriksler icin ilag salimi ¢ogu durumda difGzyon
kontrolludur ve dusuk permeabiliteye sahip peptid ilaglarin salimi yalnizca

porlardan ve ilag fazinin ¢ézinmesiyle olusmus kanallardan olabilir.

Biyoparcalanabilir polimerlerde degradasyon kimyasal bir prosestir, oysa erozyon
dissolusyon ve difuzyon proseslerine bagh fiziksel bir olaydir. Polimer iskeletinin
kimyasal yapisina bagli olarak erozyon hem yuzey ve hem bulk erozyonu olarak
gerceklesir. Ayrica erozyon prosesi ilag tasiyici sistemlerin ylizey modifikasyonu
veya icerisinde hidrofobik monomer birimleri iceren polimerler kullanilarak kontrol

edilebilir.

Cesitli polimer yapilari (lineer, dalli, yildiz ve tarak benzeri polimer) ve polimer
turlerinin hem fiziksel olarak karistiriimis (polimer karisimlari veya i¢ ice gecmis ag
yapilar) veya kimyasal olarak baglanmis kombinasyonu ila¢ tasiyici sistemler
olarak ¢ok buyuk kapsamda firsatlar sunmaktadir. Polimer sec¢imi birincil kaygi
olmasina ragmen, oOzellikle ila¢ ile uyumluluk acgisindan, Uretim surecinin de
dikkate alinmasi gerekmektedir, ¢linkl polimerizasyon sirasinda kullanilan katki
maddeleri ilaci parcalayabilir. Dogal polimerler biyopargalanabilirdir ve miukemmel
bir biyouyumluluk sunarlar, diger taraftan sentetik polimerler kompozisyonlarinin
genis cesitliligi ve kolaylikla ayarlanabilen 6zellikleri nedeni ile kullanilabilir [42].

lla¢ tasinmasinda kullanilan dogdal ve sentetik polimerler Cizelge 2.2'de verilmistir.
2.3.1.1. Biyoparcalanabilir Olmayan Polimerler

Biyolojik ortamda pargalanamazlar. Bu polimerler hidrofil veya hidrofob yapida
olurlar. Hidrofil olanlar hidrojel olarak adlandiriir. Suda ¢6zinmez ama suda
siserler. Hidrofoblar suda ¢6zinmez ve sismezler. Polisakkarit ve akrilik bazli
polimerler gibi birgok biyolojik olarak pargcalanamayan polimer peroral dozaj sekli,
transdermal filmler ve cihazlarin Uretimi gibi genis bir uygulama alanina sahiptir
[43].

2.3.1.2. Biyoparcalanabilir Polimerler
Biyolojik olarak pargalanabilen polimerler dogal veya sentetik kaynaklidir ve in vivo

kosullarda, enzimatik, enzimatik olmayan veya iki yol birlikte kullanilarak normal
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metabolik yollarla elimine edilebilen biyogec¢imli ve toksikolojik olarak guvenli
urtnler olusturacak sekilde parcalanabilirler.

Polimerik cihazlarin icerisinde formule edilen ilaglarin salimi polimer bariyerinden
diftizyonla, polimer materyalinin erozyonuyla ya da difizyon ve erozyonun
kombinasyonu ile gergeklesir. Parenteral uygulama igin secilen polimerlerin
biyouyumluluk (biocompatibility), ila¢ uyumlulugu (gecimliligi), biyodegradasyon
kinetigine uygunluk ve mekanik o6zellikler gibi uymasi gereken bazi kosullar
bulunmaktadir. Dogal ve sentetik biyoparcalanabilen polimerler hedeflendirilmis
ila¢c tasinmasi ve uzatiimig salim amaciyla ¢ok genis kapsamda arastiriimistir.
Bununla beraber yalnizca birkagi biyouyumludur. ila¢ tasinmasi amaciyla bovin
serum albumin (BSA), insan serum albimin (HSA), kollajen, jelatin ve hemoglobin

gibi dogal biyopargalanabilen polimerler ile caligiimistir.

Bu dogal polimerlerin kullanimi pahali olmalari ve dusuk safliklari nedeniyle
sinirhdir. Son yirmi yilda dogal polimerlere iligkin pek ¢ok probleme sahip
olmamasi, ila¢ tasimasinda sentetik biyoparcalanabilen polimerlerin kullanimini
giderek arttirmaktadir. Poli(amitler), polilamino asitler), poli(alkil-a-siyano
akrilatlar), poli(esterler), poli(ortoesterler), poli(iretanlar), ve poli(akrilamitler) cesitli
ilac yuklu cihazlarin hazirlanmasinda kullaniimaktadir [44].

Biyoparcgalanabilir polimerlerin birgok ¢esidi ilaglarin, makromolekdllerin, hiicrelerin
ve enzimlerin tasinmasi amaciyla sentezlenir. Bu polimerlerin genis kabul
edilebilirliklerinin nedeni ana iskeletlerine eklenebilen ester, ortoester, anhidrit,
karbonat, amid, Ure ve Uretan gibi degisken gruplarla biyoparcalanabilirliklerinin
kontrol edilebilmeleridir. Biyoparcalanma enzimatik, kimyasal veya mikrobiyal
orjinli olabilir. Bunlarin diginda diger bazi faktorlerin etkisiyle ayri ayri veya es

zamanli olarak meydana gelebilir.
Polimerlerin biyolojik olarak pargalanabilirligini etkileyen faktorler:

¢ Kimyasal yap! ve kompozisyon

Fizikokimyasal faktorler (iyon degisimi, iyonik kuvvet, pH)

Fiziksel faktorler (sekil, boyut)

Morfoloji (amorf, yarikristal, kristal, mikroyap1)

Degradasyon mekanizmasi (enzimatik, hidroliz, mikrobiyal)
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e Molekul agirligi dagilimi
e Uretim kosullar ve sterilizasyon siireci
e Sertlestirme ve saklama kosullar

¢ Uygulama yolu ve etki bélgesi

Poliester bazli polimerler ilag tasimasinda en genisg kullanim alanina sahip
polimerlerdir. Poli(laktik asit) (PLA) ve poli(glikolik asit) (PGA) ve bu polimerlerin
kopolimerleri olan poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ilag tagima uygulamalari igin
tasarlanip kullanilan iyi tanimlanmig biyomateryallerdir [44].

PLA'nIn stereokimyasal vyapisi degistirilerek mekanik, termal ve biyolojik
Ozelliklerini modifiye etmek mudmkindir. Ayrica kopolimerdeki PLA ve PGA

oranlari degistirilerek polimerin biyolojik olarak degradasyonu ayarlanabilir.

Cizelge 2.2. ilag tasinmasinda kullanilan polimerler [45]
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Siniflandirma

Polimer

Dogal Polimerler

Protein bazli polimerler

Polisakkaritler

Sentetik Polimerler

Kollajen, albumin, jelatin

Agaroz, aljinat, karragenan, hiyaltronik asit,
dekstran, kitosan, siklodekstrinler

Biyoparcalanabilir

Poliesterler

Polianhidritler

Poliamidler
Fosfor bazli Polimerler

Digerleri

Biyoparcalanabilir Olmayanlar

Sellloz turevleri

Silikonlar

Akrilik Polimerler

Digerleri

Poli(laktik asit), poli(glikolik asit),
poli(hidroksi butirat), poli(e-kaprolakton),
poli(R-malik asit), poli(dioksanon),
poli(laktid-ko-glikolik asit)

Poli(sebasik asit), poli(adipik asit),
poli(tereftalik asit) ve gesitli kopolimerler

Poli(imino karbonatlar), poliamino asit
Polifosfatlar, polifosfonatlar, polifosfazenler

Poli(siyano akrilatlar), poliiretanlar, poliorto
esterler, poli-idropiranlar, poliasetallar

Karboksimetil selliloz, etil seliiloz, seltloz
asetat, sellloz asetat propiyonat,
hidroksipropil metil seliiloz

Polidimetilsiloksan, kolloidal silika

Polimetakrilatlar, poli(metil metakrilat), poli
hidro(etil-metakrilat)

Polivinil pirolidon, etil vinil asetet,
poloksamerler, poloksaminler

2.3.1.2.1. Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
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Biyolojik olarak pargalanabilen polimerler arasinda ilag tagsinmasina en uygun
olani PLGA’dir. Biyolojik olarak parcalanabilmesi ve biyouyumlulugu sayesinde bu
polimelerle hazirlanan, vicuda yerlestirilebilen veya enjekte edilebilen ila¢ yukli

partikiller veya implantlar gibi cihazlar FDA tarafindan onaylanmistir.

PLGA glikolik asit ve laktik asidin siklik dimerleri (1, 4-dioksan-2, 5-dion) olan iki
farkh monomerin rastgele halka agilma kopolimerizasyonu ile sentezlenir. PGA,
PLA ve PLGA yapisi Sekil 2.4'te gosterilmigtir. Polimerizasyon sirasinda birbirini
izleyen glikolik asit ve laktik asidin monomerik Uniteleri ester baglarn ile PLGA
birbirine baglanir [46]. Kopolimerin hazirlanigi sirasinda kalay (1) 2 etilhekzanat,

kalay (I1) alkoksit veya aliminyum izopropoksit gibi katalizorler kullanilir.

0 CHz O
1] Foo i
O—CH—C— O—CH—C
n L "
PGA PLA
{o on—o%—Eo—oH c%

PLGA

Sekil 2.4. PLGA yapisi (m ve n ile ifade edilen kisimlar laktik ve glikolik asit
sayisini gostermektedir) [47]

Laktid:glikolid oranina bagh olarak PLGA'’in farkli formlari elde edilebilir. Tum
PLGA polimerleri amorftur ve camsi gegis sicakligi 40-60°C arahgindir. PLGA su
varhiginda ester baglarinin hidrolizi ile pargalanir. PLGA degradasyonu i¢in zaman
gerektigi ve degradasyonun laktid/glikolid orani, u¢ gruplarn (ester veya serbest

karboksil grubu) ve molekul agirhgi ile iligkili oldugu goriimustar.

PLGA molekul agirhgi, laktid/glikolid orani ve terminal fonksiyonel gruplari gibi

farkh 6zellikleri nedeniyle ilag tasiyici sistemlerde en sik tercih edilen polimerdir.

Daha dusuk molekdl agirhgr olan PLGA daha hizli pargalanir ve ilacin daha hizl

salinmasini saglar. Laktid iceriginin arttinimasi polimer degradasyon hizinda
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dususe neden olur bu da daha yavas ilag salimi ile sonuglanir [48, 49]. PLGA ug
gruplart polimerin hidrofilikligini etkileyen bir faktordur. Genellikle serbest
karboksilik asit u¢ gruplari tasiyan PLGA end-capped polimerle karsilastirildiginda

yuksek ani patlama ve salim hizina neden olur [50].

Serbest karboksil grup (temrini) bulunduran u¢ (uncapped) PLGA daha hidrofiliktir
ve esterlesmis karboksil grup (temrini) iceren uc¢ (end-capped) tipi ile

karsilastirildiginda daha yuksek hidroliz hizina sahip oldugu gértlmastur [51].

ilacin nanopartikiillerden salim kinetigi polimerin dogasi, morfolojisi ve ilag
dagihmina baghdir, faydah Urlnler elde edebilmek igin bu anahtar Ozellikler ve
salim mekanizmasi arasindaki iliskinin anlagiimasi buyuk énem tagir [52, 53].

Ko-poliesterler arasinda en genis arastirma PLGA polimerleri ile yapilmaktadir. L
ve DL laktidler kopolimerizasyon icin kullaniimaktadir. Glikolid laktid oraninin farkli
kompozisyonlarda olmasi  polimerlerin  kristalinite ~ derecesinin  kontrol
edilebilmesine izin verir. Kristalin PGA, PLA ile kopolimerize edilirse kristalinite
derecesi azalir ve sonug olarak bu hidrasyon ve hidroliz hizinda artisa neden olur.
Dolayisi ile kopolimerin degradasyon zamaninin sentez sirasinda kullanilan
monomerlerin orani ile iligki oldugu sonucuna varilabilir. Genellikle daha yuksek
glikolid icerigi daha hizli degradasyon ile sonuglanir. Bununla birlikte bu kuralin
istisnasi olarak 50:50 oraninda PGA:PLA en ylksek degradasyon hizi gdsterir

[54]. Degradasyon urinleri viicutta krebs déngtstnde kolaylikla metabolize edilir.

Sentezleme yodntemindeki spesifik parametreler kontrol edilerek farkl fiziksel
Ozellikte (boyut, boyut dagihmi, morfoloji, zeta potansiyel) PLGA nanopartikuller
sentezlenebilir. PLGA nanopartikil formlari olusturmanin en sik kullanilan yolu tek

veya cift emulsiyon ¢6zicl buharlastirma yontemidir.

Basit emulsiyon prosesi yag/su emdulsifikasyonunu, ¢ift emulsiyon prosesi ise
su/yag/su emdulsifikasyonunu igerir. S/Y/S yontemi peptidler, proteinler ve asilar
gibi suda ¢Ozunen ilaglarin enkapstlasyonu igcin en uygun yontem iken Y/S
yontemi steroidler gibi suda ¢ézinmeyen ilaglarin enkapsulasyonu igin idealdir
[55]. Kisaca, yag/su yontemi igin oncelikle PLGA su ile karismayan ugucu bir
organik ¢ozicu icerisinde ¢ozulur (6r; diklorometan), daha sonra ilag bir ¢ozelti

veya ilag partikillerinin dispersiyonunu olusturmak igin polimer ¢ozeltisi igerisine
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eklenir. Bu polimer, ¢Ozucu, ilag ¢ozelti/dispersiyonu uygun karistirma ve sicaklk
kosullari altinda polivinil alkol (PVA) gibi bir emulgatér varliginda daha buyuk
hacimdeki bir su icerisinde emililsifiye edilerek yag/su emulsiyonu olusturulur. PVA
emulsiyonu stabilize etmek, nispeten daha kicuk partikill boyutu ve benzer boyut
dagihimina sahip partikuller elde etmek icin kullanilir [30]. Ardindan yag damlalarini
katillagtirmak icin ekstraksiyon veya buharlastirma ile ¢oztct uzaklastirilir, yikama
ve filtrasyon, eleme veya santriflijle toplama sonrasinda kati nanopartikuller elde
edilir. Uygun kosullar altinda kurutma iglemi veya liyofilizasyondan sonra enjekte

edilebilen nanopartikdl trtnleri elde edilir [44, 56, 57].

PLGA nanopartiktllerin ve plasmid DNA veya diger ilaglari iceren nanopartikillerin
hazirlanma proseduirleri literatlirde bulunmaktadir [57, 58]. PLGA nanopartikillerin
vucutta biyopargalanabilir olmalarinin nedeni su varliginda ester baglarinin
parcalanarak asil monomerleri ve normal fizyolojik kosullarda vulcutta birgok
metabolik yolun Urunu olan laktik ve glikolik asidi olusturmalaridir [46].

Boylelikle ilag tasinmasinda veya biyomateryal uygulamalarinda PLGA kullanimi
ile iliskili en az sistemik toksisite bulunmaktadir. Athanasiou ve ark. tarafindan
yapilan derlemede in vivo ve in vitro ¢alismalarda toksisite ve biyouyumluluk
denemeleri PLGA nanomateryallerinin yeterli derecede biyouyumlu oldugu ve
onemli toksisite bulunmadigi gosterilmistir [46]. Kemik, eklem, kikirdak ve
meniskis uygulamalarini igeren in vivo c¢alismalar ve oOnemli sayida diger
calismada kas ve diger yumusak dokularda in situ ¢alismalar yapilmigtir. Tim
sonuclar PLGA biyomateryallerin in vivo kullanimini destekler niteliktedir, buna
ragmen bazi durumlarda enflamatuar cevaplar rapor edilmistir [46].
Biyodagilim ¢alismalari PLGA nanopartikuler  tasiyicilarin permeabilite  ve
alikonma etkisini arttirarak tani ve tedavi ajanlarinin akimulasyonunu arttirdigini
g6stermistir.  Ornegin, saghkli fareye florimetrik analiz yontemi kullanilarak
nanopartikiller aracihdi ile indosiyanin yesili verilmistir, nanopartikuller kanda
oldugu kadar organlarda da serbest ¢ozeltisi ile karsilastirildiginda ¢cok daha
yuksek miktarlarda indosiyanin  yesili  birikmesini saglamistir, PLGA
nanopartikullerin indosiyanin yesili i¢cin tasima sistemi olarak tumor tanisi ve
fotodinamik terapisinde kullaniminda blyuk potansiyel oldugu goralmustur [59]. Bu

etki nanopartikil polietilenglikol/oksit ile kaplanarak yapilan ylizey modifikasyonu
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ile arttirilir [60, 61]. Nanopartikilleri polietilenglikol (PEG) gibi hidrofilik bir polimer
ile kaplamak PLA, PLGA, polikaprolakton ve polifosfazen nanopartikillere uzun

sirktlasyon 6zellikleri sundugu gosterilmistir.

Nanopartikullerin yuzeyde hidrofilik polimerik zincirlerin bulunmasi nanopartikilleri
onemli Olglde opsonizasyon ve sonrasinda fagositoza karsi sterik olarak stabilize
eder [60]. Tum medikal implantlarin cerrahi olarak yerlestirimelerinden 6nce
enfeksiyon ve diger komplikasyon riskinin azaltilmasi igin fabrikasyon sonrasinda
sterilize edilmesi gereklidir. Athanasiou ve ark. derlemesinde yaygin kullanilan
sterilizasyon yontemleri olan buhar, kuru 1si, etilen oksit gazi ve iyonize radyasyon

yontemlerinin avantaj ve dezavantajlarin incelemistir [46].

Aralarinda kuru 1s1 ve buhar sterilizasyonu yuksek isilarda gergeklestirimektedir
ve polimerik nanopartikillerin  siddetli degradasyon ve hidrolizine neden
olmaktadir, etilen oksit toksik kalintilari nedeniyle uygulanabilir degildir. -
Isinlamasi ise kararsizlik, bozulma ve ¢apraz baglarin kirlmasina neden olur fakat
mevcut durumda PLGA nanocihazlarin terminal sterilizasyonunda en sik kullanilan
yontemdir. Halen birgok calisma PLGA cihazlarin sterilizasyonu igin uygun bir

yontem gelistirmeye odaklanmistir [62, 63].

llag taginmasi farmasotik bilesiklerin insan veya hayvanlarda terapétik etkiye
ulasabilmek icin uygulanma ydntem veya prosesidir [64]. ilaclar (peptid, protein,
antikor, asi ve gen bazh ilaglar) konvansiyonel yontemlerle tasinamayabilirler,
terapotik olarak etkili olduklari molekuler boyut ve yuk nedeniyle enzimatik
degradasyona kargi duyarli olabilir veya sistemik sirkilasyona yeterli etkinlikte
absorbe olmayabilirler. Bu nedenle, bir¢ok ¢alisma ilacin sadece vicudun hedef
bdlgesinde (timor dokularr) aktif oldugu hedeflendiriimis tasimaya ve kontrollG bir
sekilde belli bir zaman periyodu igerisinde gergeklesen uzatiimig salim (sustained
release) formilasyonlarina odaklanmistir. ilag hedeflendirme ve uzatilmis ilag
salimi igin ¢ok gesitli dodal ve sentetik biyoparcalanabilen polimerler arastirilmigtir
[44, 65].

PLGA ustun ozellikleri ile mikropartikuller, nanopartikuller, implantlar gibi ¢cok ¢esitli
biyopargalanabilir cihazlarin formule edilmesi amaci ile kullaniimaktadir [44, 66].
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Hucreigi ve mikron alti boyutlari sayesinde nanopartikiler tagiyici sistemlerin ilag
tasinmasinda ayirici birgok 0zellige sahiptir. Nanopartikiller ince kilcal
damarlardan ntfuz eder, epitelyal duvardan penetrasyonla (delik agma) gecer ve
genellikle hlcreler tarafindan etkili bir sekilde alinirlar [67]. Bu terapétik ajanlarin
etkili bir sekilde vlucuttaki hedef bolgeye (organ veya doku) tasinmasina izin verir.
Nanopartikuller enkapsule edilen ajanin salimini nispeten daha kisa surede ilag
salimi yapan dogal polimerlerle karsilastiriidiginda glnlerden haftalara kadar
uzatabilme avantajina sahiptir [65]. Bu 6zellikleri sayesinde, PLGA nanopartikiller
bircok medikal uygulama icin buylk bir potansiyele sahiptir ve hala etkin bir

arastirma konusudur.
2.3.1.2.2. Kitosan

Kitosan, kitinin N-deasetillenmigs tlrevidir. Kitin, selilozdan sonra dinyada en ¢cok
bulunan ikinci dogal biyopolimerdir. Kitosan yapi olarak seliloza benzer bir
polimerdir. Her ikisi de dogrusaB -(1-4)-bagli monosakkaritlerden meydana gelir.
Bununla beraber kitosanin seltloza gore 6nemli farki kitosanin glikozid baglariyla
baglanan 2-amino-2-deoksi-B-D-glukan yapisi tasimasidir. Bu yapi polimerin
genelinin %50’sinden fazlasini olusturuyorsa yapi kitosan, yapinin % 50’sinden
fazlasini N-asetil-glukozamin olusturuyorsa yapi kitin ismini alir [68]. Dogada bol
bulunugu, kitin ve onun bir turevi olan kitosanin kendilerine 6zgl kimyalari ile
birlestiginde pek c¢ok potansiyel uygulamalari ortaya c¢ikmaktadir. Kitin;
kabuklularin, bocek dis iskeletlerinin, mantar hicre duvarlarinin, mikrofauna ve
planktonun bir bileseni olarak bulunmaktadir. Kimyasal olarak 3(1 - 4)2-asetamido-
2-deoksi-D-glukoz (veya N-asetil glukozamin) tekrarlanan birimlerinden olusan bir

polimerdir [69].

Sekil 2.5."te kitin ve kitosanin kimyasal yapilari kargilastirmali olarak verilmigtir.

-H20H CH20H

27



B

Sekil 2.5. Kimyasal yapilari (A) kitin, (B) kitosan [69]

Kitin ve kitosanin ticari olarak ilgi gormeleri yuksek oranda (%6.89) azot
icermelerindendir (sentetik sellloz i¢in bu oran %1.25'dir.). Bu yuksek azot orani
kitini yararli bir selat ajani yapar. Ginumuzde kullanilan polimerlerin pek ¢ogu
sentetik malzemelerdir. Fakat bunlarin biyouyusabilirlikleri ve
biyoparcalanabilirlikleri, sellloz, kitin, kitosan gibi dogal polimerlere nazaran
oldukga sinirlidir. Bu dogal polimerlerin de reaktiviteleri ve iglenebilirlikleri sinirhdir.
Bu konuda Kkitin ve kitosan uygun fonksiyonel malzemeler olarak tavsiye
edilmektedirler. Cunkl bu dogal polimerler, biyouyumluluk, biyoparcalanabilirlik,

toksik olmama, adsorpsiyon gibi mikemmel 6zelliklere sahiptirler [69].

Kitosan; biyouyumluluk, antibakteriyal, antifungal ve antitimoral etki, hemostatik,
agir metal, protein ve yag absorbsiyonu, biyoparcalanabilirlik gibi 6zellikler
nedeniyle birgok alanda yaygin kullanim alanina sahiptir. Bu kullanim alanlarinin
basinda kontrolll ilag salimi, biyosensor uygulamalari, hicre kalttrl, gida ve su
aritim sistemleri yer almaktadir. Seluloz, dekstran, pektin, aljinik asit, agar, agaroz
ve karragenan gibi pek ¢cok dogal polisakkarit notr veya asidiktirler. Yalniz kitin ve
kitosan son derece bazik polisakkaritlerdendir. Notr veya bazik pH’'da, kitosan
serbest amino gruplar igerir ve suda ¢6zinmez. Oysaki asidik pH'da, kitosan
amino fonksiyonlarinin protonlagsmasindan dolayr suda ¢o6zundr. Cozunarlik,
serbest amino ve N-asetil gruplarinin dagihmina baglidir. Kitosan asidik pH'da
dogrusal bir elektrolitdir. Sonug olarak kitosan asetik asit, formik asit gibi seyreltik
asitlerde ¢ozunur [69]. Kitinin azot igerigi deasetillenme derecesine bagll olarak

%5 ile %8 arasinda degismektedir. Dogal olarak kitinin tim birimleri tamamen
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asetillenmis halde degildir; yaklasik %16’s1 deasetillenmis haldedir. Kitosandaki
azot da c¢ogunlukla birincil alifatik amino gruplari seklinde bulunmaktadir. Bu
yluzden kitosan aminlerin tipik reaksiyonlarina maruz kalirlar; ki en édnemlileri N-

asetilasyon ve Schiff reaksiyonudur [70].

Kitosanin ilag salim sistemlerinde kullaniminin arastirildigr birgok c¢alisma
olmasina ragmen, kitosanin bu alanda kullanimi igin bazi dezavantajlarinin
bulundugu da bilinmektedir. Bu dezavantajlar, kitosanin seyreltik asetik asit hari¢
yaygin organik ¢ozlculer icinde ¢dézinmemesi, disik mekanik 6zelliklere sahip
olmasi ve ayrica fiziksel Ozelliklerinin pH'ya ¢ok baglh olmasidir. Bu nedenle
kitosanin bir ilag tasiyicisi olarak kullaniimasi durumunda, 6zellikle agizdan ilag
aliniminda insan vicudunun i¢ organlarinin belirledigi farkl pH degerleri altinda
ilac salim davranisinin kontroli zor olmaktadir. Bu sebeple, ilacin asiri saliminin
insan vucudunda hastalik etkilerine sebep olmasi olasi bir durumdur. Diger
taraftan, kitosanin diger polimerlerle karistirlmasi yoluyla modifikasyonu, pratik

kullanimlarda, fiziksel 6zelliklerinin gelistiriimesi icin elverisli ve etkili bir metottur.

2.4. Nanopartikiillerin Ozelliklerinin ilag Taginmasina Etkisi
2.4.1. Partikiil Biiyiklugii

Nanopartikuler sistemlerin en énemli 6zelligi partiktl boyutu ve boyut dagihmidir.
Bu Ozellikler nanopartikil sistemlerinin in vivo dagilimini, biyolojik omranda,
toksisitesi ve hedeflenme yetenegini belirler. Ayrica ilag yukleme etkinligini, ilag
salimini ve nanopartikullerin stabilitesini de etkiler. Birgok galisma ila¢ tasiyici
sistem olarak kullanilan mikron alti boyuta sahip nanopartikillerin mikropartikillere

oranla bir¢gok avantaji oldugunu gostermistir [44].

Nanopartikuller mikropartikillerle karsilastirildiginda yuksek hidcre igine alim ve
kuguk boyutlari ve mobiliteleri sayesinde biyolojik hedeflere ulasmada daha
basarili olduklari gdézlenmistir. Desai ve ark. Caco-2 hlcre hatti ile yaptidi
calismalarda 100 nm boyutta nanopartikillerin hicre igine aliminin 1 um boyuttaki
mikropartikiullerden 2,5 kat daha fazla, 10 ym mikropartikiillere gore ise 6 kat fazla
oldugu gosterilmigtir [71]. Bunu takip eden c¢alismasinda ise, in situ rat intestinal

loop modelinde mikropartikillerin buylk bir ¢ogunlugu epitelyum duvarinda
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lokalize olurken nanopartikullerin  submukozal tabakalardan penetre oldugu
gOzlenmigtir [72].

Ayrica nanopartikillerin hiperozmatik mannitolle siki gecitlerden kan beyin
bariyerini gectigi belirlenmistir, bu sayede beyin tumorleri gibi tedavisi zor
hastaliklarida terapotik ajanlarin taginmasi saglanabilecektir. Yapilan ¢alismalar ile
Tween 80 kapli nanopartikullerin kan beyin bariyerini gectigi gosterilmistir [73].

Bazi hicre hatlarinda sadece mikronalti nanopartikiller htcre icine etkin bir

sekilde alinirken daha buyulk boyutlardaki mikropartikiller alinamamaktadir [74].

ilag salimi da partikiil biyiikliginden etkilenir. Daha kiigiik partikiiller daha genis
yuzey alanina sahiptir bu nedenle ilacin buyuk bir kismi partiktl yuzeyi ile iligkili
veya yuzeyine yakin olacaktir bu durum ilag saliminin hizli olmasini saglar. Oysa
daha buyuk partikiller blyuk cekirdeklere sahip oldugundan daha c¢ok ilag
enkapsulasyonuna izin verecek ve daha yavas disari difuze olacaktir [75].

Kicguk partiktller, nanopartikil dispersiyonunun saklama ve tasinmasi sirasinda
daha yuUksek agregasyon riski tasirlar. Mumkin olan en kicgik boyut fakat
maksimum stabiliteye sahip nanopartikil formile etmek her zaman karsilasilan en

blayuk zorluktur.

Gunumizde kullanilan en hizli ve en rutin partikil boyutu 6lgme yontemi foton
korelasyon spektroskopisi ve dinamik i1sik sagilma yontemleridir. Foton korelasyon
spektroskopisinde ortamin vizkozitesinin bilinmesi gerekir ve partikalin c¢apini
Brown hareketi ve 1sik sacilima Ozellikleri ile belirler. Foton korelasyon
spektroskopisi ile elde edilen sonuglar taramali veya gegimli elektron mikroskopisi
ile dogrulanir (SEM veya TEM).

2.4.2. Yuzey Ozellikleri

Nanopartikuller intraven6z olarak uygulandiginda immuin sistem tarafindan

kolaylikla taninir ve sirkilasyondan fagositoz araciligi ile uzaklastinlirlar. Partikdl
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boyutu haricinde nanopartikullerin kan bilesenleri, 6zellikle proteinler (opsoninler)
tarafindan absorbe edilme miktarlarini yuzey hidrofobiklikleri belirler. Bu
da nanopartikillerin in  vivo kaderini etkiler ~ [10, 76]. Bu  opsoninlerin
nanopartikillerin  ylzeyine baglanmasi opsonizasyon olarak tanimlanir ve
nanopartikullerle fagositler arasinda bir kopru gibi rol oynar. Konvansiyonel
tasiyicilarla ilaglarin iligkisi ilacin biyodagilim profilinde modifikasyona neden olur,
Ozellikle karaciger, dalak, akciger ve kemik iligi gibi monontkleer fagositler sistemi
(MPS) organlarina iletilir.  Ylzeyi modifiye  edilmemis  nanopartikuller
(konvansiyonel nanopartikuller) kan akisina girdiklerinde hizlica opsonize olur ve

makrofajlar tarafindan uzaklastirilirlar.

Bu nedenle, nanopatrtikllerle hedeflendiriimis ilag tagsinma olasiligini artirmak icin,
opsonizasyonu en aza indirmek ve nanopartikillerin in vivo sirkilasyonunu

uzatmak gerekir.
Bunun igin,

a) Hidrofilik polimerler/sirfaktanlarla nanopartikil ylzeylerinin kaplanmasi,
b) Nanopartikillerin polietilen glikol (PEG), polietilen oksit, poloksamer,
poloksamin ve polisorbat 80 (Tween 80) gibi hidrofilik segmentleri olan

biyopargalanabilir kopolimerlerle hazirlanmasi gibi islemler yapilabilir.

Calismalar nanopartikll ylzeyindeki PEG tabakasinin opsonin uzaklastiric
fonksiyonu oldugunu gOstermistir. PEG ylzeyindeki firga yapisi ve

ara yapilandirmalar fagositozu ve kompleman aktivasyonunu azaltir [12].

Nanopartikillerin  zeta potansiyeli genellikle nanopartikillerin  ylzey yuk
Ozelliklerini karakterize etmek icin kullanilir. Partiktllerin elektriksel potansiyellerini
ifade eder ve partikullerin kompozisyonundan ve disperse edildigi ortamdan
etkilenir. Zeta potansiyelleri (+/-) 30 mV degerlerinde olan nanopartikiller
suspansiyon icerisinde stabildir. Ylizey yuku partikillerin agregasyonunu engeller.
Zeta potansiyel ayrica yukla aktif materyallerin partikullerin icine mi hapsedildigi

yoksa yluzeyine mi adsorbe oldugu hakkinda bilgi verir.

2.4.3. llag Yiikleme

31



Basarili bir nanopartikil sistemi yuksek ilag yukleme kapasitesine sahip olmalidir

bdylece uygulamada kullanilan matriks materyalinin miktarini azaltir.
ila¢ yiikleme iki yontemle yapiimaktadir:

= Nanopartikdliin uretimi ile es zamanh olarak ilag yukleme (hapsetme
yontemi)
= Konsantre ilag solusyonunun tagiyici ile inkube edilerek nanopartikilin
uretiminden sonra ilacin absorbe edilmesi (adsorpsiyon/absorbsiyon
yontemi)
lag ylikleme ve hapsetme etkinligi matris materyali veya polimer igerisindeki kati
faz ilag ¢ozunurlugune baghdir ki bu polimer kompozisyonu, molekuler agirlik, ilag
polimer etkilesimi ve fonksiyonel son grup (ester veya karboksil) varligiyla iligkilidir
[77-79]. Makromolekil veya protein, minimum ¢ozundrlik  maksimum
adsorbsiyona sahip oldugu izoelektrik noktasinda en iyi ylukleme etkinligi gosterir
[35]. Kiguk molekuller igin, yapilan ¢alismalarda ilag yuklemesini arttrmak igin ilag
ve matris materyali arasindaki iyonik etkilegimin kullaniimasinin etkili bir yol oldugu

gOralmustar.
2.4.4. ilag Salimi

Uygun bir nanopartikil sistemi gelistirmek icin ila¢ salimi ve polimer degradasyonu

onemli faktorlerdir.
Genellikle ilag salim hizi:

flacin ¢dzinlrlGgi

Yuzeye baglanmis/adsorbe olmus ilacin desorbsiyonu
Nanopartikul matriksinden ilacin difizyonu
Nanopartiktl matris erozyonu/degradasyonu

S A

Erozyon ve difiizyon proseslerinin kombinasyonuna baghdir [80].
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Sekil 2.6. Partikuler sistemlerden ilag salim mekanizmalari[81]

Boylece, ¢ozunurluk, difizyon ve matris materyallerinin biyodegradasyonu salim
prosesini kontrol eder. Nanokurelerde ilacin uniform olarak dagildigi durumlarda
salim, sink kosullar altinda difizyon veya matriksin erozyonu ile gergeklesir. Eger
ilacin diflzyonu matris erozyonundan hizli ise salim mekanizmasi ¢ogunlukla
difizyon prosesi ile kontrol edilir. Hizli 6n salim (rapid initial release) veya patlama
(burst) zayif baglanmis veya nanopartikillerin ylzeyine adsorbe olmus ilacin
salimini ifade eder. Soppimath ve ark. hazirladigi derlemede yikleme yénteminin
salim profilini etkiledigi agikga gosterilmigtir. Eder ilag hapsetme yodntemi ile
yuklenirse sistem nispeten daha az patlama etkisi gosterir ve daha iyi uzatilmig
salim oOzellikleri gosterir. Eger nanopartikil polimer ile kapli ise salim ilacin
merkezden polimerik membran boyunca difizyonu ile kontrol edilir. Membran
kaplama salim igin bir bariyer gibi gbrev yapar bdylece polimer membran
icerisindeki ilacin ¢ozunarlik ve difuze olabilirligi ilag salimini kontrol eden faktor
haline gelir. Buna ek olarak salim hizi ilag ve eklenen yardimci maddeler
arasindaki iyonik etkilesimden etkilenir. ilag daha az suda ¢oziinir bir kompleks
olusturmak igin yardimci maddeler ile etkilesim icerisinde oldugunda ilag salimi

neredeyse hi¢ ani salim (burst effect) olmadan ¢ok yavas salim gercgeklestirir [82].
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ilaglarin in vitro salim ¢alismalar icin kullanilan cesitli yontemler:

(1) Yapay veya biyolojik membranlar ile yan yana difizyon hicreleri
(2) Diyaliz torbasi difiizyon teknigi

(3) Ters diyaliz torbasi teknigi

(4) Ajitasyonu takiben ultrasantriftij/santrifd

(5) Ultra-filtrasyon ve santriftijli ultra filtrasyon teknikleri

Genellikle salim c¢alismalarn kontrolli ajitasyonu (calkalanma) takiben santrifij
islemi ile gergeklestirilir. Zaman almasi ve nanopartikillerin salim ortamindan
ayrilmasi sirasinda kargilasilan teknik zorluklar nedeni ile genellikle diyaliz teknigi
tercih edilir.

2.5. Kanser

Kanser, vicuttaki hicrelerin anormal ve kontrolsiiz geliserek vicudun normal
fonksiyonlarini aksatmasi ve vicudun diger bdlimlerine yayillmasi ile
sonuglanabilen bir hastaliktir. Kanser hicreleri viicudun diger bolgelerine kan ve
lenf sistemi ile yayilabilir. Ylzden fazla farkli kanser tipi bulunmaktadir. Kanser
tipleri genellikle hastaligin basladigi organ veya hiicre ile isimlendirilir. Ornegin,
kolonda baslayan kanser kolon kanseri, derinin bazal hicrelerinde baslayan
kanser tipine bazal hicre karsinomasi adi verilir.Kanser tipleri daha kapsaml

kategorilerde siniflandirilabilir.
Kanserin ana kategeorileri:

e Karsinoma deride veya bu hat dokularda baglayan ya da i¢ organlari
kapsayan kanser turleridir.

e Sarkoma kemik, kikirdak, yag, kas, kan, damarlar veya diger bag veya
destek dokularda baslayan kanser turleridir.

e Losemi kemik iligi gibi kan yapici dokularda baslayan ve yluksek miktarda
anormal kan hicresinin Uretilerek kana karismasina neden olan kanser
turleridir.

e Lenfoma ve miyeloma immun sistem hlcrelerinde baslayan kanser tipidir.

e Santral sinir sistemi kanserleri beyin ve spinal kord dokularinda baslayan

kanser turleridir [83].
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Batun kanser turleri hicrede baglar. Kanseri anlamak i¢in normal htcreler, kanser
hicresine donusurken meydana gelen mekanizmayi anlamak 6nemlidir. Vicut ¢ok
farkh tiplerde hudcrelerden meydana gelmistir. Bu hicreler buyudr ve canhligin
devamini saglamak igin kontrolli olarak béltunurler. Hicreler yaslandiginda veya
zarar gordugunde, olurler ve yerlerini yeni hicreler alir. Bununla birlikte, bazen bu
duzenli proses yanlig gidebilir ve hiicrenin genetik materyali (DNA) zarar goérebilir
veya degisime ugrayabilir, mutasyona ugramak normal hicrelerin buyimesi ve
bolinmesini etkiler. Kontrolsliz sekilde boélinen hulcrelerin olusturdugu bu doku

kitlesine tumaor denir.
Tum tumorler kanserli degildir, timaorler benign veya malign olabilir.

e Benign tumorler kanserli degildir. Bu tip tumorler uzaklastirilabilir ve ¢ogu
vakada nuksetmezler. Benign tUmor hucreleri vicudun baska bdlgelerine
yayilmazlar.

e Malign tumorler kanserlidir. Bu tip tumor hudcreleri yakin dokulara ve
vucudun diger bolgelerine yayilabilirler. Kanserin, vicudun bir bélgesinden

bagka bir bolgeye yayllmasina metastaz adi verilir.

Bazi kanserler timér formunda degildir. Ornegin, I6semi kemik iligi ve kan
kanseridir [84].

2.5.1. Tumorun Yapisi

Neoplastik dokular interstisyel, vaskuler ve hicresel olarak u¢ alt kompartmana
ayrilabilir. TUumorlerin damar olusumu heterojendir, nekroz veya kanamalar
gOsteren bdlgeler hizli timdr buylmesi (anjiyogenez) icin yeterli besin ve oksijen
kaynagini surdurebilmek i¢in yogun bir sekilde vaskularize olmuslardir [85]. TUmor
kan damarlari, normal fizyolojik damarlarla karsilastirildiginda genellikle endotelyal
hiicrelerde nispeten yuksek hizda gogalma, kivrilma artisi, perisitlerde eksiklik ve
atipik bazal membrani iceren bazi anormalliklere sahiptir [86, 87]. TUmorin
artinlmig damar gegcirgenliginin vaskiler endotelyum bluyime faktort (VEGF),
bradikinin, nitrik oksit, prostaglandinler ve matris metallaproteinazlar gibi
cesitli mediatorler tarafindan duzenlenmig oldugu dusunulmektedir.

Makromolekiler tagsima timaorin damarlari boyunca agik bosluklar, vezikiler
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vakuoler organeller (VVO) ve penetrasyon yoluyla gergeklesir [88]. Ancak hangi
yollarin tumoran hiperpermeabilite ve makromolekuler transvaskuler tagsimasinda

agirhikh olarak sorumlu oldugu tartisma konusu olmaya devam etmektedir.

Tumor interstisyel kompartmani agirlikli olarak kollajen ve elastik fiber aglardan
meydana gelmigtir [89]. Bu ¢apraz bagh yapi i¢erisinde dagilmig interstisyel sivi ve
makromolekuler bilesenler (hiyaluronat ve proteoglikanlar) bulunur ve hidrofilik jel
formundadir. intersitsyum normal dokulara benzemez, vyiksek interstisyal
basincin neden oldugu disa dogdru konvektif interstisyal sivi akisi ile karakterize
edilir. Bundan dolayi, antikanser ilacin interstisyum igerisinde tasinmasi
interstisyumun fizyolojik (6r; basing) ve fizikokimyasal (6r; kompozisyon, yapi, yuk)
Ozellikleri ve molekdlin fizikokimyasal 06zellikleri (boyut, konfiglrasyon, vyik,
hidrofiliklik) tarafindan kontrol edilir [89].

Terapdtik ajanlari in vivo'da timor hicrelerine tasimada asilmasi gereken bazi

sorunlar bulunmaktadir:

e Fizyolojik bariyerler nedeniyle timoér seviyesinde ilag direnci (hucresel
esasli olmayan mekanizmalar)
e Hicresel seviyede ilac direnci (hiicresel mekanizmalar)

e Antikanser ilaglarin vicutta dagilmasi, biyo-dontsimu ve temizlenmesi

Kemoterapide, klinik ila¢ direnci hem timér boyutunun kicgilmemesi hem de
baslangicta verilen pozitif yanit sonrasinda klinik olarak kotlye gitmek olarak

tanimlanabilir.

ik olarak hiicresel olmayan ilag diren¢g mekanizmasinda zayif vaskiilarize timor
bdlgeleri ile timdre ilag girisi etkili bir sekilde azaltilabilir, bdylece kanserli hiicreler
sitotoksisiteden korunur. Ayrica timorlerde asidik ortam basit ilaglara karsi direng
mekanizmasi saglar. Hucresel membranlardan dufuzyonunu engellemek igin bu
bilesenler iyonize edilebilir. Yuksek interstisyal basin¢g ve duguk mikrovaskuler

basin¢ molekullerin ekstravazasyonunu geciktirir veya engeller [90].

Ayrica, tUmorlerin terapdtik miadahaleye karsi direnci hiicresel mekanizmalardan
dolayl da olabilir, malign hucrelerin biyokimyasindaki uzun sureli degisiklikler
olarak kategorize edilebilir. Bunlar, degistiriimis spesifik enzim sistemleri (6r;
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topoizomeraz aktivitesi), degistiriimis apoptoz dizeni veya c¢oklu ila¢ direncinden

sorumlu protein veya coklu ila¢ direnci ile iligkili proteinlerden P-glikoproteinin diga

akis sistemi gibi tasima esasli mekanizmalari igerir [91] (Sekil 2.7).

Son olarak, antikanser ilaglar ¢cok genis hacimlerde olacak sekilde dagilirlar.

Kanserle mucadele icin kullanilan ilaglar hem tumoér hucreleri hem de normal

hicreler igin toksiktir, bu sebeple genellikle kemoterapinin etkinligi onemli yan

etkiler nedeniyle sinirlidir.
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Sekil 2.7. Timorin yapisi, aktif ve pasif hedefleme yontemleri [92]

2.5.2. Kanser Tedavisi

Kanser dunya capinda en yuksek olum oranina sahip hastaliklarindan biridir.

2007 de dinya capinda 7.021.000’nin Uzerinde Olume neden olmustur ve

olumlerin %12,5’'ine neden olan ikinci 6lumcul hastaliktir [93].
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Gectigimiz  yillarda kanser  tedavisinde 6nemli gelismeler olmasina  ragmen
gunumuz teshis ve tedavi yaklagimlari agirlikli olarak invasif (yani rastgele
biyopsiler ve cerrahi midahaleler), 1sin tedavisi ve kemoterapdétik ajanlar gibi basit,
spesifik olmayan tekniklere dayanmaktadir [94]. Kanser olumcul bir hastalik
olmaya devem etmektedir ve ginumuz terapotik yaklagimlari bu hastaligin kotu

giden seyrini iyilestirmede henuz yeterli degildir.

Radyoterapi cerrahi mudahaleye ek olarak kullanilan bir tedavi yodntemidir.
TUmor iceren belirli bir alan tzerinde uygulanan 6zel bir tir iyonize enerji kullanir.
lyonlastirma enerjisi kanser hiicresinin niikleer genetik materyaline zarar verir
bdylece dizgiin bir sekilde gcogalmalarini onler. Buna ragmen radyoterapi sadece
hedeflendirildigi bdlgede calisir, eder hedeflendirildigi alan disinda mutasyona
ugramis hucreler bulunuyorsa tedavi ile yok edilemeyecektir. Bu da genellikle
coklu tedavi gerektirmektedir ve bunun sonucunda radyoterapiye ek olarak birgok
yan etki eslik eder [95].

En yaygin olarak bilinen kanser tedavisi ise kemoterapidir. Kemoterapi kanser
hicreleri ve kemik iligi, sindirim sistemi ve kil folikillerinden bazi saglikli hicreleri
de iceren hucresel bolunme hizinin ylksek oldugu tum hucreleri oldurerek
mucadele eder. Kemoterapinin radyoterapiye gore ustunligu tim vicutta etkili
olmasidir, bdylece birincil ve ikincil tumor bolgelerini ortadan kaldirir. Kemoterapi
intravend®z, oral, topikal ve intratumoral olmak Uzere dort farkh yolla verilir. Ancak,
kanser hucrelerinin tamamen yok edilebilmesi i¢cin kemoterapi kullanmak siklikla
yetersiz kalmaktadir. Radyoterapi gibi kemoterapi hastalari kanser hucrelerinin

ortadan kaldirilabilmesi i¢in ¢oklu tedaviye ihtiya¢ duyar.

Antikanser terapoétikler cogunlukla suda ¢éziinmez ve enjekte edilebilen ¢ézlculer
olarak uygulanmalar igin bir organik ¢ozlclde c¢ozulmeleri gerekir. Organik
¢ozuculer toksiktir ve yan etkileri vardir. Antikanser ilaglarin dusuk molekal
agirhginda olmasi hizli atihmi ve zayif terapétik indeks ile sonuglanir, bu durum bu
ilaglarin kanser hastalarina artan dozlarla uygulanmasini gerektirir, bu nedenle
sitotoksisite ve diger yan etkilerin artmasina neden olmaktadir. Ek olarak,
kemoterapétik ilaglar yalniz uygulandiklarinda spesifiklikten yoksundur ve bu
nedenle kanser olmayan dokularda 6nemli derecede hasara neden olurlar, bu
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durum kemik iligi baskilanmasi, sa¢ kaybi (alopesi) ve bagirsak epitel hucrelerinin
dokulmesi de dahil olmak tzere birgok istenmeyen yan etki ile sonuglanir[95].

2.5.3. Kanser Tedavisinde Nanoteknoloji

Tipta nanoteknoloji kullanimi veya nanotip, genel olarak saglik hizmetleri, 6zellikle

kanser teshis ve tedavisinde birgok agidan etkileme potansiyeline sahiptir.

Nanopartikuller kemoterapdtik ajanlarin birgok cesidini hapsetmek ve daha iyi
etkinlik, daha az toksisite i¢in bu ajanlarin direkt ve spesifik olarak timaor bolgesine
hedeflendirmesi amaciyla tasarlanabilirler [96-100]. Dahasi nanopartiklllerin boyut
ve yuzey Ozelliklerinin ayarlanabilir olmasi opsonizasyona ugramalarini 6nler
boylece kan sirklilasyonunda uzatiimig bir mekanizma saglar [101-104].
Nanopartikullerin bu 6zellikleri onlari nanotipta en ¢ok caligilan sistemlerden biri

yapmigtir.

Kanser tedavisinde en kritik noktalardan biri timor hicreleri metastaz olmadan
once erken seviyelerde teshis edebilmektir. Birgok kanser tipi eger erken evrede
teshis edilebilirse etkili bir sekilde tedavi edilebilecek ve hastada tam iyilesme elde
edilebilecektir. Maalesef erken evrede teshiste Onemli bazi sorunlar
bulunmaktadir, clnki kanserin o6lumcul evreye ilerlemesinden 6nce Kklinik
semptomlar ¢ok nadir olarak gozlenebilmektedir. Etkili tarama ve kanserin seyri
icin  minimal yayillma gosteren, kullanici dostu teknolojiler gerekmektedir.
Kemoterapotik ilaglarin  tasinmasi  kadar birgok kanser tipinin  tanisal
goruntilemesini gelistirmek igin ¢ok c¢esitli nanopartikil bazli teknolojiler
geligtiriimektedir. Hedeflendiriimis ila¢ tasinmasi invasiv cerrahi midahale ve
radyasyon terapisine ihtiyaci ortadan kaldirmaya yardimci olacaktir, daha duyarh
goruntuleme stratejileri erken teshis ve daha iyi prognosise izin verecektir [105-
108].

Boylece yuksek duyarhlikta ve spesifik nanopartikil bazli optik goérintileme
platformu gelistirmek kanser onleme, teshis ve tedavisinde devrim niteliginde bir
etki yaratabilecektir [94].
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2.6. Dosetaksel

2.6.1. Tarihsel Geligimi ve Yapisi

Sekil 2.8. Paklitaksel (A) ve dosetakselin (B) yapisi. Farkliliklar mavi ve kirmizi ile
isaretlenmistir [109]

Taksol, yeni dogdal antikanser bilesikler bulmak Gzere NCI tarafindan degisik birgok
bitkinin tarandigi bir program kapsaminda, ABD'de yetisen Taxus brevifolia'nin
kabugundan 1971 yilinda izole edilmistir [110]. Bu yildan sonra Uzerinde yapilan
yogun caligmalar sonucunda taksol; 1983 yilinda faz |, 1985 yilinda faz Il

calismalarina alinmistir.

Taksol, FDA tarafindan 1992 yil icinde ovaryum ve 1994 yilinda meme kanserli
hastalara verilmek Uzere ruhsatlandiriimistir. Preparati TAXOL® (Bristol-Myers
Squibb Company, New York, NY) olarak isimlendirilirken etkin maddesine
paklitaksel (paclitaxel-PTX) (Sekil 2.8) adi verilmigtir [111].

40



1985 yilinda taksollin yarisentez ile temini ¢aligmalari sirasinda, taxotere adi
verilen bir taksol analogu sentezlenmigtir. 1990 yilinda faz |, 1992 yilinda faz II
calismalarina alinmistir. Taxotere 1996 vyilinda antikanser ilag olarak
ruhsatlandiriimistir. Preparati TAXOTERE (Rhone-Poulenc Rorer Pharmaceutical,
Inc., Collegeville, PA.) olarak isimlendirilirken etkin maddesine dosetaksel
(docetaxel-DTX) (Sekil 2.8) adi verilmigtir [111]. DTX taksoid familyasina ait bir
antikanser ajandir. Paklitakselin analogu olan DTX Avrupa'ya ait porsuk agaci olan
Taxus baccata L.'den ekstrakte edilen 10-deasetil bakkatin Il yarisentezi ile elde
edilir ve mikrotubul polimerizasyonunun inhibitori olarak paklitakselden daha etkili
oldugu gosterilmistir [112]. Molekul agirhgr 807,9 g/mol' dir. DMSO ve etanolde
¢ozlnlrken, sudaki ¢ozunarlugu  oldukca  dusuktir.  Paklitaksel ile
kargilastirildiginda iki modifikasyon sunar: bir hidroksil grubunun bakkatin 111'Gn
10'pozisyonu Uzerindeki 3' asetil grubu ile yer degistirmesi ve bir OC(CHs)s
grubunun C-13 yan zinciri ile yer degigtirmesidir. Bu iki yapisal modifikasyondan
dolayr DTX paklitaksel ile karsilastirildiginda suda daha yuksek ¢ozunurlik ve

tubdlinlere kargi daha ylksek afinite gostermektedir [113].
2.6.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Yapilan c¢alismalarla dosetakselin lineer farmakokinetik o6zellik gosterdigi

belirlenmistir. Farmakokinetik parametreler Cizelge 2.3'te verilmigtir.

Cizelge 2.3. Dosetaksele ait farmakokinetik parametreler [114]

Parametre Dosetaksel

(100mg/ m?, 1sa)
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t1/2 (dak) 4

t1/2 (dak) 36
t 1/2 (sa) 11.2

CL (L/sa/m2) 21

Cmax (mol/L) 4.7
AUC (mol/L « h) 5,69
Vss(L/m.) 67.3
Proteine baglanma (%)a >95
48 h idrarla atimi (% doz) <10
48 h fecesle atilimi (% doz) 70

2.6.3. Etki Mekanizmasi

Sitotoksik ajanlarin taksan sinifinin ikinci Uyesi olan DTX, meme, over, prostat ve
kicguk hucreli olmayan akciger kanseri gibi pek ¢ok maligniteye karsi antitimor
etkisi gosterir [115]. Yapilan ¢alismalar DTX'in PTX'den daha avantajli oldugunu
gOstermigtir. In vitro ¢alismalar hdcre replikasyonunun inhibisyonunda DTX'in
PTX'den 2,5 kat fazla potansiyeli oldugunu goéstermistir. Bunun nedeni kismen
DTX'in hicre mitozunu hem S hem G2/M fazinda engelleme yetenedi varken
PTX'in vyalnizca G2/M fazinda engelleme yetenegine sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir [116] [117]. Buna ilave olarak, DTX hucre igine aliminin daha
iyi, hucreden atilmasinin daha yavas olmasi ve timoér dokusundan daha uzun
terminal eliminasyon yari 6mru sayesinde tumor hucrelerinde PTX'e oranla daha

uzun alikkonma zamanina sahiptir [118].

Dosetaksel U¢ ayri yolla ¢alisarak dogrudan veya dolayli olacak sekilde apoptoza
(programli hicre oOlumune) neden olur. Dosetakselin temel terapotik etkisi
mikrottbul dinamiklerinin baskilanmasidir (birlestirme ve ayirma). Diger yontemler
ise hucre siklusunun bozulmasi ve Bcl-2' nin fosforilasyonudur.

= DTX mikrotUbuler agi bozar.

42



Taxotere® hiicrelerdeki, mitotik ve interfaz hiicresel fonksiyon icin zorunluluk olan,

mikrotubuler agin bozulmasinda rol aran antineoplastik bir ajandir.

Bos tubdlinleri baglayarak tubulinlerin stabil muikrotubuller halinde birlesmesini
destekler ve es zamanh olarak ayrilmalarini inhibe eder. Bu aktivite normal
fonksiyonu olmayan mukrotubdl yiginlar  Gretimine ve  mikrotibullerin
stabilizasyonuna sebep olur, bu durum hicrelerde mitozun inhibisyonu ile

sonugclanir.

» Hucre siklusunun birden ¢ok fazini engeller.

Mikrotlbul yapisini etkilemesinin yanisira DTX hucrelerin yasam déngusundeki 3
fazi engelleyerek calistigi dustunulmektedir. Hicre dongusunid S (synthesis) fazi,
G2 (growth 2) fazi ve M (mitotic) faz agsamalarinda bloke etmektedir. S fazinda
DNA eslenmesi olmakta, G2 fazinda buyimekte ve M fazinda bélinmek i¢in hazir
hale gelmektedir. Hicre doéngisinin bu u¢ fazinin engellenmesi ile DTX
hicrelerin bir sonraki faza ilerlemesini olanaksiz hale getirmekte, boylelikle

apoptozisi tetiklemektedir.

= Bcl-2 fosforilasyonunu indikler.

DTX'in Ug¢unctu yolu ise Bcl-2' nin fosforilasyonunu indikleyerek apoptozisi
baglatmasidir. Kanser hucrelerinde Bcl-2'nin yiksek ekspresyonu, apoptozisi
onlemektedir. DTX Bcl-2 fosforilasyonunu saglayarak inaktive eder ve hicre
olumundn gergeklesmesini saglar. Bu in vitro degerlendirme MCF-7 meme kanseri

hdcre hattini da igeren insan hucre hatlarinda yapilmistir [119].
2.6.4. Klinik Kullanimi

DTX suda ¢o6zunmedigi icin formulasyonlarinda oldukga gugluk cekilmistir.
Paklitaksel %50 alkol ve %50 Cremophor EL (Polioksietillenmis hint yagi) i¢inde,

dosetaksel ise polisorbat 80 (Tween 80) icinde hazirlanmigtir [111].

Dosetaksel faz I'e 1990 yilinda girmistir. Doz sinirlayici toksisite noétropeni
olmustur. Bazi vakalarda ¢ok sik ve siddetli olmamakla birklikte mukozitis ve ates
bildirilmistir. Dosetakselin formulasyonu paklitaksel'den farkh oldugu icin HSR'nin
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daha az gorulmesi beklenilmistir. Bu nedenle faz | ¢alismalarinda premedikasyon
uygulanmadan ilag verilmistir. 1992'de faz Il galigmalari baglamistir.

Dosetaksel faz Il galismalarinda premedikasyon uygulanmadan 100 mg/m? dozda

bir saatlik inflzyon seklinde Ug¢ haftada bir tekrarlanarak uygulanmistir [120-122].

Dosetakselin ana kullanimi antrasiklin bazli kemoterapi ile basari elde edilemeyen
kanser tdrlerinin tedavisidir. Taxotere olarak pazarlanan dosetaksel temelde
meme, prostat ve kicuk hucreli olmayan akciger kanserine yonelik tedavide
kullaniimaktadir [123]. Ayrica Kklinik bulgular dosetakselin meme, kolorektal
kanseri, akciger, ovaryum, prostat, karaciger, renal, gastrik, bas ve boyun kanseri,
melanomaya karsi sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir [124].

Meme kanserleri

Dosetaksel metastatik meme kanserinde tek basina kullanilan aktif bir maddedir.
Ozellikle antrasiklin ile uygulanan standart tedavinin basarisiz oldugu hastalarda
belirgin etkinlikleri gorulmustar [111, 120, 121].

Dosetaksel ile yapilan g¢alismalarda meme kanserinde %50-68 oraninda basari
saglanmistir. Daha 6nce kemoterapi almis hastalarda cevap oranlari %29-57'ye
duserken, daha Onceden antrasikline karsi direncgli olan hastalarda ise belirgin
derecede yuksek oldugu saptanmistir. Dosetakselin meme kanserindeki optimum
dozu henlz saptanamamigstir. Paklitaksel ile karsilastirildiginda, her iki bilesigin
meme kanserinde etkili oldugu gorulse de genellikle dosetaksele karsi alinan yanit
paklitakselden daha fazladir. Gunumuzde yapilan galigmalarla her iki taksoit
maddenin diger tedavi protokollerinde yer alan maddelerle karsilastirmali ve

beraber tedavileri Gzerine arastirmalar devam etmektedir [122, 125, 126].
Ovaryum kanserleri

Dosetakselin ovaryum kanseri Uzerine etkinligini gosteren birkag ¢alisma vardir.
Daha 0Once platin turevleri ile tedavi edilmis hastalarda dosetakselin cevap orani
%26'dir. Bu sebeple dosetakselin diger antikanser maddelerle birlikte uygulanmasi
planlanmigtir [121, 122].

Kuiguk Hicreli Olmayan Akciger Kanseri
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Dosetakselin 100 mg/m? dozu ile faz IV'de kemoterapiye cevap vermeyen
hastalarda %38 oraninda cevap alinmigtir. Ancak ¢ok siddetli nGtropeni gelismistir.
Bu calisma ile dosetakselin ilerlemis klgUk hucreli olmayan akciger kanserine
kargi énemli bir antitimor ilag oldugu kabul edilmigtir. Dosetaksel kiguk hucrel
olmayan akciger kanseri ¢alismalari igcinde doksorubusin, vinorelbin, etoposit ve
irinotekan ile de beraber denenmektedir [127-129].

Bas ve Boyun Kanserleri

Dosetakselin, skuamdz hicreli bas ve boyun kanserlerinde tek basina
kullanildiginda orta duzeyde aktivite gosterdigi gorulmustur. Dosetaksel'in 100
mg/m? ve 60 mg/m? dozlarda bir saatlik infiizyonlari ile yiiksek dozda %36, diisiik
dozda %37 oraninda iyilesme bildirilmistir. Dosetakselin sisplatin, florourasil ve
leukovorin ile beraber kullanilmasi sonucu ¢ok iyi aktivite gdsterdigi tespit edilmistir
[120, 122].

3.GEREC VE YONTEM

3.1. Arag ve Geregler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
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Asetonitril

Aseton

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's

Medium)

Dosetaksel

Etil asetat

Metanol (HPLC grade)

Metiltiyazoliltetrazoliyum (MTT)

PLGA (50:50) (Resomer RG 502)

PLGA (50:50) (Resomer RG 502 H)

PLGA (50:50) (Resomer RG 503)

PLGA (50:50) (Resomer RG 503 H)

Polivinil alkol (Mw:30 000-70 000 Da)

3.1.2. Kullanilan Aletler

ELISA okuyucu

Etlv

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Biochrom, Almanya

Kocak Farma, Turkiye

Merck, Almanya

Sigma Aldrich, ABD

Sigma, Almanya

Boehringer Ingelheim, Almanya

Boehringer Ingelheim, Almanya

Boehringer Ingelheim, Almanya

Boehringer Ingelheim, Almanya

Sigma®, ABD
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Hassas Terazi Shimadzu, JaponyaMettler Toledo,

isvicre

HPLC Sistemi Agilent Technologies 1200 Series,
ABD

inkiibatér (MCO-18AIC) Sanyo, Japonya

Kolon (Inertsil ODS-3; GL Sciences Inc.

4,6mmx250mmx5um)

Laminar hava akiml kultar kabini BHG 2000 S/D Faster, italya

Liyofilizator Heto PowerDry PL3000, Jouan,
Danimarka

Manyetik Karistirici Variomag Telesystem, Almanya

Heidolph, Almanya
Mikropipet Eppendorf, Almanya

Partikal Buyuklugu ve Zeta Potansiyeli  Zetasizer Nanoseries ZS, Malvern

Olglim Cihazi Instruments, ingiltere

pH metre Sartorius PP-20, Almanya

Santrifdj Aleti Hermle Z383 K, Almanya

Termostath Yatay Calkalayici Memmert, Almanya

Ultra Saf Su Sistemi Simplicity 185-Milipore, ABD

Vorteks Nuvemix, Tarkiye

Yuksek hizli homojenizator Ultraturrax T25 Basic, IKA, Almanya
3.2. YONTEM

3.2.1. Dosetakselin Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar
Tayini
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In vitro kosullardaki miktar tayini ters faz HPLC yontemi ile yapiimistir. DTX'in
miktar tayininde kullanilan kromatografik kogullar Cizelge 3.1'de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1. Dosetaksel miktar tayininde kullanilan kromatografik kosullar

Sabit faz Inertsil ODS-3(4,6mmx250mmx5um)
Hareketli faz A % 60 Asetonitril

Hareketli Faz B % 40 Ultra saf su

Enjeksiyon Hacmi 20 pL

Akis hizi 1,0 mL/dk

Kolon sicaklig: 25+0,5°C

Dedektdr, Dalga Boyu UV, 227 nm

3.2.1.1. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizi yapilacak maddenin tayininde kullanilacak
olan analitik yontemin belirlenen kosullarda dogru, 6zgun ve tekrarlanabilir
oldugunu garanti etmek igin uygulanan prosedurdur. Metot validasyonu, kullanilan
analitik yontemin guavenilirliginin teminatidir [130]. HPLC analitik ydnteminin
degerlendiriimesinde asagidaki parametreler incelenmis ve sonugclar istatistiksel

olarak yorumlanmistir.

. Dogrusallik (Linearity)
. Dogruluk (Accuracy)
. Kesinlik (Precision)

. Duyarlilik (Sensitivity)
. Ozgunluk (Specificity)

48



3.2.1.1.1. Dogrusallik (Linearity)

Dogrusallik, bir analitik yontemin belirli bir aralikta, analizi yapilan maddenin
konsantrasyonu ile deney sonuglarinin direkt olarak orantili olmasini saglama

yetenegidir [131] .

Bu amagla 5 mg etkin madde 50 ml metanol iginde c¢o6zilerek stok c¢ozelti
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak 0.5, 1, 2, 5, 10, 15,
20 pg/ml konsantrasyonlarda DTX icerecek sekilde 6 farkli seri olusturulmustur.
Kalibrasyon dogrusu, ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik alanlari

kullanilarak gizilmistir.

3.2.1.1.2. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere yakinhigini ifade eder [131]. DTX’in miktar tayini i¢in kullanilan yéntemin
deney ici (intra-assay) ve deneyler arasi (inter-assay) dogrulugunun

degerlendiriimesinde asagida verilen formal kullaniimistir [132] (Formil 3.1) .

Konsantrasyon — Tayin edilen konsantrasyon
% Bagil Hata = x100
Konsantrasyon

(Formil 3.1)

Deney i¢i dogrulugun tespiti icin kalibrasyon egrisinde yer alan Ug¢ farkh
konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 0,5, 5, 20 pg/ml), her bir konsantrasyondan
alti adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmig ve ayni gun icinde arka

arkaya ol¢cumleri gergeklestirilmigtir.

Deneyler arasi dogrulugun tespiti icin kalibrasyon egrisinde yer alan ug¢ farkh
konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 0,5, 5, 20 pg/ml), her bir konsantrasyondan
alti adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmig ve birbirini takip eden Ug¢

gun tayin edilmigtir.
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3.2.1.1.3. Kesinlik (Precision)

Kesinlik, bir analitik yontemin tekrarlanabilirlik derecesinin o6lgimi olarak
tanimlanir [131]. Spesifik analiz kosullari altinda elde edilen bagimsiz analitik
sonuglar arasindaki uyumun derecesidir. Kesinlik, yalniz tesadufi hatalarin
dagilimi ile iligkilidir, gergek degerlerle ilgisi yoktur. Bir analitik yontemin kesinligi,
istatistiksel ~acidan yeterli degerlendirmenin  yapilacagi sayida, ayni
konsantrasyonda numune ardi ardina olgulerek, érnekler igin varyasyon katsayisi
(VK) hesaplanarak degerlendirilir. Kesinlik, tekrarlanabilirilik (repeatability) ve

tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) olarak ifade edilir [130] .

3.2.1.1.3.1. Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Kullanilan analitik yontemin farkli deney zamanlarinda guvenilirliginin kanittanmasi

icin yapilmaktadir.

Tekrarlanabilirligin  tespiti icin, kalibrasyon egrisinde yer alan G¢ farkl
konsantrasyonda (dusuk, orta, ylksek; 0,5, 5, 20 pg/ml) standart c¢ozeltiler
hazirlanmis ve ayni ¢ozeltilerin pik alanlari HPLC ile alti kez ayri ayr analiz edilip,
hesaplanmigtir. Pik alanlarina karsilik gelen derigsimler igin VK degerleri
hesaplanmigtir. Analitik yontemin tekrarlanabilirliginin uygunlugunun gdsterilmesi

icin VK’'nin %2’den kuguk olmasi 6nerilmektedir [131] .

3.2.1.1.3.2. Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)

Ayni konsantrasyondaki ¢ozeltiden hareketle, ayni laboratuvar, ayni arastirmaci ve
ayni cihaz kullanilarak gergeklestirilen 6lgtimlerde uyum ve uygunluk incelenir. Ug
farkl konsantrasyon duzeyinde uygun sayida bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ayni

gun ve farkl glnlerde gergeklestirilir.

Deney ici tekrar elde edilebilirligin tespiti icin kalibrasyon egrisinde yer alan U¢
farkh konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 0,5, 5, 20 pg/ml) her bir
konsantrasyondan alti adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni

gun icinde arka arkaya ol¢gimleri gergeklestirilmigtir.

Deneyler arasi tekrar elde edilebiliriligin tespiti i¢in kalibrasyon egrisinde yer alan
uc farkh konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 0,5, 5, 20 pg/ml) her bir
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konsantrasyondan alti adet olacak sekilde standart ¢oOzeltiler hazirlanmis ve
birbirini takip eden u¢ gun tayin edilmistir.

Tekrar elde edilebilirligin degerlendirimesinde, pik alanlarina karsilik gelen
derisimler igin varyasyon katsayisi degerleri hesaplanmistir. Analitik yontemin
tekrar edilebilirliginin uygunlugunun gosterilmesi icin gun igi ve gunler arasi

kesinlik galismalarinda VK %2’den ku¢uk olmalidir [130] .
3.2.1.1.4. Duyarhlik (Sensitivity)

3.2.1.1.4.1. Saptama Sinir1 (Limit of Detection)

Analizi yapillan maddenin kalitatif olarak saptanabildigi en  dusuk
konsantrasyondur. Bu deder, sinyal:gurultd oraninin 3:1 oldugu konsantrasyon ile
ifade edilmektedir [131, 132].

3.2.1.1.4.2. Miktar Tayin Sinirn (Limit of Quantification)

Analitik yontemin belirlenen sartlarda, analizi yapilan maddenin kabul edilebilir
kesinlik ve dogruluk ile tayin edilebildigi en dusuk konsantrasyon olarak tanimlanir.
Bu deger, sinyal:guraltt oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon ile ifade edilmektedir
[131, 132].

3.2.1.1.5. Ozgunlik (Specificity)

Bir analitik ydontemin 6zgunlugu; ortamda bulunan etkin madde digindaki yardimci
maddelerin, safsizliklarin veya pargalanma arunlerinin varliginda, analiz edebilme
yetenegini gostermektedir, sayisal olarak ifade edilmez [133]. Bu Odlcitlerin
degerlendiriimesine yodnelik olarak formulasyonda kullanilan diger maddelerin
(PLGA, PVA) formulasyonda bulunduklari konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmis
ve etkin madde analizinin yapildigi kosullarda HPLC kullanilarak kromatogramlari
incelenmigtir. Ayrica, ila¢ yukleme ve in vitro salim c¢alismalarinda etkin madde
yuklli nanopartikll formulasyonlarina uygulanan iglemeler, bos nanopartiktllere de

uygulanarak HPLC kromatogramlari elde edilmigtir.
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3.2.2. Nanopartikiul Formulasyon GCalismalar
3.2.2.1. Bog PLGA Nanopartikillerinin Hazirlanmasi

Nanopartikuller emulsifikasyon/¢c6zicu buharlastirma yontemi ile hazirlanmigtir.

Tez calismasinda bos olarak hazirlanan nanopartikillerin - karakterizasyonu
yapilarak, dosetaksel yUkli nanopartikiller ile boyut ve zeta potansiyelleri

kargilastiniimistir.

Konsantrasyon %2 (a/h) olacak sekilde 5 ml aseton icerisinde PLGA (RG502H)
¢ozllerek organik faz hazirlanmistir. 10 ml %3 (a/h) konsantrasyonda polivinil
alkol (PVA, ortalama molekuler agirlik 30000-70000) ile siticii manyetik
karigtiricida su fazi hazirlanmigtir. PVA ¢ozeltisi oda sicakligina getirilmistir. 10 mi
PVA cozeltisi Uzerine 5 ml PLGA ¢ozeltisi hizlica eklenmigtir. Karigim yuksek hizli
homojenizator ile 2 dk, 11000 devir/dk hizda homojenize edilmistir. Uzerine 15 ml
ultra saf su eklenmis ve Y/S emilsiyonu olusturulmustur. Bir gece boyunca
manyetik karistirici Gzerinde organik ¢dzucinin ugmasi saglanmistir. Olusan
nanopartikiller 10000 devir/dakika'da 30 dk santrifijlenerek ¢okturilmus, santrif
sonrasi supernatan ayrilmistir. Fazla PVA'nin uzaklastiriimasi i¢cin 10 ml ultra saf
su eklenerek 10 dakika 10000 devir/dakika'da santrifijlenmistir. Santrifij sonrasi
supernatan ayrilarak ¢oken nanopartikullerin Gzerine 20 ml saf su eklenerek tekrar

suspande edilmigtir.
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Su fazi %3 PVA (a/lh)

YIS emulsiyonu

(

15ml ultrasaf su eklenmesi

Organik faz: %2 PLGA (a/h)

5ml aseton

Yiksek hizl homojenizator

(11000 devir, 2 dk)

Manyetik kanstinc
(zerinde organik
¢ozOcunon bir gece
boyunca ucurulmasi

Sekil 3.1. Bos PLGA nanopartikillerin hazirlanmasi

Santriftj (10000 devir/dk,
oda sicakhd, 30dk)

Yikama (10000 devir/dk,
oda sicakhd, 10dk)

Karakterizasyon

3.2.2.2. Dosetaksel Yuklii PLGA Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Dosetaksel yukli nanopartikiller emulsifikasyon/céziict buharlastirma yontemi ile

hazirlanmistir. Etkin madde organik faz olarak kullanilan etil asetat, aseton gibi

¢ozuculerde kolaylikla ¢ozinebilen lipofilik bir madde olmasi nedeni ile Y/S tekli

emulsiyon olusturulmustur.
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Tez galismasinda farkh ¢ozuculer, farkli PLGA resomerleri ve polimer yuzdeleri ile
hazirlanan dosetaksel yukli nanopartikiller; boyut, zeta potansiyel, ila¢ yikleme
etkinligi ve uygun bulunan formualasyonlarin salim profilleri bakimindan

kargilastirmasi yapiimigtir.

Organik faz; PLGA RG502H (%1, %2, %3, %4 a/h), PLGA RG502 (%2 a/h), PLGA
RG503H (%2 a/h), PLGA RG503 (%2 a/h) ve 5 mg dosetaksel 5 ml aseton ve
ayrica etil asetat igerisinde 1 saat boyunca manyetik karistiricida

¢c6zundUrdimustar.

Su fazi; 10 ml %3 (a/h) konsantrasyonda polivinil alkol (PVA, ort. molekul agirhgi
30000-70000), manyetik karistirici Uzerinde isitilarak ¢ozunduralmustar.

Organik faz ve su fazi oda sicakligina getirilmistir. Emulsiyon olusturmak i¢in 10ml
PVA cozeltisi Uzerine 5 ml PLGA - dosetaksel ¢ozeltisi hizlica eklenmistir. Karisim,
yuksek hizli homojenizatorde, 11000 devir/dk, 2 dakika sure ile homojenize
edilmistir. Elde edilen emiulsiyon u(zerine difizyon i¢in 15 ml ultra saf su
eklenmistir. Y/S emulsiyonu olusturulmustur. Bir gece boyunca manyetik karistirici
Uzerinde organik ¢c6zlcunin ugmasi saglanmis ve olusan nanopartikuller 10000
devir/dakika'da 30 dk santriftjlenerek ¢okturalmustur. Santrifij sonrasi sipernatan
ayrilmistir. Fazla PVA'nin uzaklastiriimasi igin 10 ml ultra saf su eklenerek 10
dakika 10000 devir/dakika'da santrifijlenmigtir. Coken nanopartikiller son
konsantrasyon %35 olacak sekilde mannitol iceren ultra saf su ile tekrar siispande
edilerek tamamen dagiimasi saglanmistir. Hazirlanan ornekler bir behere
konularak, 48 saat liyofilize edilmistir. In vitro salim g¢alismalari ve hicre kualtar
calismasi yapilmak Uzer€€ +4 ' de saklanmistir. Dosetaksel yuKkli

nanopartikillerin hazirlanmasi Sekil. 3.2'de gosterilmigtir.
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L

%1, %2 %3, %4 (a/h) Su fazi: %3 PVA (a/h) Organik faz: %1, %2, %3, %4 (a’h) PLGA
PLGA RG502H. RG502 RGS502H, RG502, RG503H, RG503
RG503H, RG5{I}3 ' omg DTX, oml aseton/etil asetat
5mg DTX

5ml aseton/etil asetat L )
(manyetik karistirici, 1 saat) 9,-‘

Y/S emdilsiyonu

Yiksek hizll homojenizator

(11000 devir, 2 dk)

{ Santrifij (10000
devir/dk, oda sicaklig,
15ml ultrasaf su eklenmesi Manyetik kanstirici 30dk)
zerinde organik
¢dzliclinin bir gece
boyunca ugurulmasi Yikama (10000
devir/dk, oda sicakhig,
10dk)
Karakterizasyon

Sekil 3.2. Dosetaksel yukli nanopartiktllerin hazirlanmasi

3.2.3. Nanopartiktllerin Karakterizasyonu
3.2.3.1. Partikil Boyutu ve Zeta Potansiyel Olctimleri

Tez caligmasinda hazirlanan nanopartikillerin partikal buydklugua ve zeta
potansiyeli 6lciimleri foton korelasyon spektroskopisi ve lazer dopler anemometri
esasina gore calisan Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Instruments,
ingiltere) kullanilarak yapilmistir. Her formiilasyon igin ardarda alti 6lgim
yapiimigtir. Olglimler sirasinda cihazin sicakligi @5 ve 1sik sacilim agisi 90°

olacak sekilde ayarlanmigtir.
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3.2.3.2. Enkapsilasyonun Degerlendirilmesi

Hazirlanan formulasyonlarin yikleme etkinligi dogrudan nanopartikil icerisinde
bulunan ilag miktari veya dolayl olarak serbest halde bulunan ve nanopartikdl

icerisine girmeyen ila¢g miktarinin tayini ile hesaplanabilir.

Supernatanda serbest halde bulunan yuklenmemis etkin madde miktarinin
tayininde Bo6lum 3.2.1'de “DTX'’in Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Miktar Tayini” bagligi altinda anlatilan HPLC teknigi kullaniimistir. Toplam
supernatan hacmi tespit edildikten sonra, gerekli seyreltmeler yapiimistir ve yeterli
miktari 0,45 um por ¢&kligi na sahip enjektor filtresinden suzulerek analiz

gerceklestirilmigtir.

Santrifuj sonrasi elde edilen nanopartikillere yutklenen DTX miktarinin direkt
tayininde ise, ekstraksiyon yontemi kullaniimistir. Nanopartikiller etkin maddenin
kolaylikla ¢6zindligu metanol icinde tekrar siispande edildikten sonra 30 dakika
ultrasonik banyoda tutulmustur. Bu sirada, nanopartikillerin pargalanmasi, etkin
maddenin ise, metanol fazina ge¢cmesi beklenmektedir. 30 dakika sonunda, elde
edilen 6rnek 0,45 um por aikhgina sahip e njektor filtresinden suzulip, etkin
madde miktar tayini icin Bolum 3.2.1'de “DTX'n Yiksek Basingh Sivi
Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini” baghgi altinda anlatilan HPLC teknigi

kullaniimistir.

Yukleme etkinliginin tayini, ortama eklenen etkin madde ile nanopartikl

formulasyonuna yuklenen etkin madde miktarlari kullanilarak hesaplanir.

Etkin maddenin yuklenme etkinligi (% YE) ve yukleme kapasitesi (% YK) asagidaki
esitlikler kullanilarak hesaplanmigtir (Formul 3.2, 3.3).

Toplam etkin madde miktari - Serbest etkin madde miktari

%YE = x 100
Toplam etkin madde miktari

(Formul 3.2)
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Toplam etkin madde miktari - Serbest etkin madde miktari
%YK = x100

Nanopartiktl agirhgr (mg)

(Formul 3.3)

3.2.3.3. in Vitro Salim Deneyleri

Salim deneyleri 1sitilicili su banyosunda 37 = 0,5°C sicaklikta, yatay calkalayici
100 devir/dk hizda olacak sekilde yapilmistir. Salim ortami olarak %0,1

konsantrasyonda polisorbat 80 iceren pH 7,4 PBS ¢dzeltisi hazirlanmigtir.

100 mg liyofilize toz nanopartikiller falkon tuplere tartilarak Uzerine 5 ml salim
ortami eklenmistir. 1., 2., 4., 8. ve 24. saatlerde, takip eden gunlerde ise bir hafta
boyunca gunlik ornekler alinmigtir. Alinan ornekler 13500 devir/dk hizda 30 dk
santrifijlenmis sUpernatan ayrilarak Uzerine 5 ml taze salim ortami eklenmis ve
nanopartikiller tekrar suspande edilmistir. Ayrilan 6rnekler 0,45 pym por agikligina
sahip enjektor filtresinden stzulmustar. Bolum 3.2.1'de “DTX'in Yiiksek Basingli
Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini’ baghigi altinda anlatilan HPLC teknigi

kullanilarak nanopartikll formulasyonundan salinan ilag miktari tayin edilmistir.
3.2.4. Sitotoksisite Caligsmalari

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) icerisinde fenol
kKirmizisi bulunmayan hdcre kaltir ortami veya tuz solisyonunda hazirlandiginda
sarimtirak bir ¢ozelti olusturan, suda ¢ozinen bir tetrazolyum tuzudur. Cozinmus
haldeki MTT aktif hicrelerin mitokondrial dehidrogenaz enzimleri tarafindan
¢ozlinmez Ozellikteki mor formazan kristallerine donustaralir [134]. Suda
¢bziinmeyen bu formazan kristalleri izopropanol veya bagka ¢6zuculer kullanilarak

¢O6zlnur ve ¢dzlunen materyal spektrofotometrik yolla 6lgultr [135].

Calismada sitotoksisite degerlendirmesi MTT testi ile yapiimistir [136]. Dosetaksel
yukli nanopartikillerin in vitro sitotoksisite ¢alismalari igin ticari MCF-7 (insan

meme karsinomu) hdcreleri kullaniimistir. Kaltar ortami olarak %10 (h/h) FBS, 50
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pg/ml penisilin-streptomisin ve 2 mM L-glutamin igeren DMEM kullaniimigtir. 96
kuyucuklu plaklara ekilen MCF-7 hiicreleri inkibatorde (37 °C, %5 CO,) 24 saat
bekletilmistir. 24 saat sonunda kuiltar ortami uzaklastirilarak %1 DMSO iceren
kaltar ortami ile 10 nM dosetaksel iceren 100 ul dosetaksel ¢ozeltisi, ayni miktarda
dosetaksel iceren dosetaksel yukli nanopartikil stispansiyonu ve igerisinde ilag
icermeyen bos nanopartikil suspansiyonu kuyucuklara eklenmistir (n=12).
Ornekler 48 saat inkiibe edilmis ve 25 ul MTT ¢ézeltisi (5 mg/ml) eklenmistir. Canli
olan hucrelerin MTT'yi sari renkten koyu mavi renkli formazan kristallerine

cevirmesi i¢in 4 saat inkubasyon yapilmisgtir.

inkiibasyon sonrasinda, hazirlanan %23 SDS (a/h) iceren %45 DMF (h/h)
cOzeltisinden 8Qul kuyucuk lara eklenmistir. Plaklar inktbatorde bir gece
bekletiimis ve her bir kuyucuktaki canli hicre sayisi 570 nm dalga boyunda bir

ELISA mikroplaka okuyucu ile dlguimustur.
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4. BULGULAR

4.1. Dosetakselin Yiuksek Basinglh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar
Tayini

DTX'in HPLC ile miktar tayini B6lum 3.2.1'de belirtilen kosullarda gergeklestiriimis
ve DTX'e ait asagidaki pik elde edilmistir (Sekil 4.1). Kromatogramdan da
goruldugu gibi DTX’e ait pik dizgun bir sekilde elde edilmis ve alikkonma zamani
4,4 dakika olarak bulunmustur.

VD1 A, Wavelength=227 nm (SOLVIASIDOCETAXEL 2012-06-23 13-27-681002-020L.D)
mAU |

=38

A0+

150+

100+

50

‘ T ‘ T T T T ‘ ‘ ‘ T T T ‘ T
0 1 ) 3 ! 5 b i

Sekil 4.1. 10 pg/ml dosetaksele ait HPLC kromatogrami. Enjeksiyon Hacmi: 20 pl,
Akis hizi: 1 ml/dk, Kolon firini sicakhgi: 25 + 0,5°C, Mobil faz: Asetonitril : Ultra saf
su (60:40), Kolon: Inertsil ODS-3, Partikiil iriligi: 5 um Uzunluk: 250 mm i¢ ¢ap: 4.6
mm, Dalga boy 227 nm, Dedektor: UV dedektor

10 pg/ml konsantrasyonda dosetaksel ¢Ozeltisi ile yapilan sistem uygunluk testleri
sonucunda asagidaki degerler elde edilmistir.

Alikonma suresi: 4,438 dk

Pik simetrisi: 0,803

Teorik tabaka sayisi: 4956,96

Kapasite faktor: 1,99
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4.1.1. Analitik Yontem Validasyonu
4.1.1.1. Dogrusallk

DTX'e ait kalibrasyon dogrusu HPLC analizleri sonucunda Boélum 3.2.1.1'de
anlatildigi gibi hazirlanmis ve her birinde 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20 pg/ml
konsantrasyonda DTX olan ¢ozeltiler kullanilarak elde edilmistir. Calismalar 6 seri
uzerinden  gergeklestiriimistir.  Hazirlanan  ¢ozeltilerin  HPLC  kolonuna
enjeksiyonundan sonra elde edilen pik alanlari ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina
kargi grafie gegcirilerek kalibrasyon dogrusuna ait denklem lineer regresyon ile
bulunmustur. DTX'in HPLC ile miktar tayininde lineer regresyon verileri Cizelge
4.1’de gosterilmekte olup, kalibrasyon dogrusu ve denklemi ise Sekil 4.2'de yer

almaktadir.

Tanimlayicilik katsayisi R? = 0,9997 olarak bulunarak denklemin dogrusalligi

gOsterilmistir (Sekil 4.2).

300 -

250 y=12,025x + 0,8387
R?=0,9997

200 -

150 -

Pik alani

100 -

50 A

0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon (Hg/ml)

Sekil 4.2. Dosetakselin kalibrasyon dogrusu ve denklemi (n=6)
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Cizelge 4.1. Dosetakselin HPLC ile miktar tayininde elde edilen regresyon verileri

(n=6)
Parametre Sonug
Konsantrasyon araligi 0,5 - 20 pg/ml
Egim (m) 12,025
intersept (n) 0,8387
Tanimlayicilik katsayisi (R?) 0,9997

4.1.1.2. Dogruluk

Kullanilan analitik yontemin gun igi (intra-assay) ve gunler arasi (inter-assay)
dogruluguna iligkin veriler, Bolum 3.2.1.1.2°de anlatildigi sekilde, % ortalama bagil
hatalar hesaplanarak elde edilmigtir. Kalibrasyon dogrusunda yer alan ug¢ farkh
konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 0.5, 5, 20 pg/ml), hazirlanmis olan G¢ adet
¢ozeltinin absorbanslari 6lgulmus ve olgulen konsantrasyon ile % bagil hatalar
Cizelge 4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Dosetakselin gun igi ve gunler arasi dogrulugu

Teorik Gergek
% Ortalama Bagil
konsantrasyon konsantrasyon .
Hata (Dogruluk)
(ng/ml) (ng/ml) £ SS
Giin ici 0,5 0,493 + 0,010 1,41
5 4,984 + 0,019 0,33
20 19,787 + 0,055 1,06
Gunler arasi 0,5 0,507 + 0,011 1,37
5 4,952 £ 0,031 0,97
20 19,832 + 0,116 0,84
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4.1.1.3. Kesinlik

4.1.1.3.1. Tekrarlanabilirlik

Analitik yontemin tekrarlanabilirliginin degerlendirilmesi i¢in Bolum 3.2.1.1.3.1'de
anlatildigi gibi, hazirlanan standart ¢ozeltinin absorbanslari tger kez arka arkaya
HPLC'de okunarak kaydedilmigtir. Elde edilen sonuglara gore ilag
konsantrasyonlari arasindaki varyasyon katsayisi hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

Hesaplanan varyasyon katsayilari %2’den kuguk bulunmustur.

Cizelge 4.3. Dosetaksel igin analitik yontemin tekrarlanabilirlik sonuglari

Teorik Pik Alani Gergek X+ SS VK%

Konsantrasyon konsantrasyon

(Hg/ml) (g/ml)
6,7 0,496

0,5 6,8 0,496 0,490 £ 0,005 0,979
6,7 0,487
60,8 4,986

5 60,4 4,953 4,970 +0,017 0,335
60,6 4,970
239,9 19,880

20 239 19,806 19,822 £ 0,052 0,262
238,7 19,781

4.1.1.3.2. Tekrar Elde Edilebilirlik

Kullanilan analitik yontemin tekrar elde edilebilirliginin incelenmesi i¢in BAlUim
3.2.1.1.3.1de aciklandigi gibi gerceklestiriimistir. Tekrar elde edilebilirligin
degerlendiriimesinde, pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar i¢in varyasyon
katsayisi degerleri hesaplanmigtir. VK’'nin %2’den kuguk bir degere sahip olmasi
yontemin tekrar elde edilebilirligini gostermektedir (Cizelge 4.4).

62



Cizelge 4.4. Dosetakselin gun i¢i ve gunler arasi kesinlik sonuglari (n=3)

Teorik Gergek
konsantrasyon konsantrasyon % VK (Kesinlik)
(ug/ml) (ug/ml) £ SS
Giin ici 0,5 0,493 + 0,010 2,043
5 4,984 + 0,019 0,376
20 19,787 + 0,055 0,275
Gunler arasi 0,5 0,507 £ 0,011 2,242
5 4,952 + 0,033 0,623
20 19,832 + 0,116 0,587

4.1.1.4. Duyarhhk

Dosetakselin HPLC ile miktar tayininde kullanilan yontemin duyarlihgr Bolum
3.2.1.1.4°de belirtildigi gibi tespit edilmigtir.

a) Saptama Siniri

Saptama siniri, analizi yapilan maddenin kalitatif olarak saptanabildigi en dusuk

konsantrasyondur. Dosetakselin saptama siniri 0,032 pg/ml olarak bulunmustur.
b) Miktar Tayin Siniri

Dosetakselin kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk ile tayin edilebildigi en duguk

konsantrasyon 0.108 ug/ml saptanmistir.
4.1.1.5. Ozgunliuk

Bolum 3.2.1.1.5'de agiklandigi sekilde, hazirlanan nanopartiktl formualasyonlarinda
kullanilan yardimci maddelerin ilag ile ayni sartlarda pik verip vermediginin
belirlenmesi igin HPLC kromatogramlari alinmigtir. Formulasyonda kullanilan PVA,
PLGA gibi maddelerin, dosetaksel ile ayni sartlarda pik vermedigi goriimustir
(Sekil 4.3).
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VDL A, Wavelength=227 nm (SOLVIASIDOCETAXEL-SALIM 2012-08-15 17-33-501002-0201.0)
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Sekil 4.3. Yukleme etkinligi ve in vitro salim ¢alismalarinda elde edilen bos PLGA
nanopartikillerine ait HPLC kromatogramlari

4.2. Nanopartikullerin Karakterizasyonu
4.2.1. Partikul Boyutu ve Zeta Potansiyel Olgcumleri
4.2.1.1. Bos PLGA Nanopartikiillerin Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyeli

Hazirlanan bos nanopartiklllerin partikul boyutlari, zeta potansiyelleri Cizelge
4.5'de verilmigtir.

Cizelge 4.5. Hazirlanan bos nanopartikillerin partikil boyutu ve zeta potansiyel
degerleri (n=6)

%3 PVA

%2 PLGA Partiktl Boyutu PDI Zeta Potansiyel

Aseton (nm) (mV)

n==6 Ort+SS %VK Ort+SS Ort+SS %VK

182,55 + 2,62 1,43 0,06 £0,02 -20,65+ 0,35 1,71
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4.2.1.2. Dosetaksel Yukli PLGA Nanopartiktullerin Partiktl Boyutu ve Zeta
Potansiyeli

Hazirlanan dosetaksel yukli nanopartikul formulasyonlarinin partiktl boyutlari ve

zeta potansiyelleri Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7'de verilmigtir.

Cizelge 4.6. Aseton ile hazirlanan dosetaksel yUkli nanopartikillerin partikil
boyutu ve zeta potansiyelleri (n=3)

) Partikul Boyutu Zeta Potansiyel
Formulasyonlar PDI
(nm) (mV)
PLGA o
) | PLGA Tipi Ort£SS %VK | Ort+SS Ort£SS %VK
Yuzdesi
1% RG502H 153,8+ 1,35 0,88 | 0,18+0,01 | -24,6+530 | 21,54
2% RG502H 211,2+4,53 2,15 | 0,15+0,03 | -22,7+0,36 1,59
3% RG502H 229,1+ 3,84 1,67 | 0,13+0,06 | -21,7+2,19 10,11
4% RG502H 241,7+ 3,35 1,39 | 0,09+0,06 | -19,6+4,23 | 21,59
2% RG503 221,6+ 4,50 2,03 | 0,19+0,03 | -21,1+1,96 9,30
2% RG503H 239,3+22,42 9,37 | 0,27+0,04 | -24,0+7,56 | 31,50
2% RG502 225,0+7,61 3,38 | 0,20+0,08 | -22,1+0,47 2,14
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Cizelge 4.7. Etil asetat ile hazirlanan dosetaksel yukli nanopartikillerin partikdl
boyutu ve zeta potansiyelleri (n=3)

) Partiktl Boyutu Zeta Potansiyel
Formulasyonlar PDI
(nm) (mV)
PLGA o
) . PLGA Tipi Ort+SS %VK Ort£SS Ort£SS %VK
Yuzdesi
1% RG502H 232,9+0,15 0,06 | 0,136+0,005 | -22,2+0,32 1,45
2% RG502H 269,1+1,00 0,37 | 0,175+0,01 | -13,2+0,26 2,01
3% RG502H 275,4+2,42 0,88 | 0,320+0,03 | -8,28+0,25 3,02
4% RG502H 284,1+1,01 0,35 | 0,108+0,01 | -14,8+0,8 5,44
2% RG503 247,0+1,53 0,62 | 0,133+0,03 | -7,44%0,48 6,45
2% RG502 232,3+2,46 1,06 | 0,116+0,02 | -12,56%0,74 5,87
2% RG503H 422,62,38 0,56 | 0,327+0,03 | -14,97+0,42 2,78

4.2.2. Enkapsulasyonun Degerlendirilmesi Sonucunda Elde Edilen Bulgular

Bolum 3.2.3.2' te "Enkapstilasyonun Degerlendiriimesi’ bashgi altinda anlatildigi
sekilde, PLGA nanopartikullerine yuklenen dosetaksel miktari tayin edilmistir.
Yukleme etkinligi, yukleme kapasitesi ve yuklenen miktarlara iligkin elde edilen

sonuclar, Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9'da 6zetlenmektedir.
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Cizelge 4.8. Aseton ile hazirlanan PLGA nanopartikillerine ait ytukleme etkinligi

sonuglari
Formulasyonlar Yukleme y Yukleme
Etkinligi Yuklenen Kapasitesi
PLGA "I b Gatipi | (% YE)rss | MIKtarmo) | yiopiss
yuzdesi
1% RG502H | %82,20+2,427 4,11 %29+0,009
2% RG502H | %90,87+0,814 4,54 %32+0,003
3% RG502H | %90,73+0,404 4,54 %32+0,0014
4% RG502H | %89,73+0,814 4,49 %32+0,003
2% RG503 %81,43+1,848 4,07 %29+0,007
2% RG502 %88,80+1,054 4,44 %32+0,004
2% RG503H | %86,80+0,608 4,34 %31+0,002
Cizelge 4.9. Etil asetat ile hazirlanan PLGA nanopartikullerine ait yikleme etkinligi
sonuglari
Formulasyonlar Yukleme Yuklene Yukleme
PLGA Etkinligi n Miktar Kapasitesi
ini 0, 0,
yiizdesi PLGA tipi (% YE)£SS (mQ) (%YK)£SS
1% RG502H %91.10+0,551 4,56 %32+0,002
2% RG502H %92,40+0,351 4,62 %33+0,001
3% RG502H %91,37+0,306 4,56 %32+0,001
4% RG502H %92,90+0,503 4,65 %33+0,018
2% RG503 %92,70+0,207 4,64 %33+0,017
2% RG502 %93,50+0,264 4,68 %33+0,001
2% RG503H %92,8+0,378 4,64 %33+0,001
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4.2.3. in vitro Salim Galismalar Yapilacak Formiilasyonlarin Belirlenmesine
lligkin Bulgular

Hazirlanan nanopartikullerin karakterizasyonu sonucu elde edilen boyut, zeta
potansiyel ve enkapsulasyon etkinlik verileri géz dnuine alinarak yapilan tek yonlu
varyans analizi ile salim ¢alismalari i¢cin uygun olan g farkli formulasyon
secilmistir.

PLGA Terminal Grubu PLGA Molekiil Agirligi (kDa)

93.0-
91,5- .\
90,0 "

/ \‘
88,5-
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T T T
Ester Asit 7-17 24-38
Organik Coziicu

93,0+
91,5+
90,0+

Enkapsulasyon Etkinligi (%)

88,5+

87,0

Aseton Etil Asetat

Sekil 4.4. Enkapsulasyon etkinligi icin ana etken grafikleri
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PLGA Terminal Grubu PLGA Molekiil Agirligi (kDa)
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Sekil 4.5. Zeta potansiyeli i¢cin ana etken grafikleri

PLGA Terminal Grubu PLGA Molekiil Agirligi (kDa)
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Sekil 4.6. Polidispersite indeksi i¢cin ana etken grafikleri
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PLGA Terminal Grubu PLGA Molekiil Agirligi (kDa)
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Sekil 4.7. Partikul buydklugua igin ana etken grafikleri

Cizelge 4.10. Tek yonlu varyans analizi ile salim ve hucre kultaru ¢alismalari i¢in
secilen formulasyonlar (*Salim ¢alismalari i¢in uygun bulunan formulasyonlar,
**Salim ve hucre kalttrG galigmalari icin uygun bulunan formilasyon)

Formulasyon PLGA PVA PLGA PLGA Molekil Organik PB (nm) PDI ZP YE
Kodu Miktari Miktari Terminal  Agirhgi (kDa) Coézici (mv) (%)
(%) (%) Grubu
TFTO1 (n=3) 2 3 Ester 7-17 Aseton 225,0 0,203 -22,1 88,8
TFTO02 (n=3)* 2 3 Ester 7-17 Etil Asetat 234,9 0,117 -12,3 93,5
TFTO3 (n=3)* 2 3 Ester 24-38 Aseton 221,6 0,185 -21,0 814
TFT04 (n=3) 2 3 Ester 24-38 Etil Asetat 249 0,160 -7,14 92,7
TFTO5(n=3)** 2 3 Asit 7-17 Aseton 211,2 0,149 -22,7 90,9
TFTO06 (n=3) 2 3 Asit 7-17 Etil Asetat 269,1 0,186 -13,1 924
TFTO7 (n=3) 2 3 Asit 24-38 Aseton 239,3 0,267 -24,0 86,8
TFT08 (n=3) 2 3 Asit 24-38 Etil Asetat 424,7 0,351 -15,3 92,8
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4.2.4. In Vitro Salim Galismalarina iliskin Bulgular

in vitro salim galismalari Bolum 3.2.3.3' te "in vitro Salim deneyleri” baghgi altinda
anlatildigi sekilde yapilmistir. Varyans Analizi ile belirlenen %2 PLGA RG502H ve
aseton ile hazirlanan, %2 PLGA RG503 ve aseton ile hazirlanan, %2PLGA RG502
ve etil asetat ile hazirlanan formulasyonlar ile gahgilmigtir. Zamanin fonksiyonu

olarak % kumdulatif salim miktarinin gosterildigi grafik Sekil 4.8'de verilmistir.

100

—— L g + L g

90 ﬂ: MM
g0 | W
"

70

60 13

50 | —+—%2 PLGA RG502H - Aseton
40 # —=—%2 PLGA RG503 - Aseton
%2 PLGA RG502- Etil asetat
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Sekil 4.8. 100 mg dosetaksel yukli PLGA nanopartikillerinin in vitro salim profilleri
(n=3)

4.2.5. Sitotoksisite Calismalarina iliskin Bulgular

Bolum 3.2.4. "Sitotoksisite Calismalar” bashdi altinda anlatilan ydntemle
sitotoksisite ¢alismalarn yapilmigtir. Dosetaksel c¢ozeltisi, dosetaksel iceren
nanopartikiller ve dosetaksel icermeyen bos nanopartikiller 48 saat boyunca
MCF-7 hucrelerine uygulanmistir.  Yapilan c¢alismada dosetaksel yukli
nanopartikillerin plasebo nanopartikuller ve dosetaksel ¢Ozeltisine kiyasla daha
fazla toksik etki gosterdigi gozlenmistir. Sonuglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmus (p < 0,5) ve literatlr ile karsilastirildiginda benzer sonuglar ve toksik
etkinin inkUbasyon suresinin artisi ile arttigi gézlenmistir [137]. Hucre canlihidina

ait bulgular Sekil 4.9'da gortulmektedir.
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Sekil 4.9. Kontrol gruplarina karsi dosetaksel ¢ozeltisi, dosetaksel yuKIu
nanopartikiller ve plasebo nanopartikillerin sitotoksisite c¢alismasi sonuglari
(n=12, hata gubuklari standart sapmayi géstermektedir)
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. Tartisma

5.1.1. Dosetakselin Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi ile Miktar Tayini ve
Analitik Yontem Validasyonu

Calismada dosetakselin miktar tayini icin UV dedektorlli yiksek basingli sivi
kromatografisi kullaniimistir. Dosetaksel icin HPLC analitik yontemi gelistirilirken
literatirde bulunan calismalardan B. Mallikarjuna Rao ve ark. [138] tarafindan
geligtirilen yontemden yararlaniimis ve Uzerinde bazi degisiklikler yapilmigtir.
Bolum 3.2.1'de bulunan Cizelge 3.1'de gosterildigi gibi sabit faz olarak Inertsil
ODS-3 (4,6 mmx250 mmx5 um) kolon ve hareketli faz olarak asetonitril:ultra saf su
(60:40) kullanilmistir. Analiz 25 + 0,5°C kolon sicaklhigi ve 227 nm dalga boyunda
gergeklestiriimistir.

Elde edilen kromatogram bolim 4.1'de goruldugu sekildedir. Kromatogramdaki
dosetaksel pikinin alikkonma zamani 4,438 dk olarak bulunmustur. Elde edilen pik
simetrisi  (0,803) ve teorik tabaka sayisi (4956,96) degerleri Avrupa
Farmakopesi'ne uygun araliktadir.

Dosetaksele ait kalibrasyon dogrusu bolium 3.1'de anlatildigi gibi 0,5-20 pg/ml
araligindaki yedi farkli konsantrasyonla yapilan 6 seri analiz ile elde edilmigtir.
Elde edilen kalibrasyon dogrusu Sekil 4.2'de ve regresyon verileri Cizelge 4.1'de
gOsterilmistir. Elde edilen tanimlayicihik katsayisinin 1'e olan yakinhigi sistemin

dogrusalligini ifade ettiginden bulunan 0,9997 degeri uygun bulunmustur.

Validasyon calismalar icin % bagil hata degerlerinin %2'nin altinda olmasi
beklenir [131]. Kullanilan analitik yontemin yapilan gin i¢i ve gunler arasi
dogruluk calismalarinda bolim 4.1.1.2'de anlatildigi gibi dusuk, orta, yuksek
olacak sekilde Ug¢ farkh konsantrasyonda calisimis ve % bagil hata degerleri
hesaplanmigtir. Elde edilen bagil hata degerlerinin %2'nin altinda olmasi

gelistirilen analitik yontemin gun ici ve gunler arasi dogrulugunu gostermigtir.

Kesinlik ¢alismalari altinda tg¢ farkli konsantrasyonda tekrarlanabilirlik ve tekrar
elde edilebilirlik parametreleri gahsiimigtir. Tekrarlanabilirlik galismasinda analizi

yapilan konsantrasyonlar arasindaki varyasyon katsayilari hesaplanmis ve 0,26 ile
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0,98 arasinda bulunmustur. Tekrar elde edilebilirlik c¢alismalarinda ise pik
alanlarina kargilik gelen konsantrasyonlar igcin varyasyon katsayisi degerleri
hesaplanmis ve 0,28 ile 2,24 arasinda bulunmustur. Kesinlik calismalarinda elde

edilen tum % VK degerleri %2'nin altindadir.

Yontemin duyarlihdi i¢in kabul edilebilir dogruluk ve Kkesinlikte Olgulebilen

konsantrasyon 0,10793 ug/ml olup, saptama siniri 0,03238 pug/ml'dir.

Ozgunluk parametresi incelenirken Bolim 3.2.1.1.5'de belirtildigi gibi nanopartikil
formulasyonuna giren malzemelerin, olugan nanopartikullerin etkin madde ile ayni
kosullara ve ayni alikonma zamaninda pik verip vermedigi kontrol edilmis ve Sekil
4.3'te goruldigu gibi dosetakselin alikonma zamaninda herhangi bir pik olmadigi

gOzlenmistir.

Analitik yontem gelistirmek igin 6nemli olan dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
duyarlilik, 6zgunluk parametrelerinin bulgulari timu ile degerlendirildiginde,
yontemin analitik amagla validasyonunun yapildigi ve gecerli bir yontem oldugu

gOrulmustar.

5.1.2. Nanopartikil Formulasyon GCalismalan

Tez calismasi kapsaminda tim nanopartikdl formulasyonlari
emulsifikasyon/¢cOzicli buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. Nanopartikullerin
hazirlanigi Bolum 3.2.2'de anlatiimistir. Bos ve ilag yukli nanopartikillerin elde

edilmesi sirasinda Ozturk ve ark. ¢calismasindan yararlaniimistir [139].

Nanopartikuller hazirlanirken FDA tarafindan onayli, biyoparcalanabilir ve
biyouyumlu sentetik bir polimer olan ve birgok calismada tercih edilen PLGA
kullaniimistir. Calismada PLGA tercih edilmesinin nedeni birgok c¢alismada
kullanimina bagh olarak klinik alanda uzun sireli deneyimin olmasi, uygun
degradasyon oOzelliklerine sahip olmasi ve uzatimis ila¢g salim imkani
saglamasidir. PLGA tercih edilmesinin diger bir sebebi ise; polimer-ila¢ matriksinin
fiziksel Ozelliklerinin polimer molekdl agirligl, laktid:glikolid orani ve ilag

konsantrasyonu degistirilerek kolaylikla ayarlanabilmesidir [140].

Secilen polimer, hazirlanan nanopartikillerin 6zellikleri Gzerinde etkilidir. PLGA ile

hazirlanan nanopartikillerin  partikil boyutu secilen polimerin  kopolimer
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kompozisyonu ve molekul agirligindan etkilenmektedir. Mittal ve ark.[141] yaptigdi
calismada PLGA 50:50'nin farkli molekdl agirligina sahip tipleri ile farkli kopolimer
kompozisyonlari PLGA (50:50; MW-85000 Da), PLGA (65:35; MW-97000 Da),
PLGA (85:15; MW-87000 Da) karsilastinimistir. Farkh laktid:glikolid oranlari
(PLGA 50:50, PLGA 65:35, PLGA 85:15) ile hazirlanan nanopartikuller
kargilastirildiginda en dusuk partikil boyutunun PLGA 50:50 ile hazirlanan
nanopartikiller ile elde edildigi goézlenmigtir. PLGA 50:50'nin farkhh molekdl
agirliklari ile hazirlanan nanopartiktllerde ise 14500 Da molekul agirligina sahip
polimer ile hazirlanan nanopartikullerin partikal boyutu 98,3 + 2,6 nm iken molekdil
agirhgr arttikga partikil boyutunda artis gozlenmis ve 213000 Da molekil
agirhgindaki polimer ile hazirlanan nanopartikillerde partiktl boyutu 155,4 + 3,9

nm olarak bulunmustur [141].

Tez calismasinda 7000-17000 Da ve 24000-38000 Da olmak uzere iki farkli
molekul agirhigr karsilastinimistir. RG502 (7000-17000 Da) ile hazirlanan
nanopartikillerin daha ytuksek molekul agirigina sahip RG503 (24000-38000 Da)
ile kiyaslandiginda ve RG502H (7000-17000 Da) daha ylksek molekull agirligina
sahip RG503H (24000-38000 Da) ile kiyasla daha kuguk partikil boyutu elde
edildigi gozlenmistir.

ila¢ yiiklenecek polimerin secimi sirasinda en énemli faktdr polimerin salim
profiline olan etkisidir. Tez ¢calismasinda istenen, burst effect olarak tanimlanan ani
salim ve onu takiben kontrolli bir salim profili gelistirmektir. PLGA ile yapilan
calismalar oligomerler igerisindeki glikolik asit yuzdesinin polimerin agirlik kaybini
hizlandirdigini gostermistir. PLGA 50:50 (PLA/PGA) en hizli degradasyonu
gosterirken, PLGA 65:35 yuksek glikolik asit oraninin sagladigi yuksek hidrofilik
Ozelligi sayesinde ikinci hizli degradasyonu goéstermektedir. Bu siralamay! sirasi
ile PLGA 75:25 ve PLGA 85:15 izlemistir. Bu sonuglar glikolik asit oraninin
artisinin degradasyon hizini arttirdigini goéstermistir. Glikolik asit miktari matriksin
hidrofilik 6zelliginin ayarlanmasinda en kritik parametre olup degradasyon ve ila¢
salim hizini dogrudan etkilemektedir [140]. Tez calismasinda, Makadia ve ark.
yaptigi bu calismalardan yararlanilarak istenilen salim profiline en yakin 6zellik
gosteren PLGA 50:50 secilmistir [142].
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Yuksek molekal agirhigina sahip polimerler genellikle daha dusiuk degradasyon
hizina sahiptirler. Molekul agirhdr polimer zincir boyutu ile direkt olarak iligkili
oldugundan daha uzun polimer zinciri bulunan polimerler daha kicuk polimer

zinciri olan polimerlere gore daha uzun degradasyon zamani gerektirirler [140].

PLGA' nin u¢ gruplar karboksilik asit veya ester olan tipleri mevcuttur. PLGA
hidroliz hizi bu ug¢ gruplarin kimyasina baghdir. Karboksilik asit u¢ gruplar
polimerin daha hidrofilik oOzellikte olmasini sadlamakta, su alimini arttirarak
hidrolizi kolaylastirmaktadir. Ayrica PLGA matriksindeki karboksilik asitler ester
bag degradasyonunun otokatalizini arttirmaktadir. Bu nedenlerle alkil ester grubu
ile sonlanan PLGA rezomerleri serbest karboksil grubuna sahip olanlara oranla

daha uzun degradasyon 6mriine sahiptirler [143].

Polimerin molekldl agirligi, u¢ gruplari, kopolimer kompozisyonunun yaninda
formulasyonlar  hazirlanirken  kullanilan ~ polimer  konsantrasyonu  da
nanopartikillerin partiktil boyutu ve buna bagl olarak yukleme etkinligi Uzerinde
etkili bir parametredir. Mainardes ve ark. [144] yaptigi calismada farkli miktarlarda
PLGA (12,5 mg, 25 mg, 50mg) iceren nanopartikuller hazirlanmis ve 243 £ 12 nm
ile en kiguk partikil boyutu en dugsuk konsantrasyonda PLGA iceren
formulasyonda elde edilirken yiksek konsantrasyonda PLGA iceren

nanopartikillerde partikill boyutu 360 + 25 nm olarak bulunmustur [144].

PLGA polimeri diklorometan, etil asetat ve aseton gibi organik c¢ozlculerde
coziinmektedir [145]. Calismada etil asetat ve aseton olmak Gzere iki farkli ¢dzicu

kullanilarak formulasyonlar hazirlanmisgtir.

Surfaktan miktarinin nanopartiklin 6zellikleri Gzerine etkili oldugu bilinmektedir.
Eger sirfaktanin konsantrasyonu ¢ok dusuk ise polimer damlaciklarinin
agregasyonu meydana gelir. Bu duruma alternatif olarak eger cok ylksek
konsantrasyonda surfaktan kullanilirsa nanopartikil formulasyonuna ytklenmek
istenen ilag ve surfaktan arasinda meydana gelen etkilesim nedeni ile ilag yukleme
kapasitesinde azalma meydana gelebilir. Kwon ve ark. emiilsifikasyon diflizyon
yontemi kullanarak yaptiklari ¢alismada kiglk nanopartiklller olusturmak igin en

uygun PVA konsantrasyonunun %2 ile %4 arasinda oldugunu gostermislerdir
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[146]. Tez galismasinda %3 konsantrasyonda PVA, stabilize edici ajan olarak

kullaniimistir.

5.1.3. Nanopartiktllerin Karakterizasyonu
5.1.3.1. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel Olgtimleri

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan nanopartiklllerin partikil boyutu ve zeta
potansiyellerinin 6lcimine ait bilgiler Bolum 3.2.3.1’de ayrintili bir sekilde
anlatilmistir. Hazirlanan bos PLGA nanopartikullerin partikil boyutu, PDI ve zeta
potansiyel degerleri B6lim 4.2.1.1'de Cizelge 4.5' da verilmistir. Dosetaksel yuklu
nanopartikillerin partikil boyutu ve zeta potansiyel 6lgtimleri sonucu elde edilen
bulgular Bolum 4.2.1.2'de verilmistir ve bu degerler Cizelge 4.6 ve 4.7'de

Ozetlenmigtir.

Hazirlanan bos nanopartikuller ile dosetaksel yukli  nanopartiktller
kargilastirildiginda partikil boyutlari arasinda anlamh bir fark bulunmustur
(p<0.05). ila¢ yikli nanopartikiillerin bos nanopartikillere gére daha yiksek
partiktl boyutu ve polidispersite indeksleri oldugu goézlenmigtir. Yukleme sirasinda
yluzeye adsorbe olan ve nanopartikil icerisine hapsolan ilacin partikil boyutunda

artisa neden oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [147].

Calismada PLGA RG502, PLGA RG502H, PLGA RG503, PLGA RG503H; %1,
%2, %3, %4 konsantrasyonlarda; ¢ozucu olarak etil asetat ve aseton kullanilarak

formulasyonlar hazirlanmigtir.

Aseton ile hazirlanan nanopartikullerin partiktl bayuklikleri; %1 PLGA RG502H
icin 153,8 £ 1,35 nm, %2 PLGA RG502H i¢in 211,2 + 4,53 nm, %3 PLGA RG502H
icin 229,1 + 3,84 nm, %4 PLGA RG502H igin 241,7 + 3,35 nm olarak bulunmustur.
%2 PLGA ile hazirlanan nanopartikuller igin partikil buyuklikleri; RG503 igin 221,6
*+ 4,50 nm, RG503H igin 239,3 + 22,42 nm, RG502 igin 225 + 7,6 nm olarak

bulunmustur.

Etil asetat ile hazilanan nanopartikullerin partikil buyudklikleri; %1 PLGA RG502H
icin 232,86 + 0,15 nm, %2 PLGA RG502H i¢in 269,03 £+ 1,0 nm, %3 PLGA
RG502H igin 275,4 + 2,42 nm, %4 PLGA RG502H i¢in 284,1 + 1,01 nm olarak

bulunmustur.
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%2 PLGA ile hazirlanan nanopartikuller igin partikal buyuklukleri; RG503 igin 247 +
1,53 nm, RG502 igin 232,3 + 2,46 nm, RG503H igin 422,6 + 2,38 nm olarak

bulunmustur.

%1, %2, %3, %4 RG502H ile hazirlanan formulasyonlar karsilastirildiginda en
dusuk partikil boyutunun hem aseton hem etil asetat ile hazirlanan formulasyonlar
icin %1 PLGA igeren formulasyonlar oldugu, en yuksek partikil boyutunun ise %4
PLGA iceren formulasyonlar oldugu gozlenmistir. Polimer konsantrasyonu arttikgca

partiktl boyutu artmaktadir ve bu sonuclar literatir ile uyumludur [144] .

Fonseca ve ark. [148] tarafindan yapilan c¢alismada farkli PLGA resomerleri
kullanilarak hazirlanan bos ve paklitaksel yukli nanopartikuller karsilagtiriimigtir.
Calismada RG502H ile hazirlanan ilag yukli nanopartikillerin partikil boyutu
122+3 nm bulunurken, RG502 ile hazirlanan ila¢g yUkli nanopartikillerin boyutu
133+2 nm olarak bulunmustur. Tez ¢alismasinda optimum formulasyon olarak
belirlenen RG502H, RGS502 ile karsilastinldiginda karboksilik asit u¢ gruplar
iceren rezomer ile hazirlanan formilasyonun daha kicuk partikil boyutuna sahip

oldugu gdézlenmistir [148].

Partikuler sistemlerin ylzey yuki zeta potansiyel 6lcimu ile tespit edilmektedir. Bir
suspansiyon icindeki partikillerin yoksek pozitif veya negatif zeta potansiyel
degerlerine sahip olmalari istenen bir durumdur. Cunku sahip olduklari yukler ile
partikuller birbirini iterek, bir araya gelme edgilimlerini engellemis olurlar. Fakat,
partiktller dusuk zeta potansiyel degerlerine sahip ise, partikillerin
agregasyonlarina yol acmaktadirlar. ilag yukli olmayan tim nanopartikillerin
yuzey yuku, PLGA ylzeyinde yer alan terminal karboksilik asit gruplarinin varligi
ve PVA'nin sahip oldugu negatif yukten dolayi negatif degerdedir.

Dosetaksel yuklu nanopartiklllerin zeta potansiyel degerleri -7,44 + 0,48 mV ile
-24,6 = 530 mV arasinda degismektedir. Bos nanopartikiller ile ilagc yUklG
nanopartikiller kiyaslandiginda zeta potansiyel degerinin negatif yonde artisi

go6zlenmigtir. Bunun sebebi ise dosetakselin negatif yuke sahip olmasidir.
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5.1.3.2. Enkapsilasyonun Degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda hazirlanan DTX yukli PLGA nanopartikillerin yikleme
etkinligi, yukleme kapasitesi ve yuklenen miktarlara iliskin elde edilen bulgular
Bolum 4.2.2 igerisindeki Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9'da verilmigtir.

Nanopartikuler sistemin basarili olabilmesi icin beklenen yuksek ilag ylkleme
kapasitesine sahip olmasidir. Yapilan g¢alismalarla ylikleme etkinligi ve ylkleme
kapasitesinin kullanilan polimerin tipi, molekul agirhigi ve konsantrasyonu,
kullanilan organik ¢6zicunun sudaki ¢ozunurlugu, ilag ile polimer etkilesimi gibi

bircok parametreye bagl oldugu gértulmustur.

Polimer konsantrasyonundaki artis enkapsulasyon etkinligini arttirmaktadir.
Yuksek polimer konsantrasyonunun enkapsulasyon etkinligi Uzerindeki etkisi iki
yolla yorumlanmaktadir. YlUksek konsantrasyondaki polimer disperse fazin
yluzeyinde daha hizl presipite olmakta ve faz sinirlari boyunca ilag¢ difizyonunu
dnlemektedir. ikinci neden ise yliksek konsantrasyon, c¢ozeltinin vizkozitesini

arttirmakta ve polimer damlaciklari arasindaki ila¢ difizyonunu engellemektedir.

PLGA RG502H ile galisilarak polimerin farkh yuzdelerinin (%1, %2, %3, %4)
kargilastirildi§i calismada polimer yuzdesi arttikga yukleme etkinliginin arttigi
g6zlenmistir. Ayrica partikil boyutu sonuglarinda goézlendigi gibi polimer
yuzdesindeki artis partikal boyutunu arttirmig ve yuklenen ilag miktari da artis
gostermistir.

Aseton ile hazirlanan formulasyonlarda en yuksek yukleme etkinligi degeri %90,87
olarak bulunmustur. Bu yukleme etkinligi dederi %2 PLGA RG502H ile hazirlanan
nanopartikuller ile elde edilmigtir. Etil asetat ile hazirlanan nanopartikdl
formulasyonlarinda ise en ylksek enkapsulasyon etkinligi %93,5 degeri ile %2

PLGA RG502 ile hazirlanan nanopartikul formulasyonlarinda gézlenmistir.

5.1.3.3. in Vitro Salim Galismalari

in vitro salim galismalari Bélim 3.2.3.3'te “n Vitro Salim Deneyleri” baghd: altinda
anlatildigi sekilde yapilmigtir. Salim ¢alismalarinda Bolim 4.2.3.'te belirtildigi gibi
tek yonlu varyans analizi ile belirlenen en uygun tg¢ formulasyon kullaniimistir. Bu
formulasyonlar PLGA RG502 ve etil asetat ile hazirlanan, PLGA RG503 ve aseton
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ile hazirlanan, PLGA RGS502H ve aseton ile hazirlanan formulasyonlardir.
Zamanin fonksiyonu olarak % kumulatif salim miktarinin gosterildigi grafik Sekil

4.8 'de verilmistir.

Salim calismasi yapilan formuilasyonlarin tamaminda Oncelikle patlama etkisi
seklinde meydana gelen ani salim gorulmustur. Bunun nanopartikillerin ytzeyine
yakin ilag kristallerine veya yuzeye adsorbe olmus ila¢ kristallerine bagli olarak

gerceklesebilecedi dusunulmektedir.

ila¢ saliminda partikiil boyutu énemli bir parametredir. Biiyiik partikiil boyutlarina
sahip partikuller, kticik partiktl boyutlarina sahip partikullere kiyasla daha az ani
sallim ve daha uzun uzatilmig salim gosterir. Kiguk partikil boyutuna sahip
nanopartikiller, blyuk ylzey alanina sahiptirler. Partikil yilizeyindeki ya da
yuzeyine yakin bulunan ila¢ hizlica salindigindan kiguk partikil boyutuna sahip
nanopartikillerde daha fazla ani salim go6zlenir. Buna karsin, partikdl iginde

enkapsule olmus ilag yavasca diflUze olmaktadir [149].

Polimerin serbest karboksilik asit icermesi, su tutma kapasitesini ve degradasyon
hizini arttinr. Bu da polimer matriksinin, serbest karboksilik asit icermeyen
polimere gore daha fazla sismesine neden olur dolayisiyla etkin maddenin PLGA
nanopartikullerinden salimi, PLGA'nin gismesi ile kontrol edilen diffizyon hizina

bagli olarak daha hizli gerceklesir.

Etkin maddenin salim profili ve polimerin degradasyon hizi Uzerinde etkili olan
diger bir parametre polimerin viskozitesidir. Viskozitenin dusuk olmasi salim profili
uzerinde istenen bir etki olusturacagindan 0,16-0,24 dl/g (0,1% icinde CHCls,
25°C) viskoziteye sahip, organik fazin ugurulmasi asamasinda sicakligin etkisi g6z
onunde bulundurularak camsi gegis sicakhgr 42-46°C olan ve karboksilik asit
iceren RG 502H ile hazirlanan formulasyonun en hizhh salim gdsterdigi

gorulmektedir. Fakat bu fark, istatistiksel olarak anlamh bulunmamigtir (p>0.05).

5.1.4. Sitotoksisite Caligsmalari

Sitotoksisite calismalart Bolum 3.2.4. "Sitotoksisite Calismalari" bashgl altinda

anlatilan ydéntemle yapilmis ve elde edilen bulgular Sekil 4.9'da verilmigtir.
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Sitotoksisite ¢alismalarinda en uygun partikil boyutu ve salim profili gosteren %2
PLGA RG502H ve aseton ile hazirlanan formulasyon kullaniimistir.

Calismalardan elde edilen bulgular dosetaksel yikli nanopartikillerin, plasebo
nanopartikil formulasyonuna kiyasla %8,18 ve dosetaksel ¢Ozeltisine kiyasla
%4,96 daha vyuksek toksik etkiye sahip oldugunu gostermigtir. Plasebo
nanopartikiller ise en dusuk sitotoksik etkiye sahiptir.

Literatlrdeki calismalar ile ilag yUkli nanopartikillerin daha yiksek toksik etki
gOstermesi hedeflendigi Uzere hicre igine alimin artigi ile hicreler tzerindeki

toksik etkinin artisi seklinde agiklanmigtir [137, 150].

5.2. SONUCLAR

Bu tez galismasinda kanser tedavisinde etkili bir ilag olan dosetakselin, tedavide
kargilagilan zorluklari elimine etme amaci ile nanopartikul formulasyonlar

geligtiriimigtir. Geligtirilen formulasyonlar karakterize edilmis ve karsilastiriimistir.

Emdilsiyon-¢6ziclu buharlastirma yontemi ile ¢alisma amacina uygun o6zelliklerde

nanopartikul formulasyonlari hazirlanabilmektedir.

Hazirlanan bos nanopartikuller ila¢ yUklenen nanopartikillere gore daha kiguk
partikiil boyutuna sahiptir. ilag yiklenen nanopartikiillerin boyutlari 153,8 nm ile
362,4 nm arasinda ve polidispersite indeksleri 0,2'den dusuk bulunmustur.

Formulasyonlar tekduze dagihm gostermektedir.

Polimer tipi, polimer yuzdesi ve nanopartikuller hazirlanirken kullanilan organik

¢c6zicu nanopartikil boyutu tGizerinde etkili parametrelerdir.

Nanopartikul formulasyonlarinda yuksek yukleme etkinligi elde edilmistir. Ylzde

yukleme etkinligi degerleri %81,43 ile %93,50 arasinda bulunmustur.

Dosetakselin nanopartiktl formulasyonlarindan salimi, dnce hizl bir salimi takiben
kontrolli salim seklinde goézlenmistir. PLGA ug gruplari, polimer molekul agirhgi,

polimer ylzdesinin salim profilleri Gzerinde etkili oldugu gozlenmistir.
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Sitotoksisite c¢alismalari sonucunda, dosetaksel yukli nanopartikillerin MCF-7
hiicreleri Uzerinde dosetaksel coOzeltisine kiyasla daha yuksek ve uygulama

zamanina bagl olarak artan bir toksik etkisi oldugu gézlenmisgtir.
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