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BEYIiN GLIOMA TEDAVISINDE DOSETAKSEL YUKLU KATYONIK
NANOPARTIKULLERIN TASARIMI VE iN VITRO DEGERLENDIRILMESI

Cem Varan

oz

Beyin tUmorlu neoplastik hicrelerin beyin igcinde anormal gelismesidir. Beyin
tumorlerinin tedavisindeki en buylk problem kemoterapinin yetersiz kalmasidir.
Hucre kaltard calismalari kemoterapi ilaglarinin glioma hicreleri tzerinde etkili
oldugunu gdstermektedir fakat bu etki in vivo ¢alismalarda goriimemektedir. Bu
nedenle yeni ilag tasima stratejilerine ihtiya¢ vardir ve nanopartiktller bu alanda
umut vadeden sistemlerdir. Polikaprolakton (PCL) nanopartikil hazirlamada
kullanilan FDA tarafindan tedavi amacli kullanim i¢in onayli biyopargalanir,
biyouyumlu ve non-toksik bir polimerdir. Kitosan (CS) katyonik gruplar iceren lineer
bir polisakkarittir ve antikanser, mukoadezif ve immiinoadjuvan etkisi vardir. Ayrica
kitosan nanopartikil hazirlamada polimer ve kaplama materyali olarak da
kullanilir. Bu galismada, beyin glioma tedavisinde cerrahi operasyonu takiben
tumorun c¢ikartildigi bolgeye implante edilerek kullaniimak Utzere farkli polimerik
nanopartikullerin geligtiriimesi amacglanmistir. Bu c¢ercevede PCL baz polimer
olarak secilmis ve metoksi polietilen glikol-polikaprolakton (mePEG-PCL)
kopolimerleri ve yilizey yukinu pozitif hale getirebilmek icin de CS kaplamadan
yararlanilmigtir. Caligilan formulasyonlarin partikal buyuklugu kullanilan polimerin
tipine, hazirlama yontemine ve diger teknolojik parametrelere gore degismekle
birlikte 70-270 nm araligindadir. Bu partikil blyUklGgu araligi hicre igine giris ve
kanserli dokuda birikme acgisindan avantajlidir. Model ilag Dosetaksel tim
nanopartikillere yiuksek oranda yuklenmistir. Yapilan hicre kultira ¢alismalarinda
ise bos nanopartiklller fare fibroblast hicrelerinde sitotoksisite gostermemis, buna
karsin dosetaksel yuUklli formullasyonlar RG-2 sican glioma hicre hattina karsi
yiiksek sitotoksik etki gostermistir. Ozellikle CS-mePEG-PCL formiilasyonu hem
pozitif ylzey yuki hem de CS’in antikanser ve immunojenik 6zellikleri nedeni ile

ilacin ¢ozeltisinden daha ylksek sitotoksisite gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: Dosetaksel, PCL, mePEG-PCL, glioma, kitosan, nanopartikul.

Danigman: Dog. Dr. Erem Bilensoy, Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali ve Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali



DESIGN AND IN VITRO EVALUATION OF DOCETAXEL-LOADED CATIONIC
NANOPARTICLES FOR BRAIN GLIOMA TREATMENT

Cem Varan
ABSTRACT

Brain tumor is an abnormal growth of neoplastic cells within the brain. The most
common problem for treatment of brain tumors is the insufficiency of
chemotherapy. Cell culture studies show that chemotherapy drugs are effective
against glioma cell lines. However, the same effect didn’t occur at in vivo studies.
Thus, developments of novel drug delivery strategies are necessary and
nanoparticles are promising systems in this field. Polycaprolactone (PCL), which is
used for nanoparticle preparation, is biodegradable, biocompatible and non-toxic
polymer approved by FDA for therapeutic use. Chitosan (CS) is a linear
polysaccharide. It contains cationic groups and has anticancer, mucoadhesive and
immunoadjuvant effect. It is used for nanoparticle preparation as polymer or
coating material. The aim of this study was to develop different polymeric
nanoparticles to be applied as implants to the tumor site following surgical
operation in brain glioma treatment. In this context, PCL was selected as base
polymer and methoxy polyethylene glycol-polycaprolactone (mePEG-PCL)
copolymers along with CS coating to render positive surface charge were used.
Although the particle size of the formulations varied according to polymer type,
preparation technique and other technological parameters, it varies in the range of
70 to 270 nm. This size is favorable in terms of cellular uptake and accumulation in
tumor site. Modal drug Docetaxel (DOC) is highly loaded into all particle
formulations. It was found that in the cell culture studies blank nanoparticles did
not show any cytotoxic effect on mouse fibroblast cells, however DOC loaded
nanoparticles demonstrated significantly high cytotoxic effect on RG-2 rat glioma
cell line. CS-mePEG-PCL formulation in particular shows higher cytotoxicity than
the drug solution itself due to its positive surface charge as well the anticancer and

immunogenic effects of chitosan.
Keywords: Docetaxel, PCL, mePEG-PCL, glioma, chitosan, nanoparticle.

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Erem Bilensoy, Hacettepe University, Faculty of
Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology and Nanotechnology and
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1. GIRIS ve AMAG

Beyin ve merkezi sinir sistemi timorleri tim kanser tirleri iginde yetigkinlerde
%1’lik bir oranda gortlmesine karsin ¢ocukluk ¢agi kanserleri icinde %27’lik bir
oranla I6semiden sonra karsilasilan en yaygin kanser turadidr. Beyin kanseri
gunumuz yasam sartlarinda goérulme sikliginin artmasinin yani sira oldukca
yayllmaci, hizli gelisen ve olduracu bir kanser tartadir. Bu timérler en ¢ok sinir
sistemi yardimci hicreleri olan néroglia hiicrelerinden koken alirlar. Ornegin
glioblastoma multiforme, beyin ndroglia hlcrelerinde olusan bir beyin timadrtdur.
Oldukga hizli ilerleyen ve 6ldiricu olan bu kanser tirt tanisi konulan hastalarin
%50’si ik yil, %25 ise 2. yill hayatini kaybetmektedir. GuUnumuzde beyin
tumorlerinin  tedavisinde en sik tercih edilen yOontem cerrahi mudahaledir.
Kemoterapi ve radyoterapi ise genellikle destekleyici tedavi konumundadir.
Kemoterapiden istenildigi derecede yararlanilamamasinin en onemli nedeni kan
beyin engeli nedeni ile beyinin vucuttaki diger organlara gore gok daha ulagiimaz
bir organ olmasidir. Oral yolla veya damar i¢i enjeksiyon ile kana gecen ilaglar
beyine ulagsmak icin kan beyin engeli denilen 6zellesmis bir endotel duvarini
gecmek zorundadir. Kemoterapi ilaglarinin yalnizca %7’lik kismi antitimoral
etkinligini kaybetmeden bu engeli gecebilmektedir. Bu nedenle beyin timdrlerinde
oral ve parenteral olarak kullanilan ilaglarin etkinligi ¢cok dusuktir. Tedavi
etkinliginin artinlmasi agisindan umut vadeden bir ydntem ise kemoterapi
ilaglarinin dogrudan timorli dokuya verilmesidir. Ozellikle yapilmasi mutlaka
gerekli olan cerrahi operasyon sonrasi tumorun ¢ikarildigi dokuya, niks veya
ilerlemeyi dnlemek amaciyla, kemoterapétik ilag igeren, hicre igine ilag taginmasi
ve ila¢ igin depo olusturma gdrevlerini yerine getirebilecek bir implante sistemin

uygulanmasinin tedavinin etkinligini oldukg¢a artiracagi dusunulmektedir.

Kemoterapide kullanilan sitotoksik veya sitostatik ilaglarin en 6nemli sorunu
vucuttaki biyoyararlaniminin dusuk olmasi ve ilacin gosterdigi sitotoksisitenin
secici olmamasidir. Yani ilaglar kanserli hiicreleri dldurtrken ayni zamanda saglikli
hicreleri de oldirmektedir. Bu soruna son zamanlarda nanoteknolojik
yaklagsimlarla ¢6zum aranmaktadir. Yeterli miktarda ilacin tumor dokusuna
ulasmasi ve kanserli hicrelere spesifik sitotoksisite gostermesi icin boyutlari 50-

400 nm arasinda olmasi gerekmektedir. Ayrica katyonik yUkli nanopartikillerin



negatif yuklli hicre ylzeyi ile etkileserek hilcre igine girisinin kolaylastigi, bdylece

ilacin tedavi etkinligini artirdigi bilinmektedir.

Polimerik nanopartikillerin formulasyonunda siklikla kullanilan polikaprolakton
(PCL), insanda terapdtik ve implante sistemlerde kullanimi i¢cin Amerikan Gida ve
llag idaresi’nden (FDA) onay almis ender polimerlerden biridir. Ozellikle insan
vicudu igin toksik olmamasi ve biyopargalanir olmasi bu polimerin 6nemli
avantajlarindandir. Ayrica PCL'nin polietilen glikol (PEG) ile kopolimerizasyonu
sonucunda metoksi polietilen glikol-polikaprolakton (mePEG-PCL) kopolimeri elde
edilir. Bu iglem sistematik uygulamalarda nanopartiklin vicut icine verildikten
sonra proteinlerce taninmasina ve monontkleer fagositik sistem (MPS) tarafindan
alinarak vicuttan uzaklagtiriimasina engel olmaktadir. Yuzey yuku pozitif
tasarlanabilen mePEG-PCL nanopartikulleri boyutlari nedeniyle timorli dokularda
birikebilecek, yuzeylerindeki pozitif yuk ise hulcre igine giriglerini kolaylastiracak
daha etkin ve guvenilir tedaviye olanak verebilecektir, mePEG-PCL
nanopartikillerin ytzeyinin katyonik hale getiriimesinde kitosan (CS) kaplamadan
faydalanilacaktir. Biyoparcalanir ve biyouyumlu bir polimer olan kitosan, katyonik
polimerler iginde toksisite gostermeyen ender polimerlerdendir. Kitosanin mukozal
uygulamalardaki bir bagka ustlnligu ise mukoadezif 6zelligidir. Ayrica kaspaz-3
aktivatoru olarak antikanser etkinligi kanitlanmig bir polimer olmasi sebebiyle
mePEG-PCL nanopartikullerin antikanser etkinligine sinerjik katkida bulunacagi
disunilmektedir. immiin cevap olusturma 6zelligi kitosanin bir diger énemli
Ozelligidir. Kitosanin tim bu 0zelikleri ile tedavinin etkinliginin artiracagi

dusunulmektedir.

Bu tezde, glioma tedavisinde post operatif kullanilmak Uzere antikanser model ilag
(dosetaksel) yukli katyonik ve anyonik PCL nanopartikilleri hazirlanmigtir.
Anyonik nanopartikillerin hazirlanmasinda PCL ve onun bir tlrevi olan mePEG-
PCL polimerleri kullaniimigtir. Katyonik nanopartikiller ise hazirlanan anyonik
nanopartikillerin kitosan ile kaplanmasiyla elde edilmistir. ilag yUkli ve bos
formuUlasyonlarin ortalama partiktl buyuklagu, yuzey yuka (zeta potansiyeli), yluzey
morfolojisi, ilac yukleme kapasitesi ve in vitro salim profili gibi karakteristik
Ozellikleri incelenmigtir. Formulasyonlarin antikanser etkinligi ve sitotoksitesinin

belirlenmesi amaci ile farkli hiicre hatlariyla hicre kultira galismalar yapiimistir.



Bu tezin amaci beyin ve merkezi sinir sistemi timorlerinin tedavisinde cerrahi
operasyonu takiben tumorun cikartildigi bolgeye implante edilerek kullanilacak

etkin ve guvenilir ilag formulasyonlarinin gelistiriimesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Beyin

insanlarda sinir sistemi Merkezi Sinir Sistemi (MSS) ve Periferal Sinir Sistemi
(PSS) olmak Uzere iki kisimdan olusur. MSS ise beyin ve omurilik olmak Uzere iki
kismi kapsamaktadir. Beyin veya yunanca adiyla encephalon (kafa ici) sinirsel
iletisimin yonetim merkezidir. Omurgali hayvanlarin timinde bulunan bu organ
diger tim organlardan daha karmasik bir yapiya sahiptir. istemli ve istemsiz
yapilan tim hareketler dogrudan beyinin kontrolli altindadir. Ayrica beyin duyu
(gbrme, isitme, dokunma, tatma ve koklama), hafiza, kisilik ve duygudan sorumlu

bir organdir.

MSS ile diger tim organlar ve dokular arasinda sinir hicrelerinin olusturdugu bir
iletisim agi vardir. Bu ag aracihigiyla beyin vicuttaki tim hareket ve degisimleri
kontrolu altinda tutmaktadir. Goz gibi beyine yakin organlar bu sinir hicresi agi
sayesinde dogrudan bagl olmasinda kargin, vicudun diger bolgeleri omurga ile
dolayli olarak baglidir. Beyinin bu denli énemli bir organ olmasi onu diger
organlardan ayiran g¢esgitli koruma mekanizmalarinin i¢inde olmasina neden
olmustur. Beyin en digtan kafatasi denilen guglu bir kemik doku ile darbelere kargi
korunmaktadir. Kafatasi ve beyin arasinda tampon gorevi goren beyin zarlar
vardir. Ayrica beyin ve omurilik olmak Uzere tim merkezi sinir sistemi elemanlari

beyin omurilik sivisi (BOS) denilen 6zellesmis bir sivi ile doludur (Sekil 2.1.).

Kafatas
\

Beyin

Kafatasi

(BOS ile Dolu)

BOS
(Zarlar Arasi)

Omurilik

Sekil 2.1. Beyin'’in yapisi [1].



Histolojik olarak incelendiginde sinir sistemi hucreleri néron ve néroglialar olmak

uzere iki gruba ayrilmaktadir;

Noronlar sinir sisteminin fonksiyonel birimleridir. Tum sinirsel iletisimden bu
hiicreler sorumludur. Oldukca farklilagsmis htcreler olan néronlar temelde dendrit
ve akson olmak Uzere iki kisimdan olusur. Bu hicrelerde sinirsel ileti dendrit
algilanir ve akson aracihigiyla iletilir. Ayrica noronlar akson ve dendrit sekillerine
gore farklihk gosterirler ve bu nedenle farkl isimlendirmeler s6z konusudur (Sekil
2.2.). Bu hucrelerdeki en ufak bir degisim bile kisinin hayatini ciddi etkileyecek

sorunlar dogurabilir.

Dendrit _ Ependimal
% Hucreler
\ | LA
| |
| i
( @l
\ \‘/" L Akson
., a
(
Akson if-\kson
Multipolar Bipolar Unipolar
Sekil 2.2. Noron cesitleri [3]. Sekil 2.3. Noroglia turleri [3].

Noroglialar, sinir sisteminin yardimci elamanlaridir. Gorev ve yapi olarak ¢ok farkl
hicreleri igine alan genis bir gruptur. Astrosit, oligodendrosit, ependimal, redial
hiicre, Schwann hicreleri, mikro glial htcreler ve uydu hicreler bu gruba
girmektedir (Sekil 2.3.). Her hucre sekil ve gorev bakimindan MSS’nin degisik
ihtiyaglarinin karsilamaktadir. Astrositler veya astrioglialar MSS’de en ¢ok bulunan
glial hucrelerdir. Yildiz bigiminde olan bu hicrelerin néronlara yapisal destek
olmak, besin saglamak, iyon dengesini kurmak ve darbe ve yaralanmalara karsi
onarici gorevleri vardir. Astrositlerin bir diger dnemli gorevi ise endotel hiucrelere

destek olarak kan beyin engelini (KBE) butunlaguni saglamaktir. Oligodendrositler
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veya oligodendroglialarin en 6nemli gérevi MSS ndronlarinin akson kismini
sararak miyelin kilif olugturmaktadir. Miyelin kilif sayesinde sinirsel iletimin hizinin
artmaktadir. Schwann hucreleri ise PSS noronlari icin ayni gorevi yapmaktadir.
Ependimal hicreler beyinin ventrikiler sistemi ve omuriligi saran ince bir membran
olan ependimayi olusturur. Radial hiicreler ya da radiaglialar embriyonik donemde
MSS’in gelismesinde anahtar rol oynayan hucrelerdir. Mikroglialar ise MSS’nin
makrofajlaridir. Herhangi bir patojenik durumda MSS’i korumla gérevlidirler. Uydu
hicreler PSS noronlarinin gangliyon kisimlarini saran hucrelerdir ve buradaki

mikro ¢evrenin korunmasinda sorumludurlar [1-4].
2.2. Kanser

Amerika Ulusal Kanser Enstitisiine (National Cancer Institute) gore kanser kontrol
edilemeyen anormal hicre bolinmesi ve bu hicrelerin diger dokulari istila etmesi
sonucu olusan bir hastaliklar toplulugudur [5]. Vlcut hicrelerinde dogal veya
cevresel nedenlerden o6turtu cesitli DNA hasarlari olusmaktadir. Bu hasarlarin
birikmesi sonucunda hucreler koken aldiklari hiucrelerden farklilagir ve ¢ogalarak
tumor olarak adlandirilan kitleleri olugtururlar (Sekil 2.4.). Bu tumorler kanserlesme
surecine girebilecegi gibi dogal yollarla vicuttan elimine de olabilirler. Her timaor
kanser degildir. Tumdrlesen hicreler eger cevre dokular istila etmiyor, vicudun
diger Dbolgelerine sigramiyor ve bulundugu bdlgedeki viicut fonksiyonlarin
etkilemiyor ise iyi huylu ya da benign tumorler olarak adlandirilirlar. Eger
timorlesen hicreler bulunduklari bolgedeki dokulari isgal ediyor, kan ve lenfatik
sistem yardimiyla vicudun diger bolgelerine si¢riyor veya kontrolsiz bolinmeye
devam ediyor ise kotl huylu (malign) timoérler ya da kanser olarak tanimlanirlar [6-
9].
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Sekil 2.4. Kanserlesen hucrelerin sematik gosterimi [10].

Gunumuzde hastalik kaynakli élimlerin buyUk bir kismi kanser ve buna bagl
hastaliklardan kaynaklanmaktadir. 2004 yilinda yapilan bir ¢galismaya goére dinya
capinda 8,923,000 kisi (hastalik kaynakl 6lim nedenlerinin %15.1') kalp
hastaliklari nedeniyle dlmekteyken bunu 7,424,000 kisi (hastalik kaynakli 6lum
nedenlerinin %12.6’s1) ile kanser izlemektedir. Gelismis Ulkelerde ise kanser
kaynakh olumler (2,154,000 kisi ile hastalik kaynakli dlumlerin %26.6’s1) kalp
hastaliklarini (1,563,000 kisi ile hastalik kaynakh olumlerin %19.3'4) geride
birakarak en sik kargilasilan 6lum nedeni durumundadir [11]. Amerikan Kanser
Dernegdi (American Cancer Society) arastirmalarina goére 2012 yilinda Amerika'da
1,638,910 yeni kanser vakasi olacagi ve 577,190 Amerikalinin kanser nedeniyle
hayatini kaybedecegi tahmin edilmektedir. Kanser tiplerinin gorulme sikhgi,
ilerleme hizi, tani ve tedavi etkinligi kendi aralarinda farkhlik gosterebildigi gibi
hastanin irki, cinsiyeti, genetik gegmisi, yasi ve sosyo-ekonomik durumuna bagh
olarak da farkhlik gdstermektedir. Ornegin erkeklerde en sik karsilagilan kanser

tipi prostat (tum kanser vakalarinin %29’u) kanseri iken kadinlarda en sik



karsilagilan kanser tipi meme kanseridir (tum kanser vakalarinin %29’u). Buna
kasin her iki cinsiyet i¢cin en olduricu kanser tipi Akciger kanseridir (Tum kansere
bagh olumlerin, erkeklerde %29’u kadinlarda %26’s1) (Sekil 2.5.) [12]. 2008 yih
verilerine gore ise en sik gorulen kanser tipleri dinyanin farkh boélgelerinde farklilk
gostermektedir (Sekil 2.6.) [11].

Cocukluk gaginda, kaza disi 6lumlerden sonra gorulen en sik 6lum nedeni kanser
kaynaklidir. 2012 yilinda Amerika’'da 1,340 gocugun (0-14 yas) kanser nedeniyle
Olecegi tahmin edilmektedir. Cocukluk ¢agi (0-14 yas) kanserleri icinde ise en sik
gorulen kanser Lésemidir (TUum kanser vakalarinin %34’U), bunu Beyin ve Diger

Sinir Sistemi Kanserleri (TUm kanser vakalarinin %27’si) izlemektedir [12].

Tahminl Yenl Vaka Tahminl S10m
Erkek Kadin Erkek Kadin
Prostat Meme Akciger
241,740 (%29) 226,870 (%29) 87,750 (%29) Akciger

Akciger

Akciger

Prostat

72,590 (%26)

116,470 (%14) 109,690 (%14) 28,170 (%9) Meme
Kolon Kolon Kolon 39,910 (%14)
73,420 (%9) 70,040 (%9) 26,470 (%9) Kolon
Mesane Rahim Pankreas 23,220 (%9)
55,600 (%7) 47,130 (%6) 18,850 (%6) Pankreas
cilt Tiroit Karaciger 18,940 (%7)
44,250 (%5) 43,210 (%5) 13,980 (%5) Ovaryum
Bobrek cilt Lasemi 15,500 (%8)
40,250 (%5) 32,000 (%4) 13,500 (%4) Losemi
Hodgkin Digi Lenfoma Hodgkin Digi Lenfoma Ozefagus 10,040 (%4)
38,160 (%4) 31,970 (%4) 12,040 (%4) Hodgkin Digi Lenfoma
Agiz Boslugu Babrek Mesane 8,620 (%3)
28,540 (%3) 24,520 (%3) 10,510 (%3) Rahim
Lasemi Ovaryum Hodgkin Disi Lenfoma 8,010 (%)
26,830 (%3) 22,280 (%3) 10,320 (%3) Karacier
Pankreas Pankreas Bobrek 6,570 (%2)
22,090 (%3) 21,830 (%3) 8,650 (%3) Beyin ve Sinir Sistemi
Beyin ve Sinir Sistemi Beyin ve Sinir Sistemi Beyin ve Sinir Sistemi 5,980 (%2)
12,630 (%1.5) 10,280 (%1.3) 7,720 (%3) Tam Kanser Tarleri

Tam Kanser Tarleri
848,170 (%100)

Tam Kanser Tarleri
790,740 (%100)

Tum Kanser Turleri
301,820 (%100)

275,370 (%100)

©2012, American Cancer Society, Inc., Surveillance Research

Sekil 2.5. Amerikan Kanser Toplulugu verilerine gore 2012 yilinda tahmini yeni
kanser vakasi ve tahmini 6lim oranlarinin kanser turlerine gére dagilimi [12].




En Yaygin Kanser Bolgeleri
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M uterus "] Karaciger M Mide
[ Kolon M Akciger M Tiroit

M Hodgkin Digi Lenfoma veri Yok

Source: GLOBOCAN 2008,

Sekil 2.6. Dunya ¢apinda kadin ve erkeklerde en sik gortlen kanser tirlerinin
ulkelere gore dagihmi [11].




2.3. Beyin Tumarleri

Beyin Tumorleri kdken aldiklart hiucre turine goére Birincil Beyin Tumdrleri (BBT)
ve Ikincil Beyin Ttmérleri (IBT) olmak Uizere ikiye ayrilir. Birincil Beyin Timorleri
merkezi sinir sistemi hicreleri olan néron veya néroglialarin kontrolstz bir sekilde
bayumesi ve ¢ogalmasi sonucunda beyinde olugsan anormal doku kutleleridir. Bu
nedenle birincil beyin tumarleri dogrudan beyin igcinde olusan ve gelisen olgulardir.
ikincil Beyin Tumérleri ise viicudun baska bir dokusunda gelisen timor
hicrelerinin (genellikle akciger, meme, kolon ve bobrek kanser hucrelerinin)
beyine go¢ etmesi ve buraya yerleserek gelismesi sonucunda olusan tumorlerdir.
Kan Beyin Engeli ikincil Beyin Timérlerinin olusmasinda sinirlayici bir rol
oynamasina kargin her yil yaklasik 170,000 hastaya iBT tanisi konulmaktadir. iBT
beyin hicrelerinden kdken almadigi igin genellikle kdken aldigi kanser hicresinin
Ozelliklerini gostermektedir ve ilgili kanser tartyle iliskilendirilir. Beyin Tamorleriyle
ilgili aragtirmalar ise koken aldigi hucrelerin MSS hucreleri olmasi nedeniyle BBT

ustiine yogunlasmistir [13, 14].

Birincil Beyin Tumdrleri genellikle MSS yardimci hicreleri olan ndroglialardan,
nadirense MSS fonksiyonel hlcreleri olan néronlardan kdken almaktadir. Noéronlar
oldukga farkhlasmis hucrelerdir bu nedenle bu hucrelerin genetik materyalindeki
en ufak bir degisiklik kanserlesme yerine hicrenin 6limidne neden olmaktadir.
Noroglia hicreleri néronlarin aksine gogalabilen, farkhlasabilen, nispeten daha az
Ozellesmis hicrelerdir bu nedenle de kanserlesmeye daha yatkin hucrelerdir.

Gunumuzde BBT buyuk bir kismi noroglial hucrelerden koken almaktadir [1].

BBT isimlendiriimesi ve siniflandiriimasinda birgok farkli yaklagim olmakla birlikte
BBT'in isimlendiriimesinde genellikle koken alinan hiicre veya bolge adi
kullaniimaktadir. Ornegin glial bir hicre tipi olan astrositlerin kanserlesmesi
sonucunda astrositoma, oligodendrosit hucrelerindeki kanserlesme sonucunda
oligodendroglioma, beyin zarinda olusan kanserlesmeye ise Beyin Zari Tumorleri

olarak isimlendirilmektedir [13, 15].

Diunya Saghk Orgiti (WHO) beyin tumoérlerini kéken aldiklari hicre, farklilasma
dizeyi, cogalma ve yayilma davranisina gore 4 evreye ayirmigtir;
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1. Evre Tumorler: Hucreler saglikh hicrelere benzer, yavas gelisir ve
sinirlar  bellidir. Genellikle yayillmaci olmayan iyi huylu (benign)
tiimorlerdir (Orn: pilositik astrositoma).

2. Evre Tumorler: Hucreler saghkh hicrelere 1. evre timorlerine kiyasla
daha az benzer. Kétii huylu (malign) timorlerdir (Orn: disik derecel

astrositoma).

3. Evre Tumorler: Hacreler saglikli hucrelerden oldukga farklilagmistir. 1.
ve 2. evre timorlerine kiyasla saglikli hicrelere daha az benzer. Kotu

huylu (malign) timéorlerdir (Orn: anaplastik astrositoma).

4. Evre Tumorler: Huacreler sadlikli hiicrelere neredeyse hi¢ benzemez ve
cok hizl gelisirler. Tumor katlesinin merkezinde 61U hucre bolgeleri vardir
ve kan damarlari bakimindan zengindir. Hayatta kalma suresi en dusuk
ve en yayilmaci koéti huylu (malign) timérlerdir (Orn: glioblastoma
multiforme (GBM)) [1, 16] .

Birincil beyin timorlerin kendi icinde iyi huylu (benign) tumorler ve koti huylu
(malign) tumorler veya beyin kanserleri olmak lzere ikiye ayrilir. lyi huylu beyin
tumorleri kanser hicresi igcermez, cerrahi operasyon ile ¢ikartilabilir ve tekrar etme
riski disuktur. Ancak iyi huylu beyin timorleri diger dokulardaki iyi huylu timérlere
gore ¢cok daha tehlikelidir. Bunun en dnemli nedeni beyinin kafatasi ile sinirl bir
alan icinde bulunmasidir. Kafatasinin sinirlayici bu etkisi nedeniyle buradaki
hacimsel en ufak bir artis bile ciddi sorunlara neden olabilmektedir. Kafatasi icinde
gelisen iyi huylu timor katleleri beyine baski yaparak beyinin normal
fonksiyonlarini engellemekte noronlarin fonksiyonlarini gergeklestirememesine
hatta hiicre dlumlerine neden olarak hastanin hayatini ciddi riske sokmaktadir.
Ayrica diger iyi huylu timorlerde oldugu gibi birincil beyin timérlerinin de her

zaman kotu huylu beyin timorlerine dontusme riski vardir.

Kotu huylu beyin timorleri veya diger adiyla beyin kanserleri hasta hayati icin
oldukga tehlikeli kanserlerdir. Bu beyin timdrleri iyi huylu beyin timdrlerinin aksine
hizli ve yayilmaci bir sekilde geliserek ¢evre dokulari istila eder ve nadiren diger

organlara metastaz yapar [1, 13, 17]. Kotl huylu beyin timdrlerinin tedavisi
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oldukca guctur ve ileri evrelerinde (Orn: glioblastoma multiforme) hayatta kalma

suresi tanidan sonra 1 yila kadar dusmektedir [18].

2.3.1. Beyin timarlerinin epidomiyolojisi

Birincil Beyin Tumorleri tum kanser tipleri i¢inde yetiskinlerde %7’lik bir kesim
kapsamasina karsin cocuklarda %Z27’lik bir oranla I6semiden sonra 2. siklikla
gorulen kanser tipidir. Ayrica gocukluk ¢aginda en sik gorulen kati tumor tipidir.
Yapilan arastirmalara gore Amerika Birlesik Devletlerinde 2013 yilinda 69,720
kisiye BBT tanisi konulacak bunlarin 24,620’si koétl huylu beyin timord olmasina
kargin 45,100'Un iyi huylu beyin timoru olmasi beklenmektedir. Ayrica yaklasik
4,300 20 yas altt g¢ocuga birincil beyin tumoru tanisi konulacagi bunlarin
3,050’sinin 15 yas alti olacagi 6ngorulmektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde her
100,000 kisiden yaklasik 221’ine beyin tumart tanisi konulmaktadir [17].

Birincil Beyin Tumorleri icinde yetiskinlerde en sik karsilasilan timor tipi %34’lUk
oranla menenjiom’dur (Meningioma). Menenjiom beyin ile kafatasi arasinda
bulunan beyin zarlarinda olugan bir tumor tipidir. Bu tumor tipi genellikle yavas
ilerler, asemptomatik (belirti géstermeyen) olabilir ve iyi huyludur. ikinci siklikla
gorulen BBT tipi %30’luk oranla glioma’dir ayrica glioma tim ko6t huylu beyin
tumorleri icinde %80’lik bir payla en sik karsilagilan k6t huylu beyin timaoradar.
Glioma noroglial hucre kaynakh beyin tumdrlerine verilen genel bir addir. Bu
grubun icinde glioblastoma, astrositoma ve oligodendroglioma gibi bircok beyin
tumora tipi bulunmaktadir. Tim glioma vakalarinin %54°Gn0 glioblastoma, %7’sini
astrositoma, %76’sini ise bu iki timorin kombinasyonu olusturmaktadir. Ayrica
glioblastoma’nin ileri evresi olan glioblastoma multiforme olduk¢a yayilmaci, hizl
ilerleyen ve o&ldurdcu bir tiumoérdur. Glioblastoma multiforme tanisi konulan

hastalarin %50’si ilk yiIl %25’ ise ikinci yil hayatini kaybetmektedir[17].

Birincil Beyin Tumorleri iginde 20 yas alti gocuklarda en sik karsilasilan tumor tipi
%20’lik oranla meduloblastomadir. Bunu %15-20’lik oranla dusuk evreli
astrositomalar (Orn: pilositik astrositoma), %10-15'lik oranla beyin koki gliomalari

ve %8-10’luk oranla ependioma izler [19].

Birincil Beyin Tudmorlerine yakalanma orani yasa bagli olarak degisiklik
gostermektedir. 2005-2009 yillar arasinda Birinci Beyin Tumdriine yakalanana
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hastalarin ortalama yasi 59’dur. Bunlarin %13’G 20 yas alti ¢ocuklar olmasina
karsin, %8.8'i 20-34 yas arasi, %9.2'si 35-44 yas arasi, %14.8'i 45-54 yas arasi,
%19'u 55-64 yas arasli, %16.7’si 65-74 yas arasi, %13.8'1 75-84 yas aras! ve
%4.7’si 85'yas ustudur. Amerika Birlesik Devletlerin’de 2005-2009 yillari arasinda
birincil beyin timoérd nedeniyle 6len hastalarin ortalama yasi 64°'tGr. Bunlarin
%3.9'u 20 yas alti gocuklar olmasina karsin, %3.7’si 20-34 yas arasi, %6.5'i 35-44
yas arasl, %14.6’'s1 45-54 yas arasl, %22.5'i 55-64 yas arasi, %22.5'i 65-74 yas
arasl, %19.4'0 75-84 yas arasi ve %6.9'u 85yas ustudur. Verilerden de
anlasilacagi gibi 20 yas alti ve 44 yas Ustunde Kigilerin birincil beyin tUmorlerine
yakalanma riski diger yas gruplarina goére daha fazladir. 45 yas ve Ustl hastalarin
ise beyin tumoru nedeniyle hayatini kaybetme orani 44 yas alti hastalara gore gok
daha fazladir. Ayrica yapilan arastirmalar BBT'ye erkeklerin kadinlara oranla daha
fazla yakalandigin gostermektedir. BBT'ye yakalanma orani irklar arasinda da
farkhlik gostermektedir [20].

2.3.2. Beyin tumarlerinin fizyolojisi

Beyin tumorleri saglikli beyin dokusuna gore bazi farkhliklar icerir. Bu farklilhklar
tumorun evresine gore degismektedir. Duslk evreli astrositomalar veya diger
dusuk evreli beyin tumorlerinde tumor katlesi henuz olusmamistir ve kanser
hacreleri saglikli hucreler arasinda dagiimistir. Genellikle tamor bolgesi saghkh
beyin dokusundan ¢ok az farklilik gdsterir. Anaplastik astrositoma gibi 3. evre
tiumorlerde ise tUumor hdcrelerinin bir arada bulundugu tumor kuatleleri olusur ve
damarlanmada artis gorulir. Olusan damarlar saglkh beyin dokusundaki
damarlara gore; endotel hicreleri arasi anormal bosluklar, kivrimli damarlanma,
damar tikanikliklari, normalden ince endotel tabaka, kér damarlanma, atardamar
ile toplardamar arasi anormal baglantilar, dusuk kan akig hizi gibi yapisal
bozukluklar igerir (Sekil 2.7.).

Damarlanma timortn gelisimi icin olduk¢a 6nemlidir. Damarlanma olugsmadigi
takdirde kanser hicreleri gelisemez ve genellikle timaor katlesinin boyutu 1-2 mm’i
gecmez. Besin ve oksijen timoér kitlesinin en disindaki hicreden merkezinde
bulunan hucreye dogru diftizyon yolu ile iletilir. Bu nedenle tumor merkezine dogru
gidildikge oksijen ve besin eksikligi buna karsi metabolit birikimi olugur. Bu durum

tumor katlelerinin normal dokuya goére daha asidik olmasina neden olur. Oksijen
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eksikligi ve artan asidite tim hicrelerde oldugu gibi kanser hicrelerinde de
oldurtcudar. Tumor merkezindeki oksijen eksikligi ve artan asidite buradaki kanser
hicrelerinin 6lmesine ve nekrotik tabakalarin olusmasina neden olur. Bu durum
Ozellikle glioblastoma multiforme gibi 4. evre beyin timodrlerinde yaygin olarak
gorulmektedir. Oksijen eksikligine karsi kanser hucrelerinden vaskuiler endotel
buylime faktori (VEGF) gibi damarlanma tetikleyici ajanlarin salimi gergeklesir. Bu
ajanlar damar endotel hucrelerini tetikleyerek timor kutlesine  dogru
damarlanmanin artigina neden olur. Yapilan ¢alismalar glioblastoma multiforme’de
VEGF konsantrasyonunun normal beyin dokusuna kiyasla 200 ile 300 kat daha
fazla oldugunu gdstermistir. Oksijen eksikligi damarlanmayi artirdigi gibi timaorin
radyoterapi ve bazi kemoterapi ajanlarina karsi direncgli olmasinin da sebebidir
[21-22]. GUnUmuzde tumor kitlesine 6zgl bu durumdan yararlanarak yeni tedavi

yaklagimlari da gelistiriimektedir.

Normal Doku

Damar
tikanikligr 3
('\ _ B \ Kor damar
)' Anormal
£ bosluklar

Atardamar-Toplardamar
arasl anormal baglantilar

Sekil 2.7. Normal damarlanma ve timoérlu bélgedeki damarlanma arasindaki
farklarin sematik gosterimi [22].

14



2.3.3. Beyin tumarlerinin belirtileri ve tanisi

Birincil Beyin Tumorlerinin belirtileri timorin bulundugu bolgeye gore cesitlilik
gosterebilmektedir. Bunun nedeni timorin, gelistigi bolgedeki sinirlere baski
yapmasl sonucu hastanin yasaminin olumsuz etkilemesi ve buna bagl belirtilerin
ortaya ¢ikmasidir. Genellikle hastalarda bas agrisi ve bunu takip eden kusma
ndbetleri, mide bulantisi, istahsizlik, gérme, duyma ve konusma bozukluklari,
denge kaybi ve yurime bozukluklari, kisilik, ruh hali ve davranis degisiklikleri,
dikkat eksikligi ve unutkanlik, kas titremeleri ve segirmeler, kol ve bacaklarda
uyusma ve sizlamalar gibi belirtiler gorular. Tumorun bulundugu bolgeye gore bu
belirtilerin bir veya daha fazlasi gorulebilir [1, 23-25]. SUphesiz birgok hastalikta
buna benzer belirtiler gortlmektedir bu nedenle hastada beyin tumaéra olup olmadi

ileri tan1 yontemleri ile desteklenmelidir.

Beyin tumodrlerinin tanisinda hekimler genel saglik muayenesi ve norolojik
muayene ile elde ettigi bulgulari manyetik rezonansl goéruntileme ve bilgisayarh
tomografi gibi ileri goéruntiileme yontemleri ile desteklemelidir. ileri géruntiileme
yontemleri ile herhangi bir timor kitlesine rastlanmis ise biyopsi yapilarak érnek
alinir ve tumorun kesin tespiti, evresi, kdkeni ve turandn belirlenir. Tani islemini

ardindan uygun bir tedavi proseduru belirlenerek hastanin tedavisine gegilir [26].

2.3.4. Beyin tumaorlerinin tedavisi

Beyin tumorlerinin tedavisinde tUmorun tipi, evresi, yeri, cerrahi olarak alinip
alinamayacagi, cerrahi operasyon sonrasi kanser hucresi kalip kalmayacagi ya da
ne kadar kalacagi, tekrarlama riski ve hastanin genel saglik durumu g6z éninde
tutularak uygun bir tedavi prosedirt belirlenir. Ginimuzde beyin timdrlerinin
tedavisinde en sik tercih edilen yontem cerrahi mudahaledir. Kemoterapi ve
radyoterapi ise genellikle destekleyici tedavi konumundadir. Bunun nedeni beyin
tumorlerinin tedavisinde kemoterapi ve radyoterapinin etkinliginin olduk¢a dusuk
olmasidir. Ancak timér beyin sapi gibi cerrahi midahale icin c¢ok riskli veya
olanaksiz bir bodlgede ise cerrahi mudahale olmaksizin radyoterapi veya

kemoterapi uygulanir [1, 24, 26].
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2.3.4.1. Cerrahi tedavi

Cerrahi midahalenin ilk basamaginda ileri gorintiileme yontemleri ile tumaorin yeri
belirlenir daha sonra kraniotomi ydntemi ile hastanin kafatasinda bir bolge acilir
(Sekil 2.8.). Acilan bu bdlgeden tumdre ulasilarak tamor cikartilir. TUmor
cikartildiktan sonra beyin zarlari dikilir, hastanin kafatasinda agilan bdlge
implantlar veya 6zel yapistiricilar yardimiyla geri takilir ve kafa derisi dikilerek
cerrahi mudahale tamamlanir. Cerrahi mudahale ile tumoértun bayuk bir kisminin
cikartiilmasi mUmkinddr ayrica bu yontemin herhangi bir sistemik yan etkisi

bulunmamaktadir.

Bu yontemin en blyuk dezavantajlari ise tumoran tamaminin gikartilamamasi
sonucunda timorun tekrar niks etme riskin olmasi ve oldukga deneyimli
cerrahlara ihtiyag olmasidir. Ayrica cerrahi operasyon sirasinda kisinin saglikh
dokularina zarar verilmesi sonucu kigide duyu kaybi, kigilik degisikligi gibi sorunlari
olusabilecegi gibi cerrahi operasyon sonrasi beyinde 6dem veya enfeksiyon

olusmasi gibi riskler de vardir [1, 27-28].

Kraniotomi

o :
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Sekil 2.8. Kraniotomi prosedurinun sematik
gOsterimi [26].
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2.3.4.2. Radyoterapi

Radyoterapi tumor hicrelerinin x-1gin1, gama 1sini veya proton gibi yuksek enerji
uygulanarak oldurilmesi temeline dayanan bir tedavi yontemidir. Beyin
timorlerinin  tedavisinde genellikle cerrahi sonrasi bdlgede kalan kanser
hacrelerinin  temizlenmesinde kullanilir. Radyoterapinin yan etkileri oldukca
dusuktlr, sa¢ dokulmesi, kafa derisinde kizariklik, kuruluk veya hassasiyet
olusabilir. Bazi durumlarda radyoterapinin saglikli beyin dokusuna zarar verdidi,
Ozellikle ¢ocuklarda 6grenme guglugu ve gelisim bozukluklarina neden oldugu

gorulmustar [1, 29].

2.3.4.3. Kemoterapi

Kemoterapi de genellikle radyoterapi gibi cerrahi sonrasi bdlgede kalan kanser
hicrelerinin - temizlenmesinde  kullanilir.  Beyin  timorlerinin - tedavisinde
kemoterapiden istenildigi derecede yararlanilamamasinin en 6nemli nedeni kan
beyin engeli nedeni ile beyinin vicuttaki diger organlara gére ¢ok daha ulasiimasi
glc¢ bir organ olmasidir. Kana gegen ilag beyine ulagsmak igin kan beyin engeli
denilen Ozellesmis bir endotel duvarini gegmek zorundadir. Kucik molekullu
ilaglarinin yalnizca %?2’lik bir kismi bu engeli gecebilirken buyuk molekullu ilaglarin
neredeyse tamami bu engeli gecemez. Bu nedenle kemoterapi ilaglarinin beyine
ulastirimasinda farkh stratejiler kullanilmakta ve tedavi etkinligi artirimaya
cahlisiimaktadir [30-33].

2.4. Beyine ilag Ulagtirma Stratejileri

Antikanser ilaglar basta olmak Uzere beyin hastaliklari ile ilgili ilaglarin uygulama

sekilleri genellikle beyin ici enjeksiyon, damar ici enjeksiyon veya oral seklindedir.

Beyin ici enjeksiyon ya da kanser hastalari igin tumor igi enjeksiyonda ise ilag
invaziv bir gsekilde dogrudan dokuya verildiginden kan beyin engeliyle

karsilasmadan hedef bolgeye ulagsmaktadir.

Damar ici enjeksiyon ya da oral olarak verilen bir ilacin beyine gegmesi icin kan
damarlari boyunca ilerlemesi ve hedef bolgeye ulasmasi i¢in kan beyin engelini
gecmesi gerekir. Bu nedenle damar veya agiz yolu ile kullanilacak ilaglarin kan

beyin engelini gegcmesine olanak saglayan bir formulasyon ile hazirlanmasi
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gerekmektedir. Her iki dozaj seklinin birbirlerine gore Ustunlikleri ve dezavantajlari

mevcuttur.

2.4.1. TUmor ici enjeksiyon

Tumor ici enjeksiyonda antikanser ilaclar bir kateter veya ila¢ iceren implante
tampon yardimiyla dogrudan tumor igine verilir. Bu yontemi cerrahi sonrasi
kullanilan tampon sistemler ve kateter sistemler olmak tzere temelde iki sisteme

ayirmak mumkundur [34].

2.4.1.1. Cerrahi sonrasi tampon sistemler

ilag iceren implante tamponlar merkezi sinir sistemine dogrudan ilag salarak beyin
tumorlerinin tedavisinde kullanilabilen yeni bir yaklagimdir. 1976 yilinda Lange ve
Folkman yaptiklari ¢alismada ilk kez biyopargalanir olmayan etilen vinil asetat
(EVAC) kopolimerinin makromolekdilleri belirli bir sire salabildigini gdstermistir. Bu
polimerik tamponlara ila¢ molekullerinin hapsedilmesi ile istenilen sure ve hizda
ilag salan tamponlar olusturulmustur. Difiizyon hizi ilacin molekdl agirligi, yiuzey
yukl ve suda ¢ozunurlugu gibi kimyasal 6zelliklerine baglidir. EVAc polimerleri
uzun vyillar kliniklerde dogum kontroll, glokom ve astim gibi hastaliklarin
tedavisinde kullaniimigtir. Bu tamponlarin en buyuk sakincasi ise biyolojik olarak
parcalanabilir olmamalari ve bu nedenle vucutta ilag salimi bittikten sonra da

kalmalaridir.

Gunumuzde EVAc tamponlarin yerini biyopargalanir polimerlerden yapilan yeni
nesil tampon sistemler almigtir. Bu sistemlerde ilag salimi sirasinda polimerin
parcalanmasi da gercgeklestigi icin tedavi sonrasinda viacutta tampon artigi
kalmamakta ve biyolojik yollarla yikilmaktadir. Biyoparcalanir polimerlere 6rnek
olarak Polianhidrit poli[bis(p-karboksifenoksi) propan-sebasik asit] (PCPP-SA)
polimeri verilebilir. Bu polimer su ile spontan olarak reaksiyona girerek
dikarboksilik asite bozunmaktadir. Bu yeni nesil tampon sistemler EVAc tampon
sistemlerine gore salim hizinin neredeyse sabit olmasi, salim siresinin 1-2
gunden birkac yila kadar ayarlanabilir olmasi, istenilen sekil ve boyutta Uretilebilir
olmasi, vucutta tampon artigi kalmamasi ve pargalanma urunlerinin toksik,

mutojenik ve teratojenik olmamasi gibi Usttnlikleri s6z konusudur.
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Biyoparcalanir polimerler ilag yUkli tamponlarin beyin timorlerinin tedavisinde
kullanilmasina olanak vermistir. Bu amagla beyin timorleri tedavisinde kullaniimak
Uzere ilk tampon olan Gliadel® Amerikan Gida ve ilag idaresinden (U.S. Food and
Drug Administration (FDA)) 1996 yilinda ruhsat almis ve piyasaya surulmustir.
Gliadel® Karmustin yikli PCPP-SA polimerinden olusturulmus bir tampon
sistemdir. Karmustin beyin timora hicreleri Ustine etkili olmakla birlikte sistemik
olarak verildiginde dusuk yarilanma omrine (yaklasik 15 dk) sahiptir ve cgesitli
sistemik toksisitelere neden olmaktadir. Gliadel® tamponlarda ise ilacin yan
etkilerini azaltmak ve tedavi etkinligini artirmak amaci ile ilag polimerik bir matriks
icinde timorli bolgeye cerrahi operasyon sirasinda dogrudan uygulanir (Sekil
2.9.). Yetigkinlerde sik gorulen ve oldukga oOldurucu olan glioblastoma multiforme
tedavisinde cerrahi operasyon sarttir. Cerrahi operasyon ile tumor kutlesi alinsada
tumor hucrelerinin bir kismi bdlgede kalir. Bu da hastaligin tekrar niks etmesine
neden olur. Gliadel® tamponlar destekleyici tedavi konumundadir ve timor kitlesi
alindiktan sonra bolgeye yerlestirilerek kalan tumor huacrelerinin yok edilmesini
amaglamaktadir. Yapilan c¢alismalar da Gliadel® uygulanan glioblastoma
multiforme hastalarinda hayatta kalma stresinin arttigi gézlenmistir. Bu tampon
sistemler 6zellikle glioblastoma multiforme tedavisinde kliniklerde kullaniimaktadir
[17, 34-40].

Sekil 2.9. Gliadel® tamponlarin
uygulanmasi [35].
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2.4.1.2. Kateter sistemler

Beyin tumdrlerinin tedavisindeki bir diger yaklasim ise kateter sistemlerin
kullaniimasidir. Beyin timoru hastalarinda kateter, bir ucu timor bolgesine diger
ucu ise genellikle kafa derisi olmak Uzere vicudun kolay ulasilabilir bir yerine

cerrahi operasyon ile yerlestirilir (Sekil 2.10.).

Kateter sistemlere 0Ornek olarak uzun vyillardir kliniklerde uygulanan Ommaya
rezervuarlari gosterilebilir. Antikanser ilaglar hastalara dozlar halinde belirli zaman
araliklarinda verilmektedir. Kan beyin engeli, sistemik toksisite ve tedavi edici doza
ulagilamamasi gibi nedenlerle bu ilaglarin damar ici enjeksiyon veya oral olarak

kullaniimasinda sikintilar s6z konusudur.

Ommaya rezervuarlarinda ilag dogrudan tumor igine verildigi i¢in bu olumsuzluklar
s6z konusu dedildir. Ancak bu sistemler tedavi suresince hastada takili kalacagi
icin hastanin yasam kalitesini oldukga dusurur. Bunun yani sira enfeksiyon ve

tikanma riski gibi olumsuzluklarda s6z konusudur [17, 34, 36].

Sekil 2.10. Ommaya rezervuarin
sematik gosterimi.
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2.4.2. Damar ici enjeksiyon ve oral

GunUumuzde antikanser ilaclarin blyuk bir kismi damar ici enjeksiyon ufak bir
kismi ise oral olarak kullaniimaktadir. Antikanser ilaglarin oral kullanimi hasta
uyuncu bakimindan olumlu olmasina karsin biyoyararlanim sorunu nedeniyle
oldukga duguktur. Damar igi enjeksiyon ise ilacin bir siringa yardimiyla dogrudan
hastanin damarina verildigi invaziv bir yontemdir. Hasta uyuncu nispeten dusuk,
uzman saglik personeli tarafindan uygulanan, hastanin kendiliginden
uygulayamadigi bir dozaj seklidir. Her iki dozaj seklinde de ilacin kan yolu ile
timor dokuya ulasmasi, bu sire zarfinda retikiloendotelyal sistemden (RES)

korunmasi ve kan beyin engelini agsmasi gerekmektedir.

Hem parenteral hem de oral uygulama sonrasi kemoterapinin etkinligi oldukcga
dusuktur. Bu dusuk etkinligin nedenleri arasinda ilag molekdullerinin buylk olmasi,
fizikokimyasal Ozelliklerinin uygun olmamasi, retikiloendotelyal sistem tarafindan
opsonizasyonu ve kan beyin bariyerini gecememesi gibi nedenler sayilabilir [41].
Paklitaksel ve Dosetaksel gibi birgok antikanser ilacin suda ¢6zunurliglu ¢ok
dusuktur. Damar igi enjeksiyon ile verilecek olan bu ilaglar ancak Cremophor® EL
ve Polisorbat® 80 gibi ¢ozuculer ile uygulanabilir. Damar ici verilen antikanser
ilaglarin ve Cremophor® EL gibi ¢odzuculerin sistemik toksisite ve yan etkiler
gOstermesi bir diger 6nemli sorundur. Tum bu olumsuzluklar goz 6niinde tutularak
yeni ilag formulasyonlarinin gelistiriimesine ihtiya¢ vardir ve bu alanda ¢alismalar
surmektedir [42].

2.4.3. Kan beyin engeli

Kan beyin engeli ilk kez 1902 yilinda alman mikrobiyolog Paul Ehrlich tarafindan
g6zlenmistir. Paul Ehrlich suda c¢o6zunebilir boya (tripan mavisi) enjekte ettigi
fareleri incelediginde farelerin beyinleri diginda tum organlarinin boyandigini
gozlemigtir. 1913 yilinda Ehrlich’in 6grencisi olan Edwin Goldmann farelerin beyin
omurilik sivisina boya enjekte etmis ve farelerin sadece beyinlerinin boyandigini
diger oranlarinin boyanmadigini gostermigtir. Bu ¢aligsmalar beyin ile vicudun geri
kalani arasinda bir engel oldugunu agikga gostermistir. Kan beyin engeli ile ilgili ilk
calismalar 1898 yilinda Biedl ve Kraus ile 1900 yilinda Lewandowsky tarafindan
yapilmis olmasina ragmen, ancak 1960’ yillarda taramali elektron mikroskopu ile

goruntilenerek varligi kanitlanmistir [43-44].
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Kan beyin engeli hem fiziksel hem de metabolik bir bariyer konumundadir.
Beyinde bulunan kilcal damarlar vicudun diger bolgelerindeki kilcal damarlardan
farklihk gostermektedir (Sekil 2.11.). Kilcal damarlarin duvarlarini olugturan
endotel hicreleri arasinda siki baglantilar (tight junction) denilen hicreler arasi
baglar bulunmaktadir. Bu baglantilar endotel hucrelerini birbirine baglar, hicreler
aras! boslugu oldukga azaltir ve yuksek bir elektrik direnci olusturarak fiziksel bir
bariyer olusturur. Endotel hucrelerinde diger dokulardaki endotel hucrelerinin
aksine fenestra ya da pencere denilen porlar yoktur. Bu porlarin olmamasi gegisi
engelleyici bir diger faktdordir. Ayrica hlcre yuzeyinde oldukga fazla miktarda P-
glikoprotein pompalari vardir. Bu pompalar, damardan endotel hiicresinin icene
gecen maddelerin hiicre boyunca ilerleyip beyine gegcmesine izin vermeden tekrar
damar igine aktarmaktadir. Ayrica beyin endotel hicreleri peptidaz, nukleotidaz,
monoamin oksidaz ve sitokrom P450 gibi hicre ici ve hlcre disi birgok enzim

icermekte boylece metabolik bir bariyer olusturmaktadir.

Kan beyin engeli kandaki toksik ve zararli maddelere kargi beyini koruyan bir
engeldir. Bu engelin varligi nedeniyle, ilaglarin %98’i beyine ulasamamakta bu da
kanser tedavisinde damar igi veya oral olarak uygulanan kemoterapinin etkinligini
ciddi oranda dusurmektedir [46-48].

Kilcal Damar (Genel) Kilcal Damar (Beyin)
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Sekil 2.11. Beyin kilcal damarlari ile diger dokulardaki kilcal damar
yapisinin karsilastirmali sematik gosterimi [45].
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2.4.3.1. Kan beyin engelini asma stratejileri

Kan beyin engelinin varligi ilaglarin beyine gegisini ciddi dlgide sinirlamigtir. Agiz
veya damar yolu ile verilen kemoterapi ilaglarinin etkinliginin artiriimasi igin bu
engelin asilimasi sarttir. Bu amagla kan beyin bariyerinin yapisini gegici olarak
bozmak ve biyolojik gegis mekanizmalarini taklit etmek basta olmak Uzere cesitli

stratejiler 6ne surdlmustar.

2.4.3.1.1. Kan beyin engelinin yapisini gecici olarak bozmak

Kan beyin engelini asmanin bir yolu kan beyin engelinin yapisini gegici olarak
bozmaktir. Kan beyin engeli hiperozmotik ajanlar, I6kotrinler ve vazoaktif peptidler
yardimiyla gegici olarak agilabilmekte bu sayede damar igindeki maddelerin
beyine gecisi saglanabilmektedir. Cosolo ve arkadaslarinin 1989 yilinda yaptiklar
bir calismada si¢anlara hiperozmotik ajan olan mannitol verildiginde kan beyin
engelindeki siki baglantilarin geri donugumlu olarak acildigi ve kandan beyine
madde gegciginin artig1 gosterilmistir [49]. Hiperozmotik ajanlar kan igindeki
konsantrasyonu artirarak endotel hucrelerinin damar igine sivi vermesine neden
olur. Sivi kaybeden hicreler blzulir ve hulcreler arasi mesafe artarak siki
baglantilarin kopmasina neden olur. Bu olayin sonucunda huicreler arasinda bayuk
bosluklar olusur ve bdylece kan damarindan beyin igine madde gegisi olur. Ayrica
bradikinin, Iokotrien C4 ve sereport gibi vazoaktif maddeler de beyin kilcal

damarlarinin genislemesini saglayarak beyine madde gegisini artirmaktadir.

Bu yontem kan beyin engelinin agilmasinda kullanilabilir ancak kandan beyine
kontrolli bir gecgis olmadigi igin toksik maddelerin de beyine ge¢mesine sebep
olur. Bu durum, hastanin tedavisi sirasinda ¢ok buyuk bir risk olusturur ve hasta

icin telafisi mimkin olmayan sorunlara neden olabilir [36, 41].

2.4.3.1.2. Biyolojik gecis mekanizmalarini taklit etmek

Beyin diger tum organlar gibi ihtiyaci olan maddeleri kan damarlari yolu ile alir.
Kan beyin engeli maddelerin beyine gecisini engellemesine kargin beyin igin
gerekli maddeler gesitli gecis mekanizmalari ile beyine gecmektedir (Sekil 2.12.).
Bu gecis mekanizmalarinin taklit edilmesi ile ilaglarin beyine ulastiriimasi

mimkunddr.
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Sekil 2.12. Kan Beyin Engelini gecis mekanizmalarinin toplu gosterimi [46].

Kandaki maddelerin beyine gegisini 5 temel baslikta toplamak mumkundur. Bunlar;

Hucreler Arasi Su Aracili Gecis: Kuguk molekul ve iyonlar siki baglantilarin

arasindan gecerek beyine ulasabilmektedir.

Hiicre ici Lipofilik Gegis: Endotel hiicrelerinin zarlari diger tim hicrelerde

oldugu gibi lipit yapidadir. Yagda ¢o6zunebilir maddeler endotel hicresinin
zarindan hucre igine girebilir ve hicre boyunca ilerleyerek beyine gecebilir.
Bu gecis mekanizmasinda en buylk sinirlayici faktori ise P-glikoprotein
pompalaridir. Bu pompalar hicre igine giren maddelerin bir kismini
yakalayarak damar igine pompalar.

Tasiyici Protein Aracili Gecgis: Beyin endotel hiicreleri yuzeyinde glikoz'un

tasinmasindan sorumlu GLUT1, laktik asit'in tagsinmasinda sorumlu MCT1,
aminoasitlerin tagsinmasindan sorumlu LAT1 ve arjinin gibi aminoasitlerin
tasinmasindan sorumlu CHT1 gibi 20 farkli tasiyici protein vardir. Bu

proteinler ATP kullanarak maddelerin beyine aktif taginmasini saglar.

24



Reseptor Aracili__Gecgis: Beyin endotel hicreleri Uzerinde insilin ve

transferin gibi hormonlarin tasinmasindan sorumlu reseptorler vardir. Kan
yolu ile gelen bu hormonlar reseptérlere tutunarak endotel hiicresi icine girer
ve hlcre boyunca ilerleyerek beyine gecer. Bu tasima mekanizmasinda da
ATP kullantlir.

Yuzeye Tutunma Aracihi Gecis: Endotel hucrelerinin zarlari diger tum

hicrelerde oldugu gibi negatif bir ylizey yukine sahiptir. Aloimin gibi pozitif
yukli plazma proteinleri negatif yuklu hucre zarlari ile etkilesime girerek
vezikuller olusturur ve bu veziklller aracihidi ile hicre boyunca ilerleyen

pozitif yikli maddeler beyine gecebilmektedir.

Tum bu gecis mekanizmalarini taklit eden sistemler olusturarak beyine ilag
tagsinmasi mumkdndur. Ayrica bu strateji kan beyin engelinin yapisini

bozmadigi igin kontrollU bir gegise olanak saglar [36, 46, 50].

2.4.3.1.3. Artmis permeabilite ve tutulma etkisi EPR’'den yararlanmak

Artmis permeabilite ve tutuluma etkisin (EPR) timarlt dokulara 6zgu bir durumdur.
Tumor gelisimi normal hicre gelisimine gére ¢ok daha hizhdir. Timoér dokulari bu
hizli gelisim boyunca yuksek miktarda enerjiye ihtiyagc duyar ve bunu kan
damarlarindan saglar. Tumor hucreleri vaskuler endotel buyume faktéri ve
benzeri buyume faktorleri salarak timor ¢gevresinde damarlanmayi (anjiyogenezin)
artirarak ihtiyaci olan enerjiyi saglamaya calisir. Ancak bu damarlarinin geligimi
tumor dokusunun gelisim hizina ayak uyduramaz ve endotel hucreleri arasindaki
batinluk bozularak hucreler arasinda ciddi bogluklarin olugsmasina neden olur. Bu
bosluklarin buyudkluga tumor tipine gore degisiklik gosterir ve damar igindeki
maddelerin bu bdlgedeki permabilitesini artirir. Ayrica timoérli dokuya lenf
damarlar yeterince ulagsamaz buda bolgedeki metabolik artiklarin yeterince
uzaklastirlamamasina bdylece tutunma etkisinin artmasina neden olur (Sekil
2.13.). Beyin tumorlerinde de artmis permeabilite ve tutulma etkisi gozlenir ve kan
beyin engelinin yapisi bozulur. Hucreler arasinda agilan acikliklar ve lenf
sisteminin yeterince gelismemis olmasi sistemik olarak verilen ilaclarin (bu
acikliklardan gecebilecek kadar kiguk olan ilaglarin) tumorlu bolgeye gegisine ve

birikmesine olanak saglar. ila¢ formilasyonlari bu durum g6z 6niinde tutularak
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hazirlandigi takdirde boyuta bagl pasif hedeflendirme gergeklesecek ve timor
dokusundaki birikimi artacaktir [51-56].

Bogluk
Kan Damari
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Sekil 2.13. Artmis permeabilite ve tutulma etkisinin sematik gosterimi [56].

2.5. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, yunanca cuce anlamindaki nano ve sanat, zanaat ve beceri
alanindaki calismalar anlamina gelen technologia kelimelerinin birlesiminden
olusmustur. Metrenin milyarda biri olan nanometre Olgeginde maddeleri, araglari
ve sistemleri kontrol etme, yaratma ve manipule etme calismalarinin timaddar.
Amerika Ulusal Nanoteknoloji Girisim’ine (National Nanotechnology Initiative) gore
ise nanoteknoloji nanodlgekte (1-100 nm) ydrutulen bilim, mihendislik ve teknoloji
calismalandir [57]. Nanoteknoloiji fikri ilk kez 29 Aralik 1959 yilinda Amerikan Fizik
Derneginin Kaliforniya Teknoloji Enstitisiunde duzenledidi bir toplantida Unlu fizikgi
Richard Feynman’in “There’s Plenty of Room at the Bottom” bagshkh
konugmasinda ortaya atilmistir. Nanoteknoloji kelimesi ise ilk kez 1974 yilinda
yayinladigi bir makalesinde Norio Taniguchi tarafindan ortaya atiimistir. 1981
yilinda taramali elektron mikroskobu geligtirilinceye kadar nanometre Olceginde
g6zlemlemeler yapilamamis ancak bu tarihnten sonra taramali elektron

mikroskobunun kesfi ile modern nanoteknoloji calismalari baslamistir.
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Nanoteknoloji fizik, kimya ve biyoloji basta olmak Uzere bir¢cok bilim dalinin
ortaklasa calismasi ile ortaya c¢ikan multidisipliner bir alandir. Gunumizde
popilaritesi giderek artmakta ve neredeyse hayatin her alaninda karsimiza
cikmaktadir (Sekil 2.14.) [58-60].

Tip
Enerji Cevre
: . Bilisim ve
Eglence iletisim
Spor Nanoteknoloji Endstri
Tarim _ Gida
Kozmetik Optik
Tekstil

Sekil 2.14. Nanoteknolojinin baglica uygulama alanlari.

2.5.1. Nanotip

Nanoteknolojinin tip alanindaki ¢alismalarini Nanotip olusturmaktadir. Nanotip
terimi son yillarda ortaya atilmasina karsin bu alanda yapilan galismalar daha eski
tarinlerden ginimuize kadar uzanmaktadir. Lipozom olarak da bilinen nanodélcekli
lipit tastyicilar ilk kez 1965 yilinda, kontrollu ilag salabilen polimerik sistemler 1976
yilinda, uzun sure kan dolagiminda kalabilen hayalet nanotasiyicilar 1994 yilinda,
biyokonjige kuantum noktaciklari (quantum dot) 1998 yilinda, biyosensér amaglh
nanoteller 2001 yilinda ortaya ¢ikmistir ve ginumuzde de bu alandaki ¢aligmalar
devam etmektedir [61]. Biyolojik sistemler nano odlgekte galisan sistemlerdir (Sekil
2.15.). Ornegin kirmizi kan hiicreleri yaklagik 2,500 nm, bakteriler 1,000 nm, hiicre

vezikulleri 200 nm, virtsler 100 nm, proteinler 1-20 nm, DNA iplikleri 2.5 nm,
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amino asitler 1.2 nm c¢apindadir. Bu nedenle nanotip alaninda yapilan ¢alismalar
oldukgca Onemlidir. Biyolojik sistemleri taklit ederek birgok hastaligin tani ve

tedavisi mimkuindur.

: : . Kanser Tenis
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Sekil 2.15. Nanometre boyutundaki biyolojik sistemler ve nanoyapilar [62].

Nanoteknolojik sistemlerin tip alaninda kullaniimasinda boyutlari itibariyle 3 temel

Ustunlik s6z konusudur. Bunlar;

1. lleri tani biyosensoérleri, hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemler ve akilli

ilaglarin hazirlanmasina uygundur.

2. Genomik ve proteomik gibi molekiler tip ¢alismalarindan yararlanilarak

yapay biyolojik sistemlerin tasarlanmasina uygundur.

3. Nanoboyutta ¢ok fonksiyonlu robotik sistemlerin yapimina olanak

saglayarak tani ve tedavinin eszamanl yapilmasina firsat vermektedir.
Nanotip ¢calismalarinin 7 temel baslik altinda siniflamak mamkunddr. Bunlar;

1. Nanotani: Molekuler tani, nanoendoskopi ve nanogoruntileme gibi tibbi

tani ve goruntilemeye yonelik nanoteknoloji calismalarini kapsar.
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2. Nanoteknoloji Temelli ilac Tasiyici Sistemler: Hedeflendirilmis,
kontrolli salim saglayan, yan etkileri azaltilmig, biyoyararlanimi artirilmis
ilag tasiyict formulasyonlarinin gelistiriimesine yonelik nanoteknoloji

calismalarini kapsar.

3. Rejeneratif Tip Uygulamalari: Doku muhendisligine yonelik

nanoteknoloji galismalarini kapsar.

4. Transplantasyon Tibbi: Doku nakline yoneliktir. Ozellikle doku
uyusmazhgini ortadan kaldirmaya yoénelik nanoteknoloji galismalarini

kapsar.

5. Nanorobotik Uygulamalar: Ozellikle kalp ve damar hastaliklarina
yonelik nanorobotik sistemler ile kanser tani ve tedavisine yonelik
nanorobotik  sistemlerin  olusturulmasina  yonelik  nanoteknoloji

calismalarini kapsar.

6. Implantlar: implante biyosensérler, uzun émirlii ve biyouyumlu yapay
organ ve dokular, ila¢ yuklu ve tikanmayan damar ici stentleri ve implante
kontrollii ila¢ salan yapilar Uzerine yapilan nanoteknoloji ¢aligsmalarini

kapsar.

7. Minimum Invaziv Ameliyatlara Yénelik Kateterler: Gercek zamanli
ameliyatlarda kullanilacak nanosensorll  kateterler ve nanocerrahiye

yonelik cihazlarla ilgili nanoteknoloji calismalarini kapsar [58, 62].

2.5.1.1. Kanser tedavisinde nanoteknoloji (nanoonkoloji)

Nanoonkoloji nanotibin kanser hastaligina Ozellesmis bir alt dalidir. Kanser
hicreleri her ne kadar vucut hicrelerinden tlremis olsalar da saglikli hiicrelere
kiyasla bazi farkhliklara sahiptirler. Nanoonkoloji alanindaki c¢alismalar bu
farkhliklardan vyararlanarak kanserin tani ve tedavisini amacglamakta ayrica
geleneksel tani ve tedavi yontemlerinin olumsuzluklarini gidermeye ¢alismaktadir.
Geleneksel antikanser ilaglarin kanser tedavisinde kullaniminda gesitli yan etkiler
ortaya c¢lkmakta ayrica vyeterli etkinlik g6zlenememektedir. Bu sorunlara

formulasyon faktorleri, ilacin farmakokinetigi ve fizikokimyasal o6zellikleri, ilag
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direnci ve antikanser ilaclarin oral biyoyararlaniminin distk olmasi gibi 4 temel

problem neden olmaktadir;

1. Formulasyon faktorleri: Kliniklerde kullanilan paklitaksel ve dosetaksel
gibi birgok antikanser ila¢ hidrofobik yani suda ¢éztinmeyen ilaglardir. Bu
ilaclar genellikle hastalara damar ici enjeksiyon seklinde verilir. Ancak
ilac hastaya verilmeden ©6nce suda c¢Ozunur hale getirilmesi
gerekmektedir. Bu amagla da Cremophor® EL gibi bazi yardimci
¢ozluculerden yararlanilir. Bu yardimci ¢ozuculer asiri  duyarlilik,
nefrotoksisite, hiperlipidemi, anormal lipoprotein duzeyi, eritrosit
agregasyonu ve periferal néropati gibi ciddi yan etkilere neden olmakta

ve tedavi surecini olumsuz etkilemektedir.

2. llacin  farmakokinetik ve farmokokimyasal ézelligi: Kanser
tedavisinde kanser hucrelerinin tedavi edici dozdaki ilaca yeterli sire
boyunca maruz kalmalari gerekmektedir. Kanser tedavisinde antikanser
ilaclar genellikle hastaya belirli zaman araliklarinda ylksek dozlar halinde
verilmektedir. BOylece ilacin istenmeyen yan etkilerine kargi hastanin
kendini toparlayacadr zaman araliklari yaratiimaktadir. Ancak bu
dinlenme evrelerinde kanser hicreleri de ¢odalmaya devam etmektedir.
Ayrica bu durum hasta vicudunda antikanser ilaglarin kisa sureli ani doz
degisimleri olusmasina neden olmaktadir. Oysa ilacin vicutta sabit
dozda uzun sureli kalmasi tedavinin etkinligi icin gereklidir. Bircok
antikanser ilac kanser hucrelerinin hicre déngisu ve hicre biyumesi
uzerine etkilidir. Bu da bu ilaglarin etkinligini ancak kanser hucrelerinin
kendilerini yenileme ve blUyume evrelerinde gosterebilecegi anlamina
gelmektedir. Bu nedenle etkili bir kemoterapi icin tedavi edici dozda ilacin
yeterli siire boyunca sabit dozda hedeflenen bdélgede bulunmasi ve bu
sure zarfinda saglikli hucreler icin guvenilir olmasi gerekmektedir.

Geleneksel kemoterapi ilaglariyla bu durumu saglamak oldukga gugtur.

3. lilag direnci: Fizyolojik bariyerler ve hiicresel mekanizmalar giinimuzde
kemoterapinin yeterince basarili olamamasinin nedenlerindendir. ilaclar
hedef bolgeye gidene kadar birgok fizyolojik bariyeri (endotel hicreleri

aras! baglanti, transendotelyal kanal, vezikller vakuolar organel ve
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fenestrasyon gibi) gegmek zorundadir. Ayrica timoér katleleri normal
hiicrelerin aksine tumor cekirdedi de denilen gok daha yogun bir sivi
merkeze sahiptir. Bu merkez yiksek bir hidrostatik basing olugturarak
iceriye madde girisine engel olur. Bu da ilaglarin timor katlelerinin igine
girisini engelleyen bir bariyer gorevi goérir. Tumor katlelerinin pH
degerleri normal dokulardan farklilik gosterir. Tumor bolgesindeki yogun
metabolik aktiviteye bagl olarak karboksilik ve laktik asit gibi metabolitler
birikir ve tumor ekstraseluler sivisinin normal dokularin aksine asidiklesir.
Bu durum antikanser ilaglarin timor hicresi igine gegisi engelledigi gibi

asidik pH’ya dayaniksiz ilaglarin aktivitelerini de bozmaktadir.

Tdm bu farklihklar antikanser ilaglara kargi tumor hucrelerinin direng
kazanmasina neden olmaktadir. Bu bariyer ve mekanizmalarin agilarak
etkili bir tedavinin saglanmasinda yeni ilag formulasyonlarina ihtiyac

vardir.

. Oral biyoyararlanimin diisik olmasi: Hasta icin kanser tedavisi
oldukga uzun sureli ve zahmetli bir surectir. Kanser tedavisinde kullanilan
ilaglarin bircogu damar ici enjeksiyon seklinde veriimektedir. Bu dozaj
seklini hasta ilaci kendi kendine yapamayacagi icin tedavi boyunca
hastane ya da saglik merkezlerine gitmesi gerekir. Bu durum hastaya ve
devlete maddi bir kulfet getirmesinin yani sira hastay psikolojik olarak da
olumsuz etkiler. Antikanser ilaclarin oral kullanimi ile bu olumsuzluklarin
ortadan kalkmasi mumkundur. Ancak gunumuzde oral kullanilan
antikanser ilaglarin biyoyararlanimi damar igi enjeksiyona kiyasla c¢ok
daha dusuktur. Bu nedenle oral ilaglarin biyoyararlanimini artiracak yeni

formuUlasyonlara ihtiyag varidir [51].

Nanoonkoloji alanindaki c¢alismalar ile bu sorunlarin ortadan kaldirilmasi

mumkuinddr.

Gunumuzde nanoteknoloji bazli ilaglar olan Doxil® (doksorubisin igeren lipozom

formulasyonu veya ABD digindaki ismi ile Caelyx®), Myocet® (doksorubisin iceren

lipozom formulasyonu), DaunoXome® (daunorubisin iceren lipozom formilasyonu)

ve Abraxane® (paklitaksel iceren albimin nanopartikilleri) FDA tarafindan
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onayhdir ve kanser tedavisinde kliniklerde kullaniimaktadir. Ayrica bu alanda
yaklasik 150 nanoteknoloji temelli ilacin gelistiriime galigmalari devam etmektedir
[61, 63] .

2.5.2. Nanopartikuler ila¢ tasiyici sistemler

Nanoonkoloji galigmalarinin buyuk bir kismini nanopartikil temelli ilag tasiyici
sistemler olusturmaktadir. Bu alandaki calismalar ile kemoterapinin etkinligi
artacagl gibi yan etkileri de azalacaktir. Gunumizde bu amagla ilag yuklu
nanopartikuller hazirlanmaktadir. Nanopartikiler ilag tasiyici sistemler hazirlandigi
madde ve yonteme gore cok cesitlilik gdsterir. Polimerik nanopartikiiller,
dendrimerler, lipozomlar, polimerik miseller, kati lipit nanopartikiller, lipit

nanoyapil sistemler bu alanda en sik ¢alisilan sistemlerdir [63-64].

2.5.2.1. Polimerik nanopartiktller

Polimerik nanopartikuller, boyutlari 10-1000 nm arasinda degisen, genellikle dogal
ya da sentetik polimerlerden hazirlanan kolloidal ilag tasiyici sistemlerdir. ilag
nanopartikilde ¢6zinmuis veya enkapsule edilmis olabilecegi gibi yuzeyine
adsorbe edilmis de olabilir. Nanopartikiller hazirlama yéntemine ve yapisina goére
nanokire ve nanokapsul olarak iki gruba ayrilir. Nanokureler polimerik bir ag
yumagindan olugan matriks tipi ilag tasiyici sistemlerdir. ilag polimerik kiirenin
icinde disperse oldugu gibi ylizeye adsorbe veya konjiige halde de bulunabilir. ilag
polimerik yapinin arasindan difize olabilir, bu yapinin erozyonu ile salimi
gerceklesebilir veya bu iki mekanizma birlikte gerceklesebilir. Nanokapsul ise
polimerik bir membranin yagli bir i¢ ¢ekirdegi sardigi membran tipi sistemlerdir.
Etken madde bu yagl i¢ ¢ekirdekte hapsedilir (Sekil 2.16.).

Nanokure ve nanokapsullerin diger geleneksel ilag tasiyici sistemlere gére pek ¢cok
ustiin ozelligi vardir. Nanokureler ve nanokapsullerin boyut ve yizey 0Ozellikleri
degistirilerek degisik amaclara uygun hale getirilebilirler. Ornegin aktif veya pasif
hedeflendirmeye uygun ilag tasiyici sistemler olusturulabilecegi gibi Polietilen
glikol (PEG) gibi hidrofilik yapilar ile yuzeyleri kaplanarak RES tarafindan
algilanmayan ila¢ tasiyici sistemler de geligtirilebilir. Bu sistemler biyolojik
sistemler igin uygun buyukluktedir. Partikil buydkligunin nanometre seviyesinde

olmasi kilcal damarlardan gecebilmelerini ve hicreler tarafindan alinabilmelerine
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olanak saglar. Etkin maddenin salim Ozelligi kontrol edilebilir. Nanopartikuler
sistemler ile vicuda verildikten hedef bdlgeye gidene kadar salim yapmayan
ancak hedef bdlgede kisa veya uzun surede salim yapan sistemler olusturulabilir.
Ayrica bu sistemler biyolojik ortamda yulksek stabilite gosterirler, etkin maddeyi
enzimatik degredasyona kargi koruyabilirler ve etkin maddenin biyoyararlanimini
artirarak tedavi etkinligini artirirlar. Bu sistemler biyopargalanir polimerlerden
uretildikleri takdirde ilag saliminin ardindan pargalanarak vucuttan atilabilirler ve
parcalanma Urinleri toksik olmadidi i¢in vucutta zarar vermezler. Nanopartikillerin
uretim basamaklari genellikle basittir ve farkli yontemlerle sterilize edilebilmeleri de

mimkUinddr.

Polimerik
B Membran

Etken

Polimerik
Matriks
Gekirdek

Sekil 2.16. Polimerik nanopartikillerin sematik gosterimi
A) Nanokulre B) Nanokapsul [65].

Nanopatrtiktllerin boyutlarinin disik olmasi ve buna bagli olarak yizey alanlarinin
yuksek olmasi bazi sakincalari ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum partikdller arasi
agregasyona neden olmakta ve partikdllerin  uzun slUre saklanmasini
zorlastirmaktadir. Ayrica dusuk partikil buyudkluga ilag yuklemesini sinirlamakta,
ilacin saliminda ani artis olarak bilinen “burst effect” veya “patlama etkisine” neden
olmakta ve nanopartikilin biyolojik membranlar ile etkilesimini artirarak KBE gibi
cesitli biyolojik bariyerleri rahatlikla ge¢melsine, bdylece vicudun istenmeyen

bolgelerine ¢cok kisa surede ulasmasina neden olmaktadir [65-69].
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2.5.2.1.1. Nanopartikil hazirlama yontemleri

Nanopartikil hazirlama yontemleri formilasyonda kullanilacak ilag, polimer veya
monomerin 0zelliklerine goére c¢ok cesitlilik gostermekle birlikte monomerlerin
polimerizasyonu ve polimerlerin dispersiyonu olmak uUzere iki ana baslik altinda
siniflandirabiliriz (Sekil 2.17.).
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Sekil 2.17. Nanopartikul hazirlama yontemleri [64, 66-67].

Monomer polimerizasyonu

Bu yontemde nanopartikil olusumu monomerlerin polimerizasyonu ile olusturulur.
Yontemin emdlsiyon polimerizasyonu ve dispersiyon polimerizasyonu olmak tzere
baslica iki turt vardir. Emulsiyon polimerizasyonu yonteminde polimerizasyon
islemi emdulgatér maddelerin olusturdugu miseller iginde olusur. Monomer
damlaciklarindan misel icine difize olan monomerler polimerizasyon basglatici
molekullerin etkisiyle polimerlesir ve bu islem tum monomerler polimerlesinceye
kadar devam eder. Bodylece nanopartikiller olusturulur.  Dispersiyon
polimerizasyonu yonteminde ise monomer, baslatici molekil ve stabilizan maddeyi
iceren bir ¢ozelti hazirlanir. Monomerin polimerizasyonu ile devamli faz icinde
¢bzinmeyen partikil olusumu saglanir ve boylece partikuller elde edilir. Bu
yontemde olduk¢a homojen boyutlu partikiller elde edilir.
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Her iki yontemde de polimerizasyon sirasinda kullanilan yardimci maddeler
oldukga toksik oldugu icin hazirlanan partikullerin uzun saflagtirma basamaklarina

ihtiyaci vardir.

Polimerin dispersiyonu

Bu yontemde nanopartikil olusturmadan polimerizasyon islemi gercgeklestirilerek
polimerler sentezlenir veya hazir polimerler kullanilir. Dolayisiyla polimerizasyon
sirasindaki toksik maddelerin arindiriimasi ile ¢gok daha guvenilir nanopartikiller

olusturulabilir.

Emilsiyon Temelli Yontemler

Emudlsiyon temelli yontemler kendi i¢cinde ¢ok cesitlilik gdstermekle birlikte
temelde emdlsiyon olusturma ve ¢6zuclU uzaklastirma olmak Uzere iki temel

basamagi icerir.

Cozucu buharlastirmal/ekstraksiyon

Bu yontemde ila¢ ve polimerin ¢oézunuarligine gore tekli emulsiyon
(yad/su (Y/S) veya sulyag (S/Y)) veya coklu emdilsiyon (su/yad/su
(S/YIS)) olusturularak nanopartikuller hazirlanir.

Tekli emulsiyon yonteminde polimer ve ilag ayni organik ¢dzicude
¢6zUnUr. Bu organik ¢6zlcu ucucu ve suyla ¢ok az karisabilen bir
¢6zlcu olmahdir. Organik ¢ozliclu hacimce daha yuksek olan ve
emulgator iceren sulu faza eklenir ve Y/S emdulsiyonu olusturulur.
Nanopartikullerin olusumu hafifi karistirma altinda organik ¢éztcunin
ucurulmasi ile veya ekstraksiyonu ile saglanir. S/Y emilsiyonunda
ise Y/S emudlsiyonundan farkli olarak polimer ve ila¢g sulu fazda

¢ozinerek hacimce daha fazla olan organik faza eklenir.

Coklu emulsiyon yonteminde genellikle ila¢ ve polimer farkh fazlarda
cozinir. ik olarak S/Y emiilsiyonu olusturulur bu emiilsiyonda su
fazinda ilag yag fazinda ise polimer bulunur. Bu S/Y emdlsiyonu
hacimce daha fazla olan sulu faza eklenir ve bdylece S/Y/S
emulsiyonu olusturulur. Organik solvanin ugurulmasi veya

ekstraksiyonu ile nanopartikiller elde edilir.
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Spontan emulsifikasyon/coziicu difuzyon

Y/S emilsiyonu yonteminin bir modifikasyonudur. Bu yontemde Y/S
emdulsiyonunun aksine yag fazi suda ¢6ztinen (aseton, etanol gibi) ve
suda cozinmeyen (diklorometan gibi) iki ¢dzlcu icerir. Polimer ve
ila¢c bu ¢odzicu karigiminin iginde ¢6zunur ve surfaktan iceren sulu
faza aktarilir. Suda ¢odzinen ¢dzucunun spontan difizyonu iki faz
arasinda bir tUrbllans olusturur ve bdylece kuguk nanopartikuller

elde edilir.

Tuzla coktirme

Bu yontemde normal sartlar altinda su ile karigabilen ancak tuz
konsantrasyonunda karisamayan bir ¢dzuclnin iginde ilag ve
polimer ¢ozunur. Bu c¢ozelti elektrolit ve kolloidal stabilizan iceren
sulu faza aktarilarak emdulsiyon olusturulur. Olusan bu Y/S
emdulsiyonu seyreltilerek tuz orani dusurulir. Boylece organik fazin
sulu faza dispersiyonu ile nanopartikiller elde edilir. Ozellikle
sicakliktan etkilenen ilaglar i¢cin ¢cok uygundur. Yontemin en buyuk

dezavantaji ise sistemden elektrolitlerin giderilmesinin gu¢ olmasidir.

Emilsiyon capraz baglama

Diger emiilsiyon temelli yontemlerde oldugu gibi bu yontemde de
ilag, polimer ve surfaktan igceren bir emdulsiyon hazirlanir. Bu
emdlsiyona glutaraldehid gibi bir capraz baglayici ajan ilave edilerek
nanopartikiller elde edilir. Bu yontemde tuzla ¢oktirme ydnteminde
oldugu gibi toksik maddeler icerdiginden uzun yikama ve saflastirma

basamaklarina ihtiyag vardir.

Nanocoktiirme

Cozucu ¢oktirme olarak da adlandirilan bu yéntemde herhangi bir emdlsiyon

basamagi yoktur. Bu nedenle olduk¢a basit ve ekonomik bir yontemdir.

Polimer su ile karigabilen bir organik ¢ézicu (aseton, etanol gibi) ile ¢ézunur

ve sulu faza eklenir. Organik ¢6ztcinun sulu faza difize olmasiyla polimerler

sulu ortamda ¢oker ve boylece spontan olarak nanopartikuller olusur.
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Koaservasyon

Bu yontemde polimer ve ilag bir ¢6zicli iginde c¢ozunar. Cozeltinin
¢6zlculugu hazirlanma iglemi sirasinda azaltilarak normalde tek faz olan
sistemin iki faza ayrilmasi saglanir. Faz ayrimi ile olusan koaservant

ekstrakte edilir ve boylece nanopartikuller elde edilir.

Piskirterek kurutma

Bu yontemde ila¢c ve polimer iceren c¢ozelti 6zel cihazlar yardimi ile sivi
halden sicak kuru ortam igine puskurtilerek kurutulur. Boylece kati hale

gecmis nanopartiktller elde edilir.

Piskirterek dondurma

Bu yontemde ilag ve yardimci madde erime noktasinin tzerinde bir sicaklikta
atomize edilir ve 0©zel cihazlar yardimi ile puskurtilerek partikdl
damlaciklarinin soguk hava ile katilagmasi saglanir. Boylece nanopartikiller

elde edilir.

Superkritik sivi teknolojisi

Polimer ve ilag¢ basing ve sicaklik altinda superkritik akigskan (CO; gibi) iginde
cozinur. Ozel bir cihaz yardimiyla ¢ozelti plskirtilir ve basing azaltilarak
cOzeltinin ¢dzuculugu azaltilir. Boylece partikullerin ¢cokmesi saglanir ve
nanopartikuller elde edilir. Toksik bir madde igermedigi icin oldukg¢a guvenilir
bir yontemdir ve nanopartikiller oldukga saf bir sekilde elde edilir.

Dezavantaji ise oldukga pahali bir sistem olmasidir.

iyonik jelasyon

Zit yukli maddelerin elektrositatik etkilesiminden ve birleserek jellesmesi
temeline dayanan bir yontemdir. Genellikle kitosan nanopartikillerin
olusturulmasinda kullanilir. Kitosan katyonik, sodyum tripolifosfat ise anyonik
bir maddedir. Her iki maddenin ayri ayri ¢Ozeltisi hazirlanir. Bu g¢ozeltiler
birbiri icinde karistirildiginda iki madde elektrostatik etkilesim nedeni ile
birlesir ve bdylece nanopartikiller olusur [64, 66-67].
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2.5.2.1.2. Nanopartiktllerin yizey modifikasyonlari

Hazirlanan nanopartikullerin ylzey oOzellikleri aktif hedeflendirme, kanda kalis
suresini ve biyolojik membranlarla etkilesimini artirma gibi amaclara yonelik olarak
modifiye edilebilir. Bu islem igin partikilin yizeyi dogrudan kaplama malzemesi
(polimer veya surfaktan) ile kaplanabilir veya nanopartikll hazirlanmasi sirasinda
polimer olarak uygun kopolimerler kullanilabilir. Yuzey modifikasyonlarindan en
cok bilinen ve caligilan Polietilen glikoldur. Nanopartikuller PEG ile kaplanarak
MPS tarafindan taninmamakta ve kanda kalig suresi artmaktadir. Kanda uzun
sure kalan nanopartikillerin hedef bdlgeye ulasabilme olasiligi kisa kalan
partiktllere gore ¢ok daha ytksektir. Bir diger ylzey modifikasyonu stratejisi ise
nanopartikalin yuzeyinin antikorlar ile kaplamaktir. Cesitli antikorlarla kaplanan
nanopartikuller ile aktif hedeflendirmeye yonelik ilag tasiyici partikiller elde etmek
muamkundur. Ayrica ¢esitli kaplamalar ile nanopartikillerin yuzey yukleri de
degistirilebilir. Hlicre zarlari dogal olarak negatif yike sahiptir, bu nedenle pozitif
ylzey yukli nanopartikiller hicre zari ile elektrostatik etkileserek hlcre icine
negatif yuklli nanopartikillere oranla daha hizli ve fazla sayida alinirlar. Kitosan
gibi pozitif yukli polimerler ile nanopartikillerin ytzeylerinin kaplanmasi onlara

hicre icine gegiste avantaj saglamaktadir [67, 70-73].

2.5.2.1.3. Nanopartikillerin fiziksel karakterizasyonu

Fiziksel karakterizasyon nanopartikillerin in vivo davraniglarinin anlagiimasinda
oldukga 6nemlidir. Fiziksel karakterizasyonda nanopartikillerin partikual bayukIGgu,
polidispersite indeksi, ylizey morfolojisi, yluzey yuku, kristallik ve kimyasal bilesimi

gibi dzellikleri incelenir.

Partikil ~ buyukligld  nanopartikilin  vucuttaki  birikim  bolgesi,  biyolojik
membranlardan gegisi, yarilanma omrq, ilag yUkleme kapasitesi, ila¢g salim profili
gibi  bircok parametreyi dogrudan etkilemektedir. Yapilan c¢alismalar
nanopartikullerin buyukluklerindeki azalmaya bagl olarak dokulardaki dagiliminin
degistigini gostermektedir. Partikll bayuklugu dlgimuande bir ok yontem olmakla

birlikte dinamik 1sik sagilimi teknigi bu alanda siklikla kullanilan hizli bir yontemdir.

Yuzey yuki Olciminde zeta potansiyeli degeri kullaniimaktadir. Zeta potansiyeli

partikullerin yuzey yukd hakkinda dolayli yoldan bilgi vermektedir. Kolloidal
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partiktller dispersiyon ortamindan iyon adsorbe ederler ve her partikil ylizey
yukune gore, aksi yondeki iyonlarla cevrilidir. Partikilin etrafinda tek tabakali
molekdler bir iyon bulutu olusur. Bu tabakanin etrafinda da partikile bagli olmayan
ve hareketli ikinci bir iyon tabakasi yer almaktadir. Partikll ylzeyine yapismis olan
elektriksel tabakanin potansiyeline elektrotermodinamik potansiyel denir. Ayrica
dispersiyon ortaminda bu ¢ift tabakanin disinda da pozitif iyonlarin negatif iyonlara
esit oldugu noétral bir alan vardir. Partikil ylzeyi ile bu nétral bolge arasindaki
potansiyel farka zeta potansiyel denir. Bu potansiyel zetasizer ile 6lgtlir ve birimi
milivolt'tur. Zeta potansiyel kolloidal dagilimlarin stabilitesinin degerlendiriimesinde
onemlidir [64, 74].

2.5.2.1.4. Nanopartikillerin sterilizasyonu

Sterilizasyon, bir trindeki tim mikroorganizmalarin vejetatif ve spor sekillerinin
oldurilme veya uzaklastirma islemidir. in vivo uygulanacak olan nanopartikiillerin
sterilizasyonu olduk¢ca ©onemlidir. Partikillerin aseptik ortamda hazirlanmasi,
filtrasyonu, otoklavlanmasi ve gama sterilizasyonu gibi yontemler mevcuttur.
Sterilizasyon sirasinda nanopartikullin fizikokimyasal 6zelliklerinin degismemesi
gerekmektedir [64, 74].

2.6. Dosetaksel

Dosetaksel (Taxotere®) taksan sinifi Uyesi olan antineoplastik bir ajandir. Bu
sinifin en bilinen Uyesi pasifik porsuk agacindan (Taxus brevifolia) elde edilen
paklitakseldir (Taxol®). Bu adag¢ yavas blyudyen nadir bir aga¢ olmasi nedeniyle
son yillarda nesli tikenme tehlikesine girmistir. Paklitaksel tretimindeki bu risk
1985 yilinda yari sentetik analogu olan dosetakselin geligtiriimesine neden
olmustur. Dosetaksel daha yaygin bulunan Avrupa porsuk agacinin (Taxus
baccata) igne yapraklarindan elde edilen 10-deasetilbakkatin’in esterlestiriimesi ile
elde edilir. Her iki ilac da akciger kanseri, meme kanseri, prostat kanseri, Kaposi
sarkomu, bogaz kanseri, mide kanseri, 6zofagus kanseri ve mesane kanseri bagta
olmak Uzere bircok kanser turlne kargi etkilidir [75-76]. Ayrica yapilan in vitro
calismalar dosetakselin glioma hicreleri Uzerine etkili oldugunu gostermektedir
[77].
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2.6.1. Genel ozellikleri

Dosetaksel’in sistematik (IUPAC) adi 1,73,10B-trihydroxy-9-oxo-53,20-epoxytax-
11-ene-2a,4,13a-triyl 4-acetate 2-benzoate 13-{(2R,3S)-3-[(tert-
butoxycarbonyl)amino]-2-hydroxy-3-phenylpropanoate} ve  kapali  formuli
Ca3Hs3NOi14 olan diterpenoid bir molekuldidr. Dosetakselin - kimyasal yapisi
paklitaksel'den iki onemli farkhlik ile ayrilir. Dosetakselin fenilpropionat yan
zincirinde benzil amit yerine tert-bitil karbomat esteri ve 10. karbonunda asetat
esteri yerine hidroksil grubu icerir (Sekil 2.18.). 10. karbonundaki bu hidroksil

B tert-butil
Karborteat hidroksil
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Sekil 2.18. A) Paklitaksel ve B) Dosetaksel'in kimyasal
yapisi ve farkliliklari.

grubu dosetakselin paklitaksel'e goére daha hidrofilik olmasini saglar [75].
Dosetaksel paklitaksel gibi suda c¢o6zinmez (suda ¢ozunurliga 4.93 ug/mL’dir)
ancak 0.1 N’lik hidroklorik asit, kloroform, dimethilformamit, sodyum hidroksit,
metanol ve etanol'de (h/h %95-96) iyi ¢ozunur. Klinik kullaniminda Polysorbate®
80 icinde ¢ozuinur. Dosetaksel erime sicakligi 175-192 “C olan beyaz kristalize bir
tozdur [76, 78, 77].

2.6.2. Etki mekanizmasi

Dosetaksel taksan sinifindaki diger ajanlar gibi hticrelerin mikrottbul fonksiyonunu
etkileyerek hicrelerin mitotik aktivitelerini bozar ve hicre 6limine neden olur.

Mikrotubuller tubilin dimerlerinin polimerizasyonu ile olugur ve depolarizasyon ile
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tubilin dimerlerine ayrilir. Saglikli bir hiicrede bu sistem dinamik bir yapi gosterir.
Mikrotubdullerin  temel go6revi hucre bolunmesi sirasinda mitotik iplikleri
olusturmaktir. Bunun yani sira hicre iskeletini olusturarak hucrenin seklini,
hareketini, sinyal iletimini ve hiicreler arasi gegisi saglamak gibi hayati gorevleri de
vardir. Mikrotubulleri parcalayan vinca alkoloitlerinin aksine taksan sinifi ajanlar
tubtlin dimerlerinin B alt Gnitesindeki N-terminal 31 amino asitine baglanir. Boylece
tubdlinlerin polimerizasyonunu hizlandirir ve mikrotibullerin depolimerizasyonunu
inhibe eder. Taksan sinifl ajanlarin baglanmasi sonucunda olusan bu mikrotubuller
oldukca stabil ve fonksiyonsuzdur. Bu nedenle hicre mitotik aktivitesini
tamamlayamayarak ge¢c G, ve M evrelerinde kalir ve hiicre dlumleri gerceklesir
[80-82]. Ayrica bu ilaglar iyonize radyasyonun etkisini ve tumor nekrozis faktor

a’nin ekspresyonunu da artirarak tumor hicreleri Gzerine sitotoksik etki yapar [83].

Dosetaksel paklitaksel'e oranla hticre igine daha hizl girer ve daha uzun sure kalir
ayrica anjiyogenezisi 10 kat daha fazla inhibe eder [84]. Bu nedenle bazi kanser

turinde paklitaksel'den daha etkili oldugu gorulmastur [76].

2.6.3. Yan etkileri

Dosetaksel paklitaksel gibi suda ¢éztinmeyen bir ilagtir. Her iki ilacinda dozaj sekli
damar i¢i enjeksiyondur ve bu nedenle her iki ilacin da suda c¢dzunebilen bir
cOzeltisi hastaya verilir. GUnUmuzde bu c¢ozeltilerin hazirlanmasinda cgesitli
coziculer kullaniimaktadir ve ilacla ilgili yan etkiler genellikle bu ¢dzicilerden
kaynaklanmaktadir. Dosetakselin ¢éziunmesinde kullanilan Polisorbat® 80
Cremophor® EL'’e kiyasla daha az toksik bir madde olmasina kargin hasta Ustine
olumsuz etkileri mevcuttur. Dosetaksel ile ilgili kliniklerde gorulen belli bagh yan

etkiler su sekildedir;

Atesli__notropeni: En sik karsilasilan doz kisitlayici  toksisite

miyelosupresyon bagh atesli notropenidir (klinik veya mikrobiyal enfeksiyon
kaynakl olmayan ateg). Bu durumda hastanin ciddi enfeksiyon riski vardir ve
hastaneye gitmesi sarttir. Genellikle planlanan tedavi semasi degistirilir veya

ertelenir.
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Asiri__duyarhilik _reaksiyonu: Nadiren 06ldirict akut asiri  duyarhlik

reaksiyonlari  gorulmustur. Bu reaksiyonlar tedavinin  devamliligini
etkileyebilir. Ciltte kizariklik, kurdesen (kasintili veya kasintisiz), gogus
darligi, sirt agrisi, nefes darligi, ates, Usime ve titreme gibi semptomlar
gorilebilir. Nadiren hipotansiyon, akciger spazmi, vicudun tamamina

yayllmis kizariklik ve eritem olusabilir.

Su retansiyonu: Kol ve bacaklarda periferal 6dem, plevral effizyon, perikard

eflzyonu, assit ve kiloartigi ile karakterize edilir. Bazi durumlarda tedavinin

ertelenmesine veya iptal edilmesine neden olur.

Tirnak bozukluqu: En sik karsilasilan hematolojik olmayan toksisitesidir.

Tirnak alti ve splinter hemoraji, hiperkeratoz, tirnak iltihabi, tirnak kaybi,
hiperpigmentasyon ve BeaRail c¢izgileri gorulur. Bazi hastalarda bu
semptomlar agri ve fonksiyonel bozukluklarla birlikte gelisir ve tedavinin

devamhligini etkiler.

NOropati: Periferal noropati dosetakselin doza bagimh yan etkisidir.
Parestezi, gligsuzlik ve yurime gugligu gibi semptomlar gorulir. Genellikle
bu semptomlar tedaviden sonra duizeltilebilir ancak bazi durumlarda doz

sinirlayici etki gosterebilir [42, 76, 85].
2.6.4. Dosetakselin ticari preparatlari

Taxotere® (SANOFI-AVENTIS U.S.)

Her bir mL basina 40 mg dosetaksel ve 1040 mg Polisorbat® 80 icermek
tzere 20 mg/0.5mL, 80 mg/2mL ve 160 mg/4mL dilusyonlar seklinde 3 farkl
preparati vardir. Meme kanseri, ktcik-hucreli disi akciger kanseri, hormona
direncli prostat kanseri, mide adenokarsinomu ve skuamoz hicreli bas boyun

kanseri tedavisinde kullaniimaktadir [86].

Docefrez® (SUN PHARMA GLOBAL)

20 mg ve 80 mg etken madde ve Polisorbat® 80 iceren dillisyonlar seklinde
2 farkli preperati vardir. Meme kanseri, kiiglk-htcreli disi akciger kanseri ve

hormona direngli prostat kanseri tedavisinde kullaniimaktadir [87].
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Turkiye piyasasinda bulunan diger ticari preparatlari

e Doceter® (20, 40, 80, 160 mg etken iceren cozelti, i.v., Farmako

Eczacilik)
e Doxel® (20, 40, 80, 160 mg etken iceren ¢ozelti, i.v., Mustafa Nevzat)
e Doxitax® (20, 40, 80 mg etken iceren ¢ozelti, i.v., Kogak Farma)
e Tadocel® (20, 80 mg etken iceren ¢ozelti, i.v., Actavis)
e Trekso (20, 80 mg etken iceren ¢ozelti, i.v., Nobel ilag) [88]

2.7. Polikaprolakton

Polikaprolakton (PCL) 1934 vyillinda Carothers ve Van Natta tarafindan
sentezlenen en eski polimerlerden biridir. Biyouyumlu, biyoparcalanir ve toksik
olmayan bir polimer olan polikaprolakton FDA tarafindan insanda tibbi amagli
kullanimi onayhdir. PCL 0Ozellikle yavas pargalanma hizi nedeniyle ilag tasiyici
sistemlerde polimer olarak kullanima olduk¢ca uygundur. Literatirde bu amacla

yapilan bir¢gok ¢alisma mevcuttur [89-91].

2.7.1. Genel 6zellikleri

PCL poliester yapida hidrofobik yari kristal bir polimerdir. Halkasal bir monomer
olan e-kaprolaktonun anyonik, katyonik veya serbest radikaller ve kursun oktoat
gibi katalizorler ile halka-agilma polimerizasyonu yontemi ile elde edilmektedir.
Polikaprolaktonun polimerizasyonunun sirasinda polimerin kitlece ortalama
molekdl agirhigr (My), M, dagihimini, son grup kompozisyonu ve kopolimerin
kimyasal yapisi gibi parametreleri etkileyen bircok faktor vardir. Ornegin disiik My,
alkoller polimerin My/sini kontrol etmekte kullanilabilir. Sayica ortalama molekdl
agirhgr (M) 3,000-80,000 g/mol arasinda degismektedir. DUsuk erime derecesine
(kristal yapisina gore 59-64 °C arasinda degismektedir) ve camsi gecis sicakligina
(-60 °C) sahiptir. Bu 6zellikleri sayesinde dusuk sicakliklarda bile kolay sekil
alabilir. PCL oda sicakliginda kloroform, diklorometan, karbon tetraklorir, benzen,
tolien, sikloheksan ve 2-nitropropan’da iyi ¢ozunur. Aseton, 2-butanon, etil asetat,
dimetilformamid ve asetonitril ile az ¢dzunur ve alkol, petrol eteri ve dietil eterde

ise ¢ozinmez. Dusuk pargcalanma hizi nedeniyle kontrolll ilag salim sistemlerinde
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ve implantlarda kullanima oldukca uygundur. ilag salim siiresi polimerin M,,’asina
gore 2 ila 4 yila kadar cikabilmektedir. Ayrica bu sure diger polimerler ile
kopolimerize edilerek degigtirilebilir. PCL'nin parcalanmasi iki asamal kutle
erozyonuna dayanmaktadir. ik asamada ester grubunun otokatalitik
degredasyonu ile M, 5.000 Da’a kadar bir kayip, ikinci asamada ise hucre ici
degredasyona ugrar. PCL biyouyumlu bir polimerdir. Yapilan g¢aligmalar 2 yila
kadar herhangi bir yan etkiye neden olmadigini gostermigstir [89-91].

2.7.2. Kullanim alanlan

PCL'nin pargalanma hizi polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve
polilaktikglikolik asit (PLGA) gibi polimerler ile kiyaslandiginda ¢ok daha yavastir.
Ayrica parcalanma hizi diger polimerler ile kopolimerize edilerek degistirilebilir.
PCL nanopartikil ve mikropartikil yapimina olduk¢a uygun bir polimerdir. PCL
emdulsiyon temelli nanopartikil olusturma yéntemleri, nanog¢doktirme, puskirterek
kurutma ve dializ yontemi gibi birgcok nanopartiklil hazirlama yénteminde polimer
olarak kullanima uygundur ve bu nedenle PCL kontrolli ila¢ salan sistem ve
implant hazirlanmasinda kullaniimaktadir. Bunun yani sira PCL uzun yillardir sttur
materyali, yara Ortisd, dogum kontrol cihazi, yapistirma materyali, disgilik
materyali olarak biyomedikal alanda kullaniimaktadir. Ayrica PCL doku
muhendisligi  calismalarinda yapi1 iskelesi (scaffold) materyali olarak
kullaniimaktadir [89-92].

2.7.3. Ustinlukleri

PCL dusik maliyetli olusu, biyouyumlu ve biyopargalanir olmasi, FDA onayl
olmasi, pargalanma kinetigi ve mekanik 6zelliginin ayarlanabilmesi, sekillendirme
ve uretim kolayligi, kararli olmasi, buylk olgcekte Uretilebilir olmasi, mikro ve
nanopartikil yapimina uygun olmasi nedeniyle implante ve ilag tasiyici sistemlerin
yapiminda birgok polimere kiyasla avantajlidir. Doku mahendisligi ¢alismalarinda
por ¢apinin ayarlanabildigi yapi iskelesi yapimina olanak saglar. Polimer yapisina
farkli fonksiyonel gruplar eklenerek daha hidrofilik, adhesiv ve biyouyumlu
polimerler elde etmeye imkan sadglar. Ayrica dogdal ve sentetik polimerlerle
kompozit ve kopolimerler olusturmaya olduk¢a uygun olmasi bir diger Ustin
yanidir [89-90].
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2.7.4. Turevleri

PCL'nin etilen oksit, polivinilklorir, kloropren, polietilen glikol ve polistiren gibi
bircok monomer ve polimer ile kopolimer olusturmaya oldukg¢a elverigli oldugu

bilinmektedir. Bu sayede PCL’a yeni 6zellikler kazandirmak miumkuanduar [90].
2.7.4.1. mePEG-PCL

Kan yolu ile verilen ilag formulasyonlarinda ilacin etki yerine ulagsmasindaki en
bayuk sinirlayici etken Mononuklear Fagositik Sistemdir (MPS). MPS hicreleri
tarafindan alinan formulasyon pargalanarak hizla vicuttan uzaklastiriimaktadir. Bu
durumun 6niine gecilmesinde polietilen glikoltiin (PEG) énemli bir yeri vardir. PEG
ile kaplanan nano ve mikropartikillerin ytzeyleri hidrofilik olur. MPS hicreleri bu
yuzeylere tutunamadigi igin nano ve mikropartikulleri fagosite ederek sistemik
dolasimdan uzaklastramaz. PCL ile PEG’Un kopolimerizasyonu ile amfifilik
Ozellikteki mePEG-PCL (metoksi polietilen glikol-polikaprolakton) kopolimeri elde
edilir. Bu kopolimer ile hazirlanacak nano ve mikropartikillerin yizeyleri PEG ile
kaplidir. Bu PEG kapli yuzey sayesinde nano ve mikropartikuller MPS tarafindan
taninmadigi igin sistemik dolagsimda daha uzun sure kalir béylece EPR etkisinden

yararlanarak pasif hedeflendirmeye uygun ilag formulasyonlari olusturulur [93-95].
2.8. Kitosan

Kitin (poly (b-(1-4)-N-acetyl-D-glucosamine)) seliilozdan sonra dinyada en bol
bulunan ikinci dogal polimerdir. Genellikle deniz kabuklularinin dis iskeletinden
elde edilen bu polimer bdceklerin dis iskeletinde ve bazi mantar turlerinde de
bulunmaktadir. Dogal bir polisakkarit olan kitin ilk kez 1884 yilinda kesfedilmis.
Kitinin en 6nemli tirevi olan kitosan kitinin deasetilasyonu ile elde edilen kitosandir
[96].

2.8.1. Genel ozellikleri

Kitosan yar kristal ve lineer bir polimerdir. Kitlece ortalama molekul agirhgr (M)
3,800-20,000 Da ve deasetilasyon derecesi %66-95 arasinda degismektedir.
Kitosanin ¢dzinme oOzellikleri deasetilasyon derecesine ve ana zincire dagilan
asetil gruplarinin My/’a etkisine baglh olarak farkllik gostermektedir. Kitinin aksine

kitosan formik, asetik, tartarik ve sitrik asit gibi organik asit solisyonlarinda (pH
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6,5'den dusuk) ¢coziunebilir. Ancak fosforik asit ve silftirik asit icinde ¢dézliinemez.
Katyonik bir polimer olan kitosanin reaktif amino ve hidroksil gruplari vardir. Dogal
bir polimer olmasi ve dogal kaynaklardan bol miktarda elde edilebilmesi nedeniyle,
biyouyumlu, biyoparcalanir, toksik olmayan, ucuz ve bol miktarda Uretilebilen bir
polimerdir. Ayrica mukoadezif, antimikrobiyal, rejeneratif, hemostatik, fungustatik,

spermisid, antitimoral ve immunoadjuvan etkisi vardir [96-103].
2.8.2. Kullanim alanlari

Kitosan fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ustunlikleri nedeniyle bagsta medikal ve
kozmetik olmak Uzere birgok alanda kullaniimaktadir. Kitosanin kullanildigi baslica
alanlar iginde medikal, kozmetik, su aritimi, kagit enduistrisi, tekstil, gida, tarim,
fotografcilik, kromatografi ve pil Uretimi sayilabilir. Medikal alanda kitosan doku
muhendisligi, sutar materyali, dis implanti, yara ortusu, yanik tedavisi, yapay deri,
oftalmoloji alaninda korneal kontakt lens ve ilag tasiyici sistemlerde hem tasiyici

polimer olarak hem de ylzey kaplamasi olarak kullaniimaktadir [100-102].
2.8.3. Mukoadezif etkisi

Kitosan mukoadezif etkiye sahiptir. Bu etkiyi hem biyoadheziv etkisi ile hem de
epitel hicreleri arasindaki siki baglantilari gegici olarak agmasi ile saglamaktadir
Bu nedenle mukozal uygulamalar (nasal, bukkal, vajinal gibi) icin oldukca
uygundur. Kitosanin biyolojik sistemlere zarar vermeden mukozal ilag

absorbsiyonunu artirdigi bilinmektedir [103].
2.8.4. Antitimoral etkisi

Kitosanin antitumoral o6zelligi vardir. 2001 yilinda Hasegawa ve arkadaglarinin
insan mesane tumor hucreleri Uzerine yaptigi bir calismada kitosanin bu hacreler
Uzerine buyume inhibitdru etkisi oldugu gorulmastir. Ayni calismada kitosanin bu
etkisinin hicrelerde kaspaz-3 mekanizmasini aktif etmesi sonucunda hicrelerde
programlanmis hicre olumune neden olmasi sonucunda oldugu gosterilmistir
[104].
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2.8.5. immiinoadjuvan etkisi

Kitosanin immunoadjuvan etkisi vardir. Kitosan suspansiyonlarinin  ve
mikropartikdllerinin immun tetikleyici etki yaparak makrofaj ve polimorf nikleer

hiicrelerin sayisini ve aktivasyonunu artirdidi bilinmektedir [105].
2.8.6. Kaplama materyali olarak kitosan

Kitosanin iyi bir film olusturma o6zelligi vardir. Kitosan mikro ve nanopartikillerin
yuzeyinde bir film tabakasi olusturarak bu partikullerin ylzey o6zelliklerini, ilag
yikleme kapasitesini, biyoadezif 6zelligini ve ilag salim suresini degistirir. Ayrica
mikro ve nanopartiklllerin ylzey yukunu katyonik hale getirdigi icin biyolojik
membranlardan daha iyi gegmesini saglar. Cesitli calismalarda negatif yukli PCL
nanopartikillerinin  ytzeylerinin kitosan ile kaplanarak pozitif hale getirildigi
gosterilmistir [73, 103, 106].
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Geregler

3.1.1. Kimyasallar

Kimyasal

Kaynak

Aseton (HPLC Grade)

Merck & Co, Almanya

Asetonitril (HPLC Grade)

Sigma & Aldrich, ABD

Diklorometan (HPLC Grade)

Sigma & Aldrich, ABD

Disodyum hidrojenfosfat

Merck & Co, Almanya

Dosetaksel (2%97)

Fluka, Almanya

Kitosan (Protasan™ UP G-113)

Novamatrix, Norvec

Pluronik® F-68

Sigma & Aldrich, ABD

Polietilen glikol-Polikaprolakton (M, 5000-13000)

Sigma & Aldrich, ABD

Polietilen glikol-Polikaprolakton (M, 5000-5000)

Sigma & Aldrich, ABD

Polikaprolakton (M, 80,000)

Sigma & Aldrich, ABD

Polivinil Alkol (W;30.000-70,000)

Sigma & Aldrich, ABD

Potasyum dihidrojen fosfat

Riedel-de Haén, Almanya

Potasyum Klorur

Horasan Kimya, Turkiye

Sodyum Klortr

Riedel-de Haén, Almanya

Tween® 80

Merck & Co, Almanya
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3.1.2. Cihazlar

Cihaz

Firma

Calkalamali Su Banyosu

Memmert WNE22, Almanya

Filtre (0.45 pm)

Scheicher&Schvell, Alimanya

Hassas Terazi

Mettler Telode XS 105
dualrange, ABD

Isiticili Manyetik Karigtirici

IKA RCT Basic, Almanya

Liyofilizator

Heto PowerDry PL 3000,
Danimarka

Manyetik Karistirici

Variomag Multipoint HP,
Almanya

Mikropipet (10-100 pL, 100-1000 L)

Eppendorf, Almanya

Partikiil BlyUkligl ve Zeta Potansiyel Olglim
Cihazi

!\/Ialvern Zetasizer Nano ZS,
Ingiltere

pH metre Sartorius PP-20, Almanya
Rotavapor IKA RV06-ML, Almanya
Rotavapor IKA RV10 Basic, Almanya

Santriftij Aleti (500-18000 rpm)

Hettich EBA21, Almanya

Siringa (DistriTip 12.5 mL)

Gilson DITRITIPS®, Fransa

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

FEI Nova™ NanoSEM 430,
ABD

Terazi

Shimadzu AUX220, Japonya

Ultra Saf Su Sistemi

Simplicity 185-Milipore, ABD

Ultrasonik banyo

Advantage-Lab ALO4-12,
Isvigre

Ultraturraks (Yuksek Hizli Homojenizator)

IKA T25 basic, Almanya

Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HP Agilent 1100 Series,
Almanya

Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi Kolonu

(HPLC Kolonu)

Nomura Develosil™ ODS-
UG-5, Japonya
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3.1.3. Hicre kultard malzemeleri

Malzeme

Firma

96 Kuyucuklu steril plaka

Greiner Bio-one, Almanya

Biyoguvenlik Kabini

Faster BHG 2004, Class 2,
ltalya

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium),
4.5 g/L glukoz, sodyum pirtivat, stabil glutamin

iceren

Biochrom AG, Almanya

Hemasitometre

Marienfeld Haemacytometer
Laboratory Glassware,
Almanya

Huicre kiiltiir kaplari (flask, 25 cm?)

Grenier Bio-one, Almanya

inverted mikroskop Leica DMIL, DFC 320 kamera
sistemi ve Leica Qwin software destekli

Leica, Almanya

L-929 Fare Fibroblast hiicre hatti

Sap Enstitusu Hucre Kaltara
Koleksiyonu, Turkiye

Mikroplaka okuyucu

Molecular Devices VersaMax,
ABD

Pipetler (2, 5, 10, 25 mL)

Greiner Bio-one, Almanya

RG-2 Sigcan Glioma hucre hatti

ATTC American Type Tissue
Cell Culture Collection, ABD

Tripan mavisi

Sigma Aldrich, ABD

Tripsin-EDTA c¢ozeltisi (%0.05-% 0.02),
PBS icinde, Ca++, Mg++ icermeyen

Biochrom AG, Almanya

WST-1 (Suda Cozunebilir Tetrazolium Tuzu)

Clontech, ABD
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3.2. YOontem
3.2.1. Stok ¢dzeltilerin hazirlanmasi

Dosetakselin (DOC) HPLC ile miktar tayini, analitik yontem validasyonunun
yapilmasi ve ila¢ yukli nanopartikillerin hazirlanmasinda kullaniimak Uzere her
serinin ve formllasyonun hazirlanmasinda 6nce taze dosetaksel c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu amacla 200 ug/mL (a/h) dosetaksel olacak sekilde tartilan
dosetaksel, formulasyon hazirlama amaciyla asetonda, HPLC ile miktar tayini ve

yontemin validasyonu icin asetonitrilde ¢ozunmus ve +4 °C’de saklanmistir.
3.2.2. Dosetakselin in vitro miktar tayini ve yéntemin validasyonu

Dosetakselin in vitro miktar tayini ve yoéntemin validasyonu icin HP Agilent 1100
yuksek performansli sivi kromatografi sistemi kullaniimistir. Gelistirilen metodun
Ozellikleri agagidaki gibidir;

Mobil faz: Asetonitril:Su (50/50 h/h)

Sabit faz: Develosil ODS-UG-5 4.6 mm/150mm 5.6um
Mobil faz akig hizi: 1 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 50 pL

Dedektor: Diode Array Dedektori

Dalga Boyu: 229,6 nm

Dosetakselin alikonma suresi: 8 dk

Kolon Sicakligi: 25 °C

Analiz Siresi: 10 dk
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3.2.2.1. Kalibrasyon dogrusunun hazirlanmasi

Dosetakselin asetonitril icinde hazirlanmis 200 pug/mL (a/h) stok co6zeltisinden
hareketle 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 ve 150 pg/mL (a/h) konsantrasyonlar elde
edilecek sekilde 8 adet ¢ozelti hazirlanmis ve HPLC sistemi ile stok ¢ozelti dahil 9
¢ozeltinin dlcimU yapilmistir. Seyreltme noktalarina karsilik gelen pik alanlari

kullanilarak bir kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir.

3.2.2.1.1. Analitik yontemin validasyonu

Analitik yontemin validasyonu, yontemin dogruluk, kesinlik ve guvenilirliginin
kanitlanmasina yonelik bir calismadir. Bu amagla dogrusallik (linearity), dogruluk
(accuracy), kesinlik (precision), duyarhlik (sensitivity), 6zglnlik (specificity),

stabilite (stability) gibi parametreler incelenmistir [107-109].

3.2.2.1.2. Dogrusallik

Dogrusallik (linearity) parametresinin goésteriminde Bolum 3.2.2.1. de anlatilan
kalibrasyon dogrusundan vyararlaniimistir. Dosetakselin  farkli  seyreltme
noktalarina kargilik gelen pik alanlarinin arasindaki iligkinin dogrusal oldugunun
gosterimesi amaci ile kalibrasyon dogrusunun korelasyon katsayisi (r?)

hesaplanmistir.
3.2.2.1.3. Dogruluk

Dogruluk (accuracy) parametresi analitik yontem ile elde edilen bulgularin gergek
degerlere uygunlugunu gdsteren bir parametredir. Bu amagla 3.2.2.1.’de acgiklanan
seyreltme noktalarindan seyreltik, orta ve yogun olmak Uzere U¢ farkli derisim
secilmis (2, 50 ve 150 pg/mL) ve 6 seri taze ¢ozelti hazirlanarak HPLC analizi
yapiimistir.  Bulunan pik alanlari kalibrasyon denkleminde uygun yere
yerlestirilerek karsilik gelen konsantrasyon degerleri bulunmus ve her bir
seyreltme noktasi i¢in ortalama % geri kazanim (x), standart sapma (SS) ve %

varyasyon katsayisi (VK) hesaplanarak degerler yorumlanmistir.
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3.2.2.1.4. Kesinlik

Kesinlik (precision) parametresi analitik yontemin art arda olgimler arasindaki
tutarhlik  derecesini gosteren bir parametredir. Bu parametre ayni
konsantrasyondaki 6rnegin HPLC analizi ile bulunan konsantrasyon degerlerinin X,
SS ve VK’nin hesaplanmasi ile degerlendiriimektedir. Bu amacla tekrar edilebilirlik,

tekrar elde edilebilirlik ve gunler arasi fark incelenmigtir.

Tekrar edilebilirlik

Kesinligin bir alt parametresi olan tekrar edilebilirik ayni konsantrasyondaki
¢ozeltinin ayni laboratuvar sartlari, ayni analist ve ayni cihaz ile gergeklestirilen
tekrarlanan olgimlerinin birbiri arasindaki tutarlihdi inceler. Tekrar edilebilirlik
parametresinin tespiti amaci ile dosetakselin 25 pyg/mL ¢ozeltisi secilmistir. Bu
¢ozeltinin 6 kez art arda HPLC analizi yapilmis ve bulunan pik alanlara karsilik
gelen konsantrasyon degerleri saptanmistir. Hesaplanan konsantrasyon

degerlerinin x, SS ve VK degerleri hesaplanarak yorumlanmistir.

Tekrar elde edilebilirlik

Kesinligin bir alt parametresi olan tekrar elde edilebilirlik ayni derisimdeki farkh
cOzeltilerin HPLC analizi ile dlgllen degerlerin birbiri arasindaki tutarliligi inceler.
Bu amacla dosetakselin 25 ug/mL ¢ozeltisi secilmistir. Stok ¢cozeltiden hareketle 6
farkh 25 pg/mL’lik ¢ozelti hazirlanmig, HPLC analizi yapilmis ve bulunan pik
alanlara karsilik gelen konsantrasyon degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan

konsantrasyon degerlerinin x, SS ve VK degerleri hesaplanarak yorumlanmisgtir.

Giinler arasi farklilk

Kesinligin bir alt parametresi olan gunler arasi farkllik farkli gunlerde hazirlanan
ayni derigsimdeki ¢ozeltinin HPLC analizi ile dlgtlen degerlerin birbiri arasindaki
tutarlihgi inceler. Bu amagla dosetakselin 25 ug/mL ¢ozeltisi segilmigtir. 3 farkli
gunde stok c¢ozeltiden hareketle 25 pg/mL’lik ¢dzelti hazirlanmig, HPLC analizi
yapilmis ve bulunan pik alanlara kargilik gelen konsantrasyon degerleri
hesaplanmigtir. Hesaplanan konsantrasyon degerlerinin x, SS ve VK degerleri

hesaplanarak yorumlanmistir.
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3.2.2.1.5. Duyarhlik

Duyarlilik (sensitivity) parametresi dosetakselin saptama sinirini (limit of detection
(LOD)) ve tayin edilebilirlik sinirini (limit of quantitation (LOQ)) inceleyen bir
parametredir. LOD, HPLC cihazinin tayin edilecek maddeyi algilayabildigi en
dusuk konsantrasyon degeridir. LOQ ise tayin edilecek maddeyi dogru ve
tekrarlanabilir bir sekilde tayin edebildigi en dusuk konsantrasyon degerdir. LOD
ve LQD degerlerinin hesaplanmasinda kalibrasyondaki en seyreltik konsantrasyon
olan 1 ug/mL segilmigtir. Bu konsantrasyondaki HPLC analizinde pik alanindan
onceki ve sonraki dizgun bélgeler secilmis ve sinyal/guriltd orani hesaplanarak
bu oranin 3 oldugu konsantrasyon degeri LOD ve 10 oldugu konsantrasyon degeri

LOQ olarak belirlenmigtir.
3.2.2.1.6. Ozgiinliuk

Ozglnluk (specificity) parametresi dosetaksel disinda ortamda bulunacak olasi
maddelerin dosetaksel ile girisimsel bir pik verip vermediginin gostergesidir. Bu
amagla formulasyonda kullanilan polimer ve yardimci maddelerin ayni kosullarda
HPLC analizi yapiimigtir.

3.2.2.1.7. Stabilite

Stabilite (stability) parametresi dosetakselin analiz suresi boyunca bozulmadan
stabil olarak kalip kalmadiginin gosterildigi bir parametredir. Bu amagla 25 pg/mL
konsantrasyon secilmis ve ayni 6rnegin 0. ve 48. saatlerde HPLC analizi
yapiimigtir. Bulunan pik alanlara karsilik gelen konsantrasyon degerleri

hesaplanarak karsilastiriimistir.
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3.2.3. Nanopartikullerin hazirlanmasi

3.2.3.1. On formiilasyon calismalari

3.2.3.1.1. Polimer secimi

Nanopartikillerin hazirlanmasinda toksik olmamasi, biyouyumlu olmasi, biyo-
parcalanabilir olmasi, literatirde siklikla kullanilir olmasi, nanopartikil hazirlama
yontemlerine uygun olmasi ve FDA tarafindan insanda tibbi amagli kullanimi
onayll olmasi nedeniyle polikaprolakton ve polikaprolaktonun bir ttrevi olan
metoksi polietilen glikol-polikaprolakton kopolimeri secilmigtir. Her iki polimerin de
nanopartikil hazirlamasinda polimer olarak kullanildigi ¢alismalar literatlrde
mevcuttur [110-111].

3.2.3.1.2. Hazirlama yonteminin secimi

Bolum 2.5.2.1.1. de anlatlan nanopartikil hazirlama ydntemlerinden
nanocoktirme, Y/S tekli emdilsiyon olusturma-¢ézicl buharlastirma ve S/Y/S
coklu emilsiyon olusturma-¢éziici buharlastirma yontemleri PCL nanokire ve
nanokapsullerinin  hazirlanmasinda siklikla  kullanilan  yontemlerdir. PCL
nanopartikullerinin hazirlama yontemine bagh olarak boyut, ylzey yukiu ve
polidispersite indeksi gibi o6zellikleri degisiklik gostermektedir. Bu nedenle
formulasyon calismalarina gecilmeden 6nce bu 3 yontem kullanilarak bir 6n
formulasyon c¢alismasi yapiimis ve PCL nanopartiklllerinin ortalama partikdl
bayukligu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli gibi karakteristik

Ozelliklerindeki degisim incelenmisgtir.

Nanocoktirme yodnteminde polimer 35°C’de organik co6zlicli olan asetonda
¢Ozunmus ve manyetik karistirici altinda siringa yardimiyla (Gilson DISTRITIPS®)
sulu faza damlatilmigtir. Organik ¢dzucu rotavapor yardimiyla uzaklastiriimis ve

nanopartikuller elde edilmistir.

Y/S tekli emdulsiyon olusturma ¢dzlcu buharlastirma yonteminde %0.1 (a/h)
polimer organik ¢oziict olan diklorometan iginde ¢dézUnmus, surfaktan iceren sulu
faza aktarimis ve ultraturax yardimiyla emdulsiyon damlalari elde edilmistir.
Organik ¢ozlucu rotavapor yardimiyla uzaklastiriimis ve nanopartikiller elde

edilmigtir.
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S/YIS c¢oklu emdulsiyon olusturma-¢ézici buharlastirma yonteminde ise polimer
organik ¢ozucu olan diklorometan iginde ¢ozunmusgtur. Surfaktan iceren sulu faz
polimer iceren ve hacimce fazla olan organik faza aktariimis ve ultraturax
yardimiyla S/Y emdulsiyon damlalari elde edilmistir. Bu primer emilsiyon hacimce
daha fazla olan ve surfaktan iceren sulu faza aktarilarak ve ultraturax yardimiyla
homojenize edilerek S/Y/S emdulsiyon damlalari elde edilmistir. Organik ¢ozucu
rotavapor yardimiyla uzaklastirilarak nanopartiktl dispersiyonu elde edilmistir.

3.2.3.1.3. Polimer oraninin secimi

Literatirde %0.1-0.5 arasinda degisen polimer oranlarda kullanilarak PCL ve
mePEG-PCL nanoparitikilleri hazirlanmistir [112-114]. Nanoc¢oktirme yontemi ile
hazirlanan nanopartikuller igin en uygun polimer oraninin segilmesi amaci ile %
0.05, 0.1 ve 0.2 (a/h) PCL iceren 1 mL’lik aseton ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Her bir
PCL cozeltisi manyetik karigtirici altinda 2 mL %0.5 (a/h) Pluronik® F-68 iceren
sulu faza siringa yardimiyla (Gilson DISTRITIPS®) damlatiimis ve formulasyonlar

Bolim 3.2.3.1.2.°de anlatildigi gibi hazirlanmigtir.

3.2.3.1.4. Organik faz/sulu faz oraninin secimi

Literatlrde farkli organik faz/sulu faz (2:1, 1:1, 1:2, 1:4, 1:10) oranlari kullanilarak
PCL ve mePEG-PCL nanopartiktlleri hazirlanmistir [112-115]. Bu calismada en
uygun organik faz/sulu faz oraninin segilmesi amaci % 0.1 (a/h) PCL iceren 1 mL
aseton ¢oOzeltisi manyetik karistirici altinda 1:1, 1:2 ve 1:4 oranlarinda %0.5 (a/h)
Pluronik® F-68 iceren sulu faza siringa yardimiyla (Gilson DISTRITIPS®)

damlatiimistir ve formulasyonlar Bolim 3.2.3.1.2.’de anlatildidi gibi hazirlanmistir.

3.2.3.1.5. Siirfaktan oraninin secimi

Literatirde %0-5 arasinda degisen surfaktan oranlarda kullanilarak PCL ve
mePEG-PCL nanopartikilleri hazirlanmistir [112-114]. Nanog¢oktirme yontemi ile
hazirlanan nanopartikller i¢cin en uygun surfaktan oraninin segilmesi amaci ile %
0, 0.25, 0.5, 1 ve 2 (a/h) Pluronik® F-68 igeren 2 mL’lik sulu c¢ozeltiler
kullaniimistir. PCL %0.1 (a/h) olacak sekilde 1 mL aseton iginde ¢dzUnmus,
manyetik karigtirici altinda 1:2 oraninda sulu faza aktariimis ve formulasyonlar

Bolum 3.2.3.1.2.’de anlatildigi gibi hazirlanmisgtir.
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3.2.3.1.6. Kitosan (Protasan™) oraninin secimi

Farkli calisma gruplari kitosan kullanarak katyonik PCL nanopartikilleri elde
etmigtir [73, 103, 106]. Katyonik nanopartikillerin hazirlanmasinda kaplama
maddesi olarak Protasan™’in kullaniimasi planlanmistir. Nanocoktirme yoéntemi
ile hazirlanacak katyonik nanopartikiller icin en uygun Protasan™ oraninin
secilmesi amaci ile % 0.01 ve 0.025 Protasan™ (a/h) iceren 2 mL’lik sulu ¢ozeltiler
kullaniimistir. PCL %0.1 (a/h) oranda 1 mL aseton i¢inde ¢bézunmus ve manyetik
karistirici altinda 1:2 oraninda sulu faza aktariimis ve formulasyonlar Bolim

3.2.3.1.2.’de anlatildigi gibi hazirlanmistir.

3.2.3.2. Formulasyon calismalari

3.2.3.2.1. Anyonik nanopartikiil formiilasyon calismalari

On formilasyon galismalari sonucu elde edilen verilere goére dosetaksel iceren
anyonik PCL veya mePEG-PCL formulasyonlarinin  hazirlanmasinda
nanog¢okturme yontemi kullaniimigtir. Bu amacgla 100 ug dosetaksel ve 1 mg
polimer (PCL veya mePEG-PCL) 1 mL aseton icinde 35°C’de ¢Ozunmustur. Bu
cOzelti manyetik karistirma altinda siringa (Gilson DISTRITIPS®) yardimiyla
damla damla 2 mL olan sulu faza oda sicakhginda aktariimistir. Organik ¢6zicu
rotavapor yardimiyla 37°C’de uzaklastiriimis ve nanopartikiller elde edilmistir
(Sekil 3.1.).

3.2.3.2.2. Katyonik nanopartikill formiilasyon calismalari

Dosetaksel iceren katyonik PCL veya mePEG-PCL formulasyonlari 200 ug
Protasan™ igeren 2’ser mL sulu faz kullanilarak Bélum 3.2.3.2.1.de anlatildigi gibi
hazirlanmistir. ilag igermeyen formiilasyonlarin hazirlanmasinda da ayni yéntem

ve oranlar kullanilmig sadece organik faza DOC eklenmemistir.
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Organik Faz (Polimer + Aseton)

& <

Manyetik karistirici altinda organik faz sulu faza eklenir

Nanopartiklller elde edilir

Sekil 3.1. Nanopartikul hazirlamada kullanilan nanogoktirme yénteminin
sematik gosterimi.
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3.2.4. Nanopartikullerin karakterizasyonu

3.2.4.1. Ortalama partikiil buyukligi ve partikiil biiyiikltagi dagilimi

Nanopartikullerin ortalama partikil buydklugu ve polidispersite indeksi analizinde
yari-elastik 1sik sagilimi (dinamik 1sik sacgilimi) tekniginden yararlaniimistir [116].
Her bir 6rnek, kivet (Disposable capillary cell) icine konularak 25°C’de, 173° agl ile
Malvern Zetasize Nano ZS cihazinda her bir 6lcim 3 defa tekrarlanacak sekilde
dlclilmis ve nm cinsinden x ve SS degerleri bulunmustur. Olglimler sirasinda
polimerin refraktif indeks degeri 1.34, ¢6zicunun refraktif indeks degeri olarak 1.33

secilmistir.

3.2.4.2. Zeta potansiyeli

Nanopartikillerin zeta potansiyeli 6lcimunde Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi
kullaniimistir. Her bir 6rnek, kivet (Disposable capillary cell) icine konularak
25°C’de ve her bir 6lcim 3 defa tekrarlanacak sekilde dlgilmis ve mV cinsinden X

ve SS degerleri bulunmustur.

3.2.4.3. Kisa sireli fiziksel stabilite calismasi

DOC vyukli anyonik ve katyonik nanopartikillerinin kisa sureli fiziksel stabilite
calismasi amaci ile hazirlanan formulasyonlar sulu dispersiyon halinde saklanmig
ve belirli zaman araliklarinda (0., 1., 2., 7., 15. ve 30. gunlerde) érnek alinarak
ortalama partikil bayukligu ve zeta potansiyeli Bolum 3.2.4.1. ve 3.2.4.2. de
Ozetlendigi gibi saptanmistir. Stabilite ¢alismalari boyunca oOrnekler +4 °C'de

Isiktan etkilenmeyecek sekilde saklanmigtir.

3.2.4.4. Taramali elektron mikroskobu ile goriintiileme

Anyonik ve katyonik PCL ve mePEG-PCL nanopartikillerinin taramal elektron
mikroskop (SEM) ile goruntilenmesi igin formulasyonlar karbon tab tzerine fikse
edilmis ve altin paladyum alasimi ile kaplanarak Nova™ NanoSEM 430 cihazi ile

5-20 kV hizlandiriimis voltajda SEM gértntuleri elde edilmistir.
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3.2.4.5. ilag yiikleme etkinliginin belirlenmesi

llag yikli nanopartikiil formilasyonlarinin enkapsulasyon etkinligi (% EE) ve
yikleme kapasitesinin (% LC) belirlenmesi amaci ile hazirlanan nanopartikil
suspansiyonlari 15 dakika boyunca 5,000 rpm’de santriflij edilmis ve bu sayede
serbest DOC kristallerinin ¢okmesi, nanopartikillerin ise stpernatant icinde
kalmasi saglanmistir. Stipernatant ayrilarak 24 saat boyunca liyofilize edilmis ve
boylece ilag yukli nanopartikiller toz halde elde edilmigtir. Toz haldeki
nanopartikiller hassas terazi ile tartiimig, 300 pL diklorometan (DCM) iginde
¢6zUnmus ve bu ¢ozelti 3 mL asetonitril icine eklenerek nanopartikillerin tamamen
cozinmesi ile yuklenen ilacin ¢ozeltisi elde edilmistir. Cozeltideki DCM azot gazi

ile ugurulmus ve ¢ozelti icindeki DOC miktarit HPLC yardimiyla dlgulmuastur.

Enkapsulasyon etkinliginin  “Es. 3.1.” ve yukleme kapasitesinin “Es. 3.2.”

belirlenmesinde direkt yontem secilmis ve asagidaki denklem kullaniimigtir;

% Enkapsiil Etkinligi (% EE) = OIgﬁlen DOC miktar: (ig) x 100 (3.1)
6 Enkapstlasyon Etkinligi (% EE) = Baslangictaki DOC miktar (pg) o

Olciilen DOC miktar1
% Yiikleme Kapasitesi (% LC) = iolimer = (u(g‘;g) x 100 (3.2)

3.2.4.6. In vitro etkin madde salim profilinin incelenmesi

llag yikll nanopartikiil formilasyonlari icin in vitro etkin madde salim profilinin
incelenmesinde tip yontemi kullaniimistir. ilag yukli nanopartikiil formilasyonlari
hazirlandiktan sonra nanopartikil sutspansiyonlari 15 dakika boyunca 5,000
rom’de santriflij edilmis ve serbest DOC kristallerinin ¢okmesi saglanmistir.
Supernatant toplanarak santrifij sonundaki hacimleri dlgulmuas (yaklagik 1.5 mL)
ve sink kosullari saglamak amaci ile salim ortami olan 15mL’lik %0.1 Tween® 80
iceren pH 7,4 fosfat tamponu c¢o6zeltisine eklenmigtir. Salim ortami 37°C’de sabit
tutulmus ve calkalama hizi 100 rpm olarak belirlenmis olan c¢alkalayici su

banyosuna beher icinde yerlestirilmistir. Salim ortamindan 15., 30., 45., 60. ve 75.
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dakikalarda 0.75 mL 6rnek alinmis ve her bir érnek alma igleminden sonra salim
ortamina 0.75'er mL fosfat tamponu ilave edilerek salim ortami 15 mlL’e
tamamlanmigtir. Alinan 6rneklerin HPLC analizi yapilmig, her bir dlgimun pik alani
degerleri kalibrasyon dogru denklemine vyerlestirilerek konsantrasyon ve bu
konsantrasyon degerleri toplam hacim ile carpilarak serbest hale gecen DOC
miktari hesaplanmistir. Boylece zamana kargi % kumdilatif ilag salim profili elde
edilmistir.

3.2.5. In vitro sitotoksisite galismasi

Formdilasyonlarin guvenilirligi ve etkinligi in vitro hlcre kaltir galismalari ile tespit

edilmigtir.

Bos nanopartikillerin  sitotoksisitesini belirlemeye yonelik in vitro guvenilirlik
calismalari icin fare fibroblast hatti olan L-929 hicre hatti kullaniimistir. Bu
yontem, Amerikan Farmakopesinde (USP) polimerler icin verilen standart

sitotoksisite tayin yontemidir ve literatlirde siklikla kullanilan bir yontemdir.

in vitro etkinlik caligmalarinda ise RG-2 sigan glioma hiicre hatti kullaniimistir. RG-
2 sigan glioma hucre hatti glioblastoma multiforme timorleri igin iyi bir modeldir.
Gunumuzde ilag tasiyici sistemler, gen tasiyici sistemler, KBE yapisal
degisimlerinin  arastirlmasi  ve  damar  gecirgenligindeki  degisimlerin

degerlendiriimesi gibi ¢ok ¢esitli preklinik galismalarda kullaniimaktadir [117].

TUim in vitro hiicre kultiri calismalari H.U. Eczacilik Fakiltesi, Eczacilik
Teknolojisi Bolumu, Farmaséotik Teknoloji  Anabilim  Dali Hucre  Kualtaru

Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
3.2.5.1. in vitro giivenilirlik galigmasi

Formdlasyonlarin guvenilirliginin tespiti amaci ile L-929 fare fibroblast hiicre hatt
kullaniimis ve bos nanopartikil formulasyonlarinin bu hicre hatti Gstindeki etkisi
WST-1 (suda ¢ozlnebilir tetrazolium tuzu) testi ile belirlenmistir. WST1 testinde
96’ kuyucuklu plakalara her kuyucukta esit miktarda htcre (5,000 hiicre/100 uL)
olacak sekilde hlcre ve besiyeri konularak 24 saat boyunca etiivde (37°C ve % 5
CO,) inkiube edilmistir. 24 saatin sonunda hicrelere bos nanopartikil

formulasyonu iceren 100 uL taze besi yeri, kontrol grubuna ise sadece besiyeri
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eklenmistir. Nanopartikil uygulanan hticreler 24 ve 48 saat boyunca etiivde (37°C
ve % 5 CO,) inkube edilmigtir. 24 veya 48 saatin sonunda hucreler WST-1 boyasi
ile boyanip mikroplaka okuyucu ile absorbans degerleri 6lgulmustir. Absorbans
degerleri kontrol grubu ile karsilastirilarak her bir formualasyon igin % hayatta kalan

hlcre sayisi hesaplanmistir.
3.2.5.2. Dosetakselin glioma hicreleri tstune etkisi

Dosetakselin RG-2 sigan glioma hucre hatti Ustune etkisinin tespiti Bolum 3.2.5.1.
de Ozetlendigi gibi WST-1 testi ile yapiimistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda
(10, 50, 100, 200, 500 nM ve 1 uM) dosetaksel iceren DMEM (%1 DMSO iceren
100 pL) c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu cozeltiler 24 ve 48 saat sureyle RG-2
hacrelerine uygulanmis ve bu surelerin sonunda hiicreler WST-1 boyasi ile
boyanmistir. Hucrelerin absorbans degerleri olgulerek % hayatta kalan hicre
saylisi hesaplanmis ve bdylece dosetakselin farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin

RG-2 hucrelerine etkisi incelenmistir.
3.2.5.3. In vitro etkinlik galigmasi

Formdlasyonlarin glioma hicre hatti Ustline etkinliginin tespiti amaci ile RG-2
sican glioma hiicre hatti kullanilmistir. ilag yUklii nanopartikil formilasyonlarinin
bu hicre hatti Gstiindeki etkisi Bolum 3.2.5.1. de anlatildigi gibi WST-1 testi ile
belirlenmistir. Esit miktarda ilag iceren (100 pL DMEM iginde 500 nM dosetaksel
icerecek sekilde) anyonik ve katyonik nanopartiktl formualasyonlari ve ilag (100 pL
%1 DMSO iceren DMEM icinde 500 nM) soliisyonu her bir kuyucuga eklenmigtir.
24 ve 48 saat boyunca RG-2 sigan glioma hicrelerine uygulanmistir ve etiivde
(37°C ve % 5 CO2) inkube edilmistir. Bu surelerin sonunda hayatta kalan hicreler
WST-1 boyasi ile boyanmistir. Boyanan hiicrelerin absorbans degerleri mikroplaka
okuyucu ile dlcllerek % hayatta kalan hicre sayisi hesaplanmis ve formulasyonlar

birbiri ile ve esit miktarda dosetaksel igeren ilag solisyonu ile karsilastiriimistir.
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4. BULGULAR
4.1. Dosetakselin in vitro Miktar Tayini ve Yontemin Validasyonu

DOC'in in vitro miktar tayini ve yontemin validasyonu Bolum 3.2.2.'de 6zetlendigi
sekilde yapilmistir. DOC’e ait HPLC piki dizgun bir sekilde 8,2. dakikada elde
edilmistir (Sekil 4.1., Sekil 4.2.). Yontemin validasyonunda dogrusallik (linearity),
dogruluk (accuracy), kesinlik (precision), duyarliik (sensitivity), 0zgunluk
(specificity), stabilite (stability) gibi parametreler incelenmigtir.

Sekil 4.1. 20 uM’hik DOC ¢ozeltisine ait kromatogram.

mAl -
80—5
TD—E
60—2

8-

Sekil 4.2. 100uM’ik DOC ¢ozeltisine ait kromatogram.
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4.1.1. Kalibrasyon dogrusunun hazirlanmasi

DOC’in kalibrasyon dogrusu Bolim 3.2.2.1."de ozetlendigi sekilde hazirlanmistir.
Kalibrasyon dogrusu, denklemi ve korelasyon katsayisi (r?) farkl
konsantrasyondaki ¢ozeltilerin analizi sonucunda elde edilen pik alanlarinin grafige
gegciriimesi ve dogrusal regresyonu ile bulunmustur. DOC’in dogrusal regresyon

verileri (Cizelge 4.1.) ve kalibrasyon dogrusu (Sekil 4.3.) asagida verilmigtir.

4000.00

3500.00

3000.00 /
/ y = 16.8x - 1.61
2 =
2500.00 / R2 = 0,9999
2000.00 //
1500.00

1000.00 /
500.00
0.00 / :

0 50 100 150 200 250

Pik Alani (mAU*s)

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.3. DOC'in kalibrasyon dogrusu.

Cizelge 4.1. DOC'in dogrusal regresyon verileri.

Konsantrasyon Araligi 1-200 pg/mL
Kalibrasyon Denklemi y = 16.8x-1.61
Egim 16.8

Kesisim 1.61
Korelasyon katsayisi (r%) 0.9999
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4.1.1.1. Dogrusallik

DOC’in kalibrasyon dogrusu Bolim 3.2.2.1.2.'de 6zetlendigi sekilde hazirlanmistir.
Kalibrasyon dogrusu, denklemi ve korelasyon katsayisi (r?) 1-200 pg/L
konsantrasyon araliginda bulunan 9 farkli ¢dzeltinin HPLC analizi ile elde edilen

pik alanlarinin (Sekil 4.4.) grafige geciriimesi ile hesaplanmistir. Korelasyon
katsayisi (r?) 0.9999 olarak bulunmustur.

[ *DADY A, Sig=220.4 Ref=off (CEM VALIDASYON (YENI KOLONADO2.0201.0

[ DA A, Sig=229.4 Ref=off (CEM VALIDASYON (YENI KOLONADOZ-0301.0)

[ DA A, Sig=229.4 Ref=off (CEM VALIDASYON (YENI KOLONADO40401.0)

[ *DADY A, Sig=220.4 Ref=off (CEM VALIDASYON (YENI KOLONADOS.0501.0

[ “BAR A, Sig=229.4 Ref=off (CEM VALIDASYON (YENI KOLONADOG-0G01.0)

[ *DADY A, Sig=220.4 Ref=off (CEM VALIDASYON (YENI KOLONADOT-O701.0)

[ “BARM A, Sig=229.4 Ref=off (CEM VALIDASYON (YENI KOLONADOS-0201.0)

[ *DADY A, Sig=220.4 Ref=off (CEM VALIDASYON (YENI KOLONND02.0801.0

— DA A, Sig=229.4 Ref=off (CEM VALIDASYON (YEN KOLONADA0-1001.0)
mAl |
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0
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1] 2 4 i i min

Sekil 4.4. 1-200 pg/L konsantrasyon araliginda bulunan 9 farkh ¢ozeltinini HPLC
analizi ile elde edilen piklerinin toplu g6sterimi.
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4.1.1.2. Doqruluk

Dogruluk parametresi Bolum 3.2.2.1.3."de Ozetlendigi sekilde incelenmistir. Bu
amagla kalibrasyon sinirlari iginde bulunan disuk, orta ve yiksek yogunlukta 3
farkh konsantrasyon (2, 50, 150 ug/mL) secilmis ve stok cozeltiden hareketle 6 seri
¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin HPLC analizi yapilmis (Sekil 4.5.) ve pik
alanlarina karsilik gelen konsantrasyon degerleri hesaplanmistir. Hesaplanan
degerlerin ortalama % geri kazanim (x), standart sapma (SS) ve varyasyon
katsayisi (VK) bulunmustur ve asagida verilmigtir (Cizelge 4.2.). Yapilan
hesaplamalar sonucunda 2 pug/mL’lik ¢ozeltinin VK’1 1.46, 50 pg/mL’lik ¢ozeltinin
VK’ 1.14, 150 ug/mL’lik ¢ézeltinin VK'1 0.40 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.2. Dogruluk parametresi igin hazirlanan ¢ozeltilerin % geri kazanim,
standart sapma ve varyasyon katsayisi degerleri.

Srnek 2 gg/mL 50 .pg/mL 150_ Mg/mL
% Geri Kazanim % Geri Kazanim % Geri Kazanim
1 100.3 102.8 102.6
2 99.6 100.8 102.2
3 98.9 100.5 101.8
4 99.0 102.8 101.8
5 97.0 100.8 102.8
6 101.4 102.8 102.3
X 99.3 101.7 102.2
SS 1.45 1.16 0.41
VK 1.46 1.14 0.40
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Sekil 4.5. Dogruluk parametresi igin hazirlanan 150 pg/L konsantrasyonluk 6 seri
¢cOzeltinin HPLC analizi ile elde edilen piklerinin toplu gosterimi.

4.1.1.3. Kesinlik

Kesinlik parametresi Bolum 3.2.2.1.4.de 0&zetlendigi sekilde incelemistir. Bu

amagla kalibrasyon sinirlari iginde bulunan 25 pug/mL ¢ozeltisi segilmigtir.

Tekrar edilebilirlik

Bu parametrenin incelenmesinde 25 pg/mL ¢o6zeltinin art arda 6 kez HPLC analizi
yapillmis ve pik alanlarina kargilik gelen konsantrasyon degerleri hesaplanarak
konsantrasyonun x, SS ve VK degerleri bulunmustur (Cizelge 4.3.). Tekrar

edilebilirlik parametresi icin VK degeri 1.19 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.3. Tekrar edilebilirlik parametresi i¢in hazirlanan
¢Ozeltilerin ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayisi

degerleri.
Ornek Konsantrasyon (ug/mL)
1 26.0
2 25.1
3 25.2
4 25.4
5 25.4
6 25.4
X 25.4
SS 0.30
VK 1.19
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Tekrar elde edilebilirlik

Bu parametrenin incelenmesinde 25 pg/mL ¢ozeltinin art arda 6 kez HPLC analizi
yapiimis ve tekrar edilebilirlik parametresinde oldugu gibi x, SS ve VK degerleri
bulunmustur (Cizelge 4.4.). Tekrar elde edilebilirlik parametresi i¢in VK degeri 1.90

olarak hesaplanmisgtir.

Cizelge 4.4. Tekrar elde edilebilirlik parametresi igin
hazirlanan ¢ozeltilerin ortalama, standart sapma ve varyasyon
katsayisi degerleri.

Ornek Konsantrasyon (ug/mL)
1 26.8
2 26.9
3 25.6
4 26.0
5 26.7
6 26.7
X 26.4
SS 0.50
VK 1.90

Gilinler arasi fark

Bu parametrenin incelenmesinde 25 pg/mL DOC c¢ozeltisi 3 farkli gunde
hazirlanmis ve HPLC analizi yapilarak x, SS ve VK degerleri bulunmus (Cizelge

4.5.). Gunler arasi fark parametresi igin VK degeri 0.62 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.5. Farkli gunlerde hazirlanan ¢ozeltilerin ortalama,
standart sapma ve varyasyon katsayisi degerleri.

Gun Konsantrasyon (ug/mL)
1. 26.5
2. 26.5
3. 26.8
X 26.6
SS 0.16
VK 0.62
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4.1.1.4. Duyarhhk

Duyarlihk parametresinin Tanima Sinirt (LOD) ve Alt Tayin Sinirt (LOQ) B6lim
3.2.2.1.5.’de 6zetlendigi sekilde incelemigstir. Bu amagla kalibrasyon sinirlari iginde
bulunan en dusuk konsantrasyon olan 1 ug/mL c¢ozeltisi secilmistir ve
sinyal/guraltt degeri 34.9 olarak bulunmustur. Buradan yola cikilarak bu degerin 3
oldugu konsantrasyon yani LOD degeri 0.09 ug/mL olarak, bu degerin 10 oldugu
konsantrasyon yani LOQ degeri 0.29 ug/mL olarak hesaplanmigstir (Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. LOD ve LOQ degerleri.

LOD 0.09 pg/mL
LOQ 0.29 pg/mL

4.1.1.5. Ozgunluk

Ozglinlik parametresi Bolim 3.2.2.1.6.)da Ozetlendigi sekilde incelemistir. Bu
amagcla formulasyon geligtirimesi sirasinda kullanilan PCL ve mePEG-PCL ve
kitosan ¢ozeltilerinin ayni kromatografi sartlar altinda DOC'in piki (Sekil 4.6.) ile
girisimli bir pik verip vermeyecegi incelenmigtir. Yapilan c¢alisma sonucunda
formulasyonda kullanilan PCL (Sekil 4.7.), mePEG-PCL (Sekil 4.8.) ve CS’in (Sekil
4.9.) DOC'in pik verdigi zaman araliginda (7,5-9,5 dakika araliginda) herhangi bir
pik vermedigi gorulmugtur. Ayrica HPLC deneyleri boyunca DOC’in piki ile girisimli
hicbir pike rastlanmamistir.
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Sekil 4.6. DOC'in HPLC piki.
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Sekil 4.7. PCL'nin HPLC analizi.
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4.1.1.6. Stabilite

Stabilite parametresi Bolim 3.2.2.1.7.’de 0zetlendigi sekilde incelemistir. Bu
amagcla kalibrasyon sinirlari iginde bulunan 25 pg/mL ¢ozeltisi segilmis ve 0. ve 48.
saatlerde HPLC ile dlcllerek stabilitesine bakilmistir (Sekil 4.10.). 48 saat sonunda
baslangic konsantrasyonunun ortalama %98.35’inin (£0.08) (n=3) ortamda
bulundugu goérulmastir. Bu sire zarfinda herhangi bir bozunma drtiniine ait pik

g6zlenmemigtir.

LAD1 A, Sig=228 4 Ref=off (CEMSTABILITEWOS-0104.0)
DAL A, Sig=228 4 Ref=off (CEMSTABILITEZW08-0101.0)
LAD1 A, Sig=228 4 Ref=off (CEMSTABILITEZW08-0101.0)

169

20—

Sekil 4.10. 25 ug/L konsantrasyonluk ¢dzeltinin 0. ve 48. saatlerdeki HPLC analizi
ile elde edilen piklerinin birlikte gosterimi.

4.2. On Formiilasyon Galismalari

Kullanilacak polimerin, yontemin, polimer oraninin, organik faz/sulu faz oraninin,
surfaktan oraninin ve katyonik nanopartikiller igin kitosan oraninin segilmesi
amaci ile 6n formulasyonlar hazirlanmistir. Bu formulasyonlarin ortalama partikil
blayuklugu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli dl¢ulerek birbiri icinde
kargilastinimis ve formulasyon c¢alismalari icin en uygun formulasyon
parametreleri tespit edilmistir.
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4.2.1. Polimerin segimi

Yapilan kapsaml literatur galismasi sonucunda ve Bo6lum 2.7. de Ozetlenen
avantajlari nedeniyle PCL ve onun bir tirevi olan mePEG-PCL polimerlerinin
nanopartikul formudlasyonlarinda kullanilacak polimerler olmasina karar verilmistir.
Yapilan calismalarda PCL nanokurelerin buayuklukleri 140-220 nm arasinda,

mePEG-PCL ile hazirlanan nanokurelerin blyuklukleri 70-120 nm bulunmustur.

Bu tez kapsaminda PCL M, degerleri farkli olmak Uzere 2 farkli polimer olan
mePEG-PCL (PEG M, = 5,000 Da; PCL M,= 5,000 Da) ve mePEG-PCL (PEG M,
= 5,000 Da; PCL M, = 13,000 Da) ile 6n formulasyon c¢alismalari yapiimistir. Her
iki polimer ile hazirlanan nanopartikullerin partikul bayuklagu, polidispersite indeksi
(Sekil 4.11.) ve =zeta potansiyeli (Sekil 4.12.) degerleri incelenmigtir.
Nanopartikillerin polidispersite indeksleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
(p<0.05) bir fark vardir ve mePEG-PCL (PEG M, = 5,000 Da; PCL M, = 13,000
Da) nanopatrtikillerinin polidispersite indeksi 0.4’Un Gstindedir. Bu nedenle
mePEG-PCL (PEG M, = 5,000 Da; PCL M, = 5,000 Da) kopolimerinin formulasyon

calismalarinda kullanilmasina karar verilmigtir.

250.0 1.00
3 - 0.90
£
= 200.0 080
s Y
= - 070 §
3 O
2 150.0 060 -=
Q
m =
= /+ 050 @
= o)
£ 100.0 040 &
al T
- - 030 J
£ o
o 500 - - 0.20
3]
g~
o - 0.10
00 ePEG-PCL mePEG-PcL | 000
(5,000:5,000) (5,000:13,000)
Partikiil bayaklugu 77.2 72.2
Polidispersite indeksi 017 0.48
mmm Partikill bayakliglh  —e—Polidispersite indeksi

Sekil 4.11. mePEG-PCL (5,000:5,000) ve mePEG-PCL (5,000:13,000)
nanopartikdllerin ortalama partikil buyUkligu ve polidispersite indeksi
(n=3).
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-25.0
mePEG-PCL mePEG-PCL
(5,000:5,000) (5,000:13,000)
Zeta potansiyeli -13.3 -19.6
Zeta potansiyeli

Sekil 4.12. mePEG-PCL (5,000:5,000) ve mePEG-PCL (5,000:13,000)
nanopartikillerin zeta potansiyeli (n=3).

4.2.2. Yontem secimi

PCL ve mePEG-PCL nanopartikilleri Bolum 2.5.2.1.1.’"de 6zetlenen nanopartikil
hazirlama yontemlerinden nanocoOktirme, tekli emdilsiyon ve c¢oklu emiilsiyon
yontemleri ile hazirlanmig ve her u¢ yontem ile hazirlanan nanopartikillerinin
partiktl buyudkligua, polidispersite indeksi (Sekil 4.13.) ve zeta potansiyeli (Sekil
4.14.) gibi karakteristik 6zellikleri incelenmistir. Yapilan galismalara sonucunda
hazirlanan nanopartikullerin partikil buyudklikleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) bir fark vardir ve en kuguk partikul buayUklugu nanogokturme

yontemi ile elde edilmistir.
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- 0.10

0.0 + - 0.00

Nanogdktirme Tekli Emiilsiyon Coklu Emiilsiyon
Partik(l blyaklagl 77.2 146.0 170.3
Polidispersite indeksi 017 0.27 0.19

mm Partikiil by tkligu

——Polidispersite indeksi

Polidispersite indeksi

Sekil 4.13. Farkh yéntemlerle hazirlanan mePEG-PCL nanopartikillerin ortalama
partiktl buyuklugu ve polidispersite indeksi (n=3).
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Nanogdktirme Tekli Emiilsiyon Coklu Emiilsiyon
Zeta potansiyeli -13.3 -18.7 -5.4

u Zeta potansiyeli

Sekil 4.14. Farkh yontemlerle hazirlanan mePEG-PCL nanopatrtiktllerin zeta

potansiyeli (n=3).

75




4.2.3. Polimer oraninin seg¢imi

Polimer oraninin segiminde 3 farkh (%0.05, %0.1 ve %0.2 a/h) polimer orani
denenmis ve nanocoktirme yontemiyle PCL nanopartikilleri hazirlanmistir.
Polimer oraninin nanopartikillerinin partikil buyUklugu, polidispersite indeksi
(Sekil 4.15.) ve zeta potansiyeli (Sekil 4.16.) gibi karakteristik 6zellikleri Gzerine
etkisi incelenmistir. Yapilan 6n formulasyon galigmalarinda %0.05 PCL ile %0.1
PCL iceren nanopartikil formilasyonlarinin partikil buyuklikleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh (p>0.05) bir fark yoktur ancak %0.2 PCL iceren
nanopartikillerin partikal blyUkligu ile her iki formulasyon arasinda istatistiksel

olarak anlamli (p<0.05) bir fark vardir.

250 1.00
B - 0.90
£
3 200 080 _
=) £
= - 070 32
= £
m 150 060 o
= ‘
x | —_
= 0.50 o
@ )
o 100 040 ©
£ I
© - 030 O
o
£
o 90 0.20
- 0.10
0 0.05 0.1 0.2 0-00
Partikul bayuklagu 174.9 170.4 1954
Polidispersite indeksi 0.08 0.07 0.05
mmm Partikiil bayiklagi  —e—Polidispersite indeksi

Sekil 4.15. Farkli polimer oranlari ile hazirlanan PCL nanopartikillerin
ortalama partiktl bayUkligu ve polidispersite indeksi (n=3).
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Zeta Potansiyeli (mV)

-20.0 = -

-25.0 =

-30.0

0.05 0.1 0.2
Zeta potansiyeli -6.8 -19.6 -24 6

Zeta potansiyeli

Sekil 4.16. Farkli polimer oranlari ile hazirlanan PCL nanopartikillerin
zeta potansiyeli (n=3).

4.2.4. Organik faz/sulu faz oraninin se¢imi

Organik faz/sulu faz oraninin sec¢imi igin 3 farkh (1:1, 1:2, 1:4) oran secilmis ve
nanocoktirme yontemiyle PCL nanopartikiller hazirlanmistir.  Hazirlanan
nanopartikullerinin partiktl bayuklugu, polidispersite indeksi (Sekil 4.17.) ve zeta
potansiyeli (Sekil 4.18.) gibi karakteristik ozellikleri incelenmigtir. 1:2 ve 1:4
oranlari ile elde edilen nanopartikullerin partiktl baydklagu arasinda istatistiksel
olarak anlamh (p>0.05) bir fark yoktur ancak polidispersite indeksleri arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Ayrica tim formulasyonlarin zeta

potansiyelleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.17. Farkl organik faz/sulu faz oranlari ile hazirlanan PCL

nanopartikillerin ortalama partikl buyuklugu ve polidispersite indeksi

(n=3).

Zeta Potansiyeli (mV)

1:1

1:2

1:4

Zeta potansiyeli

-17.3

-21.5

-28.7

= Zeta potansiyeli

Sekil 4.18. Farkli organik faz/sulu faz oranlari ile hazirlanan PCL

nanopartikillerin zeta potansiyeli (n=3).
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4.2.5. Surfaktan oraninin segimi

Surfaktan oraninin secimi igin 5 farkli (%0, %0.25, %0.5, %1, %2 a/h) oran
secilmistir. Strfaktan olarak Pluronik F68® (PF-68) kullaniimistir, PCL ve mePEG-
PCL nanopartikl formilasyonlari nanogoktirme yontemiyle hazirlanmigtir. Her bir
formUlasyonun ortalama partikil blayuklugu, polidispersite indeksi (Sekil 4.19.,
Sekil 4.20.) ve zeta potansiyeli (Sekil 4.21., Sekil 4.22.) OlglUimustiur. Tum
formulasyonlarin partikal buyudklagl, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli
degerleri Cizelge 4.7. ve Cizelge 4.8.’de verilmigtir. Yapilan 6n formulasyon
calismalarinda surfaktan oranina bagl olarak PCL nanopartikillerinin partikil
blyuklukleri 150-200 nm, mePEG-PCL nanopartikillerinin partikl blyudkliganin
71-314 nm arasinda degistigi gorulmagstur. Her iki polimerde de surfaktan
kullanilmadan hazirlanan nanopartikullerin  partikal buyudklugunin suarfaktanh
formUlasyonlardan daha klguk oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli

oldugu (p<0.05) goralmustar.

Cizelge 4.7. Farkli surfaktan oranlari ile hazirlanan PCL nanopartikillerinin ortalama
partikul bayuklagu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri.

Siirfaktan Orani Or.t_algm.gfartikul Poljdisper_site Zeta Potansiyeli
Buyuklugu (nm) Indeksi (mV)
% 0 150 0.08 -21.5
% 0.25 202 0.20 -13.7
% 0.50 163 0.10 -19.5
% 1 189 0.06 -15.2
% 2 194 0.09 -15.0

Cizelge 4.8. Farklh surfaktan oranlari ile hazirlanan mePEG-PCL nanopartikillerinin
ortalama partiktl bayUklugu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerleri.

Siirfaktan Orani Or.t_algm_gf_’artikm Poljdisper§ite Zeta Potansiyeli
Buyuklugu (nm) Indeksi (mV)
% 0 71 0.22 -22.1
% 0.25 314 0.35 -20.7
% 0.50 95 0.50 -27.1
% 1 264 0.31 -13.7
% 2 91 0.31 -19.5
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Sekil 4.19. Farkli sirfaktan oranlari ile hazirlanan PCL nanopartikullerin
ortalama partiktl buyuklugu ve polidispersite indeksi (n=3).
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Sekil 4.20. Farkh surfaktan oranlari ile hazirlanan mePEG-PCL
nanopartikullerin ortalama partikal buyuklugu ve polidispersite indeksi
(n=3).
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Sekil 4.21. Farkli surfaktan oranlari ile hazirlanan PCL nanopartikillerin
zeta potansiyeli (n=3).
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Sekil 4.22. Farkl surfaktan oranlari ile hazirlanan mePEG-PCL
nanopartikillerin zeta potansiyeli (n=3).
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4.2.6. Kitosan (Protasan™) oraninin segimi

PCL ve mePEG-PCL polimerleri ile hazirlanan nanopartikillerin yizey yuki
negatiftir. Her iki nanopartikulin yuzey yukini pozitif hale getirmek igin kitosan ile
kaplanmasi dngorulmustur. Nanopartikillerin kitosan ile kaplanmasinda kitosanin
(CS) suda ¢ozlnebilir bir tirevi olan Protasan™ kullanilmis ve 3 farkl (%0, %0.01,
%0.025) Protasan™ orani ile on formulasyon calismasi yapilmistir. Her bir
formulasyon igin ortalama partikal buyuklugu, polidispersite indeksi (Sekil 4.23.) ve
zeta potansiyeli (Sekil 4.24.) dlguimustir. Yapilan 6n formulasyon calismasi ile
nanopartikillerin ortalama partikil boydkldklerinin 170-220 nm, polidispersite
indekslerinin 0.07-0.25 ve zeta potansiyellerini (-20)-(+54) mV arasinda degistigi
ve kitosan ile kaplanan nanopartikullerin net pozitif ylzey yukine sahip oldugu
gorulmustidr. Kitosan oranindaki artisa bagli olarak nanopartiklllerin ortalama
partikil buyukliginde bir artis gorlulmastir. Ayrica tUm nanopartikillerin zeta

potansiyel dederleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir fark vardir.
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Sekil 4.23. Farkli kitosan oranlari ile hazirlanan PCL nanopartikillerin
ortalama partiktl bayUklugu ve polidispersite indeksi (n=3).
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Sekil 4.24. Farkli kitosan oranlari ile hazirlanan PCL nanopartiklllerin zeta
potansiyeli (n=3).
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4.3. Formulasyon Caligmalari

On formulasyon ¢alismalari sonucunda anyonik formiilasyonlar (PCL ve mePEG-
PCL nanopartikilleri) Bolum 3.2.3.2.1. ve katyonik formulasyonlar (CS-PCL ve
CS-mePEG-PCL nanopartikilleri) Bolim 3.2.3.2.2. de oOzetlendigi gibi
nano¢okturme yontemi ile hazirlanmasina karar verilmigtir. Yapilan 0On
formiUlasyon c¢alismalari sonucunda anyonik ve katyonik nanopartikullerin
hazirlanmasi igin surfaktan kullanilmamasina, polimer orani olarak organik fazin
%0.1’lik polimer kullaniimasina ve organik faz/sulu faz oraninin 1:2 olmasina karar
verilmigtir. Ayrica katyonik nanopartikullerin hazirlanmasinda %0.01 Protasan™
iceren sulu faz secilmistir. Formulasyonda kullanilacak bu parametreler Cizelge
4.9.de toplu olarak verilmistir. Ayrica polikaprolakton (PCL), kitosan kapli
polikaprolakton (CS-PCL), metoksi polietilen glikol-polikaprolakton (mePEG-PCL)
ve kitosan kapli metoksi polietilen glikol-polikaprolakton (CS-mePEG-PCL)

nanopartikullerinin sematik gosterimi Sekil 4.25.’de verilmigtir.

Cizelge 4.9. Anyonik ve katyonik nanopartikullerin hazirlanmasinda
kullanilacak parametreler.

Ydntem Nanocoktirme
Polimer Orani % 0.1
Organik Faz/Sulu Faz orani 1:2
Surfaktan Orani % 0
Kitosan Orani % 0.01
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mePEG-PCL CS-mePEG-PCL
J Polikaprolakton

@ Polietilen glikol
0 Kitosan
0 Dosetaksel

Sekil 4.25. Hazirlanan anyonik ve katyonik nanopartiklllerin sematik gdsterimi.
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4.3.1. Ortalama partikul buytklugu ve partikal buyuklagia dagilimi

DOC yuklu ve yiksuz anyonik ve katyonik (kitosan kapli ve kapli olmayan) PCL ve
mePEG-PCL nanopartikillerinin ortalama partikil buydkliga ve polidispersite
indeksi (Sekil 4.26., Sekil 4.27.) Bolim 3.2.4.1. de ézetlendigi gibi dlcilimustir. ilag
yukli ve yuksuz nanopartikillerde en dusuk polidispersite indeksi PCL (bos
nanopartikiller i¢cin 0.107; ila¢ yuklu igcin 0.055) ve en dusuk ortalama partikdl
bayukligu mePEG-PCL (bos nanopartikuller igin 71.12 nm; ila¢ yukli igin 111.5
nm) nanopartikillerinde bulunmustur. Tum formulasyonlarin ortalama partikdl

blayUklugu ve polidispersite indeksi dederleri Cizelge 4.10°da verilmigtir.

Cizelge 4.10. PCL ve mePEG-PCL nanopartikullerinin ortalama partiktl bayuklugu,
ve polidispersite indeksi degerleri.

Formiilasyon Or_t.al?mlgvlfartikijl Poljdispergite
Buyuklug_;u (nm) Indeksi
PCL 142.4 0.107
PCL + DOC 153.8 0.055
CS-PCL 217.9 0.197
CS-PCL + DOC 267.4 0.289
mePEG-PCL 71.12 0.222
mePEG-PCL + DOC 1115 0.264
CS-mePEG-PCL 119.8 0.385
CS-mePEG-PCL + DOC 117.5 0.37
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Polidispersite indeksi 0.1 0.22 0.20 0.39

mmm Partikul bayaklaga

——Polidispersite indeksi

Sekil 4.26. Bos PCL, mePEG-PCL, CS-PCL ve CS-mePEG-PCL
nanopartikdllerinin ortalama partiktl bayUklaga ve polidispersite indeksi (n=3).
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PCL mePEG-PCL | cs-pcL | ©S ';,"SFL’EG
Partikul buyuklugi 153.8 1115 267 4 1175
Polidispersite indeksi 0.06 0.26 0.29 0.37

mm Partikiil biy GkIGgi

—e—Polidispersite indeksi

Sekil 4.27. DOC yuklu PCL, mePEG-PCL, CS-PCL ve CS-mePEG-PCL
nanopartikillerinin ortalama partiktl buyukligu ve polidispersite indeksi (n=3).
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4.3.2. Zeta potansiyeli

DOC yukli ve bos anyonik ve katyonik (kitosan kapli ve kapli olmayan) PCL ve
mePEG-PCL nanopartikillerinin ylizey yuki (zeta potansiyeli) Bolim 3.2.4.2. de
Ozetlendigi gibi olgulmustir (Sekil 4.28., Sekil 4.29.). Yapilan c¢alismalar
sonucunda anyonik nanopartikillerin zeta potansiyeli -31 ile -10 mV, katyonik
nanopartikullerin zeta potansiyeli 31 ile 54 mV arasinda degismektedir. Tum
formulasyonlarin zeta potansiyel degerleri Cizelge 4.11.’de verilmistir.

Cizelge 4.11. PCL ve mePEG nanopartikullerinin zeta potansiyeli degerleri.

Formulasyon Zeta Potansiyeli (mV)

PCL -31.1
PCL + DOC -25.3
CS-PCL 53.9
CS-PCL + DOC 46

mePEG-PCL -22.1
mePEG-PCL + DOC -10.4
CS-mePEG-PCL 31

CS-mePEG-PCL + DOC 325
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Sekil 4.28. Bos PCL, mePEG-PCL, CS-PCL ve CS-mePEG-PCL

nanopartikillerinin zeta potansiyeli (n=3).

Zeta Potansiyeli (mV)

PCL

mePEG-PCL

CS-PCL

CS-mePEG-
PCL

Zeta potansiyeli

-25.3

-10.4

46

325

1 Zeta potansiyeli

Sekil 4.29. DOC yukli PCL, mePEG-PCL, CS-PCL ve CS-mePEG-PCL

nanopartikillerinin zeta potansiyeli (n=3).
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4.3.3. Kisa sireli fiziksel stabilite caligmasi

DOC yukli anyonik ve katyonik PCL ve mePEG-PCL nanopartiktllerin 1 ayhk sire
icinde partikil buyUkligu ve zeta potansiyelindeki dedisikliklerin incelenmesi
amaci ile kisa sureli fiziksel stabilite ¢alismasi yapilmistir. Bu calisma igin
hazirlanan sulu dispersiyon halindeki formtlasyonlardan belirli zaman araliklarinda
(taze, 1., 2., 7., 15., 30. gunlerde) ornekler alinmig, ortalama partikul buyuklagu
(Sekil 4.30.) ve zeta potansiyeli (Sekil 4.31.) Bolim 3.2.4.1. ve 3.2.4.2. de

Ozetlendigi gibi dlguimastur.

Yapilan kisa sireli fiziksel stabilite galismalarinda kitosan kapli ve kapli olmayan
PCL nanopartiklllerinin ortalama partikil buyudkliginde 8-10 nm’lik bir artis,
mePEG-PCL nanopartikullerinin ortalama partikul buyukligunde 13-23 nmlik bir

azalig goérulmastur.

Zeta potansiyeli Uzerine yapilan c¢alismalarda kitosan kapli olmayan
formulasyonlarda 2-5 mV bir artig, kitosan kapli formulasyonlarda ise 5-15 mV’luk
bir azalis gorulmis ve zamana bagh olarak nanopartikullerin notre yaklastigi

gozlenmigtir.
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Ortalama Partikal Byiklago (nm)

0 PCL mePEG-PCL CS-PCL CS-mePEG-PCL
0.Gan 1441 99.52 2242 130.6
1.Gun 153.4 87.12 211.2 122.3
2.Gln 162 75.03 213.8 122.3
7.Gln 139.7 85.59 224 98.6
15.Gln 144.8 76.63 2401 141
30.Gun 152.9 76.11 234.6 117.3

m0.Giun
m1.Gin
m2.Gln
m7.Gln
=15.Gin
= 30.Gin

Sekil 4.30. Anyonik ve katyonik nanopartikillerin 30 glin boyunca farkli zaman
araliklarindaki ortalama partikul bayuklagu ve polidispersite indeksi (n=3).
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Sekil 4.31. Anyonik ve katyonik nanopartikillerin 30 giin boyunca farkli zaman

araliklarindaki zeta potansiyeli (n=3).
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4.3.4. Taramal elektron mikroskobu ile goruntileme ¢aligmalari

Anyonik ve katyonik (kitosan kapli ve kaph olmayan) PCL ve mePEG-PCL
nanopartikillerinin goérintileme c¢alismalari Bolum 3.2.4.4. de Ozetlendigi gibi
taramali elektron mikroskopu (SEM) ile gercgeklestirilmistir. PCL, CS-PCL, mePEG-
PCL ve CS-mePEG-PCL nanopatrtiktllerinin SEM ile elde edilen gorintileri Sekil
4.32.’de verilmigti. SEM goéruntileri ile de gorllebilecegi gibi tim
formulasyonlarda dairesel ve dizgun yuzeyli nanokureler elde edilmigtir. Ayrica
partikil bayuklukleri Malvern Zetasizer cihazi ile O6l¢llen ortalama partikdl
blyuklukleri ile uyum gostermektedir. Yapilan gorintileme ¢alismalari sirasinda
mePEG-PCL nanopartikillerinin  ve kitosan yUkli nanopartiktllerin elektron
bombardimanina PCL nanopartikullerine oranla daha dayaniksiz oldugu

g6zlenmistir. Bu nedenle elde edilen géruntuler daha flu olarak gézlenmistir.

Sekil 4.32. Anyonik ve katyonik nanopartikillerin toplu SEM goruntisu;
A: PCL nanopartikiller, B: mePEG-PCL nanopartikiller, C: CS-PCL
nanopartikiller, D: CS-mePEG-PCL nanopartikiller.
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4.3.5. ilag yiikleme etkinliginin degerlendirilmesi

Anyonik ve katyonik PCL ve mePEG-PCL nanopartikillerinin enkapsulasyon
etkinliginin (Sekil 4.33.) ve yukleme kapasitesinin (Sekil 4.34.) belirlenmesi Bolum
3.2.4.5. de ozetlendigi gibi gercgeklestiriimistir. Yapilan enkapstilasyon etkinlik
calismalari sonucu kitosan kapli mePEG-PCL'de %96'lik enkapsilasyon etkinligi
(%EE) ile en yuksek enkapsulasyon etkinligine sahip nanopartikil formulasyonu
oldugu goérulmastir. Bunu %75’lik oranla kitosan kapli PCL nanopartikilleri ve
%65’lik oranla kitosan kapli olmayan mePEG-PCL nanopartikilleri izlemektedir.
En duslk enkapsilasyon etkinligi ise %61’lik oranla kitosan kapl olmayan PCL

nanopartiktllerine aittir.

Formdlasyonlarin  yUkleme kapasitesinin  (%LC) belirlenmesi icin her bir
formulasyonlarda bulunan ilag ve polimer miktari hesaplanmistir. Baslangigta
polimer miktarinin %10’u kadar ila¢ kullanildidi i¢in her bir formilasyonun teorik
%LC’si %10°dur. Yapilan calisma sonucunda en ylksek yukleme kapasitesi
%9.57’lik oranla kitosan kapli mePEG-PCL nanopartikullerde bulunmustur. Bunu
%7.78'lik oranla kitosan kapl PCL, %6.52’lik oranla kitosan kapli olmayan

mePEG-PCL ve %6.13'luk oranla kitosan kapli olmayan PCL nanopartikilleri

izlemektedir.
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PCL mePEG-PCL CS-PCL 'g‘&_ -
'm%EE 60.73 65.16 75.47 95.69

Sekil 4.33. Anyonik ve katyonik nanopartikillerin % Enkapsulasyon Etkinligi
(%EE) (n=3).
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Sekil 4.34. Anyonik ve katyonik nanopartikillerin % Yukleme Kapasitesi (%LC)
(n=3).

4.3.6. In vitro etkin madde salim ¢caligmalarinin degerlendirilmesi

Anyonik ve katyonik PCL ve mePEG-PCL nanopartikillerinin in vitro ilag salim
profili pH 7,4 fosfat tamponunda BoOlum 3.2.4.6. da anlatildigi gibi yapilmigtir.
Hazirlanan formulasyonlar salim ortamina konulduktan sonra 15., 30., 45., 60., ve
75., dakikalarda ornekler alinmis ve HPLC ile miktar tayini yapilarak kimdulatif
salim degerleri hesaplanmistir. Tim formulasyonlarin salim profilleri Sekil 4.35.’de

verilmigtir.
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4.5. In vitro Sitotoksisite Galismalarinin Degerlendirilmesi

4.5.1. In vitro guvenilirlik caligmalarinin degerlendirilmesi

Anyonik ve katyonik PCL ve mePEG-PCL nanopartikllerinin in vitro guvenilirlik

calismalari L929 fare fibroblast hicreleri Uzerine Bolim 3.2.5.1. de anlatildi§i gibi

yapilmigtir. Bos nanopartikil formulasyonlari 24 ve 48 saat boyunca L929

hiicrelerine uygulanmis ve bu sirelerin sonunda % hayatta kalan hiicre sayisi

hesaplanarak formulasyonlarin guvenilirligi incelenmistir (Sekil 2.36., Sekil 2.37.)

Guvenilirlik caligmasi sonucunda tum formulasyonlarda her iki zaman araligi igin

kontrol grubuna goére en az %90 hucre canlihdi elde edilmistir. 48 saatlik

inkiibasyon sulresinin sonunda tim formdulasyonlar ile kontrol grubu arasinda

anlamli bir fark (p>0.05) bulunamamistir.

120.00

100.00 -

80.00 -

60.00 -

% Hiicre Canlihgi (L929)

40.00 -

20.00 -

0.00 -

PCL

mePEG-PCL

CS-PCL

CS-mePEG-PCL

Kontrol

%

109.30

108.23

101.73

90.72

100.00

Sekil 2.36 Anyonik ve katyonik bos nanopartikullerin L929 hicreleri Ustune
24 saatlik etkisi (n=3).
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60.00 -

% Hiicre Canlihgi (L929)

40.00 -
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0.00 1 PCL mePEG-PCL CS-PCL CS-mePEG-PCL Kontrol

% 118.99 100.37 122.79 93.41 100.00

Sekil 2.37 Anyonik ve katyonik bos nanopartikillerin L929 hiicreleri Ustine
48 saatlik etkisi (n=3).

4.5.2. Dosetakselin glioma hucreleri Gstune etkisi degerlendirilmesi

Dosetakselin RG-2 sigan glioma hucreleri Uzerine etkisi Bolum 3.2.5.2. de
anlatildigi gibi incelenmistir. 24 ve 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
dosetaksel ¢dzeltisine maruz birakilan hicrelerin kontrol grubuna gore % hayatta
kalan hucre sayisi hesaplanmis ve dosetaksel konsantrasyonuna bagl olarak
hicre yasayabilirligi incelenmigstir (Sekil 4.38., Sekil 4.39.). Yapilan calisma
sonucunda en yuksek sitotoksik etki 500 nM’lik konsantrasyonda gézlenmistir. 500
nM'lik ila¢ ¢ozeltisine 24 saat stresince maruz tutulan hidcrelerin %24’Gnin 48
saat slresince maruz tutulan hicrelerin ise vyaklasik %50’sinin  6ldugu

gozlenmisgtir.
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Sekil 4.38. Farkli konsantrasyonlardaki dosetaksel ¢ozeltilerinin
RG-2 hicreleri Gstline 24 saatlik etkisi (n=3).
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Sekil 4.39. Farkh konsantrasyonlardaki dosetaksel ¢ozeltilerinin
RG-2 hicreleri Gstline 48 saatlik etkisi (n=3).
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4.5.3. in vitro etkinlik caligmalarinin degerlendirilmesi

Anyonik ve katyonik PCL ve mePEG-PCL nanopartikillerinin in vitro etkinlik
calismalari RG-2 sigan glioma hucreleri Gzerine Bolum 3.2.5.3. de anlatildigi gibi
incelenmistir. Esit miktarda ilag igeren nanopartikil formualasyonlari bu hicre
hattina uygulanmig, 24 ve 48 saat sonunda % hayatta kalan hicre sayisi
hesaplanarak formulasyonlarin etkinligi incelenmigtir (Sekil 4.40., Sekil 4.41.).
Yapilan g¢alismalar sonucunda 48 saatin sonunda dosetaksel sollisyonu verilen
RG-2 hdcrelerinin - %52’inin  hayatta kaldigi buna karsin ila¢c yukli PCL
nanopartikillerde  hicrelerin ~ %50’sinin, mePEG-PCL nanopartikillerinde
%47’'sinin, kitosan kapli PCL nanopartikillerinde %46’sinin ve kitosan kapli
mePEG-PCL nanopartikullerde %40’ inin hayatta kaldigi ve bu sonucun DOC

¢Ozeltisine gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu gorulmustur.
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5. TARTISMA
5.1. Yontemin Validasyonun Degerlendirilmesi

Dosetaksel'in in vitro miktar tayini ve yontemin validasyonu Bélum 3.2.2.’de
O0zetlendigi sekilde HPLC cihazi ile yapilmistir. Literatirde dosetakselin HPLC ile
miktar tayinine yonelik yapilan galismalarda absorbans degeri 227 nm ile 230 nm
arasinda degismektedir [118-121]. Bu tez kapsaminda dalgaboyu olarak 227 nm
ve 229 nm denenmis 229 nm ile yapilan analizler sonucunda daha yuksek
absorbans elde edilmigtir. Dosetaksel'e ait kromatogram Bolim 4.1.’de ve $ekil
4.1.de verilmistir. ilgili sekilde de gorildigi gibi DOC’e ait pik 8,2 dakikada
duzgun bir sekilde elde edilmigtir.

Dosetakselin miktar tayininde kullaniimak amaciyla Bolum 3.2.2.1.’de 6zetlendigi
gibi bir kalibrasyon dogrusu hazirlanmis ve yontemin validasyonu yapilmistir.
Yoéntemin validasyonunda dogrusallik (linearity), dogruluk (accuracy), kesinlik
(precision), duyarlilik (sensitivity), 6zgunluk (specificity), stabilite (stability) gibi

parametreler incelenmisgtir.

Dogrusallik parametresinin incelenmesinde kalibrasyon dogrusunun korelasyon
katsayisindan (r?) yararlaniimistir ve 0.9999 olarak bulunmustur. Bu deger 1’e cok
yakindir. 1-200 pg/L konsantrasyon araligindaki ¢ozeltilerden elde edilen pik
alanlari arasinda dogrusal bir iliski olmasi ve korelasyon katsayisinin 1’e ¢ok yakin

bir deger olmasi kalibrasyon dogrusunun dogrusal oldugunun kanitidir.

Dogruluk parametresi Bolum 3.2.2.1.3.’de 0zetlendigi sekilde incelenmistir.
Kalibrasyon sinirlari iginde bulunan disuk, orta ve ylksek yodunlukta 3 farkh
konsantrasyon i¢in VK degerleri Bolum 4.1.1.2.de verilmigtir. FDA ve USP
validasyon kilavuzlarinda varyasyon katsayisinin %2’den daha kiguk olmasi
gerektigi bildirilmistir [107-109]. Yapilan ¢alismada her G¢ konsantrasyon icin de
VK degerleri %2’nin altinda oldugu goérulmuastir ki bu da yontemin dogrulugunu

gOstermektedir.

Kesinlik parametresi Bolim 3.2.2.1.4.’de Ozetlendigi sekilde incelenmigstir ve
Bolim 4.1.1.3.’de sonuclari verilmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda tekrar

edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik ve gunler arasi fark icin ayri ayri elde edilen VK
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degerleri %2’'nin altinda bulunmustur. Bu da yo6ntemin tekrar edilebilir oldugu,
verilerin tekrar elde edilebilir oldugu ve gunler arasi analiz sonuglarinda herhangi

bir degisim olmadiginin gostergesidir.

Duyarlihk parametresinin Tanima Siniri (LOD) ve Alt Tayin Siniri (LOQ) Bolim
3.2.2.1.5.’de Ozetlendigi sekilde incelenmigtir. Bolum 4.1.1.4.de de gdsterildigi gibi
LOD degeri 0.09 pg/mL, LOQ degeri ise 0.29 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu
veriler ydontemin amacina uygun duyarliiga sahip oldugunu gostermektedir.

Ozgiinliik parametresi Bolum 3.2.2.1.6.da ozetlendigi sekilde incelenmis ve
formllasyonda kullanilan maddelere ait kromatogramlar Bolim 4.1.1.5.de
verilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda formulasyonda kullanilan PCL, mePEG-
PCL ve CS’In DOC'in pik verdigi zaman araliginda (7,5-9,5 dakika araliginda)
herhangi bir pik vermedigi gorilmustir. Ayrica HPLC deneyleri boyunca DOC'in
piki ile girisimli hi¢bir pike rastlanmamistir. Tum bu sonuglar kullanilan yontemin

DOC igin 6zgln oldugunun kanitidir.

Stabilite parametresi Bolum 3.2.2.1.7.de Ozetlendigi sekilde incelemistir. Stabilite
calismalarinda kullanilan ¢ozeltinin 48 saat sonunda baslangig
konsantrasyonunun ortalama %98’inin bulundugu goérulmustur. Ayrica bu sure
zarfinda herhangi bir bozunma Uridndne ait pik gézlenmemistir. Boylece DOC
¢cOzeltisinin yapilan ¢alismalar boyunca bozunmadan stabil bir sekilde kaldigi

gOsterilmistir.

Tum bu validasyon calismalari sonucunda kullanilan yodntemin DOC’in
nanopartikil formuilasyonlarindan in vitro deneylerde miktar tayini icin uygun

oldugu gorulmustar.
5.2. On Formiilasyon ve Formiilasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

On formulasyon deneyleri ozellikle teknolojik ve formilasyon parametrelerinin
nanopartikul buyuklugu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli Uzerine etkisini
O0lcmek ve en uygun sonuglar veren nanopartikul formulasyonlari ile galisabilmek
icin farkl parametrelerin farkli oranlarda denenmesi ile yuratiimastir. Hazirlama
yontemi secimi de dahil olmak Uzere detayh bir 6n formulasyon c¢alismasi

yapilmistir. Her ne kadar PCL nanopartikilleri literatirde siklikla ¢caligiimis olsa da
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mePEG-PCL ve CS kaphh mePEG-PCL nanopartikiller literatirde yenidir. Bu
nedenle formulasyon gelistirme g¢alismalarinda her bir parametre dikkatle
incelenmistir ve nihai formulasyonlara bu bulgular 1siginda ulasiimistir.
Kullanilacak polimerin, yontemin, polimer oraninin, organik faz/sulu faz oraninin,
surfaktan oraninin ve katyonik nanopartikiller icin kitosan oraninin secilmesi

amaci ile Bolum 3.2.3.1.'de 6zetlenen on formulasyonlar ¢aligmalari yapiimigtir.

Nanopartikillerin hazirlanmasi igin Bolum 2.7. de ozetlenen avantajlari nedeniyle

PCL ve onun bir tirevi olan mePEG-PCL polimeri segilmigtir.

Her iki polimer de nanopartikll olusturmak igin uygun polimerlerdir ve bu alanda
bircok calisma mevcuttur. Cirpanli ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigi bir
calismada nanogoktirme yontemi ile 274 nm boyutunda PCL nanokureleri elde
edilmistir [115]. Verger ve arkadaslarinin 1998 yilinda yaptiklari bir baska
calismada ise 208 nm boyutunda PCL nanopartikiller elde edilmistir [111]. 2010
yihnda Zheng ve arkadaslarinin nanogoktirme yontemi ile mePEG-PCL
nanopartikulleri hazirlamis ve 80 nm boyutunda nanopartikiller elde etmislerdir
[110]. Ayni grubun 2011 yilinda yaptigi bir bagka calismada ise nano¢oktirme
yontemi ile 120 nm boyutunda mePEG-PCL nanopartikuller elde edilmistir [112].
Bu polimer ile yapilan diger calismalarda ise genellikle 70-80 nm arasinda degisen
nanopartikuller elde edilmigtir [118-119, 122]. Genel olarak mePEG-PCL
nanopartikullerinin ortalama partiktl bayuklugua 50-150 nm arasinda degismesine
karsin PCL nanopartikilleri 200-300 nm arasinda degismektedir. Bu tez
kapsaminda yapilan c¢alismalarda da mePEG-PCL ile hazirlanan nanokdrelerin
bayuklukleri  70-120, PCL nanokurelerin  boyudklikleri  140-220 arasinda
bulunmustur. Bu sonuclar literatirle paralellik gostermektedir. Genel olarak
mePEG-PCL nanokireler PCL nanoklrelere goére daha dustuk partikdl
blayukligine sahiptir. mePEG-PCL amfifilik bir kopolimerdir ve hidrofilik PEG
zincirlerine ve hidrofobik PCL zincirlerine sahiptir. Hidrofilik PEG zincirleri
kopolimerin suda daha iyi difize olmasini saglar ve bu nedenle nanopartikullerin
boyutu PCL nanopartikillerine oranla daha kaguktir. Koiguk boyutlu
nanopartikullerin hdcre igine alimi ¢ok daha hizlidir bu da ilacin kanser hucreleri
icine daha etkili alinmasina olanak saglayacaktir. mePEG-PCL ile hazirlanan

nanopartikullerin dusuk partikal buyukligunun yani sira yuzeylerinin PEG zincirleri
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ile kapli olmasi da bir diger onemli Ustunltkleridir. Bu zincirler nanopartikullerin
MPS hucreleri tarafindan algilanmasini engelleyerek nanopartikullerin bolgede
bozulmadan kalmasina ve ila¢ salmasina olanak saglayacaktir [93, 123]. Bu
astlnldklerinden vyararlanmak amaciyla bu tez kapsaminda mePEG-PCL
nanopartikil hazirlamada polimer olarak secilmis ve PCL nanopartikilleri ile

kargilastiriimistir.

Ayrica tez kapsaminda PCL M, degerleri farkli olmak tzere 2 farkl polimer olan
mePEG-PCL (PEG M, = 5,000; PCL M,= 5,000) ve mePEG-PCL (PEG M, =
5,000; PCL M, = 13,000) ile 6n formulasyon c¢alismalari yapiimistir. Bu alanda
yapilan calismalar mePEG-PCL yapisinda bulunan ve kopolimerin hidrofobik
kismini olusturan PCL’'nin M, degerine bagli olarak nanopartikilin ortalama
buyuklugunun degistigini gostermektedir [64, 94, 124-125]. PCL'nin M, degerindeki
artis kopolimerin hidrofobik kismini artirmakta ve buna bagl olarak kopolimerin su
icindeki difizyonu yavaslamaktadir. Bunun sonucu olarak da nanopartikillerin
ortalama partikil buayukligu artmaktadir. Bu ¢alismada, mePEG-PCL
(5,000:5,000) ile hazirlanan nanopartikillerin ortalama partikil bayaklagu 77 nm,
mePEG-PCL (5,000:13,000) ile hazirlanan nanopartikillerin ortalama partikil
blayUkligu ise 72 nm olarak bulunmustur ancak bu fark istatistiksel olarak anlaml
(p>0.05) degildir. mePEG-PCL (5,000:13,000) ile hazirlanan nanopartikullerin
ortalama partikul bayUkliglinun daha ylksek olmasinin beklenmesine karsin her
iki tirevin PCL M, arasindaki farkin partiktl bayukligunu etkileyecek kadar blyuk
bir fark olmadigi disunidlmektedir. Literatlirin aksine mePEG-PCL (5,000:13,000)
ile hazirlanan nanopartikullerin ortalama partikil buyukliginin dugsuk g¢ikmasi
nanopartikullerin hazirlanmasi sirasindaki diger parametrik farkliliklar ve hatalarin
(karisma derecesi, karisma hizi, damlatma mesafesi, organik faz ve sulu fazdaki
ufak hacimsel farkliliklar gibi) nanopartikillerin boyutlarini etkiledigi tahmin
edilmektedir. Her iki polimerin polidispersite indeksleri kargilastirildiginda ise
mePEG-PCL (5,000:13,000) nanopartikillerinin  polidispersite  indekslerinin
istatistikel olarak anlamli (p<0.05) bir oranla daha ylksek oldugu gorulmustir. Bu
nedenle formulasyon calismalari icin mePEG-PCL (5,000:5,000)’in kullaniimasina

karar verilmigtir.
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Yontem seciminde PCL ve mePEG-PCL ile nanopartikil hazirlamaya uygun
oldugu literaturde gosterilen ve Bolum 3.2.3.1.2. de anlatilan nanogokturme, tekli
emilsiyon ve ¢oklu emdilsiyon yontemleri denenmistir. Genellikle nanogokturme
yontemi ile hazirlanan PCL nanopartiklllerinin ortalama partikil buayuklugu
emulsiyon bazl ydntemler ile hazirlanan partikiillerden daha disuktir. Ozellikle
coklu emulsiyon ile hazirlanan nanopartikullerin veya mikropartikullerin ortalama
partikil bayuklukleri olduk¢a buyuktar [119, 124, 126]. Yapilan c¢alismalar
sonucunda nanogoOkturme yontemi ile hazirlanan mePEG-PCL nanopartikillerin
partiktl bayUkligu 77 nm, tekli emulsiyon yéntemi ile hazirlanan nanopartikillerin
partikil  bayukligt 146 nm, c¢oklu emdulsiyon yoéntemi ile hazirlanan
nanopartikullerin partikil buyuklagd 170 nm olarak bulunmustur. Bu sonuglar
dogrultusunda nanocgoktirme yodntemi ile hazirlanan nanopartikullerin ortalama
partiktl bayUkligunun literatlrle uyumlu olarak daha dusik oldugu goriimustar.
Daha duguk ortalama partiktl bayuklugune sahip olmasi, pratik bir yontem olmasi
ve literatirde siklikla kullanilmasi nedeniyle formulasyon c¢aligmalari igin

nanog¢oktirme yonteminin kullanilmasina karar verilmistir.

Polimer oraninin sec¢iminde 3 farkli (%0.05, %0.1 ve %0.2 a/h) polimer oraninda
nanogoktirme yoéntemi ile PCL nanopartikiller hazirlanmigtir. Diaslk polimer
oranlarinda daha dusuk nanopartikul boyutlari elde edilece@i dusunulmekle birlikte
en uygun formulasyon polimerin ve yontemin tlrine gore degismektedir [64]. Bu
nedenle en uygun polimer oraninin bulunmasi énemlidir. Wei ve arkadaslarinin
2009 yilinda yaptiklari bir calismada farkl polimer oranlarinda mePEG-PCL
nanopartikulleri hazirlanmig ve polimer konsantrasyonundaki artisa bagl olarak
nanopartikullerin  boyutlarinda artis  oldugu goérldlmastir [127]. Polimer
konsantrasyonu ile partikil buyUklGglu arasindaki bu iligki farkli gruplarin
calismalari ile de gosterilmistir [119, 128-129]. Yapilan 6n formilasyon
calismalarinda %0.05 PCL iceren nanopartikil formulasyonu ile partikdl
buaydklugunu 175 nm, %0.1 PCL igeren nanopartikil formuilasyonu ile partikdl
buaydklugunu 170 nm, %0.2 PCL iceren nanopartikil formilasyonu ile partikdl
bayukligi 195 nm olan PCL nanopartikiller elde edilmistir. Sonuglardan da
anlasildigi gibi polimer oranlarinin ortalama partiktl buyuklagune belirgin bir etkisi
tespit edilememigtir. En dusuk ortalama partikil buyudkligu elde edildigi icin

formulasyon c¢alismalarinda %0.1 PCL oraninin kullaniimasina karar verilmigtir.
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Organik faz/sulu faz oraninin secimi icin 3 farkli (1:1, 1:2, 1:4) oran segcilmistir.
Genellikle organik faz/sulu faz oranindaki azalma veya artma nanopartiktl boyutu
ustine etkili degildir. Ancak organik fazin sulu faz igindeki diflizyon hizi dolayisiyla
organik fazin polaritesi ve su ile karisabilirligi nanopartikillerin  boyutunu
etkilemektedir [64, 129-130]. Yapilan ¢alismada bu bilgiyle uyumlu bir sekilde her
u¢ oraninda partikul buyuklugune belirgin bir etkisi gorulmemistir. 1:1 (organik
faz/sulu faz) oraninda hazirlana nanopartikil formilasyonu ile partikdl
bayukliguni 183 nm, 1:2 oraninda hazirlanan nanopartikil formulasyonu ile
partiktl buyUkliglini 203 nm, 1:4 oraninda hazirlana nanopartikil formulasyonu
ile partikal bayukligund 202.3 nm olan PCL nanopartikiller elde edilmistir. En
dusuk polidispersite indeksinin elde edilmesi, organik faz ugurulduktan sonraki son
dispersiyonun ¢ok yodun ya da c¢ok seyreltik olmamasi igin formulasyon

c¢alismalarinda 1:2 (organik faz/sulu faz) orani segilmistir.

Surfaktan kullanihp kullaniilmayacagi ve kullanilacak strfaktan oraninin secimi igin
5 farkh (%0, %0.25, %0.5, %1, %2 a/h) Pluronik F68® (PF-68) iceren nanopartikil
formualasyonlari hazirlanmigtir. Literatirde surfaktan oraninin polimerin sulu faz
icinde ¢6zunurlGgunu artirdigi bdylece ortalama partikul bayUuklGgunu dusurdagu
gosterilmektedir [64]. Buna karsin surfaktansiz nanopartikil formulasyonlari ile
daha dusuk ortalama partikual buyuaklugunan elde edildigi ¢calismalar da mevcuttur
[113]. Yapilan 6n formulasyon calismalarinda surfaktansiz PCL nanopartikdl
formulasyonu ile surfaktanh formuilasyonlara kiyasla daha kuguk (150 nm)
nanopartikiller elde edilmistir. mePEG-PCL nanopartikil formulasyonu
calismalarinda surfaktansiz formualasyon ile partiktl bayukluguna 71 nm, %0.25
PF-68 ile 314 nm, %0.5 PF-68 ile 94.7 nm, %1 PF-68 ile 264.1 nm ve %2 PF-68
ile 91.5 nm buyudkligunde mePEG-PCL nanopartikuller elde edilmistir. (n=3).
Sonuglardan da géraldiugu gibi her iki polimer icin de optimum partikil buyUklGgu
surfaktansiz formulasyonlar ile elde edilmistir. Ayrica mePEG-PCL polimeri
amfifilik 6zellikte olmasi nedeni ile strfaktandan olumsuz etkilenmis ve surfaktan
oranina bagh olarak ortalama partikil buytkligunde belirgin sapmalar olusmustur.
mePEG-PCL amfifilik bir polimerdir ve bu 06zelli§gi sayesinde surfaktan gibi
davranarak cekirdek-kabuk yapisinda nanopartikuller olusturmaktadir. Ortamda
surfaktan bulunmasinin bu yapinin olusumunu etkiledigi, duzensiz ve heterojen

nanopartikuller olusturdugu diastnulmektedir. Hazirlanan surfaktanli mePEG-PCL
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nanopartikullerinin  yuksek polidispersite indeksine sahip olmasi da bu bilgiyi

dogrulamaktadir.

PCL ve mePEG-PCL polimerleri ile hazirlanan nanopartikillerin ylzey yuku
negatiftir. Pozitif ylzey yukine sahip katyonik nanopartikillerin negatif yUkli
ilaglari daha iyi enkapsulle ettigi bilinmektedir. Ayrica katyonik nanopartikuller
hicre zarinin negatif dogasi geregi hucre ile daha iyi etkilesime girerek anyonik
nanopartikullere kiyasla daha hizli hicre igine alinirlar. Bunun yani sira katyonik
nanopartikillerin lokal ve mukosal uygulamalarda daha etkili oldugu bilinmektedir
[71]. Negatif yluzey yukine sahip nanopartikillerin katyonik hale getiriimesinde
kitosan ile bu partikillerin kaplanmasi literatlirde kullanilan bir yéntemdir. Bu
sayede nanopartikilin yuzey yuku pozitif hale getirildigi gibi, kitosanin
mukoadezif, antittméral ve immin cevap artirici  o6zelliginden de
yararlaniimaktadir. Cesitli calismalarda PCL nanopartiklllerin ytzeyleri kitosan ile
kaplanarak pozitif hale getirilebildigi gosterilmistir [73, 106]. Bu tez kapsaminda
nanopartikullerin kitosan ile kaplanmasinda kitosanin (CS) suda ¢o6zunebilir bir
turevi olan Protasan™ secilmis ve 3 farkli (%0, %0.01, %0.025) Protasan™ orani
denenmigtir. Genel olarak Protasan™ miktarindaki artis polimerin ylzey
kaplamasini artiracagi igin ortalama partikil bUyukliguna de artirmaktadir [106].
Kitosan kullanilmadan hazirlanan PCL nanopartikillerin ortalama partikdl
bayukligut 170.4 nm ve zeta potansiyeli -19.6 mV, %0.01 CS iceren
nanopartikullerin ortalama partikil buydkligli 196 nm ve zeta potansiyelli +39.2
mV, %0.025 CS iceren nanopartikillerin ortalama partiktl buydklaga 217.9 nm ve
zeta potansiyeli +53.9 mV olarak elde edilmistir. Boylece PCL nanopartikillerinin
yuzey vyuklerinin kitosan ile kaplanarak anyonikten katyonige dedistirildigi ve
istenen net pozitif ylzey yukunin saglandigi gosterilmistir.  Katyonik
nanopartikullerin hazirlanmasinda nispeten daha dusuk bir pozitif yuke sahip
olmasi ve bu nedenle agregasyon riskinin daha az olmasi nedeniyle formulasyon

¢alismalarinda kullanilmak tzere % 0.01’lik Protasan™ orani segilmistir.

Ozetle 6n formiilasyon calismalari sonucunda elde edilen sonuglar dogrultusunda
anyonik nanopartikilleri nanoc¢oktirme yontemi ile %0.01’lik polimer orani ve 1:2

organik faz/sulu faz oraninda ve surfaktan icermeden hazirlanmasina karar
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verilmis. Katyonik nanopartikullerin hazirlanmasinda ise bu parametrelere ek

olarak %0.01’'lik Protasan™ kullaniimasi kararlastiriimistir.
5.3. Nanopartikullerin Karakterizasyon Caligmalarinin Degerlendirilmesi

Yapilan karakterizasyon c¢alismalari sonucunda, DOC vyukli ve bos anyonik ve
katyonik PCL ve mePEG-PCL nanopartikullerinin ortalama partikil btyUklGga 70-
270 nm arasinda, polidispersite degerleri 0.4’Un altinda ve zeta potansiyelleri -31
mV ile +54 mV arasinda oldugu gorulmustir. Nanopartikillere ilag yiuklenmesi
partiktl buyudklaga artirmis zeta potansiyelini ise az da olsa nétre yaklastirmistir.
Partiktl bayUkliginin 400 nm’nin altinda olmasi 6énemlidir. Yapilan galismalar
nanopartikullerin boyutundaki kigulmeye bagh olarak hicresel alinim oranlarinin
artigini gostermektedir. Bu nedenle kuguk partikul boyutlarinin kanser hicreleri de
dahil olmak tzere hucre igine giriginin daha hizli ve kolay oldugu sdylenebilir [68,
131].

Kitosan pozitif yike sahip bir polimerdir bu nedenle kitosan ile kaplanan
nanopartikullerin yuzey yuku beklendigi gibi pozitif degerlerdedir ayrica kitosan ile
kaplama beklendigi gibi partikil buyuklGguna artirmigtir [73, 106]. Kitosan ile
kaplama islemi partikil blayukligund artirmasina karsin ylzey yuklerini (zeta
potansiyelini) pozitif hale getirmektedir. YUlzey yUku hicre i¢i alinimda bir
avantajdir ancak yuksek zeta potansiyelleri nanopartikullerin agregasyonuna da
neden olmaktadir. Yapilan calismalar + 30 mV zeta potansiyeli araligindaki
nanopartikullerin agregasyon riskinin dustuk oldugunu gostermekte bu degerlerin
negatif veya pozitif yondeki artigi ise agregasyon riskini artirmaktadir [132-133].
Kitosan kapli ve dosetaksel yUkli nanopartikillerin zeta potansiyeli, +32.5 mV ve
+46 mV olarak bulunmustur. CS-mePEG-PCL nanopartikilleri (+32.5 mV) CS-PCL
(+46 mV) kiyasla daha uygun zeta potansiyeli degerlerine sahiptir. Ayrica anyonik
PCL ve mePEG-PCL nanopartikillerinin zeta potansiyeli de -30mV’un usttinde
bulunmustur. Tim formdlasyonlar i¢in elde edilen zeta potansiyelleri +30'un ¢ok
Ustiinde veya ¢ok altinda degildir. Bu nedenle tim formulasyonlar icin agregasyon

olusma olasiligi dusuktir.

Yapilan kisa sureli fiziksel stabilite calismasinda DOC yuklu anyonik ve katyonik
PCL ve mePEG-PCL nanopartiktlleri 1 aylik sure iginde partikil bayukligu ve zeta
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potansiyelinde belirgin bir degisim olmamistir. Genel olarak anyonik ve katyonik
PCL nanopartikullerin ortalama partikal buyukligu yaklagik 10 nm artmig, anyonik
ve katyonik mePEG-PCL nanopartikillerde ise yaklasik 13-23 nm’lik bir azalis
gerceklesmistir. Bu degerler goz ardi edilebilecek kadar dusuk degerlerdir.
Formulasyonlarin zeta potansiyellerindeki degisim incelendiginde ise anyonik
formilasyonlarda 2-4 mV artig, katyonik formulasyonlarda ise 5-14 mV’luk bir
azalig gozlenmistir. Bununla birlikte 1 aylik sture sonunda tum nanopartikullerin
zeta potansiyelinin + 30 mV arasinda oldugu goralmustar. Ayrica tim
formulasyonlar i¢in ortalama partiktl blyukliglu ve zeta potansiyellerinde belirgin
bir degisim olmamistir. Buradan yola ¢ikilarak tum formualasyonlarin 1 aylk sure
zarfinda stabil olarak kaldigi soéylenebilir. Bu da uygulama siresi boyunca

nanopartikullerin agregasyon olusturmadan ilaci salabileceklerinin gostergesidir.

Anyonik ve katyonik (kitosan kapli ve kaplh olmayan) PCL ve mePEG-PCL
nanopartikullerinin goruntiuleme calismalari Bolim 3.2.4.4. de Ozetlendigi gibi
taramali elektron mikroskopu (SEM) ile gerceklestiriimistir. SEM goruntuleri ile
elde edilen tim formulasyonlarin sekli kiiresel ve dizgun yizeylidir. Ayrica elde
edilen ortalama partikul buyukltkleri Malvern Zetasizer cihazi ile élgllen degerler
ile uyum gostermektedir. Farkli galigma gruplarinin PCL ve mePEG-PCL
nanopartikulleri Gzerine yapilan goéruntuleme c¢aligmalarinda da buna benzer

sonugclar elde edilmistir [118, 119].
5.4. ilag Yiikleme Etkinliginin Degerlendirilmesi

Anyonik ve katyonik PCL ve mePEG-PCL nanopartikillerinin ilag yukleme
etkinliginin belirlenmesi Bolum 3.2.4.5."de 6zetlendigi gibi gerceklestiriimis, %EE
ve %LC degerleri hesaplanarak sonuclar Bolum 4.3.5.de verilmigtir. Yapilan
etkinlik calismalarinda kitosan kapli formulasyonlar kapli olmayan formilasyonlara
kiyasla daha yuksek %EE ve %LC degerlerine sahiptir. Kitosan kapli PCL
nanopartikilleri kitosan kapli olmayan PCL nanopartikillere kiyasla %15'lik,
kitosan kapli mePEG-PCL nanopartikilleri kitosan kapli olmayan mePEG-PCL
nanopartikillere kiyasla %30’luk daha yuksek (p<0,05) %EE degerine sahiptir.

Kitosan ile kaplama nanopartikiillere pozitif 6zellik kazandirmaktadir. On

formUlasyon calismalari sirasinda formulasyonlar ile esit miktarda Dosetaksel
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iceren ila¢c coOzeltisinin zeta potansiyeli o6lgilmis ve Dosetakselin zeta
potansiyelinin -14 mV oldugu gorulmustur. Dosetaksel gibi anyonik ilaglar kitosan
kapli nanopartikul ile elektrostatik etkilesime girebilir ve daha yiksek enkapsitile
veya adsorbe olabilirler. Bu nedenle nanopartikilleri kitosan ile kaplama %EE

degerini anyonik nanopartiktllere kiyasla artirdigi distntlmektedir [71, 106].

PCL nanopartikullere kiyasla mePEG-PCL nanopartikillerinin enkapsulasyon
etkinliginin daha yuksek oldugu bulunmustur. Onceki bélimlerde de bahsedildigi
gibi mePEG-PCL nanopartikilleri amfifilik polimerlerdir ve bu Ozellikleri sayesinde
hazirlama islemi sirasinda hizli ve spontane bir sekilde nanopartikiller
olusmaktadir. Nanopartikll olusumu sirasinda dosetaksel gibi hidrofobik ilaglarin
PCL’ a kiyasla daha iyi enkapstile edildigi dugunulmektedir. PCL ve dosetaksel
ustine yapilan c¢alismalarda genellikle %65-71 %EE elde edilmis [114, 134],
mePEG-PCL nanopartikilleri Ustiine yapilan ¢alismalarda ise %80-90 %EE elde
edilmistir [110, 118]. Bu tez kapsaminda hazirlanan mePEG-PCL nanopartikillerin
enkapsulasyon etkinligi literaturde gosterildigi kadar yuksek degildir. Bunun
nedeninin mePEG-PCL polimerindeki PCL'nin M, degerindeki farkhlik oldugu
dusundlmektedir. Literatirde genellikle yiksek PCL M, degerine sahip mePEG-
PCL kopolimerleri ile calisiimis buda yuksek enkapsulasyon etkinligi elde
edilmesine neden olmus olabilir. mePEG-PCL nanopartikillerinin %EE degeri
literaturdeki kadar yuksek olmamasina karsin genel olarak PCL

nanopartikillerinden yuksektir bu sonug¢ da literatirle uyumludur.
5.5. In vitro Etkin Madde Salim Galismalarinin Degerlendirilmesi

Anyonik ve katyonik PCL ve mePEG-PCL nanopartikillerinin in vitro ilag salim
profili Bolum 3.2.4.6.’da anlatildigi gibi yapilmis ve sonuglar Bolum 4.3.6.'da
verilmigtir. Dosetaksel gibi hidrofobik ilag yukli PCL ve mePEG-PCL
nanopartikulleri ile yapilan calismalarda genellikle uzun sureli bir salim profili elde
edilmektedir [110, 114, 118]. Buna karsin ilk 1 saat iginde ilacin buyuk bir kismini
salidigi calismalar da vardir [113]. Bolim 2.7.’de Ozetlendigi gibi PCL’nin
parcalanma suresi olduk¢ca uzundur; bu nedenle PCL nanopartikillerinin igine
enkapstule edilen ilaglarin salim hizinin daha yavas olmasi beklenir. Ancak ilac
nanopartikile adsorbe edilir ise salim suresi PCL'nin parcalanma slresinden

etkilenmez ve ¢ok daha kisa surer.
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Bu calisma kapsaminda hazirlanan kitosan kapli ve kapl olmayan PCL ve
mePEG-PCL nanopartikillerinin bayuaklugu 70-270 nm arasinda degismektedir. Bu
boyuttaki nanopartikiller oldukga genis bir yuzey alanina sahiptir. Ylzey
alanindaki artis salim hizini artirmaktadir. Bu durum salim hizinin yiksek
olmasinin bir nedeni olabilir. Sink kosullarin saglanmasi igin kullanilan Tween® 80
cOzeltisi de ilacin ¢ozunurligunu artirdidi igin salim’in hizlanmasina neden olmus
olabilir. Ayrica ilacin buyuk bir kismi nanopartikule adsorbe olarak yuklendigi bu

nedenle 1 saat iginde %80 den fazlasini saldigi dusunulmektedir.
5.6. In vitro Sitotoksisite Calismalarinin Degerlendirilmesi

In vitro sitotoksisite calismalari dahilinde L-929 fare fibroblast hiicre hatti ve RG-2
sigan glioma hucre hatlar kullaniimis. Bos formulasyonlarin guvenilirligi Amerikan
Farmakopesinde (USP) polimerik sistemler icin verilen standart sitotoksisite tayin
yontemi olan L-929 fare fibroblast hiicre hatti kullaniimistir. ilag yikli ve bos
nanopartikullerin sitotoksik etkinliginin belirlenmesi igin ise RG-2 hicre hatti
kullaniimistir. Bu hdcre hatti in vitro galismalarda glioblastoma multiforme igin iyi
bir modeldir [117].

In vitro giivenilirlik calismalarinda 48 saat boyunca uygulanan formiilasyonlarin
tamaminda en az % 90'lk bir hayatta kalma orani goérilmustar. Bu oran
formulasyonlarin L-929 hucreleri Gzerine belirgin bir sitotoksik etkisinin olmadiginin
gostergesidir. Bu sonuglardan yola c¢ikarak hazirlanan formilasyonlar DOC’in
tasinmasi igin oldukga guvenilirdir ve herhangi bir sitotoksik etki yapmaksizin

DOC’in ¢ézunurliguni saglamaktadir.

Dosetakselin glioma hucreleri dstine etkisinin incelenmesi amaci ile farkl
konsantrasyonlardaki ilag ¢ozeltisi %1 DMSO igceren DMEM iginde ¢6zUnmus ve
RG-2 hucrelerine uygulanmistir. Literatirde farkh glioma hucreleri [134-136]
Uzerine dosetakselin etkinliginin incelendigi calismalar olmakla birlikte RG-2
Uzerine yapilan herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu tez kapsaminda
DOC'’in RG-2 hucreleri Uzerine etkisi ilk kez incelenmistir. 48 saat sonunda DOC
konsantrasyonundaki artisina bagl olarak (1uM konsantrasyonunda deneysel hata
kaynakli bir sapis gostermis oldugu disunulmektedir) hayatta kalan hicre sayilari

birbirleri ile yakin sonuglar vermesine karsin bir azalis s6z konusudur. 48 saatin
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sonunda en dusuk hicre sayisi (%48.5) 500 nM’lik konsantrasyonda bulunmustur.
Bu nedenle in vitro etkinlik ¢aligsmalari igin 500 nM’a esdeger ilag igeren

formulasyonlarin denenmesine karar verilmigtir.

In vitro etkinlik ¢alismalarinda 24 ve 48 saat boyunca uygulanan ilag yikli
formulasyonlarin tamami esit miktarda ilag iceren DOC ¢odzeltisi ile kiyaslanmistir.
Her iki zaman araliginda da tim formulasyonlar igin DOC ¢oOzeltisinden daha
yiksek hicre 6luma gergeklesmistir. En basarili formulasyon beklendigi gibi CS-
mePEG-PCL nanopartikillerinde (24 saat icin %34, 48 saat i¢in %60 hiicre 6lUmu)
elde edilmistir. Dosetaksel Bolum 2.6.2.°de anlatildigi gibi hicrelerin mikrotabal
fonksiyonunu etkileyerek mitotik aktivitelerini bozar ve hicre olimlerine neden
olur. RG-2 hucrelerinin doubling suresi yaklasik 20 saattir [137]. Bu nedenle
sitotoksik etkisini ancak 20 saatin sonunda gostermeye baslamaktadir. 24 saat
sonundaki etkinin dustk olmasi bu nedenledir ve 48 saat sonundaki veriler daha

guvenilirdir.

in vitro sitotoksisite calismalar tim formullasyonlarin DOC’in  ¢dzUnGrlGgun
saglayan c¢ozluculere kiyasla daha guvenilir bir sekilde DOC’i tasidigini
gostermektedir. Buna ek olarak tum formulasyonlar DOC'in etkinligini artirmigtir.
formulasyonlar birbiri ile karsilastirildiginda mePEG-PCL nanopartikillerinin PCL
nanopartikullerinden daha etkili oldugu, kitosan ile kaplanan formulasyonlarin ise
kaplanmayan formilasyonlara kiyasla daha basarili oldugu gérilmistir. Ozellikle
CS-mePEG-PCL nanopartikilleri DOC’in etkinligini DOC soltusyonuna kiyasla %12

oraninda anlamli bir artis (p<0,05) géstermistir.
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6. SONUGLAR VE ONERILER

Bu tez kapsaminda glioma tedavisinde kullaniimak uUzere dosetaksel yuklu

katyonik ve anyonik nanopartiktllerin formalasyonu gelistirilmistir.

e Nanopartikil formalasyonlarinin gelistiriimesinde 2 farkli polimer (PCL ve
mePEG-PCL) kullaniimis ve 6n formulasyon caligsmalari ile en uygun

formuUlasyonlar belirlenmistir.

e On formllasyon caligmalari ile polimer konsantrasyonu, organik faz/sulu
faz orani, surfaktan konsantrasyonu gibi parametrelerin formulasyonlarin
ortalama partikul buayuklagune belirgin bir etkisinin olmadidi gézlenmistir.
Hazirlama metodunun ise partikil bayukliguna belirgin bir oranla etkiledigi
gorulmus ve nanocgoktlirme yontemi ile hazirlanan formulasyonlarda daha

dusuk partikal buyuklagu elde edilmistir.

e Kitosan ile kapamanin her iki polimer ile hazirlanan anyonik
nanopartikulleri katyonik hale getirdigi buna kargin partikul buyudklugunu de

artirdigi tespit edilmistir.

e Kisa sureli fiziksel stabilite calismalarinda DOC yukli anyonik ve katyonik
nanopartikullerin 30 guin boyunca herhangi bir agregasyon olusturmadan

stabil bir sekilde kalabildigi gozlenmistir.

e Taramali elektron mikroskobu goruntulemeleri ile tum formulasyonlarin

dairesel ve duzgun bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir.

e Enkapsulasyon etkinligi calismalari sonucunda tim formulasyonlarin
%60'In Ustunde enkapsulasyon etkinligine sahip oldugu ve kitosan ile
kaplama isleminin enkapsulasyon etkinligini artirdigi, 6zellikle mePEG-PCL
nanopartikullerin %95’lik enkapsulasyon etkinligi ile DOC’i olduk¢a yuksek

oranda tagidiklari gozlenmistir.

e Tum formulasyonlarin hizl bir ilag salim profili goésterdikleri ve tasidiklari
ilacin %80’ini 75 dakika icinde saldiklari gérilmus, bunun nedeni olarak
ilacin buyuk bir kisminin nanopartikullerin ylUzeyine adsorbe oldugu

dusundlmustar.
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e In vitro glvenilirlik c¢alismalari sonucunda tim  nanopartikiil
formUlasyonlarinin  DOC'’in tasinmasinda guvenilir oldugu ve L-929

hiicreleri Gzerine herhangi bir sitotoksik etkisi olmadigi tespit edilmigtir.

e RG-2 hucreleri Gzerine yapilan hucre kultart ¢alismalari ile dosetakselin bu
hicreler Gzerine etki gosterdigi ve hicre o6limine neden oldugu

gOsterilmigtir.

e In vitro etkinlik calismalari sonucunda tim nanopartikiil formUlasyonlarinin
DOC’in etkisini artirdii ve RG-2 hucreleri Uzerinde etkili oldugu

gorulmustar.

e In vitro etkinlik calismalar kitosan ile kaplanmis nanopartikiillerin
kaplanmayan nanopartikullere kiyasla daha basarili oldugunu gostermistir

ve en basarili formulasyonun CS-mePEG-PCL oldugu goralmustar.

Glioma tedavisinde en yaygin kullanilan tedavi yontemi cerrahi mudahaledir.
Kemoterapi ve radyoterapinin yeterince etkili olmamasi ve beyinin diger organlara
kiyasla ¢ok daha ulasiimaz bir organ olmasi nedeni ile kisa dénemde bu durumun
degisecegi pek mumkun gorulmemektedir. Bu nedenle 06zellikle glioblastoma
multiforme gibi agresif beyin tUmo6ra turlerinin tedavisinde, cerrahi mudahale
sirasinda uygulanacak tedavi edici sistemlerin gelistirimesi ihtiya¢ vardir. Bu
alanda ila¢ yUkli tampon sistemler umut vadetmektedir. Bu tez kapsaminda
dosetakselin glioma hucreleri Gzerine etkinligi gosterilmistir. Dosetakselin en buyuk
dezavantaji ¢ozucu kaynakli toksisitesidir. Dosetakselin ¢ozunurlugunu saglayan
cobzlculer tedavi sirasinda yan etkiler gostermekte ve tedavinin yarida
birakilmasina neden olmaktadir. Bu tez ile DOC guvenilir bir sekilde PCL ve
mePEG-PCL nanopartikillere yuklenmesi saglanmis ve toksik etkisi olmaksizin
ilacin ¢ozunurlugu gergeklestiriimigtir. Ayrica gelistirilen formulasyonlar sayesinde
ilacin etkinligi de artinlmistir. in vitro calismalar géz 6niinde tutuldugunda
geligtirilen formulasyonlar glioma tedavisi igcin umut vadetmekte ve in vivo
calismalara gecilmesi icin uygunluk gostermektedir. /n vivo calismalar igin
geligtirilen bu nanopartikil formulasyonlari biyopargalanir bir tampon ile
hazirlanarak deney hayvanlarina verilebilir ve etkinlikleri incelenebilir. Boylece

cerrahi midahale sirasinda tumoérian ¢ikartildigi bolgeye uygulanan ve bdlgede
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kalan kanser hucrelerini ortadan kaldiran yeni bir tampon sistem gelistirilmis olur.
Geligtirilecek olan bodyle bir sistemin glioma multiforme tedavisinde tedavi
etkinligini artiracagi ve dusuk olan hasta yasayabilirligini yukseltecegdi

dusunutlmektedir.
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Core-shell polycaprolactone nanoparticles for rat glioma model: formulation
development and characterization

Cem Varan®, Erem Bilensoy"“'
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Polycaprolactone (PCL), an FDA approved polymer for therapeutic use, has been utilized for the
development of drug delivery systems because of its nontoxic and biodegradable properties [1]. The aim of
this study was to design nanocarriers for anticancer drugs using polycaprolactone and its derivatives with
anionic or cationic properties. For this reason, main formulations which were developed are; PCL
nanospheres (NS), MePEG-PCL NS, chitosan coated PCL NS and chitosan coated MePEG-PCL NS with the
latter two formulations possessing positive surface charge.

All NS were prepared by the nanoprecipitation or double emulsion (W/O/W) techniques. For
nanoprecipitation; polymer (1mg) dissolved in different solutions (acetone, ethanol, acetonitrile, DCM) (1ml)
was added to ultrapure water (2ml)(containing or not; %0,5 w/v PF68 as surfactant; %0,025 w/v chitosan as
cationic coated) under magnetic stirrer. Organic solvent was evaporated under vacuum. For double emulsion;
polymer (30mg) was dissolved in 6ml DCM. Ultrapure water (1ml containing %1 w/v PF68) was added to
this organic solution under magnetic stirrer. This emulsion was added to ultrapure water (20ml %1w/v PF68,
%0, 1w/v PVA; chitosan 0,05w/v for cationic NS) and W/O/W emulsion was obtained. Organic solvent was
evaporated under vacuum.

Mean diameter of NS formulations were found to be between 65 and 490nm. Zeta potential values are
between -17 to +48 mV. MePEG-PCL NS prepared according to nanoprecipitation method were the smallest
nanoparticles for both anionic (65nm; PDI=0,1; ZetaPotential=-7mV) and cationic (89nm; PDI=0,3;
ZetaPotential=+32mV) formulations. According to this study, coating with chitosan or using the double
emulsion method increased particle size. Nevertheless, nanoparticles with favorable in vitro properties for

tumor therapy and cellular interaction were obtained with different techniques.
References
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Polycaprolactone nanoparticles for rat glioma model: influence of formulation
parameters on the particle size and zeta potential

C. Varan', E. Bilensoy?
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’Department of Pharmaceutical Technology, Hacettepe University, 06100 Ankara, Turkey;
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Treatment of brain tumors is one of the most challenging problems. Conventional therapy (surgery,
radiotherapy and chemotherapy) is inadequate to treatment of malignant glioma which is the most
common brain tumor. The development of novel drug delivery systems is necessary and
nanoparticles are promising in this field. Nanoparticle-based drug delivery systems are prepared
with synthetic and natural polymers. Their surface properties can be modified for enhance to
cellular penetration with cationic coat. Polycaprolactone, which is one of the synthetic polymers, is
used for nanoparticle preparation. It is a biodegradable, biocompatible and non-toxic polymer
approved by FDA for therapeutic use. Chitosan, which is produced commercially by deacetylation of
chitin, is a linear polysaccharide. It contains cationic groups and has antitumor effect. The aim of
this study was to formulate and characterize polycaprolactone nanospheres coated with chitosan
and investigate the effect of formulation parameters on the physical properties of nanospheres. For
this reason poly(e-caprolactone) (PCL) and its derivative (Poly(ethylene glycol)-block-poly(e-
caprolactone) methyl ether) (Me-PEG PCL) were used as polymer, Pluronic F-68 as surfactant,
chitosan as cationic coater and main formulations which were developed are; PCL nanospheres,
MePEG-PCL nanospheres, chitosan-coated PCL nanospheres and chitosan-coated MePEG-PCL
nanospheres with the latter two formulations possessing positive surface charge. Furthermore,
effects of formulation parameters (polymer concentration, surfactant concentration and ratio of
organic to aqueous phase) on particle size and zeta potential of formulations were examined.

Poly(e-caprolactone) and Poly(ethylene glycol)-block-poly(e-caprolactone) methyl ether
nanospheres were prepared according to the nanoprecipitation method. Briefly, polymer (PCL or
MePEG PCL) (0,5; 1 or 2 mg) dissolved in acetone (1 ml) under moderate heating. This organic
solution was added to ultrapure water (1; 2 or 4 ml), which was contained Pluronic F-68 (% 0, %
0,25, % 0,50, % 1 or % 2 w/v) as surfactant and chitosan (% 0, % 0,025 or % 0,05) as cationic
coater, under magnetic stirrer. In this way, nanoparticles were spontaneously obtained. Organic
solvent was evaporated under vacuum. Formulations were filtered through a 0.45 pm pore sized
filter to eliminate the polymer aggregates. Mean diameter were measured by dynamic light
scattering and zeta potential were measured by zetasizer (Malvern Zetasizer Nano-Z5, Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, UK.).

Mean diameter of nanospheres were found to be between 65 nm and 255 nm. Zeta potential values
are between - 28,7 mV to + 48 mV. Formulations which were prepared with MePEG PCL as polymer
have significantly smaller particle size than PCL formulations. The smallest particle sizes were
obtained with MePEG PCL formulations (% 0,50 w/v Pluronic F68; %0,1 w/v polymer concentration
in organic solution and 1:2 v/v organic phase/aqueous phase ratio) for both anionic (65,74nm;
PDI: 0,195 and zeta potential: - 7,82 mV) and cationic (additionally %0,025 w/v chitosan) (89,09
nm; PDI: 0,399 and zeta potential: + 32,5 mV) formulations. Increasing of surfactant
concentration weren't notably effective on particle size but it reduced absolute value of zeta
potential. Low polymer concentration (%0,05 w/v) and ration of aqueous (1:1) reduced particle
size and absolute value of zeta potential. Even though coating with chitosan significantly increased
zeta potential to positive values, particle size was effectively increased too. Our study proved that
polycaprolactone and its derivatives are quite suitable for development of nanoparticles and their
zeta potential can be changed with chitosan coating. They seem be a potential nanoparticle-based
drug delivery system for glioma treatment with their favorable properties.

Keywords: Chitosan, Glioma, Poly(e-caprolactone)
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Docetaxel Loaded Core-Shell Polycaprolactone Nanoparticles:
Formulation Development and Characterization
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Introduction

Brain tumor is an abnormal growth of neoplastic cells within
the brain or the central spinal canal. in the United States, it is esti-
mated that 22,910 men and women will be diagnosed with and
13,700 men and women will die of primary brain tumor in 2012.
Moreover, primary brain tumor is the most common solid tumor
among childhood cancers (1). Treatment of brain tumors is one of
the most challenging problems. Conventional therapy (surgery,
radiotherapy and chemotherapy) is inadequate to treatment
of malignant glioma which is the most common primary brain
tumor. Cell culture studies showed that chemotherapy drugs
(like docetaxel) are effective against glioma cell lines. However,
the same effect didn't occur at in vivo studies due to limitation
of blood-brain barrier and non-specificity of the potentially toxic
drugs (2). The development of novel drug delivery systems is nec-
essary and nanoparticles are promising in this field. Nanoparti-
cle-based drug delivery systems are prepared with synthetic and
natural polymers. Their surface properties can be modified for
enhance to cellular penetration with cationic coat.

Polycaprolactone, which is one of the synthetic polymers,
is used for nanoparticle preparation. It is a biodegradable,
biocompatible and non-toxic polymer approved by FDA for
therapeutic use (3). Chitosan, which is produced commercial-
ly by deacetylation of chitin, is a linear polysaccharide. It con-
tains cationic groups and has antitumor effect. The aim of this
study was to design docetaxel-loaded nanoparticles using
Poly(e-caprolactone) (PCL) and its derivatives with anionic or
cationic properties. for this reason, main formulations which
were developed are; PCL nanospheres (NS), Poly(ethylene
glycol)-block-poly(e—caprolactone) methyl ether (MPEG-PCL)
NS, chitosan coated PCL NS and chitosan coated MPEG-PCL
NS with the latter two formulations possessing positive sur-
face charge. Docetaxel was used as a model anticancer drug
which is reported to be effective against malignant glioma (2).

September 10 - 12, 2012 The Marmara Hotel, Lara, Antalya / Turkey

Materials and Methods

Materials

Chitosan (Protasan® G 113, Mw< 200 kDa, deacetylation
degree 75-90%) (CS) was purchased from FMC Biopolymers
(Norway). Pluronic® F-68 (PF68), Acetone and Acetonitrile were
supplied by Sigma Chemicals Co. (USA). Poly-g-caprolactone
(PCL) (Mn: 80,000) and Poly(ethylene glycol)-block-poly(s—
caprolactone) methyl ether (MPEG-PCL) (PEG Mn:5,000; PCL
Mn: 5,000) were purchased from Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Docetaxel (DOC) (purity 97%) was purchased from Fluka (Bu-
chs, Switzerland). Ultrapure water obtained from Millipore m
Simplicity 185 Ultrapure Water System (Millipore, France)

Preparation of nanoparticles

Poly(e-caprolactone) and Poly(ethylene glycol)-block-
poly(e—caprolactone) methyl ether nanospheres were pre-
pared according to the nanoprecipitation method. Briefly,
polymer (PCL or MePEG PCL) was dissolved in acetone (%0,1
w/v) under moderate heating. This organic solution was add-
ed to ultrapure water (1:2 v/v), containing chitosan (% 0,025
w/v) (for cationic nanoparticles) under magnetic stirrer. in
this way, nanoparticles were spontaneously obtained. Or-
ganic solvent was evaporated under vacuum. Formulations
were filtered through a 0.45 um pore sized filter to eliminate
the polymer aggregates.

Characterization

Mean diameter were measured by dynamic light scattering
and zeta potential were measured by zetasizer (Malvern Zeta-
sizer Nano-ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK.).

Validation

Chromatographic separation was achieved using a C18
column (250 x 4.6 mm, 5 um). The mabile phase consisted of
30/70 ultrapure water/acetonitrile. The flow rate was set to
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Docetaxel-loaded cationic core-shell polycaprolactone
nanoparticles designed for rat glioma model
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KEYWORDS
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INTRODUCTION

Docetaxel is a chemotherapeutic agent [1]. Cell culture stud-
ies showed that docetaxel is effective against glioma cell lines
[2]. However, the same effect didn’t occur at in vivo studies
due to limitation of blood-brain barrier [2]. Nanoparticles
are promising to overcome this problem. Polycaprolactone
is a biodegradable polymer approved by FDA [3]. The aim of
this study was to formulate and characterize drug loaded
anionic and cationic nanospheres. For this reason poly(e-
caprolactone) (PCL) and methoxypolyethyleneglycol-block-
polycaprolactone(mPEG-PCL) were used as polymers, doc-
etaxel was used as drug and main formulations which were
developed are; PCL nanospheres, mPEG-PCL nanospheres,
chitosan-coated PCL nanospheres and chitosan-coated
mPEG-PCL nanospheres. Nanospheres were prepared by the
nanoprecipitation or double-emulsion. For nanoprecipita-
tion; polymer dissolved in different solutions was added to
ultrapure water (containing or not surfactant and chitosan
as cationic coated). Solvent was evaporated under vacuum,
For double-emulsion; polymer was dissolved in DCM. UI-
trapure water (containing PF-68) was added to this organic
solution under magnetic stirrer. This emulsion was added to
ultrapure water (containing or not surfactant and chitosan
as cationic coated). Solvent was evaporated. For drug-loaded
nanospheres; docetaxel was added to organic phase at both
methods. Docetaxel encapsulation efficiency and release
profile was determined along with other in vitro properties.

RESULTS & DISCUSSION

It was found that mean diameter of nanospheres with dif-
ferent formulation parameters varied between 65 and 490
nm and zeta potential values were between -17 to +48 mV.
mPEG-PCL nanospheres were prepared according to nano-
precipitation (acetone:water 1:2 V/V) (65 nm particle size; -7
mV zeta potential; PDI = 0.1) have the smallest particle size.
Among cationic nanoparticles the smallest particle size was
found that mPEG-PCL nanospheres were prepared accord-
ing to same method (coating with chitosan) (89 nm particle
size; +32 mV zeta potential; PDI = 0.3). This study showed
that polymer type, solvent, preparation method and coating
process with chitosan affected particle size and zeta poten-
tial significantly. In addition, coating with chitosan or double
emulsion method significantly increased particle size. These
technological parameters should be carefully optimized pri-
or to in vivo studies. Our work proved that polycaprolactone
and its derivatives nanoparticles seem be a potential drug
delivery system of docetaxel for glioma treatment with en-
capsulating and changing its surfaces properties. In conclu-
sion polycaprolactone nanoparticles are good candidates for
further evaluation in animal studies.
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