


POLI (LAKTIK-KO-GLIKOLIK ASIT)-KITOSAN
CEKIRDEK/KABUK NANOPARTIKULLERDEN
KEMOPREVENTIF VE KEMOTERAPOTIK
OZELLIKTEKI PIPERIN VE EPIGALLOKATESIN
GALLAT’IN SIRALI SALIMININ INCELENMESI

INVESTIGATION OF SEQUENTIAL RELEASE OF
PIPERINE AND EPIGALLOCATECHIN GALLATE WITH
CHEMOPREVENTIVE AND CHEMOTHERAPEUTIC
PROPERTIES FROM POLY (LACTIC-CO-GLYCOLIC
ACID) -CHITOSAN CORE / SHELL NANOPARTICLES

DAMLA GUREL

PROF. DR YESIM SAG ACIKEL

Tez Danismam

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Ydnetmeliginin
Kimya Miihendisligi Anabilim Dal1 i¢in Ongérdiigii

YUKSEK LiSANS TEZI olarak hazirlanmistir.

2023



Babama...






OZET

POLI (LAKTIiK-KO-GLIKOLIK ASIT) -KiTOSAN
CEKIRDEK/KABUK NANOPARTIKULLERDEN
KEMOPREVENTIF VE KEMOTERAPOTIK OZELLIKTEKI
PIPERIN VE EPIGALLOKATESIN GALLAT’IN SIRALI
SALIMININ iNCELENMESI

Damla GUREL

Yiiksek Lisans, Kimya Miihendisligi Boliimii
Tez Damisman:: Prof. Dr. Yesim SAG ACIKEL

Mayis 2023, 129 sayfa

Kanser siklikla 6liimle sonug¢lanan bir hastaliktir. Konvensiyonel tedavi yontemlerinde
(ameliyat, kemoterapi, radyoterapi gibi) yan etkilerinden kaynakli hastanin hayat
kalitesinde diistisler yogun bir sekilde meydana gelmektedir. Son yillarda artan
arastirmalarda kanser tedavisi i¢in yeni yoOntemler calisilmaktadir. Saglikli hiicreler
korunarak sadece tiimor bolgesine etki eden kontrollii ila¢ salimina olanak saglayan
polimerik nanopartikiil ilag tastyici sistemleri bu yeni yontemlerden biridir. Ilag olarak da
konvensiyonel ilaglar yerine gesitli avantajlar1 olan fitokimyasallar tercih edilerek yan
etkilerin azalmasina olanak tanimaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda poli(laktik-ko-

glikolik asit) PLGA nanopartikiilleri sentezlenerek, kitosan (KTS) ile kaplanmistir.
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Piperin (PIP) ve epigallokatesin gallat (EGCG) fitokimyasal 6zellikte olan iki bilesiktir.
Bitkisel bazli bu iki kemopreventif-kemoterapdtik ozellikteki etken maddenin kanser
tedavisinde etkinlikle kullanilabileceklerini gosteren caligmalar yapilmaktadir. Birlikte
kullanilmalar1 ile sinerjistik etki yaratarak biyoyararlanimlariin arttirilmasi
hedeflenmektedir. Bu dogrultuda PIP PLGA nanopartikiillerine yiiklenerek ve EGCG
yiiklenmis KTS ile kaplanarak ¢ekirdek-kabuk nanokompozit yapisi olusturulmustur. Bu
dogrultuda PLGA nanopartikiillerinin (PLGA NPs), KTS ile kaplanmis PLGA
nanopartikiillerinin (KTS-PLGA NPs), PIP ile yiiklenmis PLGA nanopartikiillerin (PIP-
PLGA NPs), KTS ile kaplanmig PIP ile yliklenmis PLGA nanopartikiillerin (PIP-PLGA-
KTS NPs) ve son olarak da EGCG yiiklenmis KTS ile kaplanmig PIP yiiklii PLGA (PIP-
PLGA-EGCG-KTS) nanokompozit yapisinin karakterizasyon calismalart yapilmistir.
ZetaSizer, FT-IR, DSC ve SEM cihazlar1 kullanilarak karakterizasyon caligsmalari
gerceklestirilmistir. PIP’in tek basina PLGA nanopartikiillerine, PIP’ in tek bagina KTS
ile kaplamig PLGA nanopartikiillerine enkapsiilasyon verimlilikleri ve yiikleme
kapasiteleri kompozit yapiy1 olusturan bilesenlerin ve PIP miktariin fonksiyonu olarak
bulunmustur. Daha sonra EGCG KTS’ a yiiklenerek, PIP ile yiliklenmis PLGA
nanopartikiillerinin bir arada bulunduklar1 nanokompozit yapida her iki etken maddenin
enkapsiilasyon verimlilikleri ve yiikleme kapasiteleri bulunmustur. Boylelikle her iki
etken maddenin bir arada bulundugu durumda en uygun PIP-PLGA-EGCG-KTS
nanopartikiil yapisi belirlenmistir. PLGA nanopartikiillerden tek basina PIP salimi, KTS
ile kaplanmis PLGA nanopartikiillerden PIP salimi viicuttaki sirkiilasyonu i¢in kani
simiile eden pH 7.0 ve kanser hiicreleri i¢in tiimor mikrogevresini simiile eden pH 5.5’ da
in vitro olarak gerceklestirilmistir. PIP ve EGCG’ nin bir arada bulundugu en uygun
EGCG-KTS-PIP-PLGA nanokompozit yapisindan EGCG ve PIP’ in salimi in vitro
ortamda incelenmistir. Yukarida tanimlanan her sistemin in vitro salim profillerinin
sifirinc1 derece, birinci derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell kinetik
modellerine uyumu incelenerek, kinetik sabitlerin degerleri hesaplanmig, salim

mekanizmasi onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ila¢ Salimi, Cekirdek-Kabuk Nanopartikiiller, Poli (laktik-ko-
glikolik asit), Kitosan, Piperin, Epigallokatesin gallat.
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Cancer is a disease that often results in death. In conventional treatment methods (such
as surgery, chemotherapy, radiotherapy), the quality of life of the patient decreases
intensely due to its side effects. In recent years, new methods for cancer treatment have
been studied in increasing research. One of these new methods is polymeric nanoparticle
drug delivery systems, which protect healthy cells and allow controlled drug release that

only affects the tumor area. As a medicine, phytochemicals with various advantages are
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preferred instead of conventional drugs, allowing the reduction of side effects. In this
thesis, poly(lactic-co-glycolic acid) PLGA nanoparticles were synthesized and coated
with chitosan (KTS). Piperine (PIP) and epigallocatechin gallate (EGCG) are two
compounds with phytochemical properties. There are studies showing that these two
herbal-based chemopreventive-chemotherapeutic active substances can be used
effectively in cancer treatment. It is aimed to increase their bioavailability by creating a
synergistic effect when used together. In this direction, core-shell nanocomposite
structure was formed by loading PIP on PLGA nanoparticles and coating with EGCG
loaded KTS. Accordingly, PLGA nanoparticles (PLGA NPs), KTS coated PLGA
nanoparticles (KTS-PLGA NPs), PIP loaded PLGA nanoparticles (PIP-PLGA NPs), KTS
coated PIP loaded PLGA nanoparticles (PIP-PLGA-KTS NPs) and finally EGCG loaded
KTS coated PIP loaded PLGA nanoparticles (KTS-PIP NPs) synthesized and
characterization studies were carried out. Characterization studies were performed using
ZetaSizer, FT-IR, DSC and SEM. The encapsulation efficiencies and loading capacities
of PIP to PLGA nanoparticles alone and of PIP to PLGA nanoparticles coated with KTS
alone were found as functions of the components that make up the composite structure
and the amount of PIP. Then, the encapsulation efficiencies and loading capacities of both
active substances were found in the nanocomposite structure, where EGCG was loaded
into KTS and PLGA nanoparticles loaded with PIP were together. Thus, the most suitable
EGCG-KTS-PIP-PLGA nanoparticle structure was determined in the presence of both
active ingredients. PIP release from PLGA nanoparticles alone, PIP release from PLGA
nanoparticles coated with chitosan were performed in vitro at pH 7.0 simulating blood
for circulation in the body and pH 5.5 simulating tumor microenvironment for cancer
cells. The release of EGCG and PIP from the most suitable EGCG-KTS-PIP-PLGA
nanocomposite structure with PIP and EGCG together was investigated in vitro. The
compatibility of the in vitro release profiles of each system described above with zero-
order, first-order, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell kinetic models was
examined, the values of the kinetic constants were calculated, and the release mechanism

was proposed.

Keywords: Drug Release, Core-Shell Nanoparticles, Poly (lactic-co-glycolic acid),
Chitosan, Piperine, Epigallocatechin gallate.
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1. GIRIS

Kanser diinya ¢apinda 6liim orani yiiksek bir hastaliktir. Hastalik baglangicindan sonra
kontrolsiiz ve hizla gelismektedir. Kanser tedavisi ¢aligmalart olduk¢a yogun bir sekilde
devam etmektedir.  Genellikle kanser tedavisinde ameliyat, radyasyon tedavisi,
kemoterapi gibi tedaviler tlimor hiicrelerinin yani sira saglikli hiicrelerde de zarara neden
olmaktadir. Konvensiyonel kemoterapik ilacglarin toksisitesi saglikli hiicreleri harap
etmesi ve c¢oklu ilag direncine neden olmasi c¢alisma gruplarini farkli tedavilerin
arastirmalarina yonlendirmistir. Bu noktada nanotasiyici sistemler oldukg¢a avantajli hale

gelmisgtir [1].

Uygun polimerik nanotasiyici sistemlerin se¢ilmesi ile terapdtik etkinin arttirilmasi igin
birden fazla ajanin taginmasina olanak saglamasinin yani sira, tek bir kemoterapdtik ilaca

kars1 olusan direncin iistesinden gelinmesini saglayabilmektedir.

PLGA’nin biiyiik boyutu sayesinde goriintiileme, kanser ilaci ylikleyebilme, ilag salim1
ve hedefli salim gerceklestirebilecek ajanlar tek bir platformda bir araya gelebilmektedir.
PLGA nin asidik yapis1 ilag ya da biaktif molekiiller i¢in uygun degildir ancak bu sorunun
iistesinden gelmek icin kitosan gibi pozitf yiiklii molekiillerle kaplamasi bu sorunu
ortadan kaldirmaktadir [2]. Ayrica PLGA’nin kitosan ile kaplanmasi PLGA’nin
gecirgenligini ve muko-yapiskan o6zelliklerini gelistirmektedir. Kitosan miisin ile iyonik
etkilesim sayesinde mukozal yiizeylere yapisarak nanopartikiil sistemlerin uygulama

yerinde kalma siiresini uzatip ila¢ salimin siirdiiriir [3].

Fitokimyasallar dogal bilesiklerdir ve kanser tedavisinde kullanimlar1 siklikla
arasgtirtlmakta ve kullanilmaktadir. Kemoterapinin yasam kalitesini azaltan yan etkilerinin
azaltilmasi, 6nlenmesi amaciyla fitokimyasal secilebilmektedir. Karabiber (piper nigrum
L.) igerisinde bulunan Piperin fitokimyasali giiglii bir biyo-arttiricidir ve bir ¢ok ilacin

biyoyararlanimin arttirmakta yardimei olur [4].



Epigallokatesin gallat (EGCQ), yesil ¢cay (Camellia sinensis) yapraklarindan elde edilen
antikanser etkileri olan bir baska fitokimyasaldir. EGCG’nin kanser mekanizmalarini
engelleyici birgok rolii vardir. Ayrica Piperin gibi bircok ilag ile sinerjistik etki

gostermektedir [5, 6].



2. GENEL BILGILER

2.1. ila¢ Salim Sistemleri

[lag salim sistemi bir ilacin formiilasyonu anlamma gelir. Kontrollii ilag salim sistemi ise
zamana bagh ila¢ kinetiginin kontrol edilmesine olanak saglayan bir formiilasyondur.

Konvensiyonel ilaglarda herhangi bir kontrol olmadan aninda salim ger¢eklesmektedir.

[lag salim sistemlerinin gelisimine bakacak olursak, Smith, Kline&French Labotuvar
tarafindan gelistirilen Spansule 12 saatlik salim teknolojisi ile kontrollii salim sistem
teknolojisi gelisimi baslamistir. Spansule teknolojisi gastrointestinal sivilara erisimi
siirlayan bir kaplamanin bariyer gorevi gormesiyle ila¢ ¢ekirdeginin ¢oziinmesini
saglamistir. Bu formiilasyonla ¢oziinme kontrollii mekanizma gelistirilmistir. Bu
teknolojinin gelistirilmesi difiizyon kontrollii, ozmotik basing kontrollii, iyon-degisimli

ila¢ salim formiilasyonlarinin gelismesi konusunda 6ncii bir teknoloji olmustur.

Oral formiilasyonlarda in vitro ilag salim profilleri genellikle in vivo farmakokinetik
profilleriyle iligkilidir. Boylece farmakokinetik profilleri, formiilasyon parametreleri
kontrol edilerek ayarlanabilir. Ancak 24 saat siiren bir salim ile 24 hafta siiren bir salim

icin gerekli formiilasyonu oldukga farklidir.

[k uzun-etkili enjekte edilebilir formiilasyon FDA tarafindan onayli Lupron Depot’tur.
Bu formiilasyonda 16proid asetatin 1 ay boyunca salim1 gerceklestirilmistir. 1989°daki ilk
onaydan sonra, PLGA mikropartikiil formiilasyonu laktit: glikolit oranlarini ayarlayarak
ilacin 6 aya kadar salimi1 saglanmigtir. Bu uzun-etkili enjekte edilebilir formiilasyonu,
cesitli kiigiikk molekiiller, peptitler ve protein formiilasyonlar takip etmistir. FDA
tarafindan onaylanan tiim polimeler bazli, biyolojik olarak parcalanabilen uzun etkili
enjekte edilebilir formiilasyonlarin gelistirilmesi PLGA nin giivenli uzun tarihi sayesinde

baslamistir.



2000 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri hiikiimeti Ulusal Nanoteknoloji Girisimi
baslatti. Bu uygulama nanotip alanindaki ila¢ kesfinin ve dagitiminin saglanmasi
hedeflenmistir. Nanotip alaninin neredeyse tamami tiimor hedefli ila¢g salimina
odaklanmistir. Mylotarg, Doxil ve Abraxane nanotibbin yiizii halindedir. Doxil ve
Abraxane ilaclarinin etkinliklerinden daha ¢ok azaltilmis yan etkileri daha Onemli
olmasiyla yan etkilerinin azaltilmasi1 ise daha gelismis ilaglar yapilmasi konusunda

oldukca gelisim saglanmustir.

Nanotipta tiimoér hedeflenmesi konusunda ¢esitli nanoformiilasyon formlar1 {izerinde
yapilan arastirmalar bazi kritik basarilar elde etmistir. Nanoboyuttaki ilag formiilasyonlari
sayesinde diisiik ¢oziiniirliikteki ilaclarin suda ¢oziinebilirligi arttirilmistir. Boylece
coziinme kinetiklerini, ¢oziinmiis ilacin viicutta emilimi gerceklesirken ilag molekiilii
stirekli halde salima devam edecek sekilde ayarlanabilmektedir. Genel sonug olarak suda
cozlinlirliik artmis hale gelmektedir. 2000 yilinda FDA tarafindan onaylanan ilk

nanokristal formiilasyon Rapamune olmustur.

Bir diger 6nemli geligsme ise lipit molekiil yapilarinin manipiile edilerek endozomlardan
daha etkili sekilde kagmanin saglanmasidir. Nanoyapilarin endozomlar tarafindan bir kez
yakalanip hiicrelerin diger hiicre alti bilesenlerine erigimini simirlandiginin
kesfedilmesiyle bu formiilasyonun énemi ortaya ¢ikmistir. 2018 yilinda FDA tarafindan
onaylanan siRNA iletiminde kullanilan Onpattro lipit formiilasyondur. Bu formiilasyonda
RNA kapsiilleme ve hiicre i¢i dagitim i¢in optimize edilmis iyonize edilebilir katyonik
bir lipit kullanilmistir ve partikiil boyutunu ayarlayabilmek i¢in PEG tercih edilmistir.
Lipit molekiil ve birlestirilmis yapilar COVID-19 mRNa bazli aginin gelistirilmesinde

anahtar rolli oynamaistir.

Kompleks yapi, elektrostatik ve/veya hidrofobik etkilesimler gibi kovalent olmayan
baglarla bir arada tutulan bireysel molekiillerin molekiiler birlesimidir. Ila¢ kompleksleri
genellikle suda ¢oziinebilir polimerlerle yapilmaktadir. Buna 6rnek olarak diisiik molekiil
agirhgina sahip dekstran kullanilan 1974 yilinda onaylanan InFed, 1992 yilinda
onaylanan Dexferrum ve alblimin iceren 2005 yilinda onaylanan Abraxane ilaglaridir.

Abraxane ilacinda paksitaksel albiimin ile kaplanarak kanser tedavisinde kullanilmistir.



Ilag polimer konjugati, kovalent olarak bagli ilag molekiillerine sahip polimerik
tastyicidir. Tasiyict polimer, ¢oklu fonksiyonel gruplara sahiptir. Makro molekiiler yapisi
sayesinde cok sayida kovalent bagli ilag molekiilii tasiyabilir. Bdylece polimer
omurgasina ya da fonksiyonel yan gruplarina ila¢g molekiilleri haricinde hedefleme,
goriintilleme ya da bagka faydali ajanlarin baglanmasini saglar. Bu yiizden bu yap1
oldukga kullanisli ve ilgi ¢ekici hale gelmistir. Cok sayida ilag-polimer konjugatlari klinik
caligmalara dahil edilmektedir. Sonuglar her zaman verimli olmasa bile ¢alismalardan
Ogrenilen sonuglar ile bagka ¢aligmalarin devamu ilag salim sistemlerinin gelistirilmesinde

onemli rol oynamaktadir[7].

2.2. Ila¢ Salim Sistemleri ve Kanser

Kanser, tedavisi i¢in ¢ok fazla arastirma yapiliyor olsa da hala diinyada 6liim nedeni
olarak bir ya da ikinci sirada olan bir hastaliktir. Ameliyat, radyasyon tedavisi,
kemoterapi gibi tedavilerin kanser hiicrelerinin yok edilmesinde faydali ve yaygin
kullanilan yontemlerdir. Niikseden kanserler i¢in tiim viicuda etki eden sitotoksik
ilaclarin  kullanilmasinin baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar zayif suda
cozliniirliik, spesifik olmayan biyolojik dagilim, saglikli hiicrelerin toksisiteye maruz
kalmasi, tiimor ya da kanserli hiicrelere etki eden yetersiz ila¢ konsantrasyonu ve ¢oklu
ilag direncidir. Bu ylizden arastirmalarin yoni kanser tedavisinde etkili olan ve saglikli
hiicreleri de koruyabilen bagka tedavi yontemlerine dogru ilerlemektedir. Nanoteknolojik

ila¢ tasima sistemleri de bu asamada devreye girmektedir [1].

2.2.1. Nanoteknolojik Ila¢ Tasimm Sistemlerinin Kanser Tedavisindeki Avantajlan

Nanopartikiiller kanser tedavisinde genellikle 1-1000 nm boyutlarina sahip olmakla
birlikte tercih edilen ilag tasinimi sistemlerinin boyutlart 5-200 nm arasinda
degismektedir. Bu boyutlarin biiyiik ylizey-hacim oranma sahip olmasi ve yiizey
fonksiyonellik kabiliyeti in vivo biyolojik dagilimda 6nemli rol oynamaktadir. Yaygin
ornekleri lipozomlar, polimerik nanopartikiiller, dendrimerler, nano-kabuklar, inorganik,

niikleik asit bazli ve manyetik nanopartikiillerdir.



Nanopartikiiller kullanilarak ilaglarin uzatilmis periyotlarla kararli durumdaki terapotik
seviyelere ulagmasi saglanarak ilacin etkinliginin artmasi hedeflenmektedir. Ilag
¢Oziiniirliiglinlin ve stabilitesinin arttirilmast ilacin toksisitesinin azaltilmast ilag

farmakokinetiginin gelistirilmesine olanak saglarlar.

Tasarlanmis nanotastyicilar korunmus izolasyon ile ila¢ molekiillerinin stabilitesini
arttirir. Ylizey fonksiyonelligi saglayarak sinerjistik terapotik tedavi icin ¢oklu ilag
tasinimin1 gergeklestirebilecek tasarimlara olanak saglarlar. Antikanser ajanlar1 i¢eren
nanopartikiiller kemorezistansi azaltarak, kanserli hiicrelerin se¢ilimini arttirir ve normal

hiicrelere olan toksisiteyi azaltmis olur.

Nanoilaglar konvensiyonel kemoterapiye gore daha uzun plazma yar1 dmriine ve farkl
ilag profillerine sahiptir. Nanoilaglar sik1 baglantilar1 ve fonksiyonel lenfatik drenaji olan
endotelyal hiicrelerle cevrili olan normal hiicrelere kiyasla tiimdr interstisyel sivisinda
(doku ve hiicreleri c¢evreleyen, hiicreler arasindaki bosluklarda bulunan sivi) daha ¢ok
birikmektedir. Bu birikme durumuna artirilmis gegirgenlik ve alikonma (EPR) etkisi
denmektedir. Normal endotelyal hiicrelerdeki siki baglantilardan dolay1 nanoilaglarin

birikmemesi EPR etkisi antikanser ila¢ gelisimleri i¢in 6nemli bir konudur [1].

2.3. PLGA Nanopartikiilleri ile lgili Genel Bilgiler

Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) glikolik asit ve laktik asit monomerlerinin
polimerizasyonu ile sentezlenmis bir polimerdir. Bu sentezi gerceklestirmek i¢in sik
kullanilan katalistler kalay(II)2-etilheksanoat, kalay(II)alkoksitler ya da aliiminyum
izopropoksit'tir. PLGA’nin boyut, boyut dagilimi, morfoloji, zeta potansiyeli gibi
ozellikleri PLGA nanopartikiilii sentezlenirken sentezleme yontemindeki parametrelerin

degisimi ile saglanir[8].
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Sekil 2.1. PLGA'"nin Kimyasal Yapisi, x: Laktik Asit Monomeri, Y: Glikolik Asit

Monomeri. [9]

PLGA viicutta ¢oziiniir bir yapidir. igerisindeki ester baglar su ile hidrolize ugrar ve
monomerlerine ayrilir. Monomerler, glikolik ve laktik asit viicuttaki baska metabolik
proseslerinin yan {riinleridir, yani PLGA’nin monomerlerine ayrigmasi viicutta
cozlinebilirligini saglamaktadir [8]. Degredasyon iiriinleri krebs dongiisii ile metabolize
edilip karbondioksit ve su olarak viicuttan atilirlar. Bu yiizden toksisiteleri dusiiktiir.

Biyomadde olarak kullanilmasi bu yiizden olduk¢a uygundur [10].

PGA ve PLA polimerlerine gére PLGA kopolimer partikiilii, hidrolitik boliinmeye kars1

polimerlerin her birinin tek bagina oldugundan daha kararhdir [11].

PLGA Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (US FDA) ve EMA Avrupa Ilag
Ajanst1 (EMA) tarafindan insan iizerinde cesitli ila¢ tasima sistemleri tarafindan
kullanilabilirligi onayli bir polimerdir[12]. Biyolojik olarak parcalanabilen, ilag biyo-

uyumlu, biyodegredasyon kinetigine uygun, kolay proses edilebilir bir polimerdir[8].

PLGA igerisine ¢ok sayida kemoterapik ilag yiliklenmis ve protokollerle sentezleme
islemleri optimize edilmistir. Bu partikiiller kilcal penetrasyon, hiicresel
icsellestirme(internalization) ve endozomal kagis (escape) i¢in yeterince kii¢lik boyutlara
sahiptirler. Ayrica tiimdr ya da baska dokulara hedefli salim i¢in ylizeyleri modifiye

edilebilir. Biiyiik boyutlardaki PLGA nanopartikiilleri multifonksiyonel goriintiileme ve



probelar icin oldukg¢a avantajlidir. Bu tarz nanopartikiillere kanser ilaglari, goriintiileme

ve hedef ajanlar tek bir nanopartikiil platformuna yiiklenebilir[13].

Tedavi edici ajanlar, diigsiik molekiil agirlikli lipofil ya da hidrofilik ilaglar, yliksek
molekiil agirligina sahip DNA ya da antisense DNA PLGA nanopartikiillerin igine
yiiklenebilir [14].

Partikiil boyutu viicutta uzun siireli sirkiilasyonda biyo-dagilimdaki tedavi edici etki igin
onemlidir. Molekiiler agirlik, polimer kompozisyonu (Laktit/glikolid orani), kristalinite

ve zincirin geometrik diizeni polimerin mekanik giiclinii etkilemektedir[14].

Retikiiloendotelyal sistem (RES), opsonizasyon ve sonrasinda makrofajlar tarafindan
fagositoz ile yabanci maddeleri yok ederler. Nanotasiyicilar RES’ten gizlenmeli ki
gorevlerini yerine getirebilsinler. Intravendz olarak viicuda verilen nanopartikiiller
cogunlukla karacigerde ve dalakta bulunan makrofajlar tarafindan alinmaktadir. Bu alim
nanopartikiillerin boyutuna, yiizey ylkiine ve ylizey hidrofobikligine bagl olarak
degismektedir. Hidrofilik yiizeyde ve 100 nm boyutundaki partikiiller nispeten daha az
opsonizasyona ve temizlemeye maruz kalirlar. Bu da nanopartikiillerin kandaki dolasim

stiresini uzatir ve RES digindaki dokulara ulagsmasina olanak tanir [14].

Nanopartikiil tasima sistemlerinde kanser ilaglar1 timor bolgelerine pasif ya da aktif
hedefleme ile ulasir. Pasif hedefleme, nanopartikiil boyutundan yararlanir ve gelismis
gecirgenlik ve tutma (EPR) etkisi gibi tiimor vaskiilatiirliniin anatomik ve patofizyolojik
anormalliklerinden yararlanir. EPR efekti nanoteknolojik tagima sistemlerinde ilag biyo-
yararlanimini ve verimliligini artiran bir yaklasgimdir. Maeda ve arkadaslar1 EPR efekti
ile timor dokularina hedefleyen nanoboyutlu anti-kanser ilaci tasarlayan ilk gruptur. EPR
etkisinin Ozellikleri arasinda genis anjiyogenez, kusurlu vaskiiler yap1 ve tiimorlerin
bozulmus lenfatik drenaj/kurtarma sistemi yer alir. Solid ve hizla biiyiiyen tiimdrler besin
ve oksijen kaynagi agisindan yetersizlerdir. Bu yilizden yiiksek vaskiiler yogunluktan
kaynakli genis bir anjiyogeneze sahiptirler. Tiimér kan damarlarinin olusumu kaotik

ilerleme gosterir ve endotel hiicre-hiicre baglantilarinda biiyiik bosluklara sahip vaskiiler



endotelin diizgiin olmayan yapisindan dolay: asir1 gecirgenlige neden olur. EPR etkisi
nanopartikiillerin tiimore daha se¢ici bir hedefleme icin olanak saglar[14]. EPR etkisinin
farklh faktorlerle nasil degistigi tam olarak anlasilamamis olsa da bazi faktorler oldukca
onemlidir. Hidrofilik yiizeye sahip 200 nm’den kiiciik partikiiller tagtyicinin kandaki kalig
stiresinin uzattig1 goriilmektedir. Ayrica ilag tasiyicisinin artan plazma yart omrii ve
tiimordeki birikimi nanopartikiilde kullanilan polimerlerin molekiil agirligr ile iliskilidir.
Renal esigi iizerinde molekiil agirligina sahip polimerik ilaglarin yani 40 kDa’dan biiyiik
olanlarin intravendz enjeksiyonu takiben uzun siire tlimorlerde biriktigi neredeyse
kesindir[14]. EPR etkisi ile PLGA nanopartikiilleri tiimorler pasif olarak
hedeflenmektedir. Aktif olarak hedefleme icin partikiiller ligand-reseptdr interaksiyonu

kullanilir ve boylece efflux pumps’in neden oldugu yavaslatici etkisiyle ilag direncini

engellemesi saglanir[15].

2.3.1. PLGA Nanopartikiillerinin Kanser Hiicrelerine Alimi

PLGA nanopartikiillerinin tiimor hiicrelerine alimi 3 endositoz mekanizmasi ile

tanimlanmaktadir. Bunlar;
e Reseptor aracili endositoz
e Tasiyict aracili endosiztoz
e Adsorpsiyon aracili endositoz ’dur.

Partikiil boyutu, sekli, yiizey yiikii, hidrofilik/hidrofobik olmasi,polidispersite endeksi,
elastikiyeti ve hiicre tiiriine gore gerceklesen endositoz yolu ve alimin verimliligi

degismektedir[15].

1. Reseptor Aracii Endositoz: PLGA nanopartikiillerinde bulunan hedefleme
ajanlarmin, timor hiicresinde eksprese edilen reseptore karsilik gelen bolgeye
spesifik baglanmasi ile hiicre alimi gerceklesir. Bu reseptor aracili endositoza
ornek olarak biotin-biotin reseptdr, HA-CD44 reseptor, Tf-Tf reseptorii verilebilir
[15].

2. Tasiyic1 Aracih Endositoz: Amino asitler, peptitler, monoaminler ve glukoz gibi
hidrofilik molekiiller hiicreler i¢in yap1 taslar1 olarak, nérotransmitter ve enerji

kaynagi olarak kullanilabilmektedirler. Genellikle secici olarak taninirlar ve hiicre



zarinda eksprese edilen tasiyici proteinlerle etkilesim yoluyla aktif olarak
taginirlar. Timor hiicreleri normal olmayan hizli biiyiime modellerinden kaynakl
yiiksek enerjiye ve yapi taslarina ihtiya¢ duymaktadir ve bdylece heksoz
tastyicilart ve amino asit tasiyicilar: dahil olmak tizere bu tagiyici proteinleri agiri
eksprese eder. Bu ylizden glikoz tiimor hedefli PLGA tasiyicilari i¢in hedefleme
ajan1 olarak kullanilabilmektedir[15].

3. Adsorpsiyon Aracili Endositoz: Hiicre membrani yiizeyi fizyolojik pH
diizeyinde negatif ylike sahiptir. Katyonik yiike sahip nanopartikiiller ile timdor
hiicre membrani yiizeyinde elektrostatik etkilesim gergeklesir. Bu durum hiicre
membraninin partikiilii adsorplamasini arttirir. PLGA nanopartikiil yiizeyi negatif
ylizeye sahiptir, bu durum tiimor hiicrelerinin elektrostatik ¢ekim ile
nanopartikiilii adsorplamas1 diisiik penetrasyona sebebiyet verir. Kitosan gibi
katyonik polimerlerle PLGA nanopartikiiliiniin kaplanmasi adsorpsiyon aracili
endositoza bagli olarak nanopartikiillerin tiimdr hiicresine girisi kolaylasir. Pozitif
yiikli nanopartikiillerin gelismis opsonizasyon ve RES tarafindan taninmasi

dolasim siiresini azaltabilmektedir. [15].

2.3.2. PLGA Degredasyonu

PLGA, icerisindeki laktik asit ve glikolik asit oranlar1 belirtilerek tanimlanmaktadir.
Ornegin; %50 laktik asit ve %50 glikolik asit igeren PLGA (50:50) olarak belirtilir [8].
PLGA’nin degredasyonu degisen laktik ve glikolik asit oranlarindan etkilenmektedir.
Degredasyon birkag¢ aydan birkag yila kadar uzatilabilmektedir. Laktik asit i¢cerisindeki
metil gruplan glikolik aside oranla daha hidrofobik 6zellik gostermektedir. Bu yiizden
suyu daha az absorbe eder ve laktik asidin oraninin yiiksek oldugu PLGA’lar daha yavas
degrede olmaktadirlar. PLGA’nin hidrolizine bagli olarak kati formiilasyonunun
degismez olarak kabul edilen tanimlari zamana bana degisebilir. Bunlar; camsi gegis
sicakligl, nem miktar1 ve molekiil agirhigidir. Bu 6zelliklerin degismesi degredasyon
hizin1 degistirmektedir. Bu da igerisine yiiklenen ajanin degrede siiresini etkilemektedir.
Molekiil agirligi, laktik-glikolik asit orani, boyut, suya maruz kalma, depolama sicakligi,
polidispersite indeksi (PDI) PLGA’nin fiziksel oOzelliklerini etkilemektedir. Bu
ozelliklere baglh olarak PLGA’nin mekanik 6zelliklerini degismektedir. Ayni zamanda

bu ozellikler ilag tasima sisteminin formiilasyonunu da etkiledikleri i¢in formiilasyonun
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degismesi PLGA degredasyon hizini ve hidrolizini etkilemektedir. Kristal 6zellikteki
poli-glikolik asit poli-laktik asit ile polimerizasyon gergeklestirilmesi PLGA’nin
kristalinite derecesi diigiiriir. Bu durum PLGA’nin hidrasyonunu ve hidroliz hizini
arttirmaktadir. Kristalinite ve erime noktasi polimerlerin molekiil agirligini direkt
etkilemektedir. PLGA’nin camst gegis sicakligi (Tg) 37°C’lik fizyolojik sicakligin
tizerindedir. Bu yiizden PLGA camsi bir yapiya sahip ve dolayisiyla oldukga sert bir
zincir yapist gostermektedir. Laktik asit i¢eriginin azalmas1 Tg’nin azalmasina neden olur

ve dolayisiyla molekiiler agirligin azalmasina neden olmaktadir [16] [10].

2.3.2.1. Degredasyonu Etkileyen Faktorler

Kompozisyon: Polimerin monomer oranlar1 yani kompozisyonu hidrofiliteyi belirleyen

onemli bir faktordiir. Bu durum tagima matrisinin degredasyon hizina etki eder.

Kristalinite (Tg): Polimer kompozisyonu ayrica camsi gegis sicakligini ve kristaliniteyi
etkiler ve indirekt olarak degredasyon hizini etkiler. Laktik asit kristalinitesi degredasyon
hizin1 artirmaktadir ¢ilinkii hidrofilitenin artmasindan dolay1 yari-kristalin polimer
degredasyonu hizi artmaktadir. Buna karsin bazi arastirmacilar numunenin

kristalinitesinin artmasi ile degredasyon hizinin azaldigini 6ne stirmiistir.

Ortalama Molekiiler Agirhk: Molekiil agirligi polimer zincir boyutu ile dogru
orantilidir. Yani polimer yiiksek molekiil agirligina sahip ise uzun polimer zincirine
sahiptir. Yiiksek molekiil agirligina sahip polimerler genellikle daha diisiik degredasyon
hizina sahiptir. Bu da kisa zincir uzunlugundaki polimerlere oranla degredasyon i¢in daha

cok zamana ihtiya¢ olmasina sebep olur.

flac Tiirii: flacin varligi degredasyon mekanizmasini kiitle erozyondan yiizey
degredasyonuna degistirebilir Ayn1 zamanda matris degredasyonunun hizim etkiler. ilag

salim profili ve salim siiresi ve tamaminin salinma zamani ilaca bagli degisir. Ancak ilag
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kimyasi1 (yogunlugu tanimlayan OH gruplari) ya da ilacin hidrofilitesi salim parametresi
acisindan gii¢lii bir baglantiya sahip degildir. Ancak ilacin kimyasal 6zellikleri ilag salim

mekanizmasi agisindan goz oniine alinmalidir.

Matrisin Boyu ve Yiizeyi: Biiyiik ajanlarda degredasyonda ylizey alani-hacim oram
onemli bir rol oynamaktadir. Yiiksek yiizey alan1 matrisi yiiksek degredasyona neden
olur. PLGA i¢in kiitle degredasyonu saf yiizey degredasyonundan daha hizlidir bu da
yliksek yiizey alani-hacim oraninin yiiksek olmasi ilacin daha hizli salinmasina neden

olur.

pH etkisi: in vitro PLGA biyodegredasyonu/hidrolizi alkalin ve giiclii asit ortamlarinin
ikisinde de yliksek polimer degredasyonuna neden olmaktadir. Ancak diisiik asidik ve
ndtr ortam arasindaki fark karboksilik u¢ gruplarmin otokatalizinden dolay1 daha

diisiiktiir.

flac Yiiklenmesi: fla¢ tasimim matrisine yiiklenen ilacin nanopartikiiliin salim hizinda
onemli rol oynamaktadir. Yiiksek ilag igerigi yliksek initial burst release’ina neden olur.

Ancak ilag tipine bagli olarak belirli bir diizeye ulastiginda azalma gosterebilmektedir.

Toksikoloji: Birgok ¢alisma nanopartikiil sistemlerindeki spesifik biyodagilimmi ve

toksikolojisini oldukc¢a gilivenli oldugunu gostermektedir [16].
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2.3.3. PLGA ila¢ Sahm Davramslari

Cift Fazh Salim (Biphasic Release)

PLGA hidrolizi ya da biyo-degredasyonu ana atom zincirindeki ester baglarinin
oligomere donmesi ve son olarak monomer haline gelmesi gerceklesmektedir. Polimerin
degredasyon prosesi matrisin kiitle degredasyonu ile gerceklesir. Matris i¢ine suyun
penetrasyonu ile olur ve bu penetrasyon hizi polimer degradasyon hizindan daha hizhdir.
Ayrica biyodegredasyon ile karboksilik u¢ gruplarmmin artmasi otokataliz siireci ile
prosese katki saglar. Kiitle ve yiizey difiisyonlar1, kiitle ve ylizey erozyonlarinin
proseslerinin tamami PLGA kopolimer degredasyonunu olusturur. Cesitli durumlar
degredasyon prosesini etkiler, salim modeli tahmin edilemezdir. PLGA biyodegredasyon
hiz1 laktik-glikolik asit orani, polimer molekiil agirlig, kristalinite derecesi ve cams1 gegis

sicakligina baglidir. PLGA biyodegredasyonu cift fazli egri seklinde ger¢eklesmektedir;

1. Ilacin baslangi¢ ani salimi (burst release) ilag tipine, konsantrasyonuna ve
polimerin hidrofobikligine baglidir. Yiizeydeki ilag ortam ile karsilastiginda
polimer matrisinin su ile penetrasyonu ve ¢oziiniirlige bagli fonksiyonu olarak
salim gerceklesir. PLGA’ nin rastgele boliinmesi molekiil agirligini azaltir ancak
kayda deger bir agirlik kaybina ve ¢6ziiniir monomerin kaybina yol agmaz.

2. Ikinci fazda ilag daha kalin tiikenmis bir tabakadan kademeli olarak salinir. Matris
icerisindeki su polimeri hidrolize eder bu da ¢dziiniir oligomerik ve monomerik
iriinler olusturur. Bu durum polimer tamamen ¢oziinene kadar ilacin difiizyon ve
erozyon ile salinmasini saglar. ilacin tiirii sulu fazin matrise girisinde énemli bir

rol oynar.
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Sekil 2.2. PLGA 50:50, 65:35, 75:25 ve 85:15 (laktik asit: glikolik asit) i¢in in vivo salim
profilleri modellenmistir. Sifirinct derece kinetiginden hizli ilag salimina gegen ¢ift fazl
salim profili gdsterilmistir. Profiller ayrica laktidin glikolide oraninin azalmasiyla salim

hizinda artig gosterir. [16]

PLGA biyodegredasyonunda enzimlerin roli belirsizdir. Bir¢ok literatiir PLGA
biyodegredasyonun herhangi bir enzimatik aktivite icermedigini ve hidroliz ile
gerceklestigini soyler. Ancak bazi arastirmacilar in vitro ve in vivo degredasyon
hiz1 farkinin PLGA bozunmasinin enzimatik rolden kaynakli oldugunu 6ne
stirmiistiir. PLGA polimeri laktik ve glikolik asite biyodegrede olur. Laktik asit
trikarbolik asit dongiisiine girer ve metabolize edilir ve sonradan viicuttan karbon
dioksit ve su olarak atilir. Glikolik asit bobrekten degismeden atilir ya da
trikarboksilik asit dongiisiine girer ve neticede karbondioksit ve su olarak

atilir[16].

2.3.4. PLGA Nanopartikiillerinin Sentezlenmesinde Kullanilan Yoéntemler

PLGA nanopartikiiliinii olusturmak icin ¢esitli yontemler bulunmaktadir ve hazirlanma
prosesinin degismesiyle nanopartikiil yapis1 da degismektedir. ila¢ ¢ekirdek icerisine ya
da matris ylizeyine adsorbe edilebilir. Cekirdek igerisine yiiklenmesi nanokapsiil ve ilacin

matris yiizeyinde olmasi ise nanokiire olarak adlandirilir [10].
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PLGA nanopartikiillerinin sentezlenmesi iki sinifta toplanir. Bunlar; kiitleden-

nanoboyuta-kiitleye (top-down) ve nanoboyuttan-malzemeye (bottom-up) teknikleridir.

Nanoboyuttan-malzemeye (bottom-up) tekniklerinde baslangic noktasinda monomer

bulunmaktadir. Bunlar;

e Emiilsiyon ya da mikroemiilsiyon polimerizasyonlari,
e Interfasiyal polimerizasyonlar

e (oktiirme polimerizasyon’dur.

Kiitleden-nanoboyuta-kiitleye (top-down) tekniklerinde ise Onceden olusturulmus

polimelerlerden nanopartikiiller sentezlenirler. Bunlar;

¢ Emiilsiyon buharlastiriimasi
e Emiilsiyon diflizyonu,
e (oziicii yer degistirmesi,

e Tuzla ¢okelme, [17].

2.3.4.1. Emiilsiyon Buharlastirilmas:1 Yontemi

Bu yontem iki farkli baslik altinda incelenmektedir. Tek emiilsiyon su (s ile kisaltilmistir)
icerisinde yag (y ile kisaltilmistir) (y/s) ya da yag icerisinde su (s/y) ve ¢ift emiilsiyon su
icerisinde yag icerisinde su seklinde (s/y/s) ile aktif komponent farkli 6zelliklerde
nanopartikiil olusturulmaktadir. Tek emiilsiyon hidrofobik bilesikler, ¢ift emiilsiyon

hidrofilik bilesenler i¢in daha uygundur.

Bu yontemin en 6nemli noktasi emiilsiyon damlaciklarinin boyutunun sonugta olusan

nanopartikiil boyutunu etkilemesidir [17].
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Cizelge 2.1. Emiilsiyon buharlastirma yontemi avantaj ve dezavantajlari. [17]

Avantajlar

Dezavantajlar

Avantaj/Dezavantaj

Toksisitesi yiiksek
olmayan ¢oziicii
kullanilmasi (etil

asetat gibi)

Yiiksek kesme gerilimi
gereksiniminden dolay1

yiiksek enerji

kullanilmaktadir (sonikasyon

ya da mikroakigkanlagtirma)

Aktif komponentin
eklenmesi nanopartikiiliin

son boyutunu etkilemektedir

Katki maddeleri
nanopartikiillerin

boyut kiigiiltiilmesi

icin kullanilmaktadir.

(Coziictiniin
buharlastiriimasinda enerji
kullanimi ¢ok olsa da ¢oziicii
uzaklagtirilmasinin stiresi bu

sayede azalmaktadir.

Hidrofilik ve
hidrofobik aktif
komponentler i¢in

uygundur.

2.3.4.2. Tek Emiilsiyon

Polimer igeren organik faz ve aktif komponenti i¢eren sulu faz emiilsifiye edilir. Daha

sonra organik ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi i¢in buharlastirma yapilir. Yiizey aktif madde

olarak PVA, SDS, Pluronic F68 sulu fazda kullanilabilir. Emiilsion damlalarinin

boyutunun diisiiriilmesi

igin

sonikasyon ya da mikroakiskanlastirma yapilir.

Buharlagtirma asamasinda organik c¢oziiciiniin ¢ozeltide bulunmasi boyut araligim

belirler.
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Onemli parametreler;

e Polimer molekiil agirlig1 ve konsantrasyonu,
e Ko-polymer oran1 ve ug gruplar,

e Yiizey aktif maddenin yapisi,

e Faz oranlari,

e (ozicl yapisi,

¢ Buharlastirma hizi,

e llag yiiklenmesi,

e Katki maddeleri,

e Kesme gerilimi,

e Sterillestirme [17].

2.3.4.3. Cift Emiilsiyon

Yag icerisinde su emiilsiyon olusturulmasi ilk adimdir. Sulu ¢6zelti hidrofilik aktif
komponenti igerir ve organik faz PLGA ve uygun ylizey aktif maddeyi (span 80, pluronic
F68..) icerir. Miniemiilsiyon gii¢lii kesme gerilimi (sonikasyon, mikroakiskanlagtirma,
yiiksek hizli homojenizasyon) ile olusturulur. Daha sonra su/yag/su emiilsiyonu
sonikasyon ya da homojenizasyon ile damlaciklarin boyut kiigiiltiilmesi ile olusturulur.
Bu ikinci boyut kiiciiltme, harici sulu faza hidrofilik aktif bilesen difiizyonunu en aza
indirmek icin kontrol edilmelidir. Son adim olarak organik ¢dziiciiniin uzaklagtirilmasi
icin buharlastirma yapilir. Buharlagtirma polimer ve aktif komponentin zarar gérmemesi

icin vakum altinda yapilir ve bu nanopartikiil boyutunu azaltmay1 destekler[17].

Bu yontemin ana dezavantaji biiyiikk boyutlu partikiil olugsmasi ve hidrofilik aktif
komponentin sizmasindan kaynakli diisiik ila¢ yiikleme verimliligidir. Boyutu

kiigiitebilmek adina ikinci gii¢lii shear rate uygulanir [17].
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Onemli parametreler;

e Polimer/ylizey aktif madde orani,
e Polimer konsantrasyonu,

e Yiizey aktif madde yapisi,

e Viskozite,

e (ozicl yapisi,

e Buharlastirma,

e Katki maddeleri ve

e Birinci/ikinci faz orani.

Tek-emiilsiyon prosesinde yag/su (y/s) emiilsifiye yontemi ve ¢ift-emiilsiyon prosesinde
su-yag-su (s/y/s) teknigi ile nanopartikiiller olusturmaktadir. S/Y/S tekniginde suda
¢oziiniir ilaclarin yiiklenmesi daha uygundur. Ornegin, peptitler, proteinler, asilar. Y/S
yonteminde suda ¢oziinmeyen ilaglarin yiliklenmesinde kullanilir. Suda ¢dziinmeyen
durumuna ornekler ise, steroidlerdir. Y/S yonteminde polimer organik ¢oziiclilerde
(DCM, Kloroform, etil asetat) ¢dzdiiriilmektedir. ila¢ hazirlanan bu ¢dzeltisinde ilag
cozdiiriilmekte ya da disperse edilmektedir. Bu ¢ozelti sulu ¢ozelti icinde emiilsifiye edilir
ve yag igerinse su olusturulur. Y/S emiilsiyonu yiizey etkin madde/emiilsifiye edici
kullanilarak olusturulmaktadir. Stabil bir emiilsiyon olusturulmasi i¢in organik ¢oziicii
sicaklik, basing ya da siirekli karistirma altinda buharlastirilir. Bu asamalarin hepsinde
yiiksek hizli homojenizasyon ya da sonikasyon kullanilir. Ancak bunlar laboratuvar
Olcegi icin uygun olsalar da biyiik Olgekte pilot {iretimlerinde diisiik enerjili

emulsifikasyon yontemleri kullanilmaya ihtiya¢ duyulmaktadir[10].

Nanopartikiillerin boyutlar1 karistirma hiz, tipi, disperse edici ajana, organik ve sulu fazin

viskozitesine ve sicakliga baghdir[10].

2.3.4.4. Nanocoktiirme (Coziicii Difiizyonu ya da Coziicii Yer Degistirmesi) Metodu

Bu yontem tek basamakli bir prosestir. Bu proseste ii¢ temel komponent vardir. Bunlar
polimer, polimer ¢oziiclisii ve polimeri ¢ézmeyen c¢oziiclidiir. Bu yontem genellikle

hidrofobik ilag¢ yiiklenmesi i¢in kullanilir ancak hidrofilik ilaclar i¢in de uygun olabilir.
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Polimer ve ilag¢ polar, su ile karisabilir solvent igerisinde ¢ozdiiriiliir. Cozelti i¢in aseton,
asetonitril, etanol, metanol kullanilabilir. Cozelti damla damla kontrollii bir sekilde yiizey
aktif madde ile birlikle sulu ¢ozeltiye eklenir. Nanopartikiiller aninda hizli ¢oziicii

diflizyonu ile olusmaktadirlar. Son olarak solvent uzaklastirilmaktadir [10].

Onemli parametreler;

e Polimer/ylizey aktif madde orani,

e Polimer konsantrasyonu,

e Yiizey aktif maddenin dogas1 ve konsantrasyonu,
e (oziicii dogast,

e Viskozite,

e Katki maddeleri,

e Aktif bilesikler,

e Faz enjeksiyonu [17].

Cizelge 2.2. NanogOktiirme yontemi avantaj ve dezavantajlari. [17]

Avantajlar Dezavantajlar
Diistik toksisiteye sahip ¢oziiciiniin (Coziiciilerin uzaklastirilmast
kullanilmas1 buharlastirma yolu ile yapildigindan bu

durum zaman kaybina neden olur

Yiiksek enerji gerektiren karistirma Difiizyon sirasindaki kayiplar1 en aza
islemlerine (sonikasyon ve indirgemek i¢in ilaglarin aseton, etil
mikroakigkanlastirma) ihtiyag asetat gibi polar ¢oziiciilerde ¢oziinme
duyulmamasi gerekliligi
Nanopartikiillerin boyutlarinin Nanopartikiil boyutu polimer
azaltilmasi i¢in katki maddelerinin konsantrasyonun artmasi ile dogru
kullanilmast orant1 olmasi
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2.3.4.5. Tuzla Cokelme Yontemi

Polimer organik fazda ¢ozdiriiliir. Bu faz aseton, tetrahidroturan gibi su ile
karigabilmektedirler. Organik faz sulu faza gii¢li mekanik kesme gerilimi altinda
emiilsifiye edilmektedirler. Sulu faz emiilsiyonlastirict ve yiiksek konsantrasyonda tuza
sahiptir ve organik fazda ¢ozlinmemektedir. Tuzlar genellikle polimer ile belirli bir
oranda magnezyum klorlir hekzahidrat veya magnezyum asetat tetrahidrat
kullanilmaktadir [17]. Bu tuzlar organik ve sulu fazin karismasini yavaslatir [11].
Emiilsiyon difiizyonu yoOntemi ile karsilastirildiginda tuzlarin varligindan dolay:
coziliciiniin difiizyonu yoktur. Hafif karistirma altinda y/s emiilsiyonuna suyun hizli
eklenmesi iyonik giicli azaltarak organik fazin sulu faza gecisini saglar ve nanokiire
olusumunu arttirmaktadir. Son olarak tuzla ¢okelme ajanini uzaklagtirmak icin ¢apraz
akigh filtrasyon ve ya da santrifiij yapilmasi ile saflagtirma gerceklestirilir. Siklikla
kullanilan salting out ajanlar1 olarak seg¢ilen maddeler sodyum kloriir, magnezyum asetat
veya magnezyum kloriir gibi elektrolitler ya da sakaroz gibi elektrolit olmayan

maddelerdir [17].

Bu yontemde 6nemli olan parametreler;
e Polimer konsantrasyonu,
e Molekiiler kiitle,

e Karistirma hiz1 ve zamant,
e Yiizey aktif maddenin dogas1 ve konsantrasyonu,
e (oziiclinlin dogas1 ve konsantrasyonu

e Kiriyoprotektanlardir [17].

20



Cizelge 2.3. Tuzla ¢okelme yontemi avantaj ve dezavantajlari. [17]

Avantajlar

Dezavantajlar

Avantaj/Dezavantaj

Normal karigtirma
kullanildig1 i¢in enerji
kullanim1 azalmaktadir.
Yiiksek kesme gerilimine
ihtiya¢ yoktur. (sonikasyon
ya da

mikroakigkanlastirma)

Saflagtirma asamasinda
tuzla ¢okelme ajaninin
giderilmesi en ana
dezavantajdir. Ciinkii
Polimerin en az ii¢ kati
kadar tuzla ¢okelme

ajani kullanilmaktadar.

Hidrofobik bilesikler i¢in
olduk¢a uygundur ¢iinkii
tuzla ¢okelme ajan1 suda

¢Oziinebilmektedir.

Uzun siirmeyen bir

stirectir.

Toksisitesi yiiksek
olmayan ancak patlayici
ozellikteki ¢oziiciilerin

kullanilmasi

2.3.4.6. Emiilsiyon Difiizyon Yontemi

Polimer organik fazda (benzil alkol, propilen karbonat, etil asetat) ¢cozdiiriiliir. Bu faz
suda karigabilmektedir. Organik faz karistirma altinda sulu faz (anyonik sodyum dodesil
stilfat (SDS), iyonik olmayan polivinil alkol (PVA) veya katyonik didodesil dimetil
amonyum bromiir (DMAB)) ile emiilsifiye edilir. organik ¢oziiciiniin difiizyonu ve

emiilsiyon damlalarina karsi

etkilidir[17].

suyun diflizyonu

Bu yontemdeki 6nemli parametreler;

e PLGA kopolimer orani,

e Polimer konsantrasyonu,

e (ozicl yapisi,

e Yiizey aktif madde polimer molekiiler kiitlesi,

e Viskozitesi,
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e Faz oranlari,
e Karistirma hizi,

e (ozicl yapisi,

e Eklenen suyun sicakligi ve akisi[17].

Cizelge 2.4. Emiilsiyon diflizyon yontemi avantaj ve dezavantajlari. [17]

Avantajlar

Dezavantajlar

Avantaj/Dezavantaj

Normal karigtirma
kullanildig1 i¢in enerji
kullanimi diistiktiir.
Sonikasyon ya da
mikroakigkanlastirma
kullanilmadig: i¢in yiiksek
kesme gerilimine ihtiyag¢

yoktur.

Boyut kiigiiltmede kesme

gerilimi
kullanilmadigindan
polimer

konsantrasyonuna kars1

proses oldukca hassastir.

Hidrofobik bilesenler i¢in

uygundur.

Toksisitesi yiiksek olmayan

¢Oziiciilerin kullanilmasi

Emiilsiyonun karismasi
icin uzun stire

gerekmektedir.

Hidrofilik bilesenler, polar
¢Oziiciiniin sulu faza
diflizyonundan dolay1
yiiksek bir migrasyon
egilimine sahiptir ve bu
nedenle, ilag yiikleme

etkinligi diistiktiir

Nanopartikiil olusumu
icin yiiksek miktarlarda

su kullanilmaktadir.
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2.4. PLGA Nanopart

Cizelge 2.5. PLGA NP'leri i¢in literatiir 6zeti.
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2.5.Kitosan Nanopartikiilleri ile Tlgili Genel Bilgiler

Kitosan kitinin deasetilasyonundan iiretilen dogada ikinci en ¢ok bulunan polisakkarittir
Glukozamin ve N-asetil-glukozaminden meydana gelmektedir. Tekrar eden glukozidik
kalint1 igerisindeki birincil amino grubuna sahip olmasindan dolay1 kitosan pozitif yiike
sahip dogal bir polisakkarittir. Notr pH’daki suda ¢6ziinmemektedir. Ancak diisiik pH’da
suda ¢Oziiniir bir katyonik polielektrolit haline gelir. Kitosanin ¢dziinebilirligi
deasetilasyon derecesine baglhdir. Ve diisiik deasetilasyon derecesi ¢dzlinmeyi ve
viskoziteyi arttirmaktadir. Molekiiler agirlik ¢oziinmeyi ve diger Ozellikleri de

etkilemektedir. Viskozite kitosan konsantrasyonunun artmasiyla artmaktadir.

I COCHs|
CHOH I\IJH
0O HO -
HO 10
NH; CH,OH
- 100 -DA DA
D A

Sekil 2.3. Kitosan'in kimyasal yapisi, D:N-acetilglukozamin birimi A:Glukozamin birimi

[27].

Kitosan toksik olmayan ve biyouyumlu bir polimerdir. Kitosanin toksisitesini etkileyen
ana parametre deasetilasyon derecesidir (DD). Diisiik DD in vitro’da diisiik toksisiteye
neden olmaktadir. Ayrica DD ile degredasyon dogru orantilidir. Fareler iizerinde yapilan
in vivo degredasyon testinin sonuclar1 14 saatte kitosanin idrarla atildigin1 ve birikmeye

neden olmadigini gostermistir [28].

Kitosan diiglik iiretim maliyetine sahip olmasi, biyolojik olarak pargalanabilir ve
biyouyumlulugundan dolay1r 1990’lardan beri ilag sistemlerinde siklikla tercih
edilmektedir. Birincil amino gruplarina sahip olmasindan kaynakli katyonik ozellikte
olmasindan ilag tasima sistemlerinde &zellikle tercih edilmektedir ve hidrofobik

polimerlere kolaylikla konjuge olurlar. Kitosanin iyonik c¢apraz baglanma formu
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sayesinde stabil kompleksler olusturarak ila¢ salimimin daha uzun periyotlarda

gerceklesmesini saglar [28, 29].

Kitosanin C-2 pozisyonunda bulunan amino grubu fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerini
giiclendirmektedir. Bu 6zellik mukoadezitideyi kazandirarak kitosanin katyonik yapida
olmasin1 saglamaktadir. Mukoza membran1 musin glikoproteininden olusur ve anyonik
ozellligini sialik asit ve siilfonik asit formlarindan alir. Kitosandaki katyonik grubun ve
bu anyonik asitlerin iyonik etkilesimleri sayesinde mukoadezyon 6zelligi saglanmaktadir.
Mukoadezyon, deasetilasyon derecesinin ve molekiiler agirligin artmasiyla artar ve
capraz baglanmanin artmasi ile azalir. Kitosanin pozitif ylikii mukozal hiicrelerdeki gecisi

destekleyerek ilag gegirgenligine destek olur [29].

Bir maddenin biyouyumlu olmas1 maddenin biyolojik dokular i¢in toksik ve immiinojenik
olmadigin1  bir gostergesidir. Kitosan insan viicudunun dis matrisindeki
glikozaminoglikanlara fonksiyonel ve yapisal benzerligi nedeniyle oldukg¢a iyi bir
biyouyumlu malzemedir. Yapisindaki glikosidik bagin parcalanmasi sayesinde in vivo

lizozim, kitinazlar ve kolonda yasayan bakteriler tarafindan kolayca parcalanir [29].

2.5.1. Kitosan Nanopartikiillerinin Biyolojik Sivilarda Ila¢ Salim

Kitosan ii¢ mekanizma ile ila¢ salim1 gergeklestirir;
1. Polimer Erozyonu/Degredasyonu

Polimerin tamaminin degredasyonu ile homojen erozyon ve ¢ekirdekten yiizeye
dogru olan heterojen erozyon olarak iki yol ile meydana gelir. Polimer
degredasyonu yiizeyde ya da enzimlerin varligi ile kimyasal olarak olur.
Biodegredable polimerler kovalent baglarin arasindaki bosluklara bagl acilir ve
biyolojik olarak asimabilir polimerleri molekiiliin kimyasal yapisinda herhangi bir
degisiklik olmadan kovalent baglarin agilmasi ile degrede olur.

2. Difiizyon

Ilag polimerik yapmin cekirdeginden ortama niifuz eder. Ilag matristen hiicresel
membrana dogru ve membran boyunca olan konsantrasyon farkina bagl olarak

diflize olur. Bu mekanizma Fick’s yasasi ile agiklanir.
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3. Polimer sismesi

Polimerin ¢oziinene kadar ve polimer zinciri agilana kadar polimerin i¢ine suyun
girmesi ve hidrasyona baglidir. Bu zincirin ac¢ilmasi ilacin polimer matrisinden
salimmasina izin veren bir kuvvet yaratmaktadir. Bu mekanizmay1 polimer
cozlinmesi, polimer sisme derecesi, polimer zincirinin yogunlugu, ilag ve
polimerin interaksiyonu, partikiil boyutu ve ila¢ polimer orani etkilemektedir.
Polimer nanotasiyicisina ilag yiiklenmesinin en énemli kriteri, ne kadar ¢ok ilag
yliklenirse daha yiiksek patlama etkisi meydana gelir ve daha hizli salim
gerceklesir. Kitosan nanopartikiillerinin mide-bagirsak sisteminin ya da kanserli
dokularm pH’1 gibi biyolojik durumlara kars1 yanit vererek ilacin daha etkili bir
sekilde salinmasina yardimci olur. Ciinkii kitosan nanopartikiillerini biyolojik

durumlara kars1 protonlanabilmektedirler [29].

Kitosan  nanopartikiillerinin ~ biyolojik  aktiviteleri, teapotik  etkilerini  ve
biyouyumlulugunu etkileyen faktorler partikiillerin boyutu, polidispersite indeksi, zeta
potansiyeli, yiizey yiikii ve sekilleridir. Yiikleme kapasiteleri ve enkapsiilasyon verimi
ilag tasima kapasitesini ve ilaca bagl toksisiteyi diizenler. Bunlar ise nanopartikiiliin
olusturulma yontemine baglhidir. Sec¢ilecek yontem son iiriiniin ihtiyaclarina (boyut, sekil

PDI, stabilite, salim kinetigi ve toksisite) gore belirlenmelidir [29].

Kitosanin fizikokimyasal karakteristigi (kristalinite, ¢oziinme ve degredasyon) kitinin
proses parametrelerine ve segilen {liretim yonteminden dogan molekiil agirligi,
deasetilasyon derecesi ile degismektedir. Deastilasyonun artmasi kristaliniteyi arttirir ve
pozitif yiik yogunlugunu arttirir bu da ¢oziinmeyi arttirir. Ayrica pozitif yiikiin artmasi
negatif yiikli mukus membran igindeki miisinin interaksiyonunu arttirir bu da

mukoadhesif 6zelligi arttirir [29] .
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2.6. Kitosan Nanopart

Cizelge 2.6. Kitosan NP i¢in literatiir 6zeti.
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2.7. PLGA-Kitosan Nanopartikiilleri Hakkinda Genel Bilgi

Nanopartikiillerin yiizey ytikleri hiicrelerle etkilesimi ve hiicre i¢ine alimlari iizerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Pozitif yiike sahip ylizeyler hiicrelerle etkilesimi arttirir bu da
hiz1 ve alimi arttirir. PLGA negatif yiike sahip bir nanopartikiildiir ve notr ya da pozitif

yiike ¢cevirmek i¢in PLGA polimerleri PEG ya da kitosan ile kaplanabilir [10, 12].

PLGA monomerlerinin asidik dogasi ilaglar ya da biyoaktif molekiiller i¢in uygun
degildir. Ancak PLGA ’nin aljinat, kitosan, pektin, poli(propilenfumarat), polivinilalkol

gibi maddelerle karistirilmasi bu sorunu ortadan kaldirir [13].
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2.8. PLGA-Kitosan Nanopartikiillerine Cesitli Kanser flaclar1 Yiiklenmesine

Yonelik Literatiir Ozeti

Cizelge 2.7. Kitosan kapli PLGA NP i¢in literatiir 6zeti.
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2.9. Piperin Hakkinda Genel Bilgi, Cesitli Kanserleri Tedavi Etmede Kullamldig:

Mekanizmalar ve Yolaklar

Piperin karabiberden (Piper nigrum)’dan ilk olarak 1819 yilinda Hans Christian Orsted
tarafindan ekstrate edilmistir [50]. Karabiber Piperaceace ailesine aittir. Piperin kimyasal
olarak Piperaceace ailesinin bir¢ok iiyesinden elde edilebilen bir azotlu alkaloiddir.
Piperaceace ailesinin liyeleri, Piper Nigrum, Piper longum, Piper chaba, Piper guineense

ve Piper sarmentosumdur [51].

Piperin’in kimyasal formiili C17H19NO3 ve IUPAC adi 1-(5- [1,3-benzodioxol-5-yl]-1-
oxo-2,4-pentadienly) piperidine’dir. Molekiiler agirligt 285.34 g/mol ve erime noktasi
130°C’dir. Piperin’in 4 adet geometerik izomeri bulunmaktadir. Bunlar, izokavisin
(trans-cis izomer) , izopiperin (cis-trans izomer) ve izopiperin (cis-trans izomer) ve
piperin (trans-trans izomer) yapilaridir. Bu dort izomerin trans-trans izomer olan harici

digerlerinin farmakolojik etkisi bulunmamaktadir[52].

Piperine Isoperine

o] = O
<o S
Chavicine Isochavicine O\/

Sekil 2.4. Piperin'in kimyasal yapist.  [52]

Piperin suda oldukga az ¢oziinebilmektedir. Coziinme kosullar1 40 mg/L, 18°C “dir. Yani
hidrofobik yapiya sahiptir. Bu da absorpsiyon proseslerinde ve yliksek
konsantrasyonlarda farmakolojik ve klinik ¢aligmalarda engel olusturabilir. Bu engel sinir

sisteminde toksisite durumu olarak geri doniis saglayabilir. Bu limitasyonlar1 engellemek
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adina cesitli ilag sistemleri gelistirilmektedir. Bu sistemlere 6rnekler ise nanopartikiiller,

nanolipozomlar ve misellerdir [52].

Piperin, kolorimetrik yontemler, gaz kromatografisi (GC), ultraviyole spektrofotometri
(UV), yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve Kjeldahl metodu ile tayin
edilebilir [52].

Piperin’in genel 6zellikleri asagidaki sekilde gosterilmistir.

Anti-timor

Anti-apoptotik

Anti-bakteriyel

4_ PI PERI N Karaciger Koruyucu

Anti-obezite
Anti-mikrobiyel

Anti-kanser

Anti-yaslanma l
Sekil 2.5. Piperin'in faydalari. [50-52]

2.9.1. Piperin’in Kemoprotektif ila¢ Olarak Kullamlmasimn Nedenleri

Cesitli metabolize edici enzimleri inhibe etmektedir. Bu durum ilaglarin, besinlerin ve

ilaclarin oral biyoyararlanimini arttirir [51].
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Piperin biyotransformatif etkilere sahip olup rifampisin, sulfadiazine tetracyline ve
phenytoin gibi farkli ilaglarin metabolizmasini yavaglatarak emilimlerini arttirir. Kanser
hastalarinin radyoterapi tedavilerinden once uygulanarak radyasyona karst koruyucu

olarak kullanabilecegi gosterilmistir[53].

Piperinin antioksidan etkisi karaciger koruyucu etkiye neden olur. Karabiber ve ana
biyoaktif bilesigi olan piperin, karacigerdeki biyotransformasyon enzimlerinin

aktivitesini doza bagli bir sekilde arttirir ve bdylece kemoprotektif bir rol oynar [53].

Bitkisel bilesenlerin %40’indan fazlast1 suda ¢oziinmemektedir. Piperin lipid
ailesindendir. Lipid/su partition katsayis1 17.33 (logP = 2.25)’dir ve suda ¢ok az ¢oziiniir.
Piperinin terapétik etkilerine karsin sudaki diisiik ¢oziiniirligli ve zayif ¢oziiniirligii
klinik verimliligi diisiirmektedir. Sudaki diisiik ¢oziiniirliigii, absorpsiyon prosesindeki
hiz belirleyici adim olmast laboratuvardan klinik ¢aligmalara ge¢mesi karsisinda engel
olusturmaktadir. Bu engelleri asabilmek adma piperinin farkli formiilasyonlart

denenmektedir[53].

2.9.2. Piperin’in Kemoprotektif Ila¢ Ozelligi Gosterdigi Mekanizmalar

Hiicre ¢ogalmasi, doku biitliinligliniin saglanmasi hiicre dongiileri ile saglanmaktadir.
Piperin kanser hiicrelerinin dongiilerindeki siklinleri sikline bagimli kinazlar(CDK’ler)
ve CDK inhibitorleri (CKI’ler) dahil olmak {izere spesifik proteinler ve kinazlar
tarafindan iyi tanimlanmig kontrol noktalarinin ilgili kisimlarini kontrol etme yetenegi

gostererek kemopreventif 6zelligi gdstermektedirler.

Otofaji hiicresel strese neden olan sebeplere karsilik olarak enerji kaynagi dengesini
saglamak iizere kendi kendini parcalayan bir siirectir ve bu stresleri asarak hiicrenin
hayatta kalmasimi saglayan bir prosestir. Saglikli hiicrelerde oldugu gibi kanserli
hiicrelerde de mikrogevre kosullar1 da dahil olmak iizere stres Oonkosullar1 énemlidir.
Fitokimyasal ve dogal bilesikler de kimyasal ilaglar gibi otofajinin tiimdr hiicrelerini yok

etmesindeki rolii ¢esitli galigmalarla kanitlanmigtir.
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Anjiyogenez, onceden var olan damar sisteminden yeni kan damarlarinin biiytimesidir.
Tiimdre oksijen ve besin saglayarak, metastatik yayilima da neden olur. Piperin de in
vitro ve in vivo olarak anjiyogenezin bir¢ok yoniine miidahale eder. Boylece tiimore giden

oksijen ve besin kaynagini1 engellenmektedir.

Kanser kok hiicreleri kanser hiicrelerinin alt kiimeleri olarak pro-metastatik fenotipe
sahiplerdir. Normal kok hiicreler gibi kendini yenileme ve farklilagsma yetenekleri vardir.
Ayrica kemoterapi ve radyoterapiye karsi diren¢ gdsterme 6zelliklerine sahiptir. Piperin
kurkumin ile ortak formiilasyonda meme kanser kdk hiicrelerinde WNt/betakatenin sinyal
yolunu inhibe ederek mammospheres olusumunu engelleyerek kendi kendini yenileme

yeteneklerini engeller.

Kanser tedavisinde c¢oklu ilag direnci gelismesi tedavinin basarili olmasmni
engellemektedir. Piperin, ATP baglanma bolgesiyle rekabet ederek P-gp'ye bagimli ilag
direncini baskilayabilmekte ya da down-regiile olarak etkileyebilmektedir[54]. Katiyar
ve ark. yaptiklar1 ¢calismada rapamisin ve piperin ilaglarini PLGA igerisine yiikleyerek
meme kanseri tedavisinde kullanilmasi i¢in bir tasarim yapmuslardir ve in vitro olarak
salim c¢alismalar1 gerceklestirerek bu tasarimi denemislerdir. MDR1 geni tarafindan
kodlanan P-glikoprotein (P-gp)'nin asir1 ekspresyonu, kanser tedavisinde onemli bir
engeldir. Ilag geri pompalandigindan, P-gp akisi, diisiik oral biyoyararlanima
iliskilendirilmektedir. P-gp akisinin engellenmesi kanser hiicrelerindeki ila¢ birikiminin
artmasina neden olmaktadir. Boylece rapamisin ilacinin kanser tizerindeki tedavi etkinligi
artmaktadir. Bu tasarimdaki piperinin varligi ile bagirsak gegirgenligini arttirmasi , P-gb
inhibitorii olarak gorev alarak kanser hiicrelerindeki ila¢ birikimini arttirmasi ve

antikanser 6zelliginde olmasi bu tasarimin avantajini ortaya koymustur [55].

Hayvan modellerinde piperin metabolizmasinin ¢alisilmasinda oral yollardan piperinin
hizla ve neredeyse tamaminin absorbe edildigi saptanmistir. Emilmeyen piperinin sadece
%31 digki ile atilmistir. Piperinin emilim sirasinda herhangi bir metabolik degisiklige

ugramayarak metabolitleri idrar ile atarken karaciger tarafindan hizla metabolize
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edilmektedir. Piperinin ilag metabolizmasinda yer alan ¢esitli enzimlerle etkilesime
girebildigi ve oksidatif fosforilasyon gibi metabolik yollar1 ve siirecleri etkileyebildigi
gosterilmistir. Bdoylece ilag metaboizmasini ve biyobozunmanin yavaglamasi ile

farmakolojik durumlarda piperin rahatlikla kullanilabilmektedir [54].

2.10. EGCG Hakkinda Genel Bilgi, Cesitli Kanserleri Tedavi Etmede Kullamldig:

Mekanizmalar ve Yolaklar

Camellia sinensis bitkisi yani ¢ay diinyada en ¢ok tiiketilen iceceklerindendir [56]. Yesil
cay farkli kimyasal bilesiklerden olusmaktadir. Bunlar amino asitler, vitaminler,
inorganik elementler, karbohidratlar, lipitler, kafein ve ¢ay polifenollerdir. Polifenoller
yesil ¢ayin kuru agirhigmnin yaklagik %30’udur ve saglik icin yararli kismin ana
bilesenidir. Polifenollerin ana grubu katesinlerdir. Katesinler yesil cay polifenollerindeki
biyoaktif iceriginin biiyiik bir kismini olusturur ve pahali olmayan, kolay uygulanabilir
giivenli fitokimyasallardir. Katesinler farkli molekiillerden olusur. Bunlar ve kimyasal

yapilari agsagida gosterilmektedir. [6, 57]

A C
(=)-Epicatechin (EC) (-)-Epicatechin-3-gallate (ECG)
(-)- Epigallocatechin (EGC) (-)-Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)

Sekil 2.6. (—)-epicatechin (EC), (—)-epigallocatechin (EGC), (—)-epicatechin-3-gallate
(ECG), and (—)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG) kimyasal yapisi [6]
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4 ana yesil cay katesini (—)-epicatechin (EC), (—)-epigallocatechin (EGC), (-)-
epicatechin-3-gallate (ECG), and (—)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG)’dir. [57] Ve
EGCG en bol bulunan ve biyolojik olan aktif olan bilesendir. EGCG yesil ¢ay igerisindeki
katesin miktarinin  yaklasik  %50-%80°1 olarak katesinin  biiyiikk bdliimiinii
olusturmaktadir. [6]

EGCG’nin yesil caydan pahali olmayan bir sekilde elde edilmesi, oral yollarla
kullanilabilmesi ve kabul edilebilir giivenli bir profile sahip olmasi oldukca avantaj
saglamaktadir. Hayvan c¢alismalarinda in vitro ve in vivo olarak kemopreventif ve

kemoterapotik 6zellikleri ¢esitli galismalarda kanitlanmastir. [6]

EGCG Anti-kanser potansiyeli olmasina ragmen, diisliik yari-omiir, diisiik stabilite ve
diisilk biyoyararlanim durumlarindan dolay1 klinik calismalarda kullanimini limitli

olmaktadir. [6]

Anti-timor

Kalp Koruyucu

Anti-bakteriyel

_

l
Anti-diyabeti

Anti-inflamatuvar

Sekil 2.7. EGCG'nin yararlari. [6]
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2.10.1. EGCG ‘nin Kanser Onleyici Mekanizmalar1

Katesinler metal iyonlarini, 6zellikle bakir iyonlarimi selatlayabilmektedirler. Kanser
hiicrelerinde bakir diizeyi biiyiik dl¢iide yilikselmektedir. Fareler iizerinde yapilan bir
calismada lenfositlerdeki bakir seviyesinin EGCG tedavisinde azaldigi gosterilmistir.

[56]

Enflamasyon kanserin gelismesi ve ilerlemesinin hayati bir igaretidir ve artan inflamatuar
mediatorler, kanserli hastalarda kotii prognoz ile iligkilidir. Cesitli ¢alismalarda
EGCG’nin anti-inflamatuar potensiyele sahip olmasi ve pro-inflamatuar sitokin

aktivitsini inhibe ettigi gosterilmistir.

Reaktif oksijen tiirleri asil olarak yan iiriin olarak tiretilmektedir. Zararl etkiye sahiptiler
ve cesitli hastaliklarin patogenezine yol agarlar. ROS iiretimi ve antioksidan dengesi
oldukc¢a 6nemli ve homeostaz i¢in gereklidir. Reaktif oksijen tiirlerinin nétralize edilmesi
ya da uzaklastirilmasi patogenez inhibisyonunda 6nemli bir basamaktir. Antioksidan
enzimler bu durumda 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Dogal iiriinlerin bu konudaki
yetenegi olduk¢a dnemlidir. EGCG bilinen bir antioksidandir ve ROS gibi ¢ogu serbest

radikali temizlemektedir.

Kanser bliylimek icin her zaman bir kan kaynagina ihtiya¢ duyar ve anjiyogenezden
yoksun birakildiginda kanser wuykuda kalabilmektedir. Anjiyogenez siirecinin
inhibisyonu, kanser tedavi stratejilerinde gili¢ olarak kabul edilmektedir. Anjiyogenez,
birgok hastaligin patogenezinde ciddi bir rol oynamaktadir. Anjiyogenez damarlarin
tomurcuklanma ile yeni damarlarin olugmasi1 anlamina gelmektedir. Kanser yayilmak i¢in
kan kaynagina ihtiya¢ duymaktadir. Anjiyonegenezden yoksun birakildiginda kanser
uykuda kalabilmektedir. Tedavi asamasinda anjiyogenezin engellenmesi engel teskil
etmektedir. Bu engeli asmak i¢in fitokimyasal olan EGCG inhibisyon veya kontrolsiiz

anjiyogenez siirecinde dinamik rol oynamaktadir.
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Apoptoz, kontrollii hiicre 6liimiidiir ve hasarli hiicrelerin uzaklastirilmasini igermektedir.
EGCG proliferasyon inhibisyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Kanser hiicrelerindeki

apoptozu desteklemektedir.

Kanserin gelismesinde kontrolsiiz hiicre dongilisii 6nemli rol oynamaktadir. Hiicre
dongiisii ve apoptozu kontrol eden birkag hiicresel sinyal yolunun eszamanli etkisi, kanser
hiicresi proliferasyonunu ve bir tiimoriin biiyiimesini ve ilerlemesini kontrol etmek i¢in
onemli bir durumdur. EGCG hiicre dongiisiiniin durmasinin indiiklenmesiyle anti-tiimor

etkisi gostermektedir.

Sinyal Doniistiiriici ve Transkripsiyon 3 Aktivatoriin (STAT3), kanser hiicrelerinde
hiicrenin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini, hareketliligini ve ilerlemesini saglayan bir
onkogen tiiriidiir. EGCG, iin (STAT3) aktivitesini inhibe ederek kanserin 6nlenmesinde

onemli bir rol oynamaktadir. [58]

2.11. Piperin ve EGCG’nin Cesitli Kanserleri Tedavi Etmede Birlikte

Kullanilmasinin Olumlu Yoénleri ve Beklenen Sinerjistik Etki

Biyo-arttiricilar  ilaglarin  etkili  olmalarina  yardimer olurlar ve ilaglarla
kombinasyonlarinda ilag molekiillerinin aktivitelerini farkli yollarla (membran boyunca
ilacin biyoyararlanimimi arttirabilirler ya da ilag reseptorii olarak islev gorerek)
destekleyerek ilaclarin daha etkili olmalarina yardime1 olurlar. Piperin de birgok ilag i¢in
biyo-arttirict olarak gorev alabilir. Piperinin bagirsak bariyerinden emilimi oldukca
hizhidir. Caligmalar piperinin pasif bir difiizyon mekanizmasina sahip oldugu, yiiksek
goriiniir gegirgenlik katsayisina ve kisa temizleme siiresine sahip oldugunu gostermistir.
Piperinin nonpolar dogasindan kaynakli olarak lipitler ve proteinlerin hidrofobik
boliimleri sayesinde membran dinamiklerini diizenlerler. Piperin, ince bagirsagin emici
yiizeyini artiran hiicre iskeleti isleviyle ilgili proteinlerin kombinasyonunda indiiksiyon
ile membran dinamikleri ve gecirgenlik Ozelliklerinde degisikliklere neden

olabileceginden, epitelyal bariyerden gegisi artirabilir [53].
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Piperin ayrica bitkisel ve konvensiyonel ilaglarin da biyoyararlanimini arttirir. Bunlara
ornek olarak ¢alismalar piperinin resveratroliin metabolizmasini inhibe ederek ve klinik
caligmalarda dozunu azaltarak in vivo biyoyararlanimini arttirdigini gostermistir. Bir
diger ornek ise kurkuminin Piperin ile biyoyararlanimini artirmasidir. Bu da piperinin
kurkuminin hepatik metabolizmas1 ve bagirsaklar iizerindeki Onleyici etkisi ile
iliskilendirilmistir. Ayrica ¢alismalarda da kurkumin-piperin yiikle nanopartikiillerin
kanser tedavisinde kanser hiicresini hedefleme konusunda smirlamalarimi azalttigini

gostermistir[53].

Konvensiyonel kemoterapotik ilaclar bitkinlik, sa¢ kaybi, mide bulantisi, kusma, istah
kapanmas1 ve fizikolojik ve biyolojik proseslerde degisime neden olmaktadir. Dogal
kaynakli kematerapdtik ilaglarla sinerjistik etki yaratildigi cesitli caligmalar ile
kanitlanmistir. Bu gibi kombinasyonlar saglikli hiicrelere olan toksik etkilerin azalma
gostermesi sonucu da ¢aligmalarin sonuglarinda yer almaktadir. EGCG fitokimyasalinin
cesitli ilaclar ile kombine edilerek toksisite azalmasinda, kanser hiicrelerini yok etmede
yardimcr oldugu goriilmistiir. EGCG’nin ikili ila¢ kombinasyonlarinda yarattigi
faydalara 6rnek olarak Sisplatin ve oksaliplatin ile kanser hiicrelerinde otofajiyi arttig1
gozlenmistir. EGCG ve Selokoksib ilaglarinin ayr1 ayri iken yapamadigi ancak sinerjistik

etki ile protein kanser hiicrelerinin ekspresyonunu indiiklemislerdir [58].

Piperin ve EGCG birbirlerine sinerjistik etki yaratip biyoyararlanimlarini arttirarak daha

etkili bir kombinasyon tedavisi olmas1 beklenmektedir.
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2.12. Kontrollii Ila¢ Salim Sistemlerinin Matematiksel Olarak Tanimlanmasi
2.12.1. Enkapsiilasyon Verimliligi ve Yiikleme Kapasitesi

Nanopartikiiller igerisine yliklenmis ilacin enkapsiilasyon verimi ve ylikleme kapasiteleri

asagidaki denklemler araciligiyla bulunmaktadir [59];

Baslangic¢taki ilag miktari—Serbest ila¢ miktari

x100

Enkapsiilasyon Verimi (EE)% =
p y ( ) % Baslangigtaki ilag Miktari

Baslangictaki ilag miktari—Serbest ila¢ miktari

Yiikleme Kapasitesi (LD)% = x100

Nanopartikiildeki Baslangig ilag Miktar1

2.12.2. ila¢ salim Kinetik Modelleri

2.12.2.1. Sifirinci Derece Kinetik Modeli

Ayrigmayan ve yavas salmayan dozaj ilag ¢ozliinmesi bu model ile tanimlanir.

Matematiksel olarak asagidaki gibi ifade edilmektedir;

Q= Qo + Kot

t: Zaman

Qt: t zamaninda ¢6zilinen ilag miktar1

Qo: Cozeltideki ilacin baslangic miktari (genellikle Q0= 0)
Ko : Sifirinci derece salim sabiti, birimi konsantrasyon/zaman

In vitro ilag salim kinetigine bakilirken kiimiilatif salinan ila¢ miktarinin zamana baglh

grafigi ¢izilir.
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2.12.2.2. Birinci Derece Kinetik Model
Bu model ayni zamanda ilaglarin absorpsiyonu ve/ya eliminasyonu igin
tanimlanmaktadir. Matematiksel olarak asagidaki gibi ifade edilmektedir;

Kt
2.303

logC = logC, —

CO0 : Baslangig ila¢ konsantrasyonu
K: Birinci derece hiz sabiti
t: Zaman

Zamana kars1 log kiimiilatif yiizde olarak grafik cizilir ve elde edilen veriler -K/2.303

egimli diiz bir ¢izgi verir.

2.12.2.3. Higuchi Kinetik Model

1961°de Huguchi ilag salinimi i¢in ilk matematiksel model 6rnegi olarak matris sistemi
kullanmigtir. Baslangicta diizlemsel sistem i¢in diisliniilmiistiir ancak daha sonrasinda
farkli geometrilere ve porosel sistemlere genisletilmistir. Bu model baslangigta matristeki
ila¢ konsantrasyonunun ila¢ ¢6ziiniirliigiinden daha yiiksek oldugunu, ilag¢ diflizyonunun
sadece tek boyutta gergeklestigini (kenar etkisi ihmal edilir), ilag partikiillerinin sistem
kalinligindan ¢ok daha kiigiik oldugunu, maktris sismesinin ve ¢dzlinmesinin ihmal
edildigini, ilag difiizivitesinin sabit oldugunu ve miikemmel karistirma durumlarinin her
zaman salim ¢evresine ulastigi hipotezlerine dayanmaktadir. Matematiksel olarak

asagidaki gibi ifade edilmektedir;

f, = Q= A{/D(2C — C4)Cst
Q: A birim alan bagina t zamaninda salinan ila¢ miktar1
A: Birim alan
C: Baslangig ila¢ konsantrasyonu
Cs : Matris ortamdaki ila¢ ¢oziiniirliigii
D: Matris maddenin ilag molekiillerinin difiizivitesi (difiizyon katsayisi)

t: Zaman
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Bu denklem her zaman gegerlidir ancak terapotik sistemdeki toplam tiikkenme saglandigi
durumlar harigtir. Diizlemsel heterojen matris sistemde disoliisyon ¢aligirken, matristeki
ilag konsantrasyonu c¢oziiniirliiglinden daha diisiikse ve salim matristeki porlar

aracilifiyla gergeklesiyorsa asagidaki matematiksel ifade kullanilmaktadir;

fi=Q=

T

jDS(zc — 8C¢)Cst

D: Coziiciideki ilag molekiillerinin difiizyon sabiti

d: Matris gozenekligi

T:Matris tortozitesi

Q: A birim alan bagina t zamaninda salinan ila¢ miktar1
A: Birim alan

Cs : Matris ortamdaki ila¢ ¢oziiniirliigii

t: Zaman

Tortozite matristeki gozeneklerin ve kanallarin yaricap ve dallanma boyutlar1 olarak

tanimlanir.

Higuchi kinetik modeli matematiksel olarak asagidaki gibi ifade edilmektedir;

ft = Q = KH X \/E
Ku : Higuchi ¢oziiniirliik sabiti

Veriler ilag¢ salinimin yilizdesine kars1 zamanin karesi olarak ¢izilen grafikle cizilir.
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2.11.2.4. Hixson-Crowell Kinetik Modeli

Hixson ve Crowell partikiillerin diizenli alaninin hacminin kiip kokiiyle orantili oldugunu

fark ettiler. Denklem olarak ifade etmek gerekirse;

W : Farmotik dozaj formundaki baslangictaki ilag miktari
W, : Farmétik dozaj formunun t zamanindaki kalan ila¢ miktari

K: Yiizey-hacim iligkisine bagl sabit

Bu denklem partikiil ya da tabletlerdeki yiizey alan1 ve yarigaptaki ila¢ saliminin degisimi
oldugu sistemleri ifade eder. In vitro ila¢ salim ¢alismalarinda matristeki ila¢ ylizdesinin

kiip kokiine karsilik zamani olarak ¢izilmektedir.

2.12.2.5. Korsmeyer-Peppas Kinetik Modeli

Korsmeyer ve arkadaslar1 polimerik sistemlerdeki ilag salimi i¢in basit bir iligki ortaya

koymuglardir.

Ilag salimmi ¢dzmek igin ilk %60 ilag salimi verilerini Korsmeyer-Peppas modeline

yerlestirmislerdir. Bu denklik;

M

— = Kt"
M

Mt/ Mwo : t zamaninda salinan ilag¢ kesri
k: Salim hiz1 sabiti

n: Salim eksponent (silindirik sekilli matrisler igin farkli salimi karakterize etmek i¢in

kullantlir.)
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0.45 < n: Fickian diflizyon mekanizmasi
0.45 <n < 0.89 : Non-Fickian transport
n = 0.89 : Case II transport

n > 0.89: Super Case II transport

Salim egiminden n degerini bulmak i¢in sadece Mt/ Moo < 0.6 bu durum kullanilmalidir.

in vitro ilag salim ¢alismasi i¢in kiimiilatif ila¢ ylizdesinin logaritmik degerine karsilik

zamanin logaritmik degeri grafigi ¢izilmektedir [59].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Piperin 295% FG MW: 285.34 g/mol (Sigma-Aldrich), Fosfat Tamponlu Tuz (PBS)
(Sigma-Aldrich), Polisorbat 80 (Tween-80) (ISOLAB), Polivinil Alkol (PVA) %85
hidrolize MW: 13,000-23,000 (Aldrich Chemistry), Kitosan Diisiik Molekiiler Agirlik
(Sigma-Aldrich), Poli(D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA) asit sonlandirmali MW:7,000-
17,000 (Sigma-Aldrich),Epigallokatesin gallat (EGCG), Farmotik ikincil standart
MW:458.37 g/mol, (Sigma-Aldrich), Asetik Asit 100 % puriss (glasiyal) MW: 60.05 g/
mol (Riedel-De Haen), Etanol absolut puriss MW: 46.07 g/ mol (Sigma Aldrich), Aseton
>99.5% MW:58,08 g/mol (Sigma-Aldrich).
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3.2. Partikiil Sentez Yontemleri
3.2.1. PLGA Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

PLGA aseton igerisinde manyetik karistirict altinda ve oda sicakliginda tamamen
coziinene kadar karigtirilir. Bu ¢ozelti organik faz olarak adlandirilmaktadir. Saf su
icerisine Tween 80 eklenir ve ¢ozelti berrak haline gelene kadar manyetik karigtirict ile
karigtirilir. Bu ¢ozelti sulu faz olarak adlandirilir. Organik faz sulu faz igerisine peristaltik
pompa araciligiyla damla damla ultraturrax altinda eklenir. Organik fazin eklenmesi
ardindan ¢ozelti %40 amplitude ile 10 saniye boyunca probe sonikatorde tutulur, 10
saniye beklenir ve ayni islem bir kez daha yapilir. Gece boyu manyetik karigtiricida
karistirilir. 13,750 g 30 dakika boyunca santrifiijlenir. 3 kere saf su ile yikandiktan sonra
24 saat boyunca liyofilizerde kurutulur. 4-8°C’de buzdolabinda 1s1iktan muhafaza edilerek

saklanir.

Sekil 3.1. PLGA NP
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3.2.2. PIP Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

PLGA aseton igerisinde manyetik karistirict altinda ve oda sicakliginda tamamen
cozlinene kadar karistirilir. PLGA tamamen ¢oziiniip ¢ozelti berrak haline geldiginde
icerisine PIP eklenerek manyetik karistiricida ve oda sicakliginda tamamen ¢dziinene
kadar beklenir. Bu ¢ozelti organik faz olarak adlandirilmaktadir. Saf su igerisine Tween
80 eklenir ve c¢ozelti berrak haline gelene kadar manyetik karistirict ile karigtirilir. Bu
cozelti sulu faz olarak adlandirilir. Organik faz sulu faz igerisine peristaltik pompa
araciligiyla damla damla ultraturrax ile karisirken eklenir. Organik fazin eklenmesi
ardindan ¢ozelti %40 amplitude ile 10 saniye boyunca probe sonikatorde tutulur, 10
saniye beklenir ve ayni islem bir kez daha yapilir. Gece boyu manyetik karistiricida
karistirilir. 13,750 g 30 dakika boyunca santrifiijlenir. 3 kere saf su ile yikandiktan sonra
24 saat boyunca liyofilizerde kurutulur. 4-8°C’de buzdolabinda 1siktan muhafaza edilerek

saklanir.

Sekil 3.2. PIP yiikli PLGA NP

49



3.2.3. KTS Kaph PLGA Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

PLGA aseton igerisinde manyetik karistirict altinda ve oda sicakliginda tamamen
coziinene kadar karistirilir. Bu ¢ozelti organik faz olarak adlandirilmaktadir. KTS %1
asetik asit icerisinde tamamen ¢oziinene kadar manyetik karistiricida ve oda sicakliginda
karistirilir. Saf su igerisine Tween 80 eklenir ve ¢ozelti berrak haline gelene kadar
manyetik karistirict ile karistirilir. KTS iceren ¢ozelti Tween 80 iceren ¢ozelti igerisine
eklenir ve iki ¢ozeltinin tamamen karigmasi i¢in manyetik karistiricida bekletilir. Bu
cozelti ise sulu faz olarak adlandirilir. Organik faz sulu faz igerisine peristaltik pompa
araciligiyla damla damla ultraturrax ile karisirken eklenir. Organik fazin eklenmesi
ardindan ¢ozelti %40 amplitude ile 10 saniye boyunca probe sonikatdrde tutulur, 10
saniye beklenir ve ayni islem bir kez daha yapilir. Gece boyu manyetik karistiricida
karistirilir. 13,750 g 15 dakika boyunca santrifiijlenir. 3 kere saf su ile yikandiktan sonra
24 saat boyunca liyofilizerde kurutulur. 4-8°C’de buzdolabinda 1s1iktan muhafaza edilerek

saklanir.

Sekil 3.3. KTS kapli PLGA NP
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3.2.4. PIP Yiiklii KTS Kaph PLGA Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

PLGA aseton igerisinde manyetik karistirict altinda ve oda sicakliginda tamamen
cozlinene kadar karistirilir. PLGA tamamen ¢oziinlip ¢ozelti berrak haline geldiginde
icerisine PIP eklenerek manyetik karistiricida ve oda sicakliginda tamamen ¢dziinene
kadar beklenir. Bu ¢ozelti organik faz olarak adlandirilmaktadir. KTS %1 Asetik Asit
icerisinde tamamen ¢ozlinene kadar manyetik karistiricida ve oda sicakliginda karistirilir.
Saf su icerisine Tween 80 eklenir ve ¢ozelti berrak haline gelene kadar manyetik
karistirict ile karistirilir. KTS iceren ¢ozelti Tween 80 iceren ¢ozelti icerisine eklenir ve
iki ¢ozeltinin tamamen karigmasi i¢cin manyetik karistiricida bekletilir. Bu ¢6zelti ise sulu
faz olarak adlandirilir. Organik faz sulu faz igerisine peristaltik pompa araciligiyla damla
damla ultraturrax ile karisirken eklenir. Organik fazin eklenmesi ardindan ¢ozelti %40
amplitude ile 10 saniye boyunca probe sonikatorde tutulur, 10 saniye beklenir ve ayni
islem bir kez daha yapilir. Gece boyu manyetik karistiricida karistirilir. 13,750 g 15
dakika boyunca santrifiijlenir. 3 kere saf su ile yikandiktan sonra 24 saat boyunca

liyofilizerde kurutulur. 4-8°C’de buzdolabinda 1giktan muhafaza edilerek saklanir.

Sekil 3.4. PIP Yiiklii KTS Kapli PLGA
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3.2.5. EGCG Yiikli KTS ile Kaplanmis PIP yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin

Hazirlanmasi

PLGA aseton igerisinde manyetik karistirict altinda ve oda sicakliginda tamamen
coziinene kadar karistirilir. PLGA tamamen ¢oziiniip ¢ozelti berrak haline geldiginde
icerisine PIP eklenerek manyetik karistiricida ve oda sicakliginda tamamen ¢dziinene
kadar beklenir. Bu ¢6zelti organik faz olarak adlandirilmaktadir. KTS %1 Asetik Asit
icerisinde tamamen ¢dzlinene kadar manyetik karistiricida ve oda sicakliginda karistirilir.
Saf su icgerisine Tween 80 eklenir ve ¢ozelti berrak haline gelene kadar manyetik
karistirict ile karistirilir. KTS iceren ¢ozelti Tween 80 iceren ¢ozelti icerisine eklenir ve
iki ¢Ozeltinin tamamen karismasi i¢cin manyetik karistiricida bekletilir. EGCG saf su
icerisinde tamamen ¢0zilinene kadar manyetik karistiricida bekletilir. KTS ve Tween 80
iceren ¢ozelti igerisine ¢ozliinmiis EGCG iceren ¢oOzelti eklenir ve karisana kadar
manyetik karisticida tutulur. Bu ¢ozelti ise sulu faz olarak adlandirilir. Organik faz sulu
faz icerisine peristaltik pompa araciligiyla damla damla ultraturrax ile karisirken eklenir.
Organik fazin eklenmesi ardindan ¢6zelti %40 amplitude ile 10 saniye boyunca probe
sonikatorde tutulur, 10 saniye beklenir ve ayni islem bir kez daha yapilir. Gece boyu
manyetik karistiricida karistirilir. 13,750 g 15 dakika boyunca santrifiijlenir. 3 kere saf su
ile yikandiktan sonra 24 saat boyunca liyofilizerde kurutulur. 4-8°C’de buzdolabinda

1siktan muhafaza edilerek saklanir.

Sekil 3.5. EGCG Yiikli KTS ile Kaplanmis PIP yiiklii PLGA
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3.3. Karakterizasyon Calismalari
3.3.1. Nanopartikiillerin Boyut ve PDI Analizleri

Sentezlenen nanopartikiiller siispanse haldeyken seyretilerek Zetasizer’de ol¢iim igin
hazirlanmustir. Zeta-sizer ve PDI analizleri HUNITEK ’te Malvern marka Zetasizer Nano
ZSP cihazi ile yapilmistir. Emiilsifiyer miktari, PLGA miktar1 degistirilerek PLGA NP
boyut analizleri yapilmistir. Daha sonra KTS kapli PLGA NP i¢in emiilsifiyer miktari,
PLGA ve KTS miktarlar1 degistirilerek boyut analizleri yapilmistir.

3.3.2. Ila¢ Enkapsiilasyon Verimi ve Yiikleme Kapasitesi Analizleri

Sentezlenen partikiiller liyofilizerde (Christ marka Alpha 1-2 LD plus cihazi) 24 saat
boyunca kurutulduktan sonra ¢oziiciilerinde ¢oziiliip PIP ve EGCG analizleri Thermo
Scientific Genesis 10S UV-Vis spektrofotometresi ve Thermo Scientific Dionex Ultimate

3000 HPLC kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.3.2.1. PIP Yiiklii NP ila¢ Enkapsiilasyon Verimi ve Yiikleme Kapasitesi Analizleri

UV-Vis kullanarak kalibrasyon egrisi ¢izmek i¢in 6nce PIP metanol igerisinde ¢oziilerek
tiim dalga boylarinda absorbans taramasi yapilmistir. Sekil 3.6.’de goriildiigi iizere 340

nm’de en yliksek absorbans degerini vermistir ve bu deger literatiirle de uyumludur [60].
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Sekil 3.6. PIP’in UV-Vis spektrofotometresindeki dalga boyu taramasi.
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Daha sonra 340 nm dalga boyunda PIP’in uygun ¢oziiciiler kullanilarak konsantrasyonu
degistirilerek ol¢iimler yapilmis ve kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Sekil 3.7.”deki R?
degeri 1’e olduk¢a yakindir ve PLGA NP igerisindeki PIP miktarinin bulunmasi i¢in bu
dogru icin elde edilen denklem kullanilmaktadir. %10 Aseton-Etanol ¢o6ziici PLGA
NP’yi ¢6zmek i¢in se¢ilmistir bu nedenle bu ¢oziicii ile PIP’in kalibrasyon dogrusu elde

edilmistir.
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Sekil 3.7. PIP’in %10 aseton-etanol igerisindeki kalibrasyon dogrusu.

Sekil 3.8’teki R? degeri 1’e oldukga yakindir. Segilen ¢oziicii KTS kapli PLGA NP’nin
¢oziilmesi i¢in kullanildigindan bu ¢6ziicii kullanilarak kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir.
KTS kapli PLGA NP igerisindeki PIP miktarinin bulunmasi i¢in bu dogru i¢in elde edilen

denklem kullanilmaktadir.

R?=0,9946
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Sekil 3.8. PIP’in %10 aseton-etanol-%?2 asetik asit i¢erisindeki kalibrasyon dogrusu.
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3.3.2.2. EGCG Yiiklii NP ila¢ Enkapsiilasyon Verimi ve Yiikleme Kapasitesi

Analizleri

EGCG yiikli NP’leri sentezlendikten sonra %10 Aseton-Etanol-%2 Asetik Asit
icerisinde ¢oziildiikten sonra HPLC ile 6l¢tim yapilmistir. HPLC igin hazirlanan EGCG
tayin yontemi ¢izelge 3.1°de gdsterilmektedir. Bu metoda Hong ve arkadaglarinin metodu

baz aliarak bazi modifikasyonlar yapilmistir. [61].

Cizelge 3.1. EGCG tayini i¢in HPLC metodu.

Thermo Scientific Hypersil GOLD

Kolon C18 5um x 4.6 mm x 150 mm
Zaman Akis Hizi
0:01 1.5 mL/dk
Akis Hizi 1:81 0.7 mL/dk
6:00 0.7 mL/dk
Dalga Boyu 280 nm
Kolon Sicakhgi 25°C
Mobil Faz A Su:Asetik Asit 98:2 (v/v)
Mobil Faz B Asetonitril
Mobil Faz A: Mobil Faz B
Mobil Faz
80:20 (v/v)
Enjeksiyon Hacmi 10 uL
Analiz Siiresi 6 dakika
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KTS kapli PLGA NP igerisindeki EGCG ilacinin enkapsiilasyon verimi ve yiikleme
kapasitesini hesaplamak igin Sekil 3.9.‘deki R? degeri 1’e oldukg¢a yakin olan dogru

denklemi kullanilmaktadir.
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Sekil 3.9. EGCG’nin %10 aseton-etanol-%?2 asetik asit i¢erisindeki kalibrasyon dogrusu.

3.3.3. FT-IR Analizleri

FT-IR analizleri Hacettepe Universitesi Merkez Laboratuvarinda ve ILKO ARGEM’de
yapilmistir. Hazirlanan partikiiller liyofilizerde 24 saat kurutulduktan sonra ve kullanilan
hammaddeler yaklasik 5 gram olarak merkez laboratuvara verilmistir. Bu analizler
numunelerin igerisindeki kimyasal baglar1 ve kompozit yapilar igindeki degisimlerini

tespit edebilmek i¢in gerceklestirilmistir.

3.3.4. DSC Analizleri

DSC analizleri Hacettepe Universitesi Merkez Laboratuvarinda yapilmistir. Hazirlanan
partikiiller liyofilizerde 24 saat kurutulduktan sonra ve kullanilan hammaddeler yaklagik

5 gram olarak merkez laboratuvara verilmistir. Sicaklik degisimi i¢eren programa maruz
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birakilan numunelerin entalpi ve erime, cams1 gecis sicaklig1 gibi bilgilerin elde edilmesi

icin DSC analizi gergeklestirilmistir.

3.4. Salim Calhismalar:

Salim ¢aligmalart 100 rpm ve 37°C’ da ¢alistirilan Edmund Biihler GmbH TH 30 orbital
calkamali inkiibator igerisinde gergeklestirilmistir. Belirli zaman araliklarinda salim
ortamlarindan numune alinarak PIP ve EGCG ilaglart i¢in belirlenmis kalibrasyon

dogrularindan yararlanilarak miktar tayinleri gergeklestirilmistir.

3.4.1. PIP Yiiklii PLGA Nanopartikiil Salim Analizleri

PIP ¢oziildiikten sonra pH’ 1 7.0 olan PBS ile seyreltilerek ¢esitli konsantrasyonlar elde
edilmigtir. Hazirlanan PIP konsantrasyonlarinda 340 nm dalga boyunda UV-Vis
spektrofotometresi ile absorbans degerleri dlgiilerek kalibrasyon dogrusu elde edilmistir.
Kalibrasyon dogrusu Sekil 3.10’te gosterilmektedir. Kalibrasyon dogrusunun R? degeri
I’e yakin olup, dogru denkleminin egimi kullanilarak PIP yiikli NP’lerin salim

caligmasindaki PIP miktarlar1 hesaplanmuistir.

2,5
°
2
1,5
wv
)
8
g 1 RZ=0,9911
[%2]
Q0
<

0,5

0 5 10 15 20 25

-0,5
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.10. PIP-PBS kalibrasyon dogrusu (pH=7.0).
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PIP ¢oziildiikten sonra pH:5.5” da seyreltilerek ¢esitli konsantrasyonlar elde edilmistir.
Kalibrasyon dogrusu Sekil 3.11°de gosterilmektedir. Kalibrasyon dogrusunun R? degeri
1’e yakin olup bu dogrunun egimi kullanilarak PIP yiiklii NP’lerin salim ¢alismasindaki

PIP miktarlar1 hesaplanmuistir.
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Sekil 3.11. PIP-pH:5.5 kalibrasyon dogrusu.
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3.4.2. EGCG Yiiklii KTS Kaph PLGA Nanopartikiil Salim Analizleri

EGCG ¢oziildiikten sonra pH’1 7.0 olan PBS ile seyreltilerek ¢esitli konsantrasyonlar elde
edilmigtir. HPLC kromatogramlarindaki cesitli konsantrasyonlara denk gelen EGCG
piklerinin alani ile kalibrasyon dogrusu elde edilmistir. Kalibrasyon dogrusu Sekil
3.12’de gosterilmektedir. Kalibrasyon dogrusunun R? degeri 1’e yakin olup bu dogrunun
egimi kullanilarak EGCG yiikli NP’lerin salim calismasindaki EGCG miktarlar

hesaplanmuistir.
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Sekil 3.12. EGCG-PBS kalibrasyon dogrusu (pH:7.0).
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EGCG ¢oziildiikten sonra pH:5.5” da seyreltilerek cesitli konsantrasyonlar elde edilmistir.
HPLC kromatogramlarindaki ¢esitli konsantrasyonlara denk gelen EGCG piklerinin alan
ile kalibrasyon dogrusu elde edilmistir. Kalibrasyon dogrusu Sekil 3.13°te
gosterilmektedir. Kalibrasyon dogrusunun R? degeri 1’e yakin olup bu dogrunun egimi
kullanilarak EGCG yiikli NP’lerin salim c¢aligmasindaki EGCG miktarlari

hesaplanmuistir.

R?=0,9994
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Sekil 3.13. EGCG-pH:5.5 kalibrasyon dogrusu.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tezdeki c¢aligmalar nanopartikiil sentezi, nanopartikiillere etken madde
enkapsiilasyonu ve nanopartikiillerden etken madde salimlar1 olmak {izere 2 ana baglik
altinda toplanmistir. Bu kapsamda i) PLGA NP, PIP Yiiklii PLGA NP, KTS ile kaplanmis
PLGA NP, KTS ile kaplanmig PIP yiiklii PLGA NP, EGCG yiikli KTS ile kaplanmig PIP
yiiklii PLGA NP’lerin sentezlenmesi ve bu partikiillerin karakterizasyonlari, ii) PIP yiiklii
PLGA NP, PIP yiiklii KTS ile kaplanmis PLGA NP, EGCG yiikli KTS ile kaplanmig PIP
yiikli PLGA NP’lerin etken madde enkapsiilasyon verimlilikleri (%), yiikleme
kapasiteleri (%), salim analizleri ve salim analizlerinin kinetik modellere uyumlari

incelenmistir.

4.1. Karakterizasyon Calismalari
4.1.1. Nanopartikiillerin Boyut ve PDI Analizleri

4.1.1.2. PLGA Nanopartikiilii Boyut Analizleri

Organik faz sabit tutulurken sulu faz igerisindeki emiilsifiyerin miktarinin artmas1 PLGA
NP’lerin boyutunu arttig1 Cizelge 4.1.”de goriilmektedir. Bu sonug Ige ve arkadaslarinin

buldugu sonug ile uyumludur. [62]

Cizelge 4.1. Emiilsifiyer miktarinin PLGA NP boyutuna etkisi

PLGA (mg) Aseton (mL) Tween80 (mL) Su (mL) Boyut (nm)(ORT)

30 3 0,1 10 183,9+0,2

30 3 0,02 10 159,1+1,9
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Results

Results
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n... Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1602 Peak1: 1962 98,6 1022 Z-Average (d.nm): 160,2 Peak1: 1962 98,6 102,2
Pdi: 0,233 Peak2: 5015 14 600,8 Pdl: 0,233 Peak2: 5015 14 600,8
Intercept: 0,947 Peak3: 0,000 0,0 0,000 Intercept: 0,947 Peak3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good Result quality : Good
Size Distribution by Intensity Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.2. 0.1 mL Tween 80 igeren PLGA NP Zeta Sizer analizleri.
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4.1.1.2. KTS Kaph PLGA Nanopartikiilii Boyut Analizleri

Tween 80 miktar1 ise organik ve sulu faz oranlarina gore ayarlanmistir. Burada da KTS
miktarinin NP boyutuna etkisi incelenmistir. KTS miktar1 arttirildik¢a boyut artmistir.
Cizelge 4.2°de sonugclar ve Sekil 4.3-4.5 arasinda Zeta Sizer grafikleri verilmistir. Ahmad
ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada KTS miktarinin nanopartikiil boyutunun arttirdig

gbzlenmistir. Bu durum bulunan sonuglar1 desteklemektedir [40].

Cizelge 4.2. KTS kapli PLGA NP'lerinde KTS miktarinin NP boyutuna etkisi.

PLGA Aseton KTS Asetik Asit Tween 80 Su Boyut

(mg) (mL) (mg)  (%1)(mL) (mL) (mL)  (nm)

30 3 5 2 0,06 30 186,5+0,
9

30 3 10 2 0,06 30 194,71,
97

30 3 15 2 0,06 30 211,6+1,
5
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Sekil 4.4. 10 mg KTS igeren NP Zeta-Sizer analiz sonuglari.
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Sekil 4.5. 15 mg KTS igeren NP Zeta-Sizer analiz sonuglari.
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4.1.2. FT-IR Analizleri

4.1.2.1. PIP Yiiklii PLGA Nanopartikiil Karakterizasyonu
Sekil 4.6, 4.7, 4.18 ve 4.9 ortak bir sekilde degerlendirdiginde;

Sekil 4.6’daki spektrumda saf PLGA’nin karakteristik piki 1747.21 ¢cm™ *deki piktir.
Aymi sekilde bos PLGA NP sekil 4.7°deki PLGA karakteristik piki 1746 c¢cm™’de
gozlenmistir. Bu pik C=0 gerilme gruplarina isaret etmektedir. Pachauri ve Ark. Ve Kaur
ve Ark. Caligma gruplarinin da sirasiyla 1760 cm™ ve 1734 cm™  absorblanan pikler
PLGA polimer matrisine ait oldugunu kanmitlamistir. Bu karakteristik pik PIP-PLGA
NP’si igerisinde de 1750.19 cm™’de goziikmektedir [63, 64]. PLGA igerisindeki 1164.97,
1130.19 ve 1085.19 cm! pikleri C-O gerilme baglarini gostermektedir. PIP-PLGA NP
igerisindeki 1166.26, 1131.66 ve 1088.43 c¢cm! C-O gerilme baglarinin varligini
gostermektedir. 2997.14 cm! PLGA igerisindeki O-H gerilme baglarina denk
gelmektedir. Ayni sekilde PLGA-PIP igerisindeki PLGA’nin varhigi 3002.82 cm™ O-H
gerilme baglarindan da kanitlanmaktadir. PIP karakteristik piki 2941.07 cm™’deki C-H
gerilme baglar ile goziikmektedir. PIP yiikli PLGA NP igerisinde de PIP oldugunu
2943.42 cm’deki pik ile kanitlanabilmektedir. Pachauri ve Ark. Ve Kaur ve Ark.
Caligma gruplarinin  da sirastyla 2940 cm!, 2968 cm! pikleri ile bulgular
eslesmektedir[63, 64]. PIP spektrumunda 2840.85 cm!’deki C-H gerilme baglar1 PIP
yiiklii PLGA NP igerisindeki 2846.54 cm™*deki pikle eslesmektedir. PIPdeki 1632.93 cm®
’deki C=C gerilme baglar1 absorbanslaridir. PIP yiiklii PLGA NP’sinde bu absorbanslar
1633.43 cm™’deki piklere denk gelmektedir. Pachauri ve ark. 1638 cm™ C=C gerilme
baglarint  gostermistir. PIP  yiiklemesinin  gerceklestigi bu calisma ile de

desteklenmektedir[64].
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Sekil 4.7. PLGA NP FT-IR spekturumu.
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Sekil 4.9. PIP yiiklii PLGA NP FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.10. PIP, PLGA ve PIP yiikli PLGA NP’lerinin FT-IR spektrumlariin

karsilastiriimasi.

4.1.2.2. PIP Yiiklii KTS ile Kaplanmis PLGA Nanopartikiil Karakterizasyonu

Bolim 4.1.2.1°de de aciklandigi gibi Sekil 4.13.’deki PLGA’nin karakteristik C=0
gerilme gruplarina ait piki 1755.46 cm!”de partikiil igerisindeki varligini kanitlamaktadir.
PIP pikine ait C-H gerilme baglarina ait 2939.69 cm'’de partikiil igerisine PIP
yliklendigini gostermektedir [63, 64]. Saf KTS spektrumuna bakildiginda KTS’ nin
varhiginin kanitlanabilmesi i¢in bakilmasi gereken pikler; 3290.55 cm™!*deki O-H gerilme
bagi, 1652.04 cm™'’de N-H biikiilme bagi ve 1059.23 cm'’de bulunan C-O gerilme
baglaridir. Sekil 4.13’deki PIP yiiklii KTS kapli PLGA NP spektrumuna bakacak olursak,
KTS varligii 3296.44 cm!, 1632.69 cm'! ve 1092.08 cm!  pikleri ile
kanitlayabilmektedir. Ayni sekilde Sekil 4.12.°deki 3295.91 cm!, 1653.50 cm™ pikleri
KTS varligina isaret etmektedir. Khan ve arkadaglarimin yaptigi calisma ile benzer
sonuglar elde edilmistir. Bulduklar1 sonuglar, 3298.28 cm™’deki O-H gerilme bagi, 1653
N-H biikiilme bagi ve 1080.14 cm™’de C-O gerilme baglaridir [65].
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Sekil 4.13. PIP yiiklii KTS kapli PLGA NP FT-IR spektrumu.

4.1.2.3. EGCG Yikli KTS ile Kaplanmis PIP Yiikli PLGA Nanopartikiil

Karakterizasyonu

Sekil 4.14° deki saf EGCG spektrumu degerlendirildiginde 1612.66 cm—1 C=C aromatik
ring baglarini, 1142.84 cm—1 ise C-O baglarin1 gostermektedir ve 3551.23, 3468.83 ve
3347.06 cm—1 pikler EGCG’nin sahip oldugu OH gruplarinin vibrasyonu ile olusmustur.
Moreno-Viasquez ve arkadaglarinin yaptig1 ¢calismada saf EGCG C=C ve C-O baglarim
strastyla 1606 and 1149 cm—1 ‘de elde etmislerdir. Ayrica 3500-3200 cm—1 arasinda OH
gruplarina ait fonksiyonel gruplar bulunmaktadir[66]. Elde etmis oldugumuz FT-IR
spektrumlarinda gbzlenen pikler Moreno-Vasquez ve arkadaslarinin elde etmis oldugu
pikler ile uyumludur. Saf PLGA, PIP, KTS ve EGCG (Sekil 4.7, 4.8, 4.11, ve 4.14)
spektrumlar1 beraber degerlendirildiginde ise, Sekil 4.16’da 1751.74 cm—1" de PLGA
karakteristik pikini, PIP fitokimyasalinin varligimi ise 2940.91 cm—1’ deki karakteristik
pik ile gormekteyiz. 3645.00 ve 3525.66 cm—1 pikleri ise NP icerisindeki OH baglarini
gostermektedir. Bu baglar EGCG ve KTS varliina isaret etmektedir. 1611.19 cm—1
1132.72 em—1 C=C ve C-O baglarin1 gostererek saf EGCG spektrumu ile uyumludur.
1633.07 cm—1’ deki N-H biikiilme bag1 da KTS varligini1 gostermektedir.
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Sekil 4.15. EGCQG yiiklii KTS kapli PIP yiiklii PLGA NP FT-IR spektrumu.
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4.1.3. DSC Analizleri

4.1.3.1. PIP Yiiklii PLGA Nanopartikiil Karakterizasyonu

Sekil 4.17°deki saf PIP’in endotermik piki 131.36°C’de, Sekil 4.16’da ise PLGA nin
endotermik ayirt edici piki 51.54°C’de gozlenmistir. Sekil 4.18’de 50.54°C’de sekil
4.16’ya gore alani kiiglilmiis olan pik PLGA’nin amorf yapiya gecip erime noktasi ve
PIP’in PLGA igerisine yiiklenmis oldugunu kanitlayarak pik gézlenmemektedir. Oztiirk
ve arkadaglarinin ¢aligmas1 da PLGA amorf yapisinda erime noktasinin gézlenmedigi

durumu bulunan sonugclarla kiyaslanarak dayanak olarak kullanilabilmektedir [67, 68].
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Sekil 4.19. PIP, PLGA ve PIP-PLGA DSC spektrumlarinin karsilastirilmasi.

4.1.3.2. PIP Yiiklii KTS ile Kaplanmis PLGA Nanopartikiil Karakterizasyonu

Sekil 4.17°deki saf PIP’in endotermik piki 131.36°C’de, Sekil 4.16’da ise PLGA nin
endotermik ayirt edici piki 51.54°C’de, Sekil 4.20’de KTS’1n ayirt edici 102.04°C ve
385.44°C de pikler goziikmemektedir. Sekil 4.21°de bu pikler goziikmemektedir. Ahmad
ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma dogrultusunda Sekil 4.21°de gozlenmeyen bu pikler
PIP’in nanopartikiil icerisine yiiklendigini gostermektedir. KTS ve PLGA pikleri de
amorf yapidan dolay1 gézlenmemektedir [40, 67, 68].
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Sekil 4.21. PIP yiiklii KTS ile kaplanmig PLGA NP DSC spektrumu.
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Sekil 4.22. PIP, PLGA, KTS ve KTS kapli PIP-PLGA DSC spektrumlarimin

karsilastirilmasi.

4.1.4. SEM Analizleri

4.1.4.1. PLGA NP SEM goriintiileri

Sekil 4.23-4.25 arasinda PLGA NP SEM goriintiileri verilmektedir. Zeta Sizer ile yapilan
optimum boyut secilen nanopartikiil formiilasyonu ile uyumlu sonugclar elde edilmistir.

NP’ler yuvarlak ve olduk¢a homojen sekilde olustugu goriilmektedir.
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SEM MAG: 50.0 kx | Det: In-Beam SE | GAIA3 TESCAN
WD: 4.96 mm SEMHV:3.0kV | 1pm
View field: 4.15 pm Scan speed: 6 HUNITEK |\ /)|

Sekil 4.23. PLGA NP SEM goriintiisii

SEM MAG: 25.0 kx Det: In-Beam SE GAIA3 TESCAN

WD: 4.96 mm SEMHV: 3.0kV | 2pm
View field: 8.30 pm Scan speed: 6 HUNITEK|\\ /]

Sekil 4.24. PLGA NP SEM goriintiisi
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SEM MAG: 25.0 kx Det: In-Beam SE | GAIA3 TESCAN

WD: 4.96 mm SEMHV:3.0kV | 2pm
View field: 8.30 ym Scan speed: 6 HUNITEK|\\/J|

Sekil 4.25. PLGA NP SEM goriintiisti.
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4.1.4.2. KTS ile kaplanmis PLGA NP SEM goriintiileri

Sekil 4.26 ve 4.27°de optimum boyutun secildigi KTS kapli PLGA NP’nin SEM
gorlintiileri  verilmektedir. Boyut ZetaSizer analiz sonuclarina yakindir. NP’nin

beklenildigi gibi kiiresel sekile sahip oldugu goriilmektedir.

SEM MAG: 25.0 kx Det: SE GAIA3 TESCAN

WD: 4.85 mm SEM HV: 3.0 kV
View field: 8.31ym | Scan speed: 6 HuNiTex | (7]

Sekil 4.26. KTS kapli PLGA NP SEM goriintiisii.

4 163'nm

182 nm 4

X

; ¥ ¥y :
SEM MAG: 25.0kx | Det: In-Beam SE GAIA3 TESCAN

WD: 5.04 mm SEM HV: 3.0 kV 2pum
View field: 8.30 ym Scan speed: 6 HUNITEKL g

Sekil 4.27. KTS kapli PLGA NP SEM goriintiisii.
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4.2. fla¢c Salim Analizleri
4.2.1. Enkapsiilasyon Verimi ve ila¢ Yiikleme Analizleri

Sabit Tween 80 ve sabit PLGA miktarlarinda PIP miktarinin arttirilmasi enkapsiilasyon
veriminin artmasi ile sonu¢lanmistir (Cizelge 4.3). Sabit Tween 80 ve sabit PIP
miktarinda PLGA’nin artmas1 enkapsiilasyon verimini arttirmistir. Ancak enkapsiilasyon
verimindeki artis ¢ok fazla olmadigi i¢in ve PLGA’nin arttirilmasi nanopartikiil

boyutunun artmasina neden oldugu i¢in en uygun PLGA miktar1 30 mg olarak se¢ilmistir.

Cizelge 4.3. PIP miktarinin enkapsiilasyon verimi lizerindeki etkisi.

PIP PLGA Tween 80 Enkapsiilasyon Yiikleme Kapasitesi
(mg)  (mg) (mL) Verimi (%) (“o)

6 30 0,02 9,2 4,4

12 30 0,02 11,1 11,6

18 30 0,02 37,7 31,9

18 60 0,02 42,1 18,0
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Cizelge 4.1’de Tween 80 miktarinin artmast NP boyutunu arttirdign gortilmistiir.
Enkapsiilasyon verimini arttirmak ic¢in daha yiiksek miktarda Tween 80 kullanilarak,
boyut biiyiitillerek enkapsiilasyon verimini arttirmak hedeflenmistir. Bu dogrultuda
Cizelge 4.4’deki veriler elde edilmistir. PIP miktarinin arttirilmasi ile enkapsiilasyon
verimi artmistir. Ancak 36 mg PIP iceren nanopartikiilde partikiiliin doygunluga ulagsmasi
ile enkapsiilasyon verimi azalmigtir. 36 mg’ dan daha fazla ilag¢ yliklenmeyerek en yliksek
enkapsiilasyon verimi, 18 mg PIP ve 30 mg PLGA iceren nanopartikiillerde % 65.0 olarak
elde edilmigtir. Katiyar ve arkadaslarinin yaptigi PIP ve Rapamisin yiikli PLGA
NP’lerinde PIP enkapsiilasyon veriminin %70 iizerine ¢ikmadigi goriilmiis ve bu tez
kapsaminda hedeflenen NP boyutlarina yakin aralikta ¢aligma yapmislardir. Bu sonuglar

Cizelge 4.4’de bulunan sonuglar ile uyumludur [55].

Cizelge 4.4. PIP yikli PLGA NP’lerinde PIP miktarinin enkapsiilasyon verimi

uzerindeki etkisi.

PIP PLGA Tween 80 Enkapsiilasyon Yiikleme Kapasitesi
(mg)  (mg) (mL) Verimi (%) (%)
15 30 0,1 19,3 21,3
18 30 0,1 65,0 55,4
24 30 0,1 59,0 71,9
36 30 0,1 42,0 42,5
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Cizelge 4.5°de PIP yiiklii KTS kapli PLGA NP’lerinde PIP miktariin enkapsiilasyon
verimine ve yilikleme kapasitesine etkisi goriilmektedir. Sabit PLGA ve KTS miktariyla,
PIP miktarinin arttirilmasi enkapsiilasyon verimini arttirmistir. Ancak 30 mg ‘dan sonra
enkapsiilasyon verimi diigmiistiir. PIP yiiklii PLGA NP’de oldugu gibi, PIP yiiklii KTS
kaplt PLGA NP’ de de 36 mg PIP miktarinda doygunluga ulagilmigtir ve bu nedenle
enkapsiilasyon verimi diigmiistiir. En yliksek enkapsiilasyon verimi 30 mg PIP yiiklenen

NP’de %66.5 olarak elde edilmistir.

Cizelge 4.5. PIP yiiklii KTS kapli PLGA NP’lerinde PIP miktarinin enkapsiilasyon

verimine etkisi.

PIP PLGA KTS Enkapsiilasyon Verimi  Yiikleme Kapasitesi
(mg) (mg) (mg) (%) (%)

12 30 5 24,8 14,3

18 30 5 50,4 35,9

24 30 5 56,7 45,3

30 30 5 66,5 61,7

36 30 5 47,0 43,6

Cizelge 4.6’da PLGA’ ya yiiklenen PIP miktar1 30 mg’ da sabit tutulup dis KTS
tabakasina yliklenen EGCG miktar1 arttirildiginda, beklenildigi gibi PIP enkapsiilasyon
veriminin hem tek basina PIP iceren KTS kapli PLGA partikiillere gore azaldigi, hem de
ikili sistemde artan EGCG miktari ile azaldig1 goriilmiistiir. En yliksek PIP enkapsiilasyon
verimi ve yiikleme kapasitesi 30 mg PIP ve 4 mg EGCG igeren KTS-PLGA NP’ lerde
elde edilmistir. En yiiksek EGCG yiikleme kapasitesi ise 30 mg PIP ve 8 mg EGCG igeren
KTS-PLGA NP’ lerde elde edilmistir.
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Ayrica Shanavas ve arkadaglari yaptiklart c¢alismada kabuk/gekirdek sistemine
Doksuribisin ve Dosetaksel ilaglarmin yiiklenmesinde kabuk boliimiine yani KTS’ye
Doksuribisin ilacint en fazla %35 enkapsiilasyon verimi ile yiiklemislerdir. Bunun
nedenini KTS nin diizensiz olarak PLGA disina kaplanmis olmast ve KTS’nin suda
diistik ¢oOziinebilme Ozelliginden kaynaklandigi seklinde acgiklamiglardir. Bu tez
caligmasinda dis kitosan kabuguna EGCG enkapsiilasyon verimi diger ikili ilag
sistemlerinde dis kitosan kabuga yiiklenen ikinci ilag¢ icin elde edilen enkapsiilasyon
veriminden 4 mg ve 5 mg EGCG yiiklemelerinde yiiksektir. EGCG miktar1 8 mg’ a
arttirlldiginda ise literatiire cok yakin bir sonug elde edilmistir [69]. Literatiirde tek basina
PIP’ in PLGA’ ya yiiklendigi ya da tek bagina EGCG’ nin KTS NP’ lerine yiiklendigi
caligmalar mevcuttur. Ancak EGCG yiiklenmis KTS kabuk PIP yiiklenmis PLGA
cekirdek caligmasi literatiirde bilindigi kadartyla ilk kez bu tez kapsaminda

gerceklestirildiginden dogrudan bir karsilastirma yapmak miimkiin olmamastir.

Cizelge 4.6. EGCG yiiklenmis KTS ile kaplanmis PIP yiikli NP’lerinde EGCG

miktarinin enkapsiilasyon verimine etkisi.

PIP EGCG
PIP EGCG PIP Yiikleme EGCG Yiikleme
Enkapsiilasyon Enkapsiilasyon
(mg) (mg) Kapasitesi (%) Kapasitesi (%)
Verimi (%) Verimi (%)

30 4 41,5 18,7 33,0 2,0

30 5 22,6 9,6 19,6 1,4

30 8 15,3 4,2 32,7 2,4
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EGCG ytikli KTS ile kaplanmig PIP yiiklii PLGA NP’lerde EGCG’nin sabit tutulup PIP
miktarinin arttirtlmasi PIP enkapsiilasyon veriminin diismesine EGCG enkapsiilasyon
veriminin artmasina neden olmustur (Cizelge 4.7.). En yliksek PIP enkapsiilasyon verimi
ve PIP yiikleme kapasitesi 10 mg PIP yiiklenmis PLGA- 5mg EGCG yiiklenmis KTS
kapli NP’ lerde elde edilmistir. En yiiksek EGCG enkapsiilasyon verimi ve EGCG
yiikleme kapasitesi ise 18 mg PIP yiiklenmis PLGA- Smg EGCG yiiklenmis KTS kaph
NP’ lerde elde edilmistir.

Cizelge 4.7. EGCG yiiklenmis KTS ile kaplanmig PIP yiiklii NP’lerinde PIP miktarinin

enkapsiilasyon verimine etkisi.

EGCG
PIP EGCG
PIP EGCG PIP Yiikleme Yiikleme
Enkapsiilasyon  Enkapsiilasyon
(mg) (mg) Kapasitesi (%) Kapasitesi
Verimi (%) Verimi (%)

(“0)
10 5 50,5 6,0 21,5 1,3
18 5 22,7 11,6 13,7 2,0
30 5 22,6 9,6 19,6 1,4
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Cizelge 4.8’de PIP miktarmin sabit tutulup EGCG miktar1 arttirildiginda PIP
enkapsiilasyon verimi artmis ancak EGCG enkapsiilasyon verimi diismiistiir. Cizelge 4.6
ile karsilagtirllinca ayni etki gozlenerek EGCG’nin artmasi EGCG enkapsiilasyon
verimini azaltmigtir. Ancak Cizelge 4.6’da PIP enkapsiilasyon verimi de azalmistir. PIP
miktar1 Cizelge 4.8’de daha az oldugu i¢in NP igerisindeki EGCG miktar1 arttikca EGCG
enkapsiilasyon verimi diiserek PIP enkapsiilasyon verimi artmaktadir. Buradan da KTS-
PLGA NP’ lerdeki PIP ve EGCG miktarlarinin karsilikli olarak ve interaktif bir sekilde
her iki bilesenin enkapsiilasyon verimliligi ve yiikleme kapasitesini etkiledigi sonucuna

varilmaktadir.

Cizelge 4.8. EGCG yiiklenmis KTS ile kaplanmig PIP yiiklii NP’lerinde PIP miktarinin

enkapsiilasyon verimine etkisi.

PIP EGCG
PIP EGCG
PIP EGCG Yiikleme Yiikleme
Enkapsiilasyon Enkapsiilasyon
(mg) (mg) Kapasitesi Kapasitesi
Verimi (%) Verimi (%)
(“o) (%)
18 5 22,7 11,6 13,7 2,0
18 10 334 5,9 18,9 1,8
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4.2.2. Sahm Cahsmalar ve Kinetik Modelleri

4.2.2.1. PIP Yiiklii PLGA Nanopartikiillerden PIP Salimi

Cizelge 4.9.da formiilasyonu gosterilen NP’lerden PIP salimi pH:7.0 ve Cizelge 4.10°da

formiilasyonu gosterilen NP’lerden PIP salimi pH:5.5 ortaminda gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.9. PIP salimmin pH 7.0’ de gergeklestirilecegi PIP yiikli PLGA NP salim

partikiillerinin 6zellikleri.

ilac¢
PIP PLGA Aseton Tween80 Su Enkapsiilasyon
Yiiklemesi
(mg) (mg) (mL) (mL) (mL) Verimi (%) %)
0
18 30 3 0,1 10 65,0 55,4
24 30 3 0,1 10 59,9 71,9

Cizelge 4.10. PIP salimmin pH 5.5° da gerceklestirilecegi PIP yiiklii PLGA NP salim

partikiillerinin 6zellikleri.

ilac¢
PIP PLGA Aseton Tween80 Su Enkapsiilasyon
Yiiklemesi
(mg) (mg) (mL) (mL) (mL) Verimi (%) %)
(1]
18 30 3 0,1 10 65,0 55,4

Boliim 2.3.3°de de anlatildigi iizere PLGA NP’lerden PIP’in salimu ¢ift fazli salim olarak
gerceklesmektedir [16]. PLGA matrisinden PIP salimi, difiizyon-degredasyon aracili
siire¢ yoluyla gerceklesmektedir. Salimin baslangicinda PLGA matrisinden PIP salimi
diflizyon yoluyla ger¢eklesirken, daha sonradan salim hem ilag difiizyonu hem de PLGA
matrisinin bozunmasi araciligiyla gerceklesmektedir. PLGA’nin sert zincir yapist ve
bozunma hizindan kaynakli PLGA NP’lerde salim hiz1 yavas olarak gerceklesmektedir.
Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da goriildiigii lizere 0-3 saat aras1 hizli salim fazi, pH:7.0’da
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kontrolld, stirekli ve stabil salim faz1 3 saat-17 giin arasinda, pH:5.5’de kontrolli, siirekli
ve stabil salim fazi 3 saat - 9 giin arasinda devam etmektedir. Katiyar ve arkadaslarinin
caligmasindaki salim zamanlar1 da bu tez ¢alismasina olduke¢a yakin olarak 0-3 saat arasi
hizli salim faz1 olarak goriilmektedir ve 14 giinde salimi tamamlamiglardir [55].
Nanopartikiillerden siirekli salim 6nemli bir 6zelliktir, ¢iinkii tedavi amaci i¢in gerekli
olan sabit bir terapdtik PIP konsantrasyonunun uzun siire korunmasi saglanabilmektedir

[64].

18
16

14

12 —@— Piperin (18 mg) Yiikli
PLGA NP

10 —&—Piperin (24 mg) Yikli
PLGA NP

Kiimiilatif % ila¢ salimi

(= S N >

0 100 200 300 400 500
Zaman (Saat)

Sekil 4.28. PIP yiiklii PLGA NP’ lerden PIP saliminin pH:7.0’daki salim grafigi.

25

15

10

Kiimiilatif % ilac¢ salinm

0 50 100 150 200 250
Zaman (Saat)

Sekil 4.29. 18 mg PIP yiiklii PLGA NP’ lerden PIP saliminin pH:5.5’deki salim grafigi.
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Sekil 4.28’deki sonuglara gére pH:7.0’da 18 mg PIP yiiklii PLGA NP’ lerden kontrollii
ve stabil kiimiilatif salim %17 ve 24 mg PIP yiikli PLGA NP’ lerden %13 kiimiilatif
salim sonucuna ulagmistir. Sekil 4.30” da pH:5.5’de 18 mg PIP yiiklii PLGA NP’lerden
kontrollii ve stabil kiimiilatif %21 salim sonucuna ulasmistir. pH 5.5’ da hem kiimiilatif
salim % artmis hem de kontrollii ve stabil salima daha kisa siirede ulagilmistir. Sekil
4.30’da goriildigii tizere PLGA yapisindaki glikolidin varlig1 daha asidik pH ortaminda
parcalanmaya egilimlidir ve ¢6ziinme hiz1 ve daha asidik ortamda ani salim patlamasini
kolaylastirir. Kaur ve arkadaslarmin yaptigi calismada da pH:5.5 ortaminda salimin
pH:7.2’den daha hizli oldugu goézlenmistir [63]. Tiimor hedefli ilag saliminda timor
ortaminin daha asidik olmasindan kaynakli bu bolgelerde salimin daha ¢ok olmasi bu tez

kapsaminda hedeflenmistir.

25

20 —e—pH:7.0

15 —-—pH:5.5

10

Kiimiilatif % ila¢ salim

0 100 200 300 400 500
Zaman (Saat)

Sekil 4.30. 18 mg PIP yiiklii PLGA NP’lerden pH:5.5 ve pH:7.0 ortamlarindaki PIP salim
grafigi.
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4.2.2.2. PLGA Nanopartikiillerden PIP Salimmmin Kinetik Modellere Uyumunun

incelenmesi

PLGA NP’lerden PIP salim kinetiginin sifirinci derece, birinci derece, Higuchi,
Korsmeyer Peppas, Hixson-Crowell kinetik modellerine uyumu incelenmistir. 24 mg PIP
yliklii PLGA NP’den pH:7.0’da PIP saliminin modellere uyumu Sekiller 4.31-35 arasinda
verilmistir. 18 mg PIP yiiklii PLGA NP’lerden pH:5.5’de PIP saliminin modellere uyumu
Sekiller 4.36-4.40 arasinda verilmistir.

14
12

10

Kiimiilatif % ilac¢ salimi

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Zaman (Saat)

Sekil 4.31. PIP (24 mg) yiikli PLGA NP’ lerden pH 7.0’ de elde edilen sifirinct derece
kinetik model grafigi.
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Zaman (Saat)

Sekil 4.32. PIP (24 mg) yiikli PLGA NP’ lerden pH 7.0°de elde edilen birinci derece
kinetik model grafigi.
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Sekil 4.33. PIP (24 mg) yiikli PLGA NP’ lerden pH 7.0’ de elde edilen Higuchi kinetik
model grafigi.
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Sekil 4.34. PIP (24 mg) yiikli PLGA NP’ lerden pH 7.0’ de elde edilen Korsmeyer-
Peppas kinetik model grafigi.
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Sekil 4.35. PIP (24 mg) yiikli PLGA NP’ lerden pH 7.0’ de elde edilen Hixson-Crowell
kinetik model grafigi.
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Sekil 4.36. PIP (18 mg) yiiklii PLGA NP’ lerden pH 5.5° de elde edilen sifirinct derece
kinetik model grafigi.
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Sekil 4.37. PIP (18 mg) yiiklii PLGA NP’ lerden pH 5.5’ de elde edilen birinci derece
kinetik model grafigi.
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Sekil 4.38. PIP (18 mg) yiikli PLGA NP’ lerden pH 5.5’ de elde edilen Hixson-Crowell
kinetik model grafigi.
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Sekil 4.39. PIP (18 mg) yiikli PLGA NP’ lerden pH 5.5’ de elde edilen Higuchi kinetik
model grafigi.
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Sekil 4.40. PIP (18 mg) yiiklii PLGA NP’ lerden pH 5.5° de elde edilen Korsmeyer-
Peppas derece kinetik model grafigi.
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Cizelge 4.11°de regresyon (R?) katsayilarmin degerleri ve Cizelge 4.12°de kinetik model
sabit degerleri verilmistir. Kinetik salim grafiklerinden elde edilen dogrunun egimleri
kinetik model sabitlerini vermektedir. Digerlerine ek olarak Korsmeyer-Peppas

modelinde ise dogrunun kestigi noktadan k sabiti degeri hesaplanmaktadir.

R?’nin 1,0’a yakihg degerlendirilerek, pH 7.0’ de PLGA NP’ lerden PIP salim
kinetiginin en iyi Korsmeyer-Peppas kinetik modeline uydugu bunu ise Higuchi
modelinin izledigi goriilmektedir. pH:5.5’de ise PLGA NP’ lerden PIP salim kinetiginin
en iyi Higuchi modeline uyum sagladigi bunu ise Korsmeyer-Peppas modelinin izledigi
goriilmektedir. pH:7.0 ve pH:5.5’de Higuchi ve Korsmeyer-Peppas kinetik modelleri igin
elde edilen R? degerleri birbirlerine oldukg¢a yakin sonuglar elde edilmistir. pH:5.5 ve
pH:7.0> de R? degerleri degerlendirildiginde sirasiyla Hixson-Crowell, Birinci derece ve
Sifirmer derece modellerinin PIP salim kinetigini azalan bir uyumla temsil ettigi

anlagilmaktadir.

Sifirinct Derece kinetik model ilag tasima sisteminden siirekli bir ilag salimi oldugunu

gosterir. Kandaki ilag¢ seviyesi ilag salim1 boyunca sabit kalmaktadir.

Birinci Derece kinetik modelde ise konsantrasyon ne kadar yiiksek olursa reaksiyonun
hiz1 o kadar yiiksek olur seklinde tanimlama yapilir. Bu ylizden de dogrusal kinetigi takip

eder.

Kontrollii salimli formiilasyonlarin glinimiizde siklikla kullanilmas: ile Higuchi
denklemi yaygin olarak kullanilan ve en iyi bilinen kontrollii salim denklemlerinden biri
olarak kabul edilmektedir. Higuchi kinetik modelinde ilacin dozaj formunda tamamen
tikenmesi  saglanana kadar gecerlidir. Matristeki ilag  konsantrasyonunun
cozlinlirliiglinden daha disiik oldugu ve salmanin gozenekli sistem araciligiyla
gerceklestigi diizlemsel heterojen bir matris sisteminden ¢oziinmeyi gostermektedir. Bu

kinetik modelde bazi varsayimlar yapilmaktadir;
o Sistemdeki ilk ilag konsantrasyonu, matris ¢ozliniirliiglinden ¢ok daha yiiksektir.
e Miikemmel sink kosullar1 korunur.

e Ilacin yayilma &zelligi sabittir.
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e Polimer sismesi onemsizdir. Sink kosullari, salinan ilacin salma ortamindaki
konsantrasyonunun asla doygunluk ¢oziiniirliigliniin yiizde 10’undan fazlasina

ulagsmamasi saglanarak elde edilir.

Higuchi grafiginden ila¢g salimmnin ana mekanizmasmin difiizyon kontrollii oldugu
belirlendikten sonra hangi difiizyon tipine uygun oldugunu ve matristen ¢dziinme
mekanizmalarim1  anlamak i¢in Korsmeyer-Peppas denklemindeki n degerine

basvurulmaktadir.

Hixson-Crowell kinetik model partikiillerin veya tabletlerin yiizey alan1 ve ¢apinda bir
degisikligin oldugu sistemlerden salimi tanimlar. Bu yiizden diizenli alan pargaciklari,
hacminin kiip kokii ile orantilir. Bu denklem, geleneksel dozaj formunun, dagilabilir
dozaj formunun veya hemen salinan dozaj formunun ¢oziinme verilerinin yorumlanmasi
icin kullanilir. Bu kinetik modelde korelasyon katsayisinin yiiksek olmasi ¢oziinme islemi
sirasinda yiizey alanindaki degisikligin ilag salimi iizerinde onemli bir etkiye sahip

oldugu yorumu yapilabilir [70].

Kinetik modellerin bu agiklamalariyla birlikte sonuglar degerlendirilecek olursa PIP
yikli PLGA NP’lerinden PIP salim calismasinda Higuchi ve Korsmeyer-Peppas
modellerine en iyi uyum elde edildigi i¢in, Higuchi modeline uyum ile PIP saliminin
diflizyon kontrolli oldugu anlagilmistir. pH:5.5 ve pH:7.0 da Korsmeyer-Peppas
modelinden elde edilen n degerlerinin sirasiyla 0,156 ve 0,1911 olarak bulunmasi ve bu
degerlerin 0,45’den kiigiik olmasi difiizyon mekanizmasinin Fickian difiizyon

mekanizmasina uydugu seklinde degerlendirilmistir.

Katiyar ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada ani salimdan, yani ilk 3 saatten sonra, en iyi
uyumun Higuchi kinetik model ve Fickian difiizyon modeli ile gerceklestigini

aciklamiglardir [55].

Rathee ve arkadaslarinin yaptigi PIP ve Nisoldipin ilaglarinin PLGA NP’lere
yliklendikten sonra salim ¢aligmalarinda ve Kaur ve arkadaslarinin PIP yiiklii PLGA NP
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salim ¢aligmalarinda pH degerinin diismesi ile daha ¢ok ila¢ salim1 gozlenmistir. Bu tezde
elde edilen verilerde hem modellere uyum hem de ortam pH’ i pH 7.0’ den pH 5.5 a
diismesi ile kiimiilatif % salim degerlerinin artig gostermesi agisindan literatiirle uyumlu

bulunmustur. [63, 68].

Cizelge 4.11. PIP yiiklii PLGA NP’lerden PIP salimi i¢in elde edilen kinetik modellerin

R? degerleri.
Sifirmci Birinci Korsmeyer-  Hixson-
Higuchi
PIP Yiiklii Derece Derece Peppas Crowell
PLGA NP Kinetik Kinetik Kinetik Kinetik
ineti ineti ineti ineti
o _ Modeli, R? o Ninetik
Modeli, R* Modeli, R Modeli, R*  ©jodeli, R?
24 mg PIP
0,9082 0,9116 0,9752 0,988 0,9135
pH:7.0
18 mg PIP
0,9096 0,919 0,9889 0,9773 0,9159
pH:S.5
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Cizelge 4.12. PIP Yiiklii PLGA NP’lerden PIP salimi i¢in kinetik modellerden elde edilen

kinetik sabitlerin degerleri.

Korsmeyer- )
Sifirinci Birinci Hixson-
Higuchi Peppas
Derece Derece . L. Crowell
PIP Yiiklii Kin i Kinetin Kinetik Kinetik
ineti ineti . fhat
PLGA NP . " Modeli  Modeli  [Kinetik
Modeli Modeli Sabiti, K Sabitleri Modeli
Sabiti, Ko  Sabiti, Ky Sabiti, Kuc
KKp,n
24 mg PIP Kxp=0,5958
0,0122 -6E-05 0,329 0,0002
pH:7.0 n=0,1911
18 mg PIP Kkp=1,0288
0,2176 -0,0011 0,5694 0,0038
pH:5.5 n=0,1560

4.2.2.3. KTS Kaph PLGA Nanopartikiillerden PIP Saliminin Incelenmesi

Cizelge 4.13.’de formiilasyonlar1 gosterilen KTS kapli PLGA nanopartikiillerden pH:7.0
ve pH:5.5 ortamlarinda PIP salimlar1 gergeklestirilmistir. Sekil 4.41°de farkli miktarda
PIP yiiklii KTS kapli PLGA nanopartikiillerden pH:7.0’deki PIP salim profilleri, Sekil
4.42°de pH:5.5’teki PIP salim profilleri gosterilmektedir. Sekil 4.43-4.45 arasinda ise
ayni miktarda PIP igeren KTS kapli PLGA NP’lerin pH:5.5 ve pH:7.0’daki karsilastirmali
PIP salim profilleri gosterilmektedir. PIP yiiklenmig KTS kapli PLGA NP’ lerden PIP
salim profillerinin, PLGA NP’ lerden PIP salim profillerine benzedigi gdzlenmistir. 11k 3
saatte KTS-PIP-PLGA NP’ lerden PIP, PIP-PLGA NP’lere gore daha yavas bir sekilde
salimmaktadir. pH 7.0’ de 3. saat ile 17. giin arasinda ise PIP hem difiizyon hem de matriks
bozunma mekanizmalarimin etkili oldugu daha i1liml1 bir egimle yilikselen daha yavas fakat
stirekli bir PIP salim profili gostermistir. Ancak sonug olarak KTS kapli PLGA NP’ler’
den PIP salimi i¢in, PLGA NP’lere yakin salim sonuglari elde edilmistir. pH:7.0’da 17
giinde 24 mg PIP yiiklii KTS-PLGA NP’ lerden %15, 30 mg PIP yiiklii NP’ lerden %14,
36 mg PIP yiiklii NP’ lerden %19 salim elde edilmistir. pH:5.5’te 21 giinde 24 mg PIP
yiiklii KTS-PLGA NP’ lerden %20, 30 mg PIP yiiklii NP’lerden %14, 36 mg PIP yiiklii
NP’lerden %21 salim sonuglari elde edilmistir. PIP yiiklii PLGA NP’lerinde oldugu gibi,
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pH:5.5’te (tiimdr mikroortaminda) pH 7.0’ ye yakin olmakla beraber biraz daha fazla
salim meydana gelmistir. Bu daha yiliksek salim sonucu KTS’nin pH’ a duyarl
ozelliginden kaynaklanmaktadir[44]. Hizli salim nanoc¢oktiirme ile olusturulan
nanopartikiillerde gézlenmekte ve nanopartikiil yilizeyine adsorplanan PIPin desorpsiyon
mekanizmasi ile salimidan da kaynaklanmaktadir. Yiizey yiikii de PIP saliminda 6nemli

rol oynamaktadir.

Sekil 4.46° da bulunan 24 mg PIP yiiklii PLGA ve 24 mg KTS kapli PIP yiikli PLGA
NP’lerinde ilk 3 saatteki ani salim PLGA NP’lerinde daha fazla gergeklesmistir. Bu da
KTS kaplamanin PLGA NP’ lerinden PIP’ in baslangigtaki ani salim etkisini 6nledigini
gostermektedir. KTS ile kapli PLGA NP’ lerden 120.-420. saatler arasinda artan, siirekli
ve kontrollii bir salim profili elde edilmistir. KTS kaplamanin PIP salimi yavaglatici,
diflizyon kisitlamalarina yol acan bir etki yaratmadigir salim profilinin KTS ile kapl
olmayan PIP-PLGA NP i¢in elde edilen salim profiline ¢ok benzer olmasindan
anlagilmaktadir. Bu sonu¢ Aldawsari ve arkadaslarinin yaptig1 Resveratrol yiiklii KTS
ile kapli PLGA NP’ lerinden resveratrol salim profilleri i¢in elde edilen sonuclarla da

uyusmaktadir [44].

Cizelge 4.13. PIP saliminin gergeklestirilecegi PIP yiikli PLGA NP’ lerinin 6zellikleri.

Enkapsiilasyon || PYS
PIP PLGA Aseton  Tween80 KTS . . .
Verimi Yiiklemesi
(mg) (mg) (mL) (mL) (mg)
(%) (%)
24 30 3 0,06 5 56,7 45,3
30 30 3 0,06 5 66,5 61,7
36 30 3 0,06 5 47,0 43,6
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Sekil 4.41. KTS ile kaplanmig PIP yiikli PLGA NP’ lerden pH:7.0’ de salim profilleri.
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Sekil 4.42. KTS ile kaplanmig PIP yiikli PLGA NP’ lerden pH:5.5” da salim profilleri.
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Sekil 4.43. 24 mg PIP yiiklii KTS ile kapli PLGA NP’lerden farkli pH ortamlarinda PIP

salim profilleri.
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Sekil 4.44. 30 mg PIP yiiklii KTS ile kapli PLGA NP’lerden farkli pH ortamlarinda PIP

salim profilleri.
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Sekil 4.45. 36 mg PIP yiiklii KTS ile kapli PLGA NP’lerden farkli pH ortamlarinda PIP

salim profilleri.
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Sekil 4.46. 24 mg PIP yiiklii PLGA ve KTS kapli PLGA NP’ den PIP salim profilleri.

4.2.2.4. KTS Kaph PLGA Nanopartikiillerden PIP Saliminin Kinetik Modellere

Uyumunun Incelenmesi

KTS kapli PLGA NP’ lerden PIP salim kinetiginin sifirinc1 derece, birinci derece,
Higuchi, Korsmeyer Peppas, Hixson-Crowell kinetik modellerine uyumu incelenmistir.

24 mg PIP yiiklii KTS kapli PLGA NP’ lerden PIP saliminin yukaridaki modellere gore
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dogrusallagtirilmasi ile pH 7.0 i¢in elde edilen grafikler Sekiller 4.47-4.51 arasinda, pH
5.5’ i¢in elde edilen grafikler Sekiller 4.52-4.56 arasinda verilmistir.

Kiimiilatif % ilac salimi
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Zaman (Saat)

Sekil 4.47. PIP (24 mg) yiiklii KTS kapli PLGA NP’ lerden pH 7.0’ de elde edilen sifirinct

derece kinetik model grafigi.
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Sekil 4.48. PIP (24 mg) yiiklii KTS kapli PLGA NP’ lerden pH 7.0’ de elde edilen birinci

derece kinetik model grafigi.
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Sekil 4.49. PIP (24 mg) yiiklii KTS kapli PLGA NP’ lerden pH 7.0’ de elde edilen Higuchi
kinetik model grafigi.
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Sekil 4.50. PIP (24 mg) yiiklii KTS kapli PLGA NP’ lerden pH 7.0’ de elde edilen Hixson-
Crowell kinetik model grafigi.
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Sekil 4.51. PIP (24 mg) yiikli KTS kapli PLGA NP’ lerden pH 7.0’ de elde edilen
Korsmeyer -Peppas kinetik model grafigi.
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Sekil 4.52. PIP (24 mg) yiiklii KTS kapli PLGA NP’ lerden pH 5.5 da elde edilen sifirinct

derece kinetik model grafigi.
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Sekil 4.53. PIP (24 mg) yiikli KTS kapli PLGA NP’ lerden pH 5.5 da elde edilen birinci

derece kinetik model grafigi.
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Sekil 4.54. PIP (24 mg) yiiklii KTS kapli PLGA NP’ lerden pH 5.5 da elde edilen Higuchi
kinetik model grafigi.
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Sekil 4.55. PIP (24 mg) yiiklii KTS kapli PLGA NP’ lerden pH 5.5’ da elde edilen Hixson-
Crowell kinetik model grafigi.
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Sekil 4.56. PIP (24 mg) yiikli KTS kapli PLGA NP’ lerden pH 5.5’ da elde edilen
Korsmeyer-Peppas kinetik model grafigi.
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KTS kapli PLGA NP’ lerden PIP salimi i¢in yukarida verilen kinetik modellere uyumu
gosteren regresyon (R?) katsayilarinin degerleri Cizelge 4.14° de verilmistir. Kinetik
modellerin dogrusallastirilmasi ile egimden ve Korsmeyer-Peppas modeli i¢in egimden
ve y-eksenini kesim noktasindan elde edilen kinetik sabitlerin degerleri Cizelge 4.15’de

verilmistir.

pH:7.0’da 24 mg PIP igeren KTS kapli PLGA NP’lerden PIP salimi i¢in en iyi uyum
Korsmeyer-Peppas ve Higuchi modelleri i¢in elde edilmis olup, regresyon katsayilari en
yiiksek ve birbirlerine olduk¢a yakin sonuglar vermistir. Bu modelleri sirasiyla birinci
derece ve Hixson-Crowell modelleri ¢cok yakin regresyon katsayilari ile takip etmektedir.
Sifirmer derece kinetik modeli en diisiik regresyon katsayis1 degerine sahiptir. Kinetik
modellere uyum i¢in elde edilen bu sonuglar beklenildigi gibi PIP yiiklii PLGA NP’
lerden PIP salimi i¢in elde edilen sonuglar ile uyumludur. Higuchi kinetik modeline en
iyi uyumun saglanmasi salimda diflizyon mekanizmasinin etkili oldugunu
gostermektedir. Korsmeyer-Peppas kinetik modeli ile de en yiiksek uyumun saglanmasi,
model sabiti n’ in 0,2436 degerine sahip olmasi ve bu degerin 0,45’den diisiik olmasi

diflizyonun Fick kanununa uygun olarak meydana geldigini gostermektedir.

pH:5.5’da 24 mg PIP igeren KTS kapli PLGA NP’lerden PIP salimi i¢in en iyi uyum
Higuchi kinetik modeli ile elde edilmis olup, bunu gene yiiksek bir regresyon katsayisi
ile Korsmeyer-Peppas kinetik modeli takip etmektedir. Birinci derece, Hixson-Crowell
ve Sifirinct derece kinetik modelleri igin elde edilen regresyon katsayilar1 diger iki
modele gore daha diisiik ancak birbirlerine olduk¢a yakin sonu¢ vermislerdir. Elde edilen
bu sonug¢ hem pH:7.0’ de elde edilen sonugla ve hem de PLGA NP’lerden PIP salimi igin
elde edilen sonuclar ile uyumludur. Korsmeyer-Peppas kinetik modelinden elde edilen n
degerinin 0,3171 olmasi ve bu degerinde 0,45’ den diisiik olmas1 difiizyonun Fickian

diflizyon modeli ile tanimlandigini gostermistir.
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Cizelge 4.14. PIP yiiklii KTS-PLGA NP’ lerden PIP saliminin kinetik modellere uyumu

icin elde edilen R? degerleri.

Sifirinci .
Birinci Korsmeyer-  Hixson-
PIP Yiikli Derece Higuchi
Derece Peppas Crowell
KTS-PLGA  Kinetik K Kinetik Kinetik
Kineti ineti ineti
NP Modeli, Modeli, R? Kinetik
R2 Modeli, R? Modeli, R? Modeli, R?
24 mg PIP
0,8886 0,9054 0,9783 0,9787 0,900
pH:7.0
24 mg PIP
0,8740 0,8823 0,9818 0,9655 0,8796
pH:S.5

Cizelge 4.15. PIP yiiklii KTS-PLGA NP’ lerden PIP salim1 i¢in kinetik modellerden elde

edilen sabitlerin degerleri.

Korsmeyer- )
Sifirinci Birinci Hixson-
Higuchi Peppas
PIP Yiiklii Derece Derece .. Crowell
KTS-PLGA Kinetik Kinetik Modeli Modeli Kinetik
NP Modeli Modeli Sabiti, K Sabitleri Modeli
Sabiti, Ko Sabiti, K Sabiti, Kuc
KKp,n
24 mg PIP Kxp=0,4967
0,0312 -0,0001 0,6452 0,0005
pH:7.0 n=0,2436
24 mg PIP Kxp=0,3505
0,0338 -0,0002 0,7459 0,0006
pH:5.5 n=0,3171

109



4.2.2.5. EGCG yiikli KTS ile Kaphh PLGA Nanopartikiillerden PIP ve EGCG

Salimmin Kinetik Modellere Uyumunun incelenmesi

EGCG yiikli KTS ile Kaplt PLGA nanopartikiillerden PIP ve EGCG’ nin saliminin
incelenmesi i¢in her iki etken maddenin birlikte KTS-PLGA NP’ lere yiiklendiginde
enkapsiilasyon verimi ve EGCG yiikleme kapasitesinin en yliksek oldugu durum
gozetilerek Cizelge 4.16’daki formiilasyona sahip nanopartikiiller kullanilmistir. Sekil
457 de KTS-PLGA NP’ lerden PIP ve EGCG’ nin birlikte salim profilleri
goriilmektedir. 18 mg PIP ve 10 mg EGCG ig¢eren KTS-PLGA NP’lerden PIP saliminin
5. giiniin sonuna kadar artarak devam ettigi ve kiimiilatif PIP saliminin pH 5.5° da %20’
ye ulastig1 goriilmektedir. Bu deger tek bagina PIP igceren ortamda KTS-PLGA NP’lerden
PIP salim1 i¢in pH 5.5° da elde edilen salim ile yaklagik aynidir. Bu durumda ortamda
EGCG olmasmin PIP salimini etkilemedigi sonucuna varilabilir. Dig KTS tabakaya
yliklenen 10 mg EGCG nin kiimiilatif salimi ilk 4 saatin sonunda %2,24 degerine ulagsmis
bundan sonra ise 24-76. saat arasinda % 2,32-%2,44 arasinda ¢ok az degisen siirekli,
stabil ve kontrollii bir salim gozlenmistir. 96-120. saatler arasinda %2,05’ lik siirekli ve

stabil bir salim elde edilmistir.

Shanavas ve arkadaslar1 Doksorubisin ytiklii KTS kabuk —Dosetaksel yiiklii PLGA NP’
lerden ikili ilag salim ¢aligmasi yapmislardir. Bu ¢alismada da Doksorubisin’ in yiikiinden
yararlanarak kabuk yani KTS” a elektrostatik olarak ¢apraz baglama yapilmstir. Ikili ilag

sisteminde Dosetaksel salim1 ve doksorubisin saliminin limitli halde gergeklestigi rapor

edilmistir [69].

Cizelge 4.16. PIP ve EGCG saliminin gerceklestirilecegi EGCG-KTS kapli PIP-PLGA

NP’ lerinin 6zellikleri.

PIP EGCG PIP Yiikleme

PIP EGCG EGCG Yiikleme
Enkapsiilasyon Enkapsiilasyon Kapasitesi

(mg) (mg) Kapasitesi (%)
Verimi (%) Verimi (%) (%)

18 10 33,4 5.9 18,9 1,8
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Sekil 4.57. PIP ve EGCG’ nin EGCG-KTS kapli PIP-PLGA NP’ lerden pH:5.5’te salim
profilleri.

EGCQG yiiklii KTS kapli-PIP yiikli PLGA NP’ lerden PIP ve EGCG salim kinetiginin
sifirinc1 derece, birinci derece, Higuchi, Korsmeyer Peppas, Hixson-Crowell kinetik
modellerine uyumu incelenmistir. EGCG-KTS-PIP-PLGA NP’ lerden EGCG ve PIP
saliminin yukaridaki modellere gére dogrusallastiriimasi ile EGCG i¢in elde edilen model
grafikleri Sekiller 4.58-4.62 arasinda, PIP i¢in elde edilen model grafikler ise Sekiller

4.63-4.67 arasinda verilmistir.

o
W
o

o
[
(=]

1,50 @

1,00

Kiimiilatif % ila¢ salin

0,50
0,00

0 10 20 30 40 50 60
Zaman (Saat)

Sekil 4.58. EGCG (10 mg) yiiklii KTS kapli- PIP yiiklii (18 mg) PLGA NP’ lerden EGCG
icin pH 5.5’ da elde edilen sifirinct derece kinetik model grafigi.
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Sekil 4.59. EGCG (10 mg) yiiklii KTS kapli- PIP yiiklii (18 mg) PLGA NP’ lerden EGCG
icin pH 5.5’ da elde edilen birinci derece kinetik model grafigi.
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Sekil 4.60. EGCG (10 mg) yiiklii KTS kapli- PIP yiiklii (18 mg) PLGA NP’ lerden EGCG
icin pH 5.5’ da elde edilen Hixson-Crowell kinetik model grafigi.
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Sekil 4.61. EGCG (10 mg) yiiklii KTS kapli- PIP yiiklii (18 mg) PLGA NP’ lerden EGCG

icin pH 5.5’ da elde edilen sifirinc1 Korsmeyer-Peppas kinetik model grafigi.
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Sekil 4.62. EGCG (10 mg) yiiklii KTS kapli- PIP yiiklii (18 mg) PLGA NP’ lerden EGCG

icin pH 5.5’ da elde edilen sifirinc1t Higuchi kinetik model grafigi.
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Sekil 4.63. EGCG (10 mg) ytiklii KTS kapli- PIP yiiklii (18 mg) PLGA NP’ lerden PIP
icin pH 5.5’ da elde edilen sifirinci derece kinetik model grafigi.
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Sekil 4.64. EGCG (10 mg) yiiklii KTS kapli- PIP yiiklii (18 mg) PLGA NP’ lerden PIP
icin pH 5.5’ da elde edilen birinci derece kinetik model grafigi.
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Sekil 4.65. EGCG (10 mg) yiiklii KTS kapli- PIP yiiklii (18 mg) PLGA NP’ lerden PIP
icin pH 5.5’ da elde edilen Hixson-Crowell kinetik model grafigi.
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Sekil 4.66. EGCG (10 mg) yiiklii KTS kapli- PIP yiiklii (18 mg) PLGA NP’ lerden PIP
icin pH 5.5’ da elde edilen Higuchi kinetik model grafigi.
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Sekil 4.67. EGCG (10 mg) ytiklii KTS kapli- PIP yiiklii (18 mg) PLGA NP’ lerden PIP
icin pH 5.5’ da elde edilen Korsmeyer-Peppas kinetik model grafigi.

EGCG-KTS kapli-PIP-PLGA NP’ lerden PIP ve EGCG salimi i¢in yukarida verilen
kinetik modellere uyumu gosteren regresyon (R?) katsayilarmin degerleri Cizelge 4.17°
de verilmistir. Kinetik modellerin dogrusallastirilmasi ile egimden ve Korsmeyer-Peppas
modeli i¢in egimden ve y-eksenini kesim noktasindan elde edilen kinetik sabitlerin

degerleri Cizelge 4.18’de verilmistir.

10 mg EGCG igeren EGCG-KTS kapli-PIP-PLGA NP’lerden EGCG salimi i¢in en iyi
uyum Korsmeyer-Peppas modeli i¢in elde edilmistir. Bu modeli sirastyla Higuchi, birinci
derece ve Hixson-Crowell modelleri azalan regresyon katsayilari ile takip etmektedir.
Sifirmer derece kinetik modeli en diisiik regresyon katsayis1 degerine sahiptir. EGCG i¢in
kinetik modellere uyum i¢in elde edilen bu sonuglar PIP yiiklii KTS-PLGA ve PLGA NP’
lerden PIP salimi icin elde edilen sonuglar ile uyumludur. Korsmeyer-Peppas kinetik
modeli ile de en yiiksek uyumun saglanmasi, model sabiti n” in 0,1041 degerine sahip
olmas1 ve bu degerin 0,45’ten diisiik olmas1t EGCG diflizyonunun Fick kanununa uygun

olarak meydana geldigini gostermektedir.
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18 mg PIP iceren EGCG-KTS kapli-PIP-PLGA NP’lerden PIP salimi i¢in en iyi uyum
Korsmeyer-Peppas modeli i¢in elde edilmistir. Ancak dnceki durumlardan farkli olarak
Higuchi modeline zayif bir uyum elde edilmistir. Bu sonu¢ EGCG-KTS kapli-PIP-PLGA
NP’lerden PIP salimi i¢in ikili ilag durumunda tek salim mekanizmasmin difiizyon
olmadigini gostermektedir. Nitekim PIP i¢in yiiksek uyum elde edilen Korsmeyer-Peppas
modeli’ nin n sabitinin degerinin 0,4728 olarak bulunmustur. Bu degerin 0.45<n=0.89
araliginda olmasi1 ikili ilag salimi durumunda PIP i¢in Fickian olmayan taginim

mekanizmalarinin etkili olmaya basladigin1 gostermektedir.

Rathee ve arkaslarinin PIP ve Nisoldipin yiiklii PLGA NP’ lerden ilag salim ¢aligmasinda
verilerin Korsmeyer-Peppas modeline uyum sagladigi ve ikili ilag yiiklii sistemlerde

Fickian olmayan taginim mekanizmasinin etkili oldugu gosterilmistir [68].

Cizelge 4.17. EGCG yiikli KTS-PIP yiiklii PLGA NP’ lerden PIP ve EGCG saliminin

kinetik modellere uyumu i¢in elde edilen R? degerleri.

Sifirinci Birinci Korsmeyer- Hixson-
Higuchi
Derece Derece Peppas Crowell
NP Kinetik Kinetik Kinetik Kinetik
ineti ineti ineti o
Modeli, R? Kinetik
Modeli, RZ Modeli, R? Modeli, R? Modeli, R
10 mg
0,7568 0,7578 0,8839 0,9735 0,7574

EGCG

18 mg PIP 0,901 0,8822 0,8337 0,9554 0,8887
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Cizelge 4.18. EGCG yiiklii KTS-PIP yiiklii PLGA NP’ lerden PIP ve EGCG saliminin

kinetik modellerden elde edilen sabitlerin degerleri.

Korsmeyer Hixson-
Sifirinci Birinci Higuchi _Peppas Crowell
Derece Derece e .
. . . Kinetik Kinetik Kinetik
NP Kinetik Kinetik )
) . Modeli Modeli Modeli
Modeli Modeli . .
Sabiti, KH  Sabitleri Sabiti
Sabiti, K0 Sabiti, K1 ’
KKP,n KHC
10 mg Kxp=0,2175
0,0147 -7E-05 0,1302 0,0002
EGCG n=0,1041
Kxpr=0,1599
18 mg PIP 0,901 -0,0006 1,4286 0,0021

n=0,4728
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5. YORUM

PIP PLGA igerisine %65,0 enkapsiilasyon verimi ve %55,4 yiikleme kapasitesi

ile yliklenmistir. Bu formiilasyonun nanopartikiil boyutu 159,1 nm olmustur.

PIP yiikli PLGA NP’lerden kani simiile eden ortamdaki pH 7.0’ de en yiiksek
kiimiilatif PIP salim1 %17 olarak 14. giinde gerceklesmistir. 120 saatten sonra
kontrollli, siirekli bir salim gdzlenmektedir. Ani salim ilk 3 saat icerisinde
gerceklesmekte olup bu esnada PIP’ in %9’u salinmistir. Tiimoér mikroortamini
simiile eden pH: 5.5°da ise en yliksek kiimiilatif PIP salim1 %21 olarak 9 giinde
elde edilmistir. %21 lik sabit, siirekli ve kontrollii salim degerine 48. saatte
ulagilmis olup yaklasik 9 giin boyunca sabit bir salim elde edilmistir. Ani salimi

ise 3 saatte gozlenmis olup kiimiilatif PIP salim1 %12 olarak belirlenmistir.

PLGA NP’ lerinin PIP salim kinetiginin Higuchi ve Korsmeyer-Peppas salim
kinetikleriyle en yiiksek uyumu gosterdigi belirlenmistir. PIP yiiklii PLGA NP’
lerden PIP salimmin Higuchi modeline uyum saglamasi salimin asil olarak
diflizyon mekanzimasi ile olustugunu, Korsmeyer-Peppas kinetik modelindeki n
sabitinin degeri ise Fickian difiizyon mekanizmasinin gecerli oldugunu

gostermistir.

KTS kapli PLGA igerisine PIP enkapsiilasyon verimi %66,5 ve yiikleme
kapasitesi %61,7 olarak elde edilmistir. Bu sonuglarin elde edildigi

formiilasyondaki boyut 186,5 nm olmustur.

PIP yiiklii KTS kapli PLGA NP’ lerin kan ortaminini simiile eden pH 7.0’ de en
yiiksek kiimiilatif saliminin %19 oldugu ve 17 giinde gerceklestigi gézlenmistir.
Ani salim ilk 3 saatte %6 olarak gerceklesmistir. KTS ile kaplamanin PLGA NP’
lerin ani PIP salimini diisiirdiigii goriilmektedir. Tiimor mikrogevresini simiile
eden pH:5.5” da yapilan salim ¢alismasinda ise 21 giinde %21 kiimiilatif salim

elde edilmistir.
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KTS kapli PLGA NP’ lerinin PIP salim kinetiginin Higuchi ve Korsmeyer-Peppas
salim kinetikleriyle en yliksek uyumu gdsterdigi belirlenmistir. PIP salim profili
Korsmeyer-Peppas kinetik modeli ile Fickian diflizyon modeli olarak

tanimlanmaktadir.

EGCG yiikli KTS kapli PIP yiiklii PLGA igerisine 30 mg PIP ve 4 mg EGCG
yiiklendiginde PIP icin bir maksimum enkapsiilasyon verimi ve yiikleme
kapasitesi degerleri sirasiyla %41,5 ve %33,0 olarak elde edilmistir. Bu partikiilde
EGCQG i¢in elde edilen enkapsiilasyon verimi ve yilikleme kapasitesi ise sirasiyla
%33,0 ve %2,0 olarak bulunmustur. Yiiklenen EGCG miktarini arttirarak hem PIP
hem de EGCG igin en yiiksek enkapsiilasyon verimi ve yilikleme kapasitesi elde
edilen nanopartikiil bilesimi ise 18 mg PIP ve 10 mg EGCG i¢eren EGCG-KTS-
PIP-PLGA NP olarak belirlenmistir. Bu bilesimdeki NP’ de elde edilen PIP
enkapsiilasyon verimi ve yiikleme kapasitesi sirasiyla %33,4 ve %18,9 olarak
belirlenmistir. En uygun EGCG enkapsiilasyon verimi ve EGCG yiikleme
kapasitesi de sirasiyla %5,9 ve %]1,8 olarak belirlenmistir. Bu bilesim en uygun

bilesim olarak kabul edilip ikili salim ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

EGCQG yiikli KTS kapli PIP yiiklii PLGA NP’ lerden pH:5.5’de PIP salimi dis
kabuga EGCG yiiklenmedigi durum ile yaklasik ayni olarak bulunmustur. Bu da
dis kabuga EGCG yiiklenmesinin PIP salimmi onemli Slgiide etkilemedigi
seklinde degerlendirilebilir. 10 mg EGCG iceren EGCG-KTS kapli-PIP-PLGA
NP’lerden EGCG salimi i¢in en iyi uyum Korsmeyer-Peppas modeli i¢in elde
edilmistir. Korsmeyer-Peppas kinetik modeli ile en yiiksek uyumun saglanmasi,
model sabiti n’ in 0,1041 degerine sahip olmast ve bu degerin 0,45’ten diisiik
olmast EGCG diflizyonunun Fick kanununa uygun olarak meydana geldigini
gostermektedir. 18 mg PIP igceren EGCG-KTS kapli-PIP-PLGA NP’lerden PIP
salimi i¢in en iyi uyum Korsmeyer-Peppas modeli i¢in elde edilmistir. Ancak PIP
icin Korsmeyer-Peppas modeli’nin n sabitinin degerinin 0,4728 olarak bulunmasi,
ikili ila¢ salim1 durumunda PIP i¢in Fickian olmayan taginim mekanizmalarinin

etkili olmaya bagladigini gostermektedir.
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