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PAKLITAKSEL ICEREN NANOPARTIKULLERIN FORMULASYONU
VE iN VITRO DEGERLENDIRILMESI

GOZDE AYGUL

Oz

Belirli bir doku veya organdaki hasarli hucrelerin kontrolsiz bir bicimde gogalmasi
sonucu bir kitle ya da tumor olusumuna yol agan kanser hastaligi, dunyada siklikla
gériilen dlim nedenleri arasinda yer almaktadir. ilag ya da biyomolekdilleri tagimak
amaci ile kullanilan nanopartikiler sistemler kanser tedavisi icin de
arastiriimaktadir. Polimerik nanopartikuller kanser tedavilerinde ilag yukleme
etkinligini artirmasi, kontrolli salim saglamasi, ilacin toksisitesini azaltmasi ve
istenilen yere hedeflenebilmesi gibi avantajlarindan dolayr yaygin olarak
kullanilmaktadir. Paklitaksel mikrotubdllerin  yikilmasini engelleyerek hucre
bolinmesini ge¢ mitotik evrede (G2) inhibe eder ve hlcrelerin gogalmasini onler.
Taxol®, toksik ve alerjik etkiye sahip Cremophor EL iceren paklitakselin piyasa
preparatidir. Bu calismada, Cremophor EL tasiyicisini icermeyen ve sonucta
alerjik etkilerin azaltildigi, formulasyon stabilitesinin ve biyoyararlanimin arttirildid,
kontrolliU salim saglayan nanopartikiler ilag tasiyici sistemler gelistirilmistir.
Amacimiz dogrultusunda farkli poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve polivinil alkol
(PVA) konsantrasyonlarinda nanopartiktller, emiuilsifikasyon-¢oziici diflizyon
yontemi ile hazirlanmis olup, PLGA ve PVA konsantrasyonlarinin in vitro
karakterizasyon galigmalari (partikil boyutu, zeta potansiyeli, yukleme etkinligi,
salim calismalari) Uzerine etkisi incelenmistir. Ayrica hazirlanan paklitaksel yuklu
PLGA nanopartikil formulasyonlari, Caco-2 hicreleri tzerindeki sitotoksisitesinin
degerlendiriimesi icin, hicre kultird ¢calismalari yapilmistir. Hazirlanan paklitaksel
yukli nanopartikillerin homojen olarak dagildiklari, partikal buyuklik dagilimlarinin
186.9 nm - 239 nm arasinda degistigi gozlenmistir. Paklitakselin, hazirlanan
formuUlasyonlarda yuksek yukleme degerlerine sahip oldugu gdézlenmis ve salim
profillerinde de baslangicta patlama etkisini, bunu takiben kontrolli salimi
gerceklesmistir. Sitotoksisite calismalarinda, paklitaksel yukla formulasyon, bos
formulasyona gore sitotoksik etkiye yol agmistir. Yapilan ¢alismalarin, paklitaksel

tasinmasini  saglayan polimerik PLGA nanopartikil formualasyonlarinin



sitotoksisiteyi azaltarak, paklitakselin ¢ozunurlik, biyoyararlanim ve stabilitesini

arttiran umut vaad edici bir yaklagim olduklari gérulmastur.

Anahtar Sozcukler: PLGA, Paklitaksel, Nanopartikiiler ilac Tasiyici Sistemler,
Kanser Tedavisi.

Danigsman: Prof. Dr. Yilmaz CAPAN, Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dall.
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ABSTRACT

Cancer, which forms a mass or a tumor by reproducing uncontrolled damaged
cells in a particular tissue or organ, is one of the common causes of death
worldwide. Nanopatrticle systems used to deliver drug or biomolecules have been
investigated for the purpose of cancer treatment. Polimeric nanoparticles have
been frequently used in cancer treatment because of their advantages of
increasing drug encapsulation efficiency, providing controlled release, reducing
toxicity of the drug and being directed to the target. Paclitaxel stops cell division in
the late mitotic phase (G2) by preventing microtubules destruction and inhibits the
proliferation of the cells. Taxol which contains Cremophor EL having an allergic
effect, is the commercial product of paclitaxel. The aim of our work is to develop
nanoparticle drug delivery systems which do not contain Cremophor EL thus
reducing the toxic and allergic side effects and cytotoxicity, improving the
formulation stability and bioavailability and providing controlled drug release. For
our goal, nanoparticles have been prepared in different concentration of
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and polyvinyl alcohol (PVA) by emulsification-
solvent diffusion method. The effects of PLGA and PVA concentrations on in vitro
characterization studies (particle size, zeta potential, loading efficiency, release
studies) have been investigated. In addition, cell culture studies have been
conducted in order to evaluate prepared paclitaxel loaded PLGA nanoparticle
formulation cytotoxicity on Caco-2 cells. It has been observed that prepared
paclitaxel loaded nanoparticles are uniformly dispersed and particle size
distributions vary between 186.9 nm and 239 nm. It has been seen that prepared
formulation of paclitaxel has high loading values and release profiles leading to
initial burst effect and followed by controlled release. In cytotoxicity studies, drug
loaded nanoparticle formulation has resulted in more cytotoxic effect than blank
nanoparticle formulation. According to the results of the studies performed, it has
been shown that polymeric PLGA nanoparticle formulations for paclitaxel delivery



is a promising approach reducing cytotoxicity, improving the solubility,

bioavailability and stability of paclitaxel.

Key words: PLGA, Paclitaxel, Nanoparticle Drug Delivery Systems, Cancer
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1. GIRIS

Kanser, gunimuzde en dnemli saglik sorunlarindan birisidir. Dinya genelinde kalp
ve damar hastaliklarindan dolayr meydana gelen oOlum nedenlerinin ardindan
kanser gelmektedir. Sik gortlmesi ve 6lim oraninin yiksek olmasindan dolayi bir

halk saghgi sorunudur.

Saglikli vicut hacreleri bolunebilme yetenegine sahiptirler. Her hicrenin hayati
boyunca belli bir bélinebilme sayisi vardir. Kanser, hicrelerde DNA'nin hasari
sonucu hicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde blylimesine ve bdélunup,

¢ogalmasina neden olmaktadir.

Kanser tedavisinin amaci tim kanserli hiicreleri yok etmektir. GiUnimuzde cerrahi
girisim, radyoterapi, kemoterapi gibi kullanilan bir gok tedavi yontemleri vardir.
Fakat bu yontemlerin gesitli olumsuzluklart vardir. Cerrahi girisimde kanser
hiicrelerinin tamemen temizlenememesi, tumoér hicrelerinin metastaz sdreclerini
artirabilir. Radyoterapi ve kemoterapide ise tamamen kanser hicrelerine
hedeflendirme yapilamamasi, tumor hdcrelerinin yaninda saglikh hucrelerin de
Olmesine yol agmaktadir. Gunumuzde kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan
bir tedavi yontemi olan kemoterapide, ila¢ toksisitesi ve kanser hicrelerinin

antikanser ilaclara karsi direng kazanmasi kemoterapinin etkinligini azaltmaktadir.

Son yillarda, kanser tedavisi icin nanopartikiller ile yapilan cgalismalar dikkat
cekmektedir. Nanopartikullerin hazirlama kolayliklarindan, etkin ila¢ ytkleme
kapasitelerinden, kontrolli salimini saglamalarindan, adjuvanlarin toksik etkisini
engellemelerinden, istenilen farmakokinetik etkiyi gostermelerinden ve kanser
hicrelerine hedeflenebilmelerinden dolayr antikanser ilag tasiyici sistem
calismalari igin 6nemli bir alternatif olmaktadirlar. Polimerik nanopartikiller
¢ozUnebilir bir polimer matriks igerisinde ilag tasiyan kolloidal sistemlerdir.
Nanopartikillerin sahip olduklari kiglk boyutlarindan dolayi, kanserli endotel
hicrelere sizmasi kolaylasir. Boylece, tumor hicrelerinde nanopartikdil

konsantrasyonunun istenen diizeyde olma imkani vardir.

Paklitaksel, son yillarin en énemli kemoterapdtik ajanlarindan biridir. Ovaryum,
prostat, meme, kiguk hucreli olmayan akciger kanserinin ve AIDS ile iligkili Kaposi
sarkoma tedavisinde kullaniimaktadir. Paklitaksel mikrotubullerin stabil halde



kalmasini saglar. Hucrede mikrotibillerin  polimerizasyonunu arttirarak ve

depolimerizasyonunu Onleyerek hicre bélinmesini engellemektedir.

Paklitakselin sudaki zayif ¢oziinirligiinden dolayi, Taxol® (Bristol-Myers Squibb)
ticari preparatinda, Cremophor EL (polietoksillenmis hintyadi):dehidrate alkol
karigimi (1:1, h/h) icermektedir. Fakat, Cremophor EL asiri duyarhlik reaksiyonu,
nefrotoksisite, norotoksisite ve kardiotoksisite gibi bir c¢cok yan etkilere yol

acmaktadir.

Bu c¢alismanin amaci, Cremophor EL / etanol tasiyicisini icermeyen, sonucta
toksik yan etkilerin ve sitotoksisitenin azaltildigi, formulasyon stabilitesinin ve
biyoyararlanimin arttirildigi paklitaksel iceren polimerik nanopartikuler ilag tasiyici
sistemleri gelistirmektir. Bu amacla farkli PLGA ve PVA konsantrasyonu igeren
paklitaksel yUkli PLGA nanopartikiler sistemleri gelistiriimistir. Tez calismasi
kapsaminda gelistirilen nanopartikullerin partikil boyutu, zeta potansiyeli, yikleme
etkinligi ve in vitro salim calismalari gergeklestirilip karakterize edilmistir. Hlcre
kaltart calismalari ile hazirlanan nanopartikil formilasyonunun sitotoksik etkisi

degerlendirilmistir.

Tez calismasinda, FDA’den onayli, biyoparcalanabilir, toksik olmayan, biyolojik
olarak uyumlu bir polimer olan PLGA kullanilarak nanopartikil formulasyonlari
hazirlanmistir.  Dispersiyon ajani  olarak ise, PLGA nanopatrtikdllerinin
hazirlanmasinda siklikla kullanilan PVA secilmistir. PLGA nanopartikiler sistemler
siklikla kullanilan bir yontem olan emdusifikasyon-¢cozicu diflizyon yontemi ile
hazirlanmistir. Tez calismasinda, PLGA ve PVA konsantrasyonun paklitaksel

iceren nanopartiktl formualasyonlari Gzerindeki etkileri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Nanoteknoloji

2.1.1. Nanoteknolojinin Tanimi ve Amaglari

Nano kelimesi, Yunanca “clice” anlamindaki “nanos” tan gelmekte olup, herhangi
bir fiziksel buyUkligin bir milyarda biridir. Amerikan Ulusal Nanoteknoloji
Enstitisi’ne gore nanoteknoloji; ‘gorintileme, Olcim, modelleme ve manipule
etmeyi kapsayan, 1-100 nanometre boyutlarindaki maddelerin anlagiimasi ve
kontroludur'. Avrupalilar nanoteknolojiyi uygulamalari ve UrUnleri iceren 100
nanometreden klc¢lik muhendislik yapilari ile ilgili bir teknoloji olarak daha

basitce tanimlama egilimindedirler (Davies, J. C., 2006).

insan sac teli capinin yaklasik 10000 nanometre oldugu disiniliirse ne kadar
kiiglik bir dlgekten bahsedildigi daha rahat anlasiimaktadir. insan hiicresi 5000 —
200000 nm'dir, bir bakterinin igindeki ribozom 25 nm, bir DNA molekdll ise 2 nm
¢apinda, protein 1-20 nm, ATP molekuli ise 10 nm ¢apindadir. Hidrojen atomunun
capi ise 0.1 nm olup goOz ile gorilemeyecek kadar kicuktur (Ochekpe, N. ve ark.,
2009).

Nanoteknoloji, atomlarla oynayan bir teknolojidir (Davies, J. C., 2006). Maddenin
yapitagl olan atomlari ya da molekulleri istenilen sekilde dizenlemeye olanak
vermesinin yaninda, her alanda daha dayanikli, daha hafif ve dogaya daha az
zarar vererek uUretim yapilmasini saglayacak bir teknolojidir (Thrall, J. H., 2004).
Atom ve molekulleri tek tek maniplle ederek istenilen yapinin olusturulmasi
ilkesine dayanir. Bir bagska deyisle nanoteknoloji, atomlari ve molekulleri tek tek
isleme ve yeniden dizenleme yoluyla kullanigli materyal, ara¢ ve sistem yaratma
sanati ve bilimidir (Ochekpe, N. ve ark., 2009).

Yaklasik 100-1000 atom bir araya gelerek nano oOlceklerde bir nesneyi
olusturmaktadir. Nanoteknoloji de bu baglamda “cok kuglk maddelerin teknolojisi”
olmaktadir. Sekil 2.1'de nanometre boyutunu gosteren ornekler verilmigtir
(http://www.britannica.com/blogs/2010/12/nanotechnology-the-science-of-

miniaturization-picture-essay-of-the-dayy/).
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Sekil 2.1. Nanometre ve mikrometre boyutlarini anlatan o6rnekler
(http://www.britannica.com/blogs/2010/12/nanotechnology-the-science-of-

miniaturization-picture-essay-of-the-day/)

Nanoteknoloji, maddenin atomik-molekuler boyutta muhendisliginin yapilarak
yepyeni Ozelliklerinin agiga c¢ikarilmasi; nanometre o6lgegindeki fiziksel, kimyasal
ve biyolojik olaylarin anlagilmasi, kontrol ve dretim amaciyla, fonksiyonel

materyallerin, cihazlarin ve sistemlerin gelistiriimesine olanak vermektedir.

Nanoyapilarin sentezinde temel olarak iki yontem kullaniimaktadir. Bunlar; (Erkocg,
S., 2008, Ochekpe, N. ve ark., 2009)

- Asagidan yukariya (bottom-up) yontemi: Atomlar veya molekuller ile organik
veya inorganik yapl insa etmeye dayanir. Organik veya inorganik yapilari,
maddenin en temel birimi olan atomlardan baslayarak atom-atom, molekil-molekail

ingsa edilmesi yontemini ifade eder. Nano yapilari birlestirmek icin dogadaki



kuvvetlerden yararlanilir. Ornegin DNA gibi biyolojik sistemlerin kendi kendine

birlesme 6zelliginden yararlanilarak karbon nanotuplerin kontroll saglanabilir.

- Yukaridan asagiya (top down) yontemi: Bulk materyaller bu yontem ile
nanoyapilar halini alirlar. Yukaridan agsagiya yonteminde, kirmak, kesmek ya da
oyma basma teknikleri kullanilir. Agirlikli olarak litografik yontemler kullanmaktadir.

Oyma ve igleme yéntemi ile nano yapilar ve sekiller elde edilir.
2.1.2. Nanoteknolojinin Kullanim Alanlar

Nanoteknolojinin bir gok alanda giderek artan oranda kullaniimasinin ve bunun
derin toplumsal etkilerinin, ikinci bir sanayi devrimine yol agtigi ve tum teknolojik
gelismeleri golgede birakacak devrim niteligindeki yeniliklerin  6zellikle

nanoteknoloji ile desteklenecegdi dugunulmektedir.

Nanoteknoloji disiplinlerarasi bir alan olarak ana kapsamda Ug¢ alana ayrilir. Bu
alanlar; nanoelektronik, nanomalzemeler ve nanobiyoteknolojidir. Cizelge 2.1'de

nanoteknolojik uygulamalar gdsterilmistir (Ochekpe, N. ve ark., 2009).



Cizelge 2.1. Nanoteknolojinin uygulama alanlari (Ochekpe, N. ve ark., 2009)

Nanoteknoloji Alanlari

Uygulamalari

Nanoelektronik
Bilgisayar

Sensorler

Nanobiyoteknoloji
Biyonano sensorler

Biyomimetik yapilar

ilac tasinmasi

Doku muhendisligi

Endustriyel Alan

Nanomalzemeler
Bir boyutlu malzemeler (Ince
filmler)

iki boyutlu malzemeler (Karbon
nanotipler, Karbon nanoteller)

Uc boyutlu malzemeler
(Nanopartikiller,Kuantum
noktalari,Dendrimerler,Fullurenler)

Kameralarda ve bilgisayarlarda kuantum noktalari ve
nanoteller, televizyonlarda katod isinlari yerine
nanotipler kullaniimasi

Nanomalzemelerin  toprak, su, bitkilerin, gida
artnlerinin ~ ve diger  UrUnlerin  kalitesini
degerlendirmek ig¢in kullaniimasi

Enzim ve silikon ¢iplerinin kombinasyonlarinin
insanlara ya da hayvanlara implante edilmesi ve
boylece hastaliklarin gézlenmesi ve ilaglarin dogru
dozda uygulanmasi

Hastaliklarin teshisi, molekiler gorintileme ve ilag
tasinmasi

ilac ve gen terapisi icin yeni formilasyonlarin
geligtiriimesi

Doku iskelesini baz alarak nanomalzemeler
kullanihp, hasarli dokularin onarilmasi ve tekrar
Uretimi

Mikrosensorlerin, mikromakinalarin, optoelektronik
elemanlarin imalatt ve uygun sekilde bir araya
getirilmesi

Su gecgirmez kumaglar ve elektronik malzemeler icin
ince film ve tabakalarin kullaniimasi

Molibden disulfit gibi inorganik nanottplerin kataliz ve
enerji depolama icin kullanimi

Veri saklama, elektronik ve optoelektronik cihazlar
icin silikon nanotellerin kullaniimasi

Sensorler, elektrik akiminin iletimesi ve antistatik
ambalajlar i¢in karbon nanotiplerin kullaniimasi
Hidrojen yakit tiplerinde hidrojeni muhafaza etmek
icin nanotlp kullaniimasi

Kozmetik, tekstil, boya, katalizér ve ilag tasinmasi
icin nanopartikullerin kullaniimasi, kaydirici olarak
fullerenlerin (karbon malzemeleri) ila¢g tasinmasinda
ve elektrik devrelerinde kullaniimasi




Nanometre boyutlarinda malzemelerin sahip olduklari Ustin fiziksel 6zellikleri

kullanarak cesitli alanlarda (biligsim, elektronik, biyoteknoloji, farmakoloji, tip,

savunma, tekstil, makine ve insaat sanayileri vb.) calismalar yapilmaktadir
(Kumari, A. ve ark., 2010).

Nanoteknoloji disiplinlerarasi bir alandir. Temel bilimler ve biyofizik, molekiler

biyoloji, biyomuhendislik gibi uygulamali bilimlerin birlesimini igerir (Jain, N. K.,

2007). Nanoteknolojinin kullanim alanlari Sekil 2.2°'de gosterilmigtir.

Elektronik
(Nano elektronik)

Malzeme Bilimi
(Hafif ve kuvvetli
malzemeler)

Bilgisayar
(Kuantum
bilgisayar)

e

U |

Matematik
(Modelleme)

, Fizik
(Karakterizasyon)

NANOTEKNOLOJi

/A

Eczacilik, Tip
(Yapay kemik)

Kimya
(Secici depolama)

Biyoloji
(Biyosensorler)

Sekil 2.2. Nanoteknolojinin kullanim alanlari

2.1.3. Nanoteknolojinin Avantajlari

Hem gelismis hem de gelismekte olan ulkelerde nanoteknolojik uygulamalarin

genis sektorlerde gegerli olan bir ¢ok avantajlari vardir (Ochekpe, N. ve ark.,
2009). Bunlar;

Yeni Urunler Uretmek ve varolan UrUnler Uzerinde ¢alismalar yaparak
gelistirmek,

insaat ve miihendislik icin, daha sert daha giicli ve daha hafif
malzemeleri Uretme imkani



- Organizmalari ve toksinleri yakalayan filtreler Ureterek, temiz icme
sulari elde etmek,

- Cevredeki kirleticileri uzaklastirmak,

- Cihazlarin ve ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesi ile kronik
hastaliklarda daha iyi goérintileme, teshis ve tedavinin saglanmasi,

- Taslyici sistemlerin gelistiriimesi,

- Ucuz ve temiz enerji saglanmasidir.

2.1.4. Nanoteknolojinin ilag Taginimindaki Yeri

Cogdu ilag tasiyici sistemlerin zorluklari; disuk biyoyararlanim, in vivo stabilite,
¢c6zunarluk, istenilen bdlgeye uzun sireli ve hedeflenen tasima, terapétik etkinlik,
yan etkiler ve ilacin plazmadaki dalgalanmalarini kapsar. Fakat ila¢c tasinmasinda
nanoteknoloji, bu zorluklarin Ustesinden gelmek igin tasarlanmig bir yaklasimdir.
Nanoyapilarin mikron alti ve nano 6lgekte gelistirilip Uretilmesi ile birgcok avantaj

saglanmistir.

Genellikle nanoyapilarin, enkapsule edilen ilacin gastrointestinal kanalda hidrolitik
ve enzimatik parcalanmadan korunmasi, uzatilmig salim ve hedef bodlgeye ilacin
tasinmasini saglamasi, gen terapide proteinlerin ve genlerin de oral yoldan
tasinmasini saglamasi, epitel dokudan diftizyonu kolaylastirarak ilag emilimini
artirmasi, farmakokinetik ve ilag doku dagihmi profilini degistirmesi, intraseliler
penetrasyon ve dagilim gelistirmesi gibi avantajlari vardir (Couvreur, P. ve
Vauthier, C., 2006, Ochekpe, N. ve ark., 2009). Nanoyapil ilag tasiyici sistemler,
suda ¢ozunemeyen ilaglarin tasinmasini da saglar. Nanoyapilarin vicutta 6zel
alim mekanizmalarinin var olmasi nedeniyle ilaglarin oral biyoyararlanimini artirir,
ilacin salimini uzatir ve daha az plazma ila¢ dizeyi dalgalanmasina yol agip, yan
etkileri en aza indirir. Sahip olduklari kiguk boyutlari nedeniyle, dokulara ve
hiicrelere nifuz etmesi ile, ilaclarin etkili bir sekilde etki bolgesine tasinmasini

saglamaktadir.



Farmasotik teknolojide, nanoteknoloji uygulamalarinin ana amaci ilag hedefleme
ile ilgilidir. Kanser tedavisinde uygulamalar arasinda 'Caelyx, Doxil, Abraxane' yer
alir. Diger bir uygulama alani da bulasici hastaliklarin tedavisinde klinik
uygulamalar icin onaylanmis 'Ambisome' uygulanmasidir (insan bagisiklik eksikligi
virisu, leishmaniasis, sitma, hastane enfeksiyonlari vb.) (Couvreur, P. ve
Vauthier, C., 2006). Bu gibi birgok hastaligin tedavisinde kullanilan konvansiyonel
ilac formulasyonlari, saglikli dokular igin yiksek oranda toksik olup, terapilerde

kullanimlarinda birgok yan etkilere yol agmaktadir.

Nanoteknoloji, peptit ve proteinlerin alinmasinda olusan problemleri agsmak igin ve

yeni gelistirilecek ilaglar icin umut verici alternatif bir yol olmustur (Kaparissides, C.
ve ark., 2006). ilaglarin bircogu aslinda konvansiyonel formulasyonlar ile
uygulandiginda hem suda hem organik ortamda az ¢dzinen ve dolayisiyla disuk
biyoyararlanim, dusik ya da dizensiz emilim profili gosterirler. Nukleik asitlerin
tasinmasinda nanoteknolojinin kullaniimasi essiz bir firsat sunmaktadir. Nukleik
asitler biyolojik ortamda hizlica bozulur ve biyolojik bariyerleri guglikle gecerler.
Ayrica bu molekul terapotik etkiyi saglamak icin hicre i¢i hedefe ulagmalidir. Bu
nedenle, nukleik asitlerin terapdétik potansiyeli icin, hedef bdlgeye sunacak uygun

tasiyicilara ihtiyag vardir (Yan, H., 2004, Couvreur, P. ve Vauthier, C., 2006).

Cizelge 2.2'de insan sagligini tehdit eden hastaliklarin tedavisinde nanoteknolojik
yaklasimlar ile terapotik etkinligin gelistiriimesi goriimektedir (Couvreur, P. ve
Vauthier, C., 2006).



Cizelge 2.2.insan saghgini blyik 6lgiide tehdit eden hastaliklarin tedavisi icin

geligtirilen nanoteknolojik yaklagimlar (Couvreur, P. ve Vauthier, C., 2006)

Hastalik Terap6tik Amac Nanoteknolojik C6zim Yolu
Kanser Etkinligi artirmak Nanopartikiller
Toksisiteyi azaltmak Lipozomlar, miseller
Biyodagilimi kontrol etmek PEG’lenen nanopartikuller
Hucre ici penetrasyonu PEG’lenen lipozomlar, PEG’lenen
arttirmak miseller, hedeflenmis
nanopartikiller, hedeflenmis
lipozomlar
Enfeksiyon Etkinligi artirmak Nanopartikiller
Toksisiteyi azaltmak Lipozomlar, PEG’lenen
Biyodagilimi kontrol etmek nanopartiktl, PEG’lenen lipozomlar
Hucre ici penetrasyonu
arttirmak (antijen sunucu
hlcreler,makrofajlar,dendritik
hicreler gibi)
Metabolik Parcalanmadan korumak Nanopartikiller, lipozomlar
hastaliklar (terapotik peptitler ve
proteinler)
Mukozal adsorpsiyonu Nanopartikiller
iyilestirmek
Kontrolli ve uzatiimis salim Lipozomlar
saglamak
Otoimmdin Bagisiklik sistemini PEG’lenen nanopartikiller,
hastaliklar hedefleyerek biyodagilimi PEG’lenen lipozomlar
kontrol etmek
Kontrolll ve uzatiimis salim
Adri tedavisi Kontrol ve uzatiimig salim Lipozomlar

Gen terapiye
bagli hastaliklar

Merkezi sinir sistemine (MSS)
karsi biyoyararlanimi
gelistirmek

Parcalanmadan korumak
Hucreye alimi artirmak

MSS’e hedeflenen lipozomlar,
nanopartikiller, kati lipid
nanopartikiller

Katyonik nanokureler
Katyonik lipidler

2.2. llag Tastyici Partikiiler Sistemler

lag tasiyici sistemler bir ilacin uygulanmasinda, uygulama sirecini, salimini

kontrol eden sistemlerdir. ilag tasiyici partikiiler sistemler polimerik ilag tagiyici

sistemler ve nanopartikiller bagsliklari altinda asagdida incelenmektedir.
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2.2.1. Polimerik ilag Tasiyici Sistemler

llag taslyici sistemler nanoboyuttaki ilag tasiyici sistemlerin klinik calismalara
cevriimesi ile gelismistir. Nanoboyuttaki ilag tasiyici sistemler, kigik molekiller
(hidrofilik ya da hidrofobik), peptit protein esasl ilaglar, nikleik asitler gibi cesitli
terapotik ajanlari enkapsule etme yetenegdine sahiptir (Dinarvand, R. ve ark.,
2011).

Son yillarda biyopargalanir polimerik ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesi blyuk bir
ilgi odagi olmustur. Cesitli polimerler ilag tagsima ¢alismalarinda hedef bolgeye ilaci
tasima ve vyan etkileri azaltarak terapotik etkinligi artirmak amaciyla
kullanilmaktadir (Soppimath, K. S. ve ark., 2001).

Konvansiyonel dozaj formlari Gizerinde biyolojik olarak pargalanabilen ve biyolojik
olarak uyumlu polimerik ilag tasiyici sistemlerin avantajlari sunlardir (Kumari, A. ve
ark., 2010, Dinarvand, R. ve ark., 2011);

- Terapotik etkinligi geligtirir ve toksisiteyi dugurdar.

- Daha dusuk ve daha verimli doz kullanimini saglar.

- Daha az doz sikhgi gerektirir.

- Dabha iyi hasta uyuncu saglar.

- llaci hidrolitik ya da enzimatik parcalanmadan korur ve stabilitesini saglar.

- Hos olmayan tat ve kokuyu maskeleme yetenegi vardir.

- Polimerik ilagc tasiyici sistemlerin en buylk avantaji polimer matriks
icindeki ilacin degismeden kalmasi ve bu nedenle biyolojik etkileri, emilim,
dagihm, metabolizmasi ve atilimi, polimerden salindiktan sonra dogal
ilagla ayni olmasina olanak vermesidir.

- Uygun sistem hazirlandiginda, parametreler kontrol edilerek istenilen

salim profili elde edilebilir.

Polimerik ilag tasiyici sistemler arasinda dendrimerler, polimerik miseller,

niozomlar, nanojeller ve nanopartikuller yer almaktadir.
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2.2.2. Nanopartikuller

Nanopartikiller genellikle 10-1000 nm arahgdinda kati, kolloidal partikuller olarak
tanimlanir ve dogal ya da sentetik polimerlerden hazirlanirlar (Soppimath, K. S. ve
ark., 2001, Allard, E. ve ark., 2009). Nanopartikuller ila¢ tasinmasinda énemli bir
calisma alani olmustur. ClnklU bir ¢ok ilaci vicudun herhangi bir bdlgesine
tasiyabilmektedir. Dogal polimerler (6rn; polisakkaritler, proteinler gibi)
safliklarindaki degiskenliklerinden dolayi genellikle tercih edilmezler. Sentetik
polimerler nanopartikll Uretiminde blyuk bir ilgi odagi olmustur. Nanopartikdl
dretiminde en c¢ok kullanilan polimerler; poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit)
(PGA) ve bunlarin kopolimerleri poli (laktik-ko glikolik asit) (PLGA)dir. Bu
polimerler biyouyumlu polimerlerdir. Pargalanma oranlari ve dolayisiyla ilag salim
hizlari PLA orani degistirilerek hidrofobik o6zellik artirlhir veya PGA orani
degistirilerek hidrofilik 6zellik artirilabilir (Hans, M. L. ve  Lowman, A. M., 2002).

Nanopartikiller terim olarak nanokireler ve nanokapsuller gibi nanopargaciklarin
herhangi biri icin verilmis genel bir ifadedir Nanokureler kire seklindeki matris
parcaciklardir, yani ilag molekulunin matriks yapisi igerisinde ¢6zundugu,
hapsoldugu, enkapsiule veya adsorbe edildigi, kati ve kolloidal partikdllerdir.
Nanokapstuller polimerik bir duvarla cevrili, ara yizeyde lipofilik ve/veya hidrofilik
dispersiyon ajanlari igceren ¢ogunlukla yagh ve bazen sulu bir gekirdekten olusan
mikron alti nanopartiklllerdir (Soppimath, K. S. ve ark., 2001). Sekil 2.3'te
sematize edilmis halleri gorulmektedir (Allard, E. ve ark., 2009).

yaglh ya da sulu ig kisim

Polimer veya lipit tabaka

nan@kapsﬁl nan Dkﬂ re

Sekil 2.3. Nanokapsul ve nanokire modelleri (Allard, E. ve ark., 2009)
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ila¢c nanopartikiiller icinde c¢dziinir, hapsedilir, nanopartikiil matriksine baglanir
veya yuzeye tutturulur (Soppimath, K. S. ve ark., 2001). Biyopargalanir

nanotagiyicilarin sentezi ve ilacin enkapsulasyonu S$ekil 2.4'te gosterilmistir

(Kumari, A. ve ark., 2010).

Enkapsule edilmig
ilag

Nanokaph @

Yilizeye adsorbe olmug
ilag

Polimer + Cesitli yontemlerle
ilag nanoformiilasyonlar

\ /Enkapsule edilmis
G. \

\ ilag
.I‘\. .,'r.
Nanokh

Yiizeye adsorbe olmusg
ilag

Sekil 2.4. Biyoparcalanir nanopartikul gesitleri (Kumari, A. ve ark., 2010)

Nanopartikillerin dnemli avantajlari vardir. Nanopartikiller intravendz enjeksiyon
ve kas ici ve deri alti bolgeler de dabhil, olasi tahris edici reaksiyonlarin azalmasi ve
ayni zamanda makrofajlardan kagma yetenegine sahiptir. Ayrica, bu polimerik
nanopartikullerin  kiguk boyutlarindan dolayi, enkapsule edilmis antikanser
ilaglarin  bagirsak hlcre zarinda bulunan P-glikoproteinler tarafindan
eliminasyondan kagma egilimi vardir. ilac enkapsiile edilmis nanopartikiillerin oral
alimi uzatiimis salim saglayabilir. Nanopartikullerin baglica avantajlari (Kumar, R.,
2000, Hans, M. L. ve Lowman, A. M., 2002, Garcia-Garcia, E. ve ark., 2005, Kaur,
I. P. ve ark., 2008, Singh, R. ve Lillard, J. W., Jr., 2009, Dinarvand, R. ve ark.,
2011);
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- Nanopartiktller, biyolojik olarak parcalanabilme, biyogecimlilik, toksik
olmama, mukoadeziflik gibi avantajli biyolojik 6zelliklere sahiptir.

- Yuksek ila¢ yukleme kapasitesine sahiptirler.

- llacin ¢dzUnurligini gelistirerek, biyoyararlanimi artirir.

- Hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglari icermeye olanak saglar.

- Polimerik partiktler yapi kati matriks igine hapsedilmis terapotik ajani
enzimatik parcalanmadan (6rn; proteazlar, nukleazlar gibi) korur.

- Nanopartikullerin polimerik yapilari aktif maddenin doku veya organlara
hedeflendiriimesini, saliminin kontrolinu sagdlar.

- Diger kolloidal tasiyici sistemlerle kiyaslandiklarinda polimerik
nanopartikuller biyolojik sivilarda ¢ok daha yuksek stabiliteye sahiptirler.

- Nanopartikuller kolaylikla sterilize edilebilen kolloidal partiktllerdir.

- Kuguk partikual boyutlari nanopartikillerin kiicik kapillere penetrasyonuna
imkan verir ve hucreler tarafindan tutulmalarini saglar. Bdéylece, vicutta
hedeflenen bolgede istenen aktif madde salimi saglanir.

- Aktif maddenin hedef bolgede surekli salimini sagladiklari igin aktif
maddenin diger organ ve dokular Uzerindeki sistemik toksisitesini
azaltirlar.

- Aktif maddenin vicuttaki dagilimini ve terapdtik etkinligini duzenler.

- Uretim teknikleri genel olarak basit ve kolaydir.

- Nanopartikillerin yuzey ozellikleri ¢esitli ajanlarla modifiye edilerek
retikiloendotelyel sistem (RES) makrofajlari tarafindan taninmasi
engellenir.

- Yuksek fiziksel stabilite gosterirler.

- Nanopartikiller hedef organlari da dahil olmak Uzere karaciger, dalak,
akciger, omurilik ve lenf gibi organlara ulasmak icin dokulardaki

hicrelerden ve bogluklardan penetre olabilir.

Nanopartikil Dozaj Formunun Terapétik Uygulamalari Cizelge 2.3'de

gOsterilmistir.

14



Cizelge 2.3. Nanopartiklllerin terapdétik kullanimi (Couvreur, P. ve Vauthier, C.,

2006)
Uygulama Kullanilan Materyal Amag
Kanser Antikanser ajanlar, oligonukleotidler ve Hedefleme, toksisiteyi
tedavisi polialkil siyanoakrilat nanopartikiller azaltma, antitimor ajanlarin
geri alinimini
artirma,in vivo ve in vitro
stabiliteyi iyilestirme
Hucre igi Antiparazitik, antibakteriyal veya antiviral Hucre ici enfeksiyon, RES
hedefleme ajanlarin polialkil, siyanoakrilat, poliester hedeflenmesi
nanopartiktller
Uzatiimis Adsorbe olmus polietilen glikol ile poliester, Uzatiimig sistemik ilag, RES
sistemik poliester tirevleri tarafindan geri alimi
dolasim onlemek
Asi adjuvani  Oral ve intramuskuler immunizasyon Artan immin cevap
Asi ile poli metil metakrilat nanopartikiller  Alternatif uygun adjuvan
Peroral Proteinler ve terapotik ajanlar ile poli metil  Artan biyoyararlanim
absorpsiyon  metakrilat nanopartikiller Gastrointestinal
enzimlerden koruma
Okuler Steroidlere bagh glokom, ilag birikimini iyilestirmek
dagiim antienflamatuarlar, antibakteriyal ajanlar ile
polialkil siyanoakrilat nanopartikiller
Diger Peptitle poli siyanoakrilat nanopartikiller Kan beyin engeline gegis
uygulamalar  Transdermal uygulamalar igin poli-

siyanoakrilat nanopartikiller
Radyoaktif veya farkl ajanlar ile
nanopartikiller

Absorpsiyonu iyilestirmek

Goruntileme

2.3. Nanopartikiiler ilag Tagiyici Sistemlerin Hazirlanma Yéntemleri

Nanopartikiiller, belirli uygulamalara gore optimize edilmelidir. istenilen 6zelliklere
ulasabilmek icin ilk olarak hazirik g¢alismasi yapiimahdir. Bu yizden, belirli
bir uygulama icin istenilen 6zelliklere sahip nanopartikil elde etmek i¢in hazirlama
teknikleri son 0Urdnun istenilen

¢ok Onemlidir. Polimer ve yontem secimi
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Ozelliklerine (morfoloji, salim profili vb), ilacin dogal yapisina ve kaplama

materyalinin 6zelliklerine gore secilir.

Polimerik nanopartikuller polimerlerin sekillendiriimesiyle ya da direkt olarak
monomerlerden klasik polimerizasyon yontemi ile polimerler elde edilmesiyle
hazirlanabilir. Céztcu buharlastirma, tuzla ¢oéktlirme, diyaliz ve stperkritik sivi
teknolojisi gibi yontemler polimerik nanopartikillerin hazirlanmasi i¢in kullanilabilir
(Mohanraj, V. J. ve Chen, Y., 2006). Diger bir yandan, polimerik nanopartikuller
mikroemulsiyon, miniemulsiyon, dispersiyon ajani icermeyen emilsiyon ve
ylzeylerarasi polimerizasyon yontemleri gibi bir ¢cok polimerizasyon ydntemleri
kullanilarak direkt olarak monomerlerin polimerizasyonu ile de sentezlenebilir.
Sekil 2.5'te farkli hazirlama yontemlerini iceren sema gorulmektedir (Rao, J. P. ve
Geckelera, K. E., 2011)

[;: ozidcu

Yiizeyler arasi
polimerizasyon

Sekil 2.5. Polimerik nanopartikillerin hazirlanma ydéntemleri (Rao, J. P. ve
Geckelera, K. E., 2011)

Hazirlama yonteminin segimi polimerik sistemin turiine, uygulama alanina,
istenilen boyuta vb. bir gok faktére dayanarak yapilir. Ornegin, biyomedikal ya da
cevresel alandaki uygulamalar igin gelistirilecek olan polimerik sistem, dispersiyon

ajanlari ya da organik solvan kalintilari gibi katki maddelerinden ve reaktanlardan
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arindirilmis olmahdir. Bu durumda, superkritik c¢ozelti secilmelidir. Cunkld bu
yontemde nanopartikil hazirlama surecinde herhangi bir dispersiyon ajani ya da
organik ¢ézucu kullanilmamaktadir (Rao, J. P. ve Geckelera, K. E., 2011).

2.3.1. Polimerlerin Sekillenmesiyle Olusan Nanopartikiillerin Uretilmesi

2.3.1.1. Emulsifikasyon/Cdziict Buharlagtirma Metodu

Cozucu buharlastirma, Onceden olusturulmus bir polimerden polimerik
nanopartikul hazirlamak igin gelistirilen ilk yontemdir. Bu yontemde polimer
cOzeltisi ugucu ¢ozuculler icinde hazirlanarak, dispersiyon ajani iceren sulu faza
eklenerek emidilsiyonlar formule edilir. Coztcl ucurma yontemi, emdulsifikasyon
sirasinda olugan i¢ fazdaki damlaciklarin stabilitesi ve agrege olmasinin
engellenmesi igin dispersiyon ajani ya da emiilsifiye edici bir ajan gerektirir. Sulu
fazda jelatin, poli (vinil alkol), polisorbat 80, poloksamer 188 vb. gibi dispersiyon
ajanlar kullanilir (Soppimath, K. S. ve ark., 2001). Dispersiyon ajanlari amfifilik
Ozellikte oldugundan iki faz arasindaki yuzeylerarasi serbest enerjiyi dusururerek
stabiliteyi destekler. Ayrica, damlacik yuzeyinde bir yuk ya da sterik engel

olusturulmasi, birlesmeye ve topaklasmaya (floktlasyon) karsi direng kazandirir.

Gecgmiste diklorometan ve kloroform gibi toksik etkiye sahip ¢oézlculer yaygin
olarak kullaniimaktaydi. Fakat bu g¢ozlculer etil asetat, aseton gibi daha az
toksikolojik profile sahip ¢ozlculerle yer degistirdi. Organik ¢ozticinin sabit basing
altinda, sicakhgin artiriimasiyla ya da surekli karistirmasiyla buharlasmasi saglanir
ve emdulsiyon, nanopartiklll slspansiyonuna dondsltr. Bu yontem, ylksek hizli
homojenizatdr veya ultrasonikasyon ile homojenize etme ve bunu takiben oda
sicakhdinda manyetik karistiricida ya da dusuk basing altinda ¢6zucunin
buharlastiriimasi ile gergeklestirilir. Sertlesen nanopartikuller ultrasantriflj ile
toplanir ve distile su ile bir kac kez yikanarak dispersiyon ajani gibi katki

maddelerinin uzaklagmasi saglanir. Son olarak ornek liyofilize edilir.

Literatirlerde, c¢6zicu buharlastirma polimerik nanopartikulleri hazirlamak igin
kullanilan en yaygin tekniktir. Bu yontemde emulsiyon olusmasi igin iki ana strateji
kullaniimaktadir: Tek emdlsiyon hazirlama 6rn; yag icinde su fazi (s/y) veya su
icinde yag fazi (y/s) ya da cift emulsiyon hazirlama 0Orn; s/y/s emulsiyonu gibi. Cift

emulsiyon genellikle suda ¢o6zinen ilaglarin hapsedilmesinde kullanilan bir
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yontemdir. Genellikle polimer organik solvan icinde ¢ézlnerek yag fazini

olustururken, su fazinda da stabilizor bulunmaktadir.

Sekil 2.6’da c¢ift emdulsiyon-¢ozicu buharlastirma yontemini sematize olarak
gostermektedir (Rao, J. P. ve Geckelera, K. E., 2011)

r""'-__-"‘l F—-.—h__h‘
e R

m—) s —)
o AT #*

S e
Su+Yag + S/Y Emdlsiyonu  Su + Hidrofilik S/Y/S Emiulsiyonu
Lipofilik dispersiyon dispersiyon ajani

ajani

Sekil 2.6. Cift emlsiyon (s/y/s) hazirlama yéntemi (Rao, J. P. ve Geckelera, K. E.,
2011)

Nanopartikiller, polimer ve kopolimerler ile farkh ¢ozucller ve stabilizorler
kullanilarak hazirlanir. Cizelge 2.4’de farkli polimerler ile hazirlanan emdulsiyon
tipleri gérulmektedir (Rao, J. P. ve Geckelera, K. E., 2011).

Cizelge 2.4. Cozucu ugurma yontemi ile hazirlanan polimerik nanopartikdl

formulasyonlari (Rao, J. P. ve Geckelera, K. E., 2011)

Polimer Organik Stabilizér  Emulsiyon  Partikdl Kaynak
¢ozlcd tipi boyutu
(hm)
POP Aseton Poloksamin  Y/S 200 (Vandorpe, J. ve
908 ark., 1996)
PLGA Dikolorametan/ PVA Y/S 60-200 (Song, C. X. ve
Aseton ark., 1997)
PLGA Diklorometan Span 40 SIYIS 200 (Lemoine, D.,
Preat, V., 1998)
PLA Diklorometan PVA S/IYIS 200 (Zambaux, M. F.
ve ark., 1998)
PEG-PLA Diklorometan Sodyum SIYIS 200 (Quellec, P. ve
kolat ark., 1999)
mPEO-PLA Diklorometan Sikroz SIYIS 268 (Zambaux, M. F.
ve ark., 1999)
PLGA Kloroform SDS SIYIS 76 (Musyanovych, A.

ve ark., 2008)
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Cozlucu buharlastirma yontemi ile polimerik nanopartikller kolay hazirlanmasina
ragmen, buharlagsma surecinde nano damlaciklarin birlesimi partikal boyutunu ve

morfolojisini etkileyebilir.

Emudlsifiye edici ajanin tipi ve miktari, nanopartikillerin morfolojisi, boyutu,
enkapsulasyon etkinligi, salim profili ve partikillerin ahmi gibi 6zelliklerinin
saptanmasinda blyuk rol oynar. Farmasaotik uygulamalar igin, emulsifiye edici ajan
terapotik uygulamalar i¢in kabul edilebilir olmalidir. Partiktllerin  boyutlari
homojenizasyon hizi, ¢6zlicu madde tipi ve miktari, organik ve sulu fazin
viskozitesi, sicaklik gibi parametrelerden etkilenmektedir (Pinto Reis, C. ve ark.,
2006).

Cozucu buharlagtirma yontemi kolay bir yontem olmasina ragmen, bir ¢ok
parametre partikil olusmasinda etkilidir. Bunlar; polimer bilesimi ve agirhgi,
enkapsule edilecek ilacin ¢6zinurliGgl, emulsiyonun sicakligi, karistirma hizi,

kullanilan ¢ozicunun 6ézellikleri ve kullanilan emdlsifiye edici ajanin 6zellikleridir.

2.3.1.2. Emulsifikasyon/C6zuci Difizyon Metodu

Cozucl buharlagtirma yonteminin modifiye bir yontemidir. Aseton ya da metanol
gibi su ile karigabilen bir ¢oézlcu ile diklorometan veya kloroform gibi su ile
karismayan organik cozuculer birlikte yad fazinm olugturur. Suda ¢6zlnen
cOzilculerin (aseton ya da metanol) hizla buharlagsmasi ile iki fazin arayizeyindeki
olusan turbulans ile iki faz arasinda daha kiguk partikidl olusumunu saglamaktadir.
Suda ¢bzlinen ¢dzlcunun konsantrasyonu arttikga, partikil boyutu azalmaktadir
(Soppimath, K. S. ve ark., 2001, Pinto Reis, C. ve ark., 2006, Ozturk, K. ve ark.,
2010).

Benzil alkol, propilen karbonat, etil asetat, izopropil asetat, metil asetat, metil etil
keton, benzil alkol, butil laktat ve izovalerik asit gibi ¢oéztculer kullaniimaktadir. Bu
yontem bir c¢cok c¢alismada PLGA nanopartiklllerinin  hazirlanmasinda
kullaniimaktadir (Dinarvand, R. ve ark., 2011).

Bu yontemin ylUksek enkapsulasyon etkinligi (genellikle > % 70), homojenizasyona
gerek duyulmamasi, yuksek oranlarda ve tekrar edilebilir Gretimi, 6lgek biyutme
kolayhgi, dar boyut dagilimi gibi avantajlari vardir (Pinto Reis, C. ve ark., 2006).
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2.3.1.3. Tuzla Coktirme/Emulsifikasyon Diflizyon Metodu

Sulu polimer ¢o6zeltisine tuz ekleme ile polimerin ¢ozeltiden ayrilip baska bir faz
olusmasini kapsayan bir yontemdir. Bu yontemin bir dezavantaji son urunde ilag

saliminda yan etki olusturabilecek yuksek oranda tuzun bulunmasidir.

Tuzla c¢oktirme yontemi emdulsifikasyon/¢cozict difizyon ydnteminin modifiye
halidir. Polimer ve ila¢ aseton gibi bir ¢6zicude ¢ozulur. Olusan bu ¢ozelti daha
sonra tuzla ¢oktirme ajani (magnezyum klorur, kalsiyum klortr ve magnezyum
asetat gibi elektrolitler ya da sukroz) ve polivinil pirolidon ya da hidroksietil seltiloz
gibi kolloidal stabilizor iceren sulu faz icinde emidilsifiye edilir. Olugan yag/su
emulsiyonu asetonun sulu faza diffuze olmasi i¢in yeterli hacimde su ya da sulu
cozelti ile seyreltilip nanokurelerin olusmasi saglanir (Pinto Reis, C. ve ark., 2006,
Rao, J. P. ve Geckelera, K. E., 2011). Cizelge 2.5'de tuzla ¢oktirme yontemi ile
hazirlanan nanopartikul formulasyonlari gorulmektedir (Rao, J. P. ve Geckelera, K.
E., 2011).

Cizelge 2.5. Tuzla ¢okturme yontemi ile hazirlanan polimerik nanopartikuller (Rao,
J. P. ve Geckelera, K. E., 2011)

Polimer Tuzla Coktirme Organik Partiktl Kaynak
Ajani Cozucu Boyutu
(nm)

PEO MagClz 6H-0 Aseton 28003 (De Jaeghere, F.
ve ark., 1999)

PLGA MgClz 6H-0 THF >200 (Konan, Y. N. ve
ark., 2002)

PLGA CaCl; Asetonitril 480 (Perugini, P. ve
ark., 2002)

PEO-PLGA MgClz 6H20 Aseton 190+70 (Zweers, M. L.
ve ark., 2006)

PMA NaCl Dil.HCI 100-250 (Fan, Y. F.ve
ark., 2006)

PLGA PVA Aseton/DCM 111.4+2.3 (Zhang, Z. ve
ark., 2006)

2.3.1.4. Nanocgoktirme

Polimerik nanopartikiller Gretmek icin nanocoktirme yontemi Fessi ve ark.
tarafindan gelistirilmigtir (Fessi,H. ve ark., 1989). Ayrica bu yonteme ¢ozlcu

yerdegistirme yontemi de denir (Dinarvand, R. ve ark., 2011).
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Yontemin temel prensibi, su ile karigsabilen vyari polar c¢o6ziuclinin vyer
degistirmesinden sonra polimerin ara yluzeylere birikmesine dayanir.
Nanocoktirme yontemi U¢ temel bilesimden olusur; polimer (sentetik, yarisentetik
veya dogal), polimer c¢o6zicusil, polimerin ¢d6zinmedigi bir ¢6zicu. Organik
cobzlculer (6rn; etanol, aseton, hekzan, Diklorometan) su ile karisabilir ve
kolaylikla buharlasabilen 6zellikte olanlar segilir. Bu ylzden aseton bu yontem igin
en ¢ok kullanilan polimer ¢ézucusudur. Bazen aseton ve az miktarda su, aseton ile
etanol ve metanol gibi ikili ¢ézucl karisimlari kullaniimaktadir. Diger taraftan,
¢c6zilcu olmayan faz, bir ya da daha fazla dogal ya da sentetik dispersiyon ajani
iceren bir ¢ozlcuden ya da bircok ¢oziici karisimindan olusur. Cizelge 2.6’da,
farkli polimer, c¢oOzicl, stabilizOr ajan kullanilarak nanog¢okturme yodntemi ile
hazirlanan nanopartikil érnekleri gorilmektedir (Rao, J. P. ve Geckelera, K. E.,
2011).

Cizelge 2.6. Nanocoktirme yontemi ile hazirlanan polimerik nanopartikil

formulasyonlari (Rao, J. P. ve Geckelera, K. E., 2011)

Polimer Cozicl Stabilizor ajan Partikil Kaynak
boyutu (nm)

PLGA Aseton PVA 95-560 (Yallapu, M. M. ve
ark., 2010)

PBCA Aseton Pluronik F 68 269+4 (Yordanov, G. G. ve
Dushkin, C. D., 2010)

PLA Aseton Poloksamer 188 250+50 (Seyler, 1. ve ark,
1999)

PCL Aseton Span 20 741-924 (Limayem, I. ve ark.,
2006)

PCL Aseton Polisorbat 80 266111 (zili, Z. ve ark., 2005)

PLGA Aseton - 165+5 (Nehilla, B. J. ve ark.,
2008)

Goruldaga gibi kullanilan polimerler teorik olarak genis bir yelpazeye sahip
olmasina ragmen uygulamada sayilari sinirflanmigtir. Kullanilan polimerler
biyoparcalanabilir 6zelliktedir. Genellikle poli ( € -kaprolakton) (PCL), PLA ve
PLGA kullanilir.

Polimerik nanopartikiller, karistirici altinda organik fazin sulu faza yavasga
eklenmesiyle Uretilir. Hatta sulu fazin organik faza eklenmesi bile polimerik

nanopartikullerin olusmasini saglamaktadir.
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Yoéntemin basarisini belirleyen ve nanopartiktllerin fizikokimyasal 6zelliklerini
etkileyen temel degiskenler; organik fazin sulu faza eklenmesi, organik fazin sulu
faza eklenme hizi, sulu fazin karistirma orani ve organik faz hacminin sulu faz
hacmine oranidir. Ayni sekilde polimerik nanopartikilin karakteristik 6zellikleri,
bilesenlerin konsantrasyonundan da etkilenir (Rao, J. P. ve Geckelera, K. E.,
2011).

Nanocoktirme basit, hizli ve tekrar edilebilir bir yontemdir. Nanokire ve
nanokapsul hazirlamada da yaygin olarak kullaniimaktadir (Pinto Reis, C. ve ark.,
2006).

2.3.1.5. Suiperkritik Sivi Teknolojisi

Cozelti buharlastirma, nanogoktlirme ve polimerizasyon gibi yontemlerde toksik
gOzucller ve dispersiyon ajanlari kullaniimaktadir. Bu ylzden dogaya daha az
zararli, mikron ve mikron alti partiktl boyutunda ilag¢ ytkleme yontemleri Gzerinde
calisilmistir. ilagc yukli nanopartikiillerde c¢oziicl artiklari kalirsa, toksik etki

olusturur ve belki de polimer matriksinde ilaglarin pargalanmasina yol acabilir.

Superkritik sivi teknolojisi partikul dretimi i¢in farkli ve etkili bir yontem olarak
dusunulmektedir. Nitekim, superkritik sivi teknolojisi kullanilarak partikillerin
olusumu, formulasyonu ve kontrolli salimin galisildigi 6érnekler mevcuttur (Pinto
Reis, C. ve ark., 2006, Mohanraj, V. J. ve Chen, Y., 2006).

Superkritik sivi teknolojisi cazip bir alternatif olmustur. Clnkl kullanilan ¢oézuculer
toksik 6zellikte olmayip, bu ydntemde partikillerin yiksek saflikta ve herhangi bir
organik ¢ozucu kalintisi olmadan Uretilmesine olanak vermektedir (Soppimath, K.
S. ve ark., 2001).

Superkritik sivi yontemi oldukga karmasik bir islemdir ve pahali ekipmanin

kullanimini gerektirmektedir.

Superkritik sivi teknolojisi kullanilarak hazirlanan nanopartikullerin gelistiriimesinde
en ¢ok kullanilan islemler; (Soppimath, K. S. ve ark., 2001, Byrappa, K. ve ark.,
2008, Rao, J. P. ve Geckelera, K. E., 2011)
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1. Kritik c¢ozeltinin hizlica genlesmesi (Rapid expansion of supercritical
solution) (RESS);

Cozelti olusturmak icin ¢ézinen madde suUperkritik sivida ¢ozinuUr, kapiller
nozzle karsisinda c¢ozeltinin hizlica buyuylp, genislemesi takip eder.
Yuksek derecede asiri doygunluk, hizlica basincin azalmasi ile birlikte,
superkritik sivilarin ¢ézicu gucu birden azalir ve solut ¢oker. Boylece iyi
dagiimig partikil olusumuna olanak vermektedir. Bu yontem yiksek
molekdl agirhgina sahip polimerler igin uygun degildir. Cunkl polimer

superkritik sivida ¢ozunmesi sinirhdir.

2. Superkritik anti-solvent (SAS)

Yuksek basingta, yeterli anti-solvent sivi faza girer ve solvent guclu azalrr,
¢bzinen madde aniden c¢oker. COkmeden sonra, istenilen son basinca
geldiginde, anti- solvent kanaldan akar. Boylece kalan solvent uzaklastirilir.
Solventin supekritik sivi igcinde ekstrakte edilmesi solutun aniden ¢okmesine

sonug olarak da nanopartikulin olugsmasina sebep olur.

2.3.1.6. Cozucl Ekstraksiyon Yontemi

Yag/su emilsiyon ¢6zicu buharlastirma yontemine benzer olup, emdilsifikasyonu
takiben sekillendirilmis partikuller, buyidk hacimdeki ¢6zicu olmayan ortama
dokulerek, kalan organik ¢ozicunin ortamdan buharlasmasi saglanir. Boylece
partikullerin hizh bir sekilde sertlesmesi saglanir (Rao, J. P. ve Geckelera, K. E.,
2011).

2.3.1.7. Puskirterek Kurutma Yontemi

Partikil kurutma surecinde o6rnek sivi halinde sicak kurutma ortaminda
puskurtilerek kuru partikiil formu verilir. Ornek, bir ¢ozelti, siispansiyon, emiilsiyon
veya hamur seklinde olabilir. Ortaya ¢ikan Urtn, ornek maddenin fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerine goére, kurutma yontemine bagli olarak toz, granul ya da

aglomere partikiller halinde dretilebilir. Puskurterek kurutma endustride siklikla
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kullanilir. Pusklrterek kurutma yontemi kontrolli salim saglayan urUnlerin
uretiminde kanitlanmis bir yontemdir. En 6nemli avantaji guvenilir olmasi, hizh

olmasi ve zor kosullarda kullanilabilir olmasidir (Guterres, S. S. ve ark., 2009).

2.3.2. Polimerizasyon Metodu

Nanopartikuller, monomerlerin polimerizasyonu ile de duretilir. Couvreur ve ark.
(Couvreur, P. ve ark., 1979) polimerizasyon yontemi ile metl ve etil
siyanoakrilatlari asidik sulu ortamda, dispersiyon ajani olarak polisorbat 20
kullanarak hazirlayip, ~200 nm c¢apinda nanopartikil elde etmiglerdir.
Siyanoakrilat monomerler, manyetik karistiricida ylzey aktif madde varliginda sulu
ortama eklenerek alkilsiyanoakrilatlarin oda sicakliginda polimerize olmasi

saglanir.

llag, monomerlere 6nceden eklenebilecegdi gibi, polimerizasyon reaksiyonu
sirasinda da polimerizasyon ortamina eklenerek c¢ozundurulir. Nanopartikil
suspansiyonu ultrasantrifilj ile ya da izotonik, dispersiyon ajaninin olmadigi

ortamda yeniden suspande edilerek saflastirilabilir.

Polimerizasyon sirasinda, dekstran-70, dekstran-40, dekstran-10, poloksamer-
188,-184,-237, polisorbat-20,-40,-80 vb gibi bircok stabilizor/dispersiyon ajani
kullaniimaktadir. Nanopartikullerin partikil boyutu ve molektl agirlhigi, kullanilan
stabilizérin/dispersiyon ajaninin tipine ve konsantrasyonuna baghdir (Soppimath,
K. S. ve ark., 2001).

2.4. Nanopartikuler Sistemlerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Polimerler ¢cok yonli 6zellige sahip ve son bir kag yil igcinde hayatimizi ginden
gline degistiren materyallerdir. Polimerler 6zellikle son vyillarda ilag
formulasyonlarinin gelistirimesinde, biyomedikal uygulamalar arasinda genis bir

kullanim alanina sahip olmustur (Pillai, O. ve Panchagnula, R., 2001).

Polimerler, ¢cok sayida ayni ya da farkl atom veya fonksiyonel grubun, kimyasal
baglarla az ya da ¢ok dizenli sekilde baglamasiyla olusan, uzun zincirli, yiksek

molekuler agirligina sahip molekullerdir.
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Hazirlanacak ilag tagiyici sistemin uygulama yolu, kullanilan ilacin yapisi, dozu ve
istenilen salim profilinin eldesi i¢in polimer se¢imi 6nemlidir. Formulasyonlarda
kullanilacak polimer segimi igin, fizikokimyasal Ozelliklerinin yani sira,
biyokimyasal karakterizasyonu ve guvenli oldugunu kanitlamak igin spesifik klinik
oncesi calismalari gerektirir. Hidrofiliklik, kayganlik, diuzglnlik ve ylzey enerjisi
gibi yuzey Ozellikleri ile gecirgenlik, dayanikhlik ve parcalanabilirlik gibi fiziksel
Ozellikleri doku ve kanda biyouyumlu olup olmadigini etkileyen 6zelliklerdir (Pillai,
O. ve Panchagnula, R., 2001).

2.4.1. Polimerlerin Siniflandiriimasi

Polimerler biyoparcalanabilen ve biyoparcalanamayan olarak iki sinifa ayrilir. ilag
tasiyici sistemlerin gelistirimesinde biyopargalanir sistemler dikkat cekmektedir.
Cunkd  biyoparcalanmayan sistemlerin viicuda girmesinden sonra vicuttan
uzaklastirmak igin bir baska isleme ihtiya¢ duyulur. Dogal ve sentetik polimerler,

polimerik nanopartikullerin yapiminda kullanilirlar.

ilac tasima sistemlerinde kullanilan polimerler; (Pillai, O. ve Panchagnula, R.,
2001)

1) Dogal polimerler
Biyoparcalanabilen polimerler; (sellloz, jelatin, pullulan, kitozan, aljinat)

Ayrica dogal polimerler, proteinler (albimin, jelatin) ve polisakkaritler

(aljinat,kitozan,dekstran) olmak Uzere ikiye ayrilirlar.
2) Sentetik polimerler
a)Biyoparcalanabilen polimerler;

Poliesterler; Polilaktik asit (PLA), Polilaktik ko-glikolik asit (PLGA), poli
(hidroksi batirat) , poly ( € -kaprolakton), poly (B-malik asit), poli (dioksanlar)

Polianhidritler; Poli(sebasik asit), poli(adipik asit), poli(tereftalik asit) ve ¢esitli

kopolimerler

Poliamidler; Poli(imino karbonatlar), poli (amino asit)
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Fosfor bazli polimerler; Polifosfatlar, polifosfonatlar, polifosfazenler

Digerleri;Poli(siyanoakrilatlar),politiretanlar,poliortoesterler,polihidropropanlar,

poliasetallar

Bu polimerler hem biyolojik olarak parcalanabilen hem de biyouyumlu polimerlerdir

ve vlucuda enjeksiyonlari ve implantlari kolay olur (Uhrich, K. E. ve ark., 1999).
b)Biyoparcalanamayan polimerler;

Sellloz turevleri; Karboksimetil seliiloz, etil seliloz, selliloz asetat, seliiloz

asetat propiyonat, hidroksipropil metil seltiloz
Silikonlar; Polidimetil siloksan, kolloidal silika

Akrilik Polimerler; Polimetakrilatlar, poli(metil metakrilat), poli hidro(etil-

metakrilat)
Digerleri; Polivinil pirolidon, etil vinil asetat, poloksamerler, poloksaminler

Sentetik polimerler, dnceden sentezlenen (Polianhidrit, Poli kaprolakton-PECL,
Poli laktik asit-PLA, metakrilik asit) ve hazirlama sirasinda sentezlenen (Poli

siyanoakrilat- PACA) polimerlerden olusur.

Biyodegradasyon enzimatik, kimyasal veya mikrobik kaynakl olabilir. Erozyon
fiziksel bir fenomendir ve ¢6zinme ve difuzyon surecine baglidir. Polimer
omurgasinin kimyasal yapisina bagli olarak erozyon, yuzey veya bulk erozyon ile
olusabilir. YUzey erozyonu, erozyon hizi polimerin hacim i¢ine su nufuz etme
oranini astigi zaman gercgeklesir. Bulk erozyonu, su molekullerinin matrikse daha
hizli bir oranda girdigi zaman gerceklesir (Uhrich, K. E. ve ark., 1999). ilac tasiyici
sistemlerden biyoparcalanir polimerlerde genellikle bulk erozyon goérulur
(Siepmann, J. ve Gopferich, A., 2001). Biyopargalanir polimerlerin degradasyon
mekanizmalari Sekil 2.7°de gorilmektedir (Dinarvand, R. ve ark., 2011).
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Sekil 2.7. Biyopargalanir polimerlerin pargcalanma mekanizmalari A) Bulk erozyon
B) Ylizey erozyonu (Dinarvand, R. ve ark., 2011)

2.4.2. Biyoparcalanabilir Olmayan Polimerler

Bu polimerler biyolojik ortamda pargalanamayan polimerlerdir. Bu nedenle bu
polimerlerin dezavantaji vicutta toksik etkiye yok acmalaridir. Biyolojik olarak
parcalanamayan polimerlere sellloz turevleri (karboksimetil sellloz, etil asetat,
seluloz asetat), silikonlar (polidimetil siloksan) ve akrilik turevleri (poli(hidroksi etil
metakrilat), poli(metoksi etil metakrilat), poli(metakrilik asit)) sayilabilir (Pillai, O. ve
Panchagnula, R., 2001) .

2.4.3. Biyoparcgalanir Polimerler

Biyoparcalanir polimerlerin geligtiriimesi ile son yillarda onemli gelismelere sahip

olan ilag tasiyici sistemlerin, terapotik ajanlarin aktivitelerinin uzatilmasi ve
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kontrollnu gerceklestirmektedir. Biyoparcgalanir polimerler, cesitli ilaclar,

makromolekdller, hiicre ve enzimleri tagimak igin sentezlenmigtir.

Ester, ortoester, anhidrit, karbonat, amid, Ure ve Uretan gibi degisken gruplarin
kendi omurgasina eklenmesi ile polimerlerin biyoparcalanabilirlik 0Ozellikleri
ayarlanabilir (Pillai, O. ve Panchagnula, R., 2001).

Biyoparcalanir polimerlerin kullaniimasi, ila¢ salindiktan sonra sistemin ortadan
kaldiriimasini saglayan basamagi c¢ikarir. Bu durum bazi uygulamalarda
diger sistemlere gore 6nemli avantajlar saglar. Biyopargalanir polimerler polimerik
yapinin hidrolitik ya da enzimatik yol ile ayrilmasi ile ¢ézunarler. Biyopargalanir
polimerlerin parcalanmasini etkileyen faktorler Cizelge 2.7'de verilmigstir (Pillai, O.
ve Panchagnula, R., 2001, Dinarvand, R. ve ark., 2011).

Cizelge 2.7. Polimerlerin biyopargalanabilirligini etkileyen faktorler (Pillai, O. ve
Panchagnula, R., 2001, Dinarvand, R. ve ark., 2011)

Polimerlerin biyoparcalanabilirligini etkileyen faktorler

Kimyasal yap!i ve bilesimi

Fizikokimyasal faktorler (iyon degisimi, pH, iyonik gtic)
Fiziksel faktorler (sekil, boyut)

Morfoloji (amorf yapi, yari kristal, kristal, mikroyap1)
Parcalanma mekanizmasi ( enzimatik, hidroliz, mikrobiyal)
Molekdl agirhgr dagilimi

Uretim kosullari ve sterilizasyon iglemi

Sertlesme ve saklama kosullari

Uygulama yolu ve hedef yeri

Poliester bazli polimerler ila¢ tasiyici sistemlerde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit) (PGA) ve kopolimerleri poli (laktik asit-ko-
glikolik asit) (PLGA) iyi tanimlanmis, ila¢ tasima uygulamalarinda kullanilan

biyomateryallerdir.
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2.4.4. Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

PLGA ilag tasiyici sistemler icin siklikla kullanilan FDA'den onayli, biyopargalanir

nanotasltyicilardan biridir.

Baglangigta, polia ( -hidroksi asit)'lerden 1960’larda sentetik, biyopargalanir
polimerik satirlar gelistirilmistir (Vert, M., 2005). Poliesterlerin  bu grubu
biyouyumlu olmasindan dolayi ilag taslyici sistemler arasinda en fazla arastirilan
biyoparcalanir polimerik tasiyicilar sinifinda yer almaktadir. Bu sinifta yer alan
polimerler laktik ve glikolik asitin homo- ve ko-polimer turevleridir. Poli laktik asit
(PLA), poli glikolik asit (PGA), ve bunlarin kopolimeri poli (laktik asit-ko-glikolik
asit)’'dir (PLGA). PLGA termoplastik alifatik ve hidrofobik poli (ester) turudir.
Adindan da anlasilacagi  gibi, PLGA D, L-laktik  ve  glikolik  asidin
kopolimerizasyonu ile hazirlanir. PLGA’in kimyasal vyapisi S$ekil 2.8de
gosterilmigtir (Huh, K. M. ve ark., 2003)

0 CHz O
1 ] P!
O—CH,—C— 0—CH—C
n L "
PGA PLA
{o CHz—CE|—EO—CH c%

PLGA
Sekil 2.8. PLGA yapisi (m ve n ile g0Osterilen yerler laktik ve glikolik asit sayisini

ifade etmektedir) (Huh, K. M. ve ark., 2003)

PLGA, polikondenzasyon reaksiyonu ile ya da diesterlerin halka acgiimasi ile
sentezlenir (Dinarvand, R. ve ark., 2011). Poli (a-hidroksi asitler), genellikle

kondenzasyon reaksiyonu ile sentezlenir. Siklik glikolik ve laktik asit diesterlerinin
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halka agilma polimerizasyonu, yluksek molekll agirlikh polimerler Gretmek icin

etkin bir yontemdir.

Polilaktik asit polimerinde asimetrik karbon bulunmasi, optikge aktif stereoregular
formun (L-polilaktik asit) ve optik olarak inaktif rasemik formun (D, L-polilaktik
asit) olusumuna yol agmaktadir. L-polilaktik asit polimer zincir yapisinin yuksek bir
duzenlilik gostermesinden dolay! dogada yar kristal yapidadir. Buna kargin, D,L-
polilaktik asidin polimer zincir yapisi duzensiz olmasindan dolayr amorf yapidadir.
Poliglikolik asit, metil yan gruplarindan yoksun olmasindan dolayi yuksek kristal
Ozellik gosterir. PLGA kopolimeri L-polilaktik asit ve poliglikolik asitten hazirlanir.

Polimerin kristallik derecesi ve erime noktasi molekul agirhiklari ile ilgilidir.

Mekanik dayaniklik, sisme davranigi, hidroliz kapasitesi ve biyopargalanma orani
PLGA polimerinin kristallik derecesinden etkilenmektedir. Kristallik derecesi ise
kopolimer zincirlerindeki monomerlerin bireysel oranlarina (laktik ve glikolik)
baghdir. Laktik asit, glikolik asite gére daha hidrofobiktir. Bu ylzden laktik asitce
zengin PLGA daha az hidrofilik 6zellikte olmakta, daha az su absorbe etmekte ve
bdylece daha vyavas degrade olmaktadir (Gopferich, A., 1997). PLGA
kopolimerinin camsi gegis sicakligi fizyolojik sicakhigin (37°C) tGzerindedir. PLGA'in
molekdl agirhdr ve laktid bilesimi azaldik¢ca, camsi gegis sicakhdi azalmaktadir
(Dinarvand, R. ve ark., 2011). PLGA’in Tg (°C) degeri 45-55, parcalanma orani 1-6
ay arasindadir (Huh, K. M. ve ark., 2003).

Polimerin in vitro ve in vivo parcalanma suireci bircok faktdére baghdir. Bunlar;
(Dinarvand, R. ve ark., 2011)

- Hazirlama yontemi

- Dusuk molekul agirhigina sahip bilesimleri icermesi (monomerler,
oligomerler, katalizorler)

- Boyut ve sekil

- Morfoloji

- Polimerin fiziksel 6zellikleri (molekul agirligi, kimyasal yapisi, hidrofobikligi,
kristallik derecesi ve camsi gegis sicakhgi)

- Fizikokimyasal 6zellikleri (ortamin pH’si, sicakligi ve iyonik gucu)

- Hidroliz mekanizmasi
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PLGA, laktik ve glikolik asit monomerik birimlerindeki ester baglarinin verimine
gore, spesifik olmayan hidrolitik ayriima ile parcalanir ve daha sonra da vicuttan
atilir. Bu yuzden PLGA biyopargalanir polimer olarak adlandirilir. Polimer vicutta
hidrolize ugrayarak laktik ve glikolik asit gibi metabolit monomerlere dénusur (Sekil
2.9) (Kumari, A. ve ark., 2010). Laktik asit trikarboksilik asit dongiistine girer ve
vicuttan karbondioksit ve su seklinde atilir. Glikolik asit ya bdbreklerden
degismeden atilir ya da trikarboksilik asit déngusine girerek karbondioksit ve su
seklinde vucuttan atilir (Houchin, M. L. ve Topp, E. M., 2008).

o H* O O
o _—
: \)k o
s © HO
X ¥ OH
PLGA Laktik Asit Glikolik Asit
Metabolik Yol

Sekil 2.9. PLGA nanopartikillerinin hidrolizi (Kumari, A. ve ark., 2010)

Genellikle parcalanma suresi, dustik molekll agirlikli, daha hidrofilik, daha amorf
polimerlerde ve daha yuksek glikolid oranina sahip kopolimerde daha kisa surede
gerceklesir (Dinarvand, R. ve ark., 2011). Bu kopolimerler amorf yapida ve

diklorometan ve etil asetat gibi organik solvanlarda kolaylikla ¢ézunebilirler.

PLGA parcalanma orani, enkapsule edilmis herhangi bir farmasotik ajanin salimini

kontrol eder. ila¢ polimerden hem difiizyon ile hem de erozyon ile salinir.

ila¢c tasimada PLGA polimeri kullanmanin en biiyiik avantaji, PLGA’in biyolojik
molekdillere kolaylikla pargalanmasi ve vicuttan normal metabolik yollar ile

uzaklastirilabilmesidir.
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PLGA ozelliklerinden biyoparcalanabilirik ve dusuk toksisite 6zellikleri, yara
kapama, dis onarimi, kirik tespiti, ligament rekonstruksiyonu, vaskuler greft,
trakeal replasmani, ventral herniorafi, sinir tamiri ve ila¢g tasima gibi bir ¢ok

medikal ve farmasaétik uygulamalar igin uygun olmasini saglamaktadir.

PLGA nanopartikiller genellikle emdlsifikasyon-difiizyon, emulsiyon-¢6zlcu
buharlastirma, ara yuzeylere birikme (interfacial deposition) ve nanogoktirme
yontemleri ile hazirlanirlar. Hazirlama yontemleri Sekil 2.10’da gorulmektedir
(Kumari, A. ve ark., 2010).

Polimer + organik ¢6zici Stabilizor iceren
(su ile kismen karisabilen) sulu faz
Emuilsiyon
Diflizyon Homojenizasyon
Cozucu
ugcurma Sonikasyon
Polimer + Stabilizor
PLGA — ) (.).rg"anik . |7/ icerensulu > PLGA
Polimeri cozucl (suile faz Nanopartikiil
karigmayan)
Nanocoktirme Organik
¢Ozucunun
damla damla ekleme ucmasi
Polimer + Aseton Stabilizor
(su ile karigabilen) iceren sulu faz

Sekil 2.10. PLGA nanopartikullerinin hazirlama yontemleri (Kumari, A. ve ark.,
2010)

Emudlsifikasyon difiizyon yonteminde PLGA polimeri organik c¢oziculerde (etil

asetat, diklorometan, aseton vb.) ¢ozunur ve stabilizor iceren sulu faza aktarilarak

homojenizator ile emulsiyon olusturulur.
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Cozlcu buharlastirma ydnteminde polimer, ucucu organik c¢ozucilerde (DCM,
aseton, etil asetat vb.) ¢ozunur ve surekli karigtirma altinda stabilizor/emulgator

iceren ya da icermeyen sulu faza eklenip, sonikasyon yapllir.

Ara yuzeylere birikme yontemi, hem nanokapsul hem de nanoklre olusumu igin
kullanilir. Nanopartikiller su ile karisabilen organik ¢ozici ile su fazinin ara

ylizeyinde olugur ve santriflj ile nanopartikuller ayrilhr.

PLGA nanopartikullerinin hazirlanmasinda siklikla kullanilan yontemlerden biri de
nanocoktirmedir. Polimer asetonda c¢6zinir ve manyetik karistiricida
stabilizér/emulgator iceren ya da icermeyen sulu faza damla damla eklenir ve

organik faz dusuk basing altinda ugurulur (Kumari, A. ve ark., 2010).
2.5. Nanopartikiiler ilag Taslyici Sistemlerin Karakterizasyonu

Nanopartikullerin karakterizasyonu, ila¢ uygulamalarindan ©once 6zelliklerinin

anlasiimasini sagladigindan ¢ok dnemlidir.

Nanopartikil boyutu sadece salim profilinin tespitinde ve parcalanmalarinda
Onemli bir parametre olmayip, ayni zamanda ilacin dokuya penetrasyonu ve
hicreye alimi acisindan da énemlidir. Polimerin molekul agirhdi polimerin partikdl
boyutunu, ylkleme etkinligini ve parcalanma oranini etkiler (Dinarvand, R. ve ark.,
2011).

llacin ve polimerin fiziksel durumu, in vitro ve in vivo ilag salim 6zelligini
etkileyeceginden tespit edilmelidir. Zeta potansiyel partikillerin stabilitesi ile

mukoadezyonu ve pH'nin bir iglevi olarak hicreler arasi gegisi etkileyebilir.

Nanopartikullerin karakterizasyonunda arastirilan parametrelere bagli olarak
bircok hassas teknik vardir. Bu teknikler Cizelge 2.8’de 6zetlenmigtir (Dinarvand,
R. ve ark., 2011).
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Cizelge 2.8. PLGA nanopartikullerinin karakterizasyon teknikleri (Dinarvand, R. ve
ark., 2011)

Partiktl boyutu, boyut Dinamik 1sik sagilmasi ya da foton korelasyon
dagihimi, morfoloji spektrofotometresi,
Taramali elektron mikroskobu (SEM)
Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)
Atomik kuvvet mikroskobu
X-1s1n1 fotoelektron spektrofotometresi (XPS)

Molekul agirligi Boyut diglama kromatografisi (Size Exclusion
Chromatography)

Yuzey yuku Zetasizer

Kristallik 6zeligi X-1sin1 kirinimi, diferansiyel taramali kalorimetre

Hidrofobiklik Su ile temas acisi dlgimu

Hidrofiliklik Hidrofobik etkilesim kromatografisi

ilag yiikleme etkinligi, ilac Boyut dislama kromatografisi (Size Exclusion

salimi Chromatography), yiksek performansli  sivi

kromatografisi (HPLC)

2.5.1. Partiktl boyutu

Nanopartikll boyutu belirlenmesinde en hizli ve en sik kullanilan yontemler foton
korelasyon spektroskopisi ve dinamik i1sik sagilmadir. Foton korelasyon
spektroskopisi ile partikil boyutu, Brown hareketi ve i1sik saciimasi 6zelliklerine
gore tayin edilir. Foton korelasyon spektroskopisi ile elde edilen sonuglar genellikle
taramali elektron mikroskobu veya gecirimli elektron mikroskobu tarafindan da
dogrulanir (Singh, R. ve Lillard, J. W., Jr., 2009).

Nanopartikullerin partikul boyutu Malvern cihazlari gibi cihazlar ile dlgulir. Malvern
cihazi 1s1k sagiimasina gore calisir. Isik sagilmasi, drnekteki partikillerin ortalama
caplarini ve polidispersitelerini olcmek icin kullanilir. Isik sacilmasi, o6rnek
cOzeltisinin icindeki partikillerin molekuler yapisi ve hareketleri ile ilgili bilgi verir.
Dinamik 1slk sacilmasinda yansiyan 1sik miktarinin  Glgulmesi  temeli
kullaniimaktadir. Paralel yonlendirilmis bir 1sin demeti, partikil iceren akimdan

gegirildiginde sapmalar, dagilmalar gozlenmektedir. Bu sapma ve dagilmalar,
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sapma agcisi ile partikil boyut dagilimi ve sekline bagli olmaktadir. Sistemde sk
siddetinde degisim olmayacak bigimde duzenekler bulunmaktadir. Bu tdr

aygitlarda duguk derisimleri de saptamak olanakhdir (Goldburg, W. 1., 1999).

Partiktl bayukligu ve buyudklik dagilimi nanopartikillerin karakterizasyonu igin en
onemli ozelliklerdendir. Partikul boyutu ilag yukleme, ilag salimi ve stabilitesini de

etkilemektedir.

2.5.2. Zeta Potansiyel

Zeta potansiyel mikroskobik malzemelerin ytzeylerindeki elektronik ytukin énemli

bir gostergesidir.

Nanopartikillerin zeta potansiyeli genellikle nanopartikil ylzeyindeki yuUkun
karakterizasyonu igin tayin edilir (Couvreur, P. ve ark.,, 2002). Kolloidal
suspansiyon veya emdlsiyonun stabilitesinin kontroli ve tahmininde de kullanilir.
Zeta potansiyel ayrica, yukli aktif bir maddenin nanopartikile enkapsile olup
olmamasi ya da vyuzeye adsorbe olup olmadiginin belirlenmesinde de
kullaniimaktadir. Zeta potansiyel, parcaciklarin elektriksel potansiyellerini yansitir
ve partikil bilesimi ve onlarin dagildigi ortam tarafindan etkilenir. Deiyonize su ile
suspande edilen partikillerin zeta potansiyeli, zetametre cihazinda, partikil yiku

izlenerek olgculmektedir.

Partikullerin etrafindaki ayrilabilir iyon bulutunun baslangici ile ortam arasindaki
elektrostatik yUk farkinin yarattigi voltaj farki zeta potansiyel olarak adlandirilir.
Yuzey yuku partikillerin agregasyonunu engelledigi icin, zeta potansiyelleri +30
mV uzerindeki nanopartikillerin, stispansiyon iginde stabil olduklari gosterilmistir
(Singh, R. ve Lillard, J. W., Jr., 2009).

2.5.3. Etkin Madde Yukleme Kapasitesi

Basarili bir nanotasiyici sistem yuksek ila¢ yukleme kapasitesine sahip olmalidir.
ilag yikleme iki yontem ile gerceklestirilebilir. ilag, nanopartikiil formiilasyonu
sirasinda eklenir ya da adsorpsiyon yonteminde oldugu gibi ila¢ nanopartikiller
olustuktan sonra eklenir. Bu yontem nanotasiyici ile konsantre ila¢c c¢ozeltisinin

inkibasyonu ile saglanir (Kumar, R., 2000).
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llac yikleme ve enkapsiilasyon etkinligi ilacin matriks materyali icindeki (kat
polimer ya da sivi dispersiyon ajani) ¢ozunuarlugune baghdir. Cozunurlugu de
matriks kompozisyonu, molekul agirhigi, ilag-polimer etkilesimi ve hem ilagta hem
de matrikste fonksiyonel gruplarin (6rn; ester ya da karboksil grubu) varligina
baghdir (Panyam, J. ve ark., 2004) . Bazi nanopartikil formulasyonlarinda ilag
yukleme ve etkilesime ¢ok az ya da hig etkisi olmayan PEG kullanilir (Peracchia,
M. T. ve ark., 1997). Ayrica makromolekdller, ilaclar ya da proteinler kendi
izoelektrik noktasi yakinlarinda yuklendiklerinde, nanopartiktl icine hapsedilmesi
ile yuksek yukleme etkinligi gostermistir (Calvo, P. ve ark., 1997). Kuguk
molekuller i¢in yapilan ¢alismalarda, ila¢ ve matriks materyali arasinda iyonik
etkilesimin ilag yukleme oranini etkin bir sekilde artirdigi gosterilmistir (Chen, Y. ve
ark., 2003).

Etkin madde yukleme kapasitesi ile nanopartikillere hapsedilen etkin madde
miktarini ifade eden enkapsulasyon etkinligi (encapsulation efficiency) asagidaki

formul kullanilarak hesaplanir :

% Enkapsulasyon etkinligi = [Nanopartikile yuklenen etkin madde miktari (mg) /

Nanopartiktl miktari (mg)] x 100
2.5.4. Etkin Madde Salimi

Bir nanopartikiler tasiyict sistem gelistirirken ilag salimi ve polimerin
biyoparcalanma derecesini dikkate almak gerekir. ilag salim orani; ilacin
¢6zunurligune, kullanilan polimerin 6zelliklerine, ilacin ylizeye adsorbe olmasina
ya da desorpsiyonuna, ilacin nanopartikil matrikse difizyonuna, nanopartikil
parcalanmasina ya da matriks erozyonuna, Vve  erozyon-diflizyon

kombinasyonlarina baghdir (Mohanraj, V. J. ve Chen, Y., 2006).

Nanokurelerde ila¢ tekdlze olarak dagilmig, ilag salimi difizyon ya da matriks
erozyonu ile gergeklesmektedir. EQer ilag diftizyonu matriks erozyonundan hizliysa
salim mekanizmasi difuzyon iglemi ile kontrol edilir. Hizli, ani baslangi¢ salim ya
da patlama (burst) 6zellikteki salim, nanopartikullere zayif baglanan ya da yuzeye
adsorbe olan ilactan gelen salim profilidir (Magenheim, B. ve ark., 1993). ilacin

yuklenme ydnteminin salim profili GUzerindeki etkisinin énemi aciktir. Eger ilag
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nanopartikile hapsolmus ise, patlama salimi dustik dizeyde etkili olacak ve

uzatiimig salim gosterecektir (Fresta, M. ve ark., 1995).

PLGA gibi biyoparcalanir polimerler ile hazirlanan nanopartikilerde ilag salimi
polimerin parcalanmasiyla gergeklesmektedir. Pargalanma hizi polimerin alkil
zincir uzunluguna goére degismektedir (Kang, F. ve Singh, J., 2001).

Egder nanopartikul polimer ile kaplanmig ise, polimerik membrandan ilacin salimi
difizyon ile gergeklesir. Membran kaplamalar, ilag saliminda bir bariyer gibi
davranir. Bu nedenle ilag ¢ozunurligu ve polimerik membrandan difiizyonu ilag
saliminda belirleyici faktorlerdir. Ayrica salim, ilag ve yardimci maddeler
arasindaki iyonik etkilesimlerden de etkilenir. Hapsedilen ilag yardimci maddelerle
etkilestiginde, suda daha az ¢6zlunen, yavas salim profili gosteren kompleks olugur
ve neredeyse hi¢ patlama salimi gergeklestirmez (Chen, Y., et al. , 1994). Oysa
yardimci maddelerin eklenmesi 6rn; kitozana etilen oksit- propilen oksit blok
kopolimeri (PEO-PPO) eklenmesi, PEO-PPO ile kitozan arasindaki yarigsmali
elektrostatik etkiden dolayl, ilag ile matriks materyali arasindaki etkiyi
azaltmaktadir. Bu ytizden de ilag salimi artmaktadir (Calvo, P. ve ark., 1997) .
Nanopartikillerden ila¢c salimini etkileyen faktorler Cizelge 2.9'da gdsterilmektedir

(Kas, H. S., 2002).

Cizelge 2.9. ilag salimini etkileyen faktorler (Kas, H. S., 2002)

ilag Polimer Nanopartikiil Coziinme ortami
Molekuler agirhigi Molekuler agirlig Hazirlama yontemi pH
Cozunlrlagi Kristal yapisi Partikdl boyutu Sicaklik

Partikl boyutu

Biyopargalanabilirligi

ilag miktari

Karistirma hizi

Nanopartikillerdeki
yerlesimi

Yuzey Ozellikleri

Emulgator varhgi

Polimerlerle
etkilesimi

Capraz baglayici
konsantrasyonu ve
¢apraz baglanma
siresi

Enzim varhgi
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Cesitli yontemler nanopartikullerden ilacin salimi ig¢in kullanilabilir; yan yana
difizyon hucreleri, diyaliz torbasi ile diflizyon, ters diyaliz torbasi ile diflizyon,
karigtirma bunu takiben ultrasantrifij / santrifij, ultrasantrifij. Genellikle salim
calismalari karistirma ve bunu takiben santriflij yontemi ile tayin edilir. Salim
ortaminda nanopartikullerin ayrilmasinda karsilagilan sorun karistirmanin zaman
alici olmasidir. Bu yuzden genellikle diyaliz yontemi tercih edilir. Fakat bu
yontemde endustriyel kullanimda zorluklar yaratmaktadir (Singh, R. ve Lillard, J.
W., Jr., 2009) .

2.6. Kanser

Gecmigteki en dnemli 6lum nedenleri arasinda yer alan bulagici hastaliklar, tiptaki
gelismeler ile kontrol altina alinmistir. Buna kargin, kansere yakalanma riski giin

gectikce onemli dlglide artmaktadir.

Kalp ve damar hastaliklari hala élimlerin ana nedeni olmasina ragmen, kanser
gunuimuzin blyuk bir sorunudur. Kanser, hlcrelerden olusan bir kitle (timor) gibi
gorunse de, aslinda bir hiacre hastaligidir (Knowles, M. A. ve Selby, P., 2005).
Kanser, hicrelerin kontrolstiz ve normal olmayan biyumeleri ile karakterize edilen
bir hastalik grubudur. Sekil 2.11’'de  kontrolstiiz hicre bdélinmesi sematize

edilmigtir (National Cancer Institute, U. S.).

MNormal hocre .
balinmesi

o . Hicre intihan ya da apoptoz

Hicre hasar
(onanm yok)

Kanserli hicre

balinmesi \\

N
6O O
9!’3 =

4 ve sonraki

mutas fon mutas Fon mutas on  mutasyon . S .
Kontrolsliz hiicre bilinmesi

Sekil 2.11. Kanser hcrelerinin kontrolstiz blytmesi (National Cancer Institute,
u.s.)
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Bu hucreler vucuttaki dokulari, metabolizmayi bozarlar ve vicudun herhangi bir
yerine kan ve lenf yolu ile yayiima egilimi gdsterirler. insanlar hiicrelerden olugur
ve normal hicreler kontrolli hizda buydr ve bélanurler. Kanser vicudun herhangi
bir yerindeki tek bir normal hicredeki genin degisimine yol acgar. Bu degisiklik
gerceklestikten sonra genin ifadesi degisir ve hicreler artik anormal sekilde
davranir. Kanser aslinda bu gibi pek c¢ok tar hatalarin birikiminden
kaynaklanmaktadir (http://www.who.int/, 2011).

Kanser dunya ¢apinda olumlerin basta gelen nedenlerinden biridir. 2008 yilinda
7.6 milyon kiginin olumune yol agmistir (tum o6lumlerin %13'U). Kanser viicudun
her hangi bir yerini etkileyebilen hastaliklarin buylk bir bélimdnu icine alan genel
bir terimdir. DUnyada sikilikla goérilen kanser tipleri; akciger kanseri 1.4 milyon,
mide kanseri 740000, kolorektal kanser 610000, meme kanseri 460000 6lime yol
acmistir. Tum kanserlerin %70’'inden daha fazlasi dusuk ve orta gelire sahip
ulkelerde gorulmektedir. Dlnya capinda kanserden kaynakli 6limlerin 2030
yihnda 11 milyonu asacagi dugunulmektedir (http://www.who.int/, 2011). Diunyada
en sik gorulen kanserler Cizelge 2.10'da gorulmektedir (http://globocan.iarc.fr,
2008);

Cizelge 2.10. Dinyada gorulen kanser gesitleri (http://globocan.iarc.fr, 2008)

Meme
Prostat
Akciger
Kolorektum
Serviks uteri
Mide
Karaciger

Korpus uteri
Ozefagus
Yumurtahk

Mesane

Non-Hodgkin
lenfoma

Lasemi

Bobrek

Goriilme cran/ M
Pankreas Glim orani W

0 10 20 30 40

100000 basina ASR oram
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Kanser, organizmadaki hucrelerin kontrolsiz c¢ogalmalariyla olusan tumorlerdir.
Tumor hucreleri normal kontrol mekanizmalarinin eksikligi ile normal hiicrelerden
ayrilir. Kanser hucrelerinde, hicrelerin ¢cogalmalarini sinirlayan mekanizmalar ve
apoptoz mekanizmasi bozulmustur. Bu Ozellikleri tasiyan timorler 3 sinifta
incelenir:

1. lyi huylu (benign) timérler herhangi bir dokuda olusabilir, bolgesel biiyiir

ve o olustugu bdlgede baski yaparak hasara yol acgar. Sinirlari  belli
olduklari icin metastaz yapma yetenekleri yoktur.

2. Genellikle epitel dokuda olusan in situ timorler morfolojik gorianim
bakimindan koti  huylu timdrlere  benzerler.  Genellikle  kuguk
boyutlardadir.

3. Kanser belirli bir kapasiteyi isgal eden ve altta yatan mezensimi yok eden
kéti huylu timorlerden gelismistir. Kotd  huylu  (malign) tamorler
cevrelerindeki dokulardan bir zar ile ayrilmadiklarindan, yani sinirlari belli
olmadidindan dolayi vicutta yayillma 6zelligi gosterirler (Knowles, M. A. ve
Selby, P., 2005).

Karsinogenez ¢ok asamali kanser gelisim surecidir. Sekil 2.12’'de karsiyogenesis
asamalar gorulmektedir (Knowles, M. A. ve Selby, P., 2005). KonakgI tepkisi ve
cevresel maruziyetten bu degisikligin orani etkilenebilir. Hayvanlarda yapilan
calismalar sonucunda, kanser Ureten bir ajan (kanserojen) uygulamasi ile bir
tumor Uretimine hemen yol agcmadigi gorllmustir. Kanser uzun sireli bir latent

doéneminden sonra ortaya cikar.

Degisikliklerin kalt=al birikimi

in =ity kﬂnser\ Tiimbr invazyonu Klinik timar
Epitelyum

_—AAADen
\\\\\\\\\\\‘%\&é

Olasi metastaz

0 » 20l

Sekil 2.12. Uzun sureli kalitsal degisimlerin birikimi ile normal hlcreden invaziv

tumore ilerleme gosteren timor gelisimi (Knowles, M. A. ve Selby, P., 2005).
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Kanser hucreleri genelde iki 6zellige sahiptir; 1. Kontrolsiz Greme ve 2. Bulundugu
yerden vucudun baska bir yerine sigramasi (metastaz). Kanser hicrelerinde hiicre
dongusunin kontroli kaybolmustur ve hucrelerin ¢ogalmasi normalden daha
hizhdir.

2.6.1. Kanser Tedavi Yontemleri

ideal kanser tedavisinin amaci tiim kanserli hiicreleri yok etmektir. Guniimiizde
son bir ka¢ yildir kullanilan bir ¢cok tedavi yontemi (cerrahi girisim, radyoterapi,
kemoterapi) ile biyolojik ajanlar, immunoterapi ve yeni spesifik kiigiik molekuller ile
tedaviyi iceren yeni tedavi yontemleri de kullaniimaktadir. Bir ¢cok vakada tedavi
tam olarak gerceklesememektedir. Clunkl timor hayati organlardan tim vicuda

yayilma eqilimi gostermektedir.

Solid tumorlerin genel olarak kullanilan tedavi yaklagimlarinda, cerrahi olarak
cikarilmasini takiben, radyoterapi ve/veya sistemik kemoterapi uygulanarak malign
hicrelerin oldurtlmesi gergeklestirilip, timdoriin metastazi ve yeniden buyUmesi
Onlenmis olur. Cerrahi yontem uygulandiginda, tiumor hdcrelerinin  kalintilari
kalabilir ve durum daha hizli bir metastatik sureci tetikleyerek, kalan kanser

hicrelerinin buyume hizini degistirip, istenmeyen bir yan etki yaratabilir.

Radyasyon terapisi tumor hucrelerini yok etmek icgin siklikla kullanilan bir
yontemdir. Fakat, radyasyon terapisinde yuksek doz uygulandigindan tamor
hucrelerinin yaninda normal hucreleri de oldirmektedir. Bazi tumor hicreleri de

radyasyona diren¢ kazanabilmektedir.

Kemoterapi kanser tedavisinde yaygin olarak kullaniimaya devam etmektedir.
Kemoterapi kanser hitcrelerini éldiren veya c¢ogalmalarini kontrol altinda tutan
kemoterapotik ajanlarin  kullaniimasi ile gerceklestirilien tedavi yontemidir.
Kemoterapide, ila¢ toksisitesinden dolayi buyuk bir risk olusturmanin yaninda,
ilaclarin hastanin bagisiklik sistemini de etkilediginden dolayi, kemoterapi
sirasinda hastanin bulasici hastaliklara kargi direnci de dusmektedir.
Kemoterapinin etkisiz kalmasi ve yan etkilerinin olusmasina, kemoterapik ajanlarin
toksisitesi, farmakokinetik Ozellikleri, formulasyonlari ve kanser hucrelerinin
antikanser ajanlara diren¢ kazanmasi gibi faktorler etkilemektedir (Feng, S. S.,
2004).

41



Antikorlar gibi biyolojik molekdller ve sitokinler gibi biyolojik yanit degistiriciler de
immunoterapide kullaniimaktadir. ilacin hedeflenmesinde kullanilan spesifik
isaretleyicilerin yaninda kanser hucrelerinde meydana gelen molekiler
degisimlerin bilinmesi gen terapisinin bir ¢gok ¢esitlerinde gelisim saglar (Feng, S.
S., 2004).

2.6.2. Kemoterapide Karsilasilan Problemler

Kemoterapinin etkinligi, kullanilan ilag, hastanin durumu, uygulanan dozaj formu
ve bu dozlama rejimi vb. gibi bir ¢cok faktére baglidir (Feng, S. ve Chien, S., 2003,
Brewer, E. ve ark., 2010).

Dozaj formu; Paklitaksel gibi anti kanser ilaglarinin bazilari cok hidrofobiktir. Klinik
uygulamalarda, anti kanser ilaglarin suda ¢ozunurltklerini arttirmak igin ¢ozunarlik
arttinci yardimci maddelerin kullaniimalari gerekmektedir. Fakat bu yardimci

maddeler ciddi yan etkilere yol acabilmektedir.

Farmakokinetik; Kemoterap6tik ajanin dozu, tedavinin  basarisinda énemli bir
belirleyicidir. Kanser hicrelerinin  uzun sdreler boyunca yuksek ilag
konsantrasyonuna maruz kalmasi gerekir. Genellikle ilaci en kiguk dozda uzun
doénem uygulamanin, yuksek dozda kisa sure ile uygulamaya kiyasla ¢ok daha iyi
etkiler ortaya cikardigina inaniimaktadir. Kan konsantrasyonundaki dnlenemeyen
dalgalanmalar terapotik etkinin  stabilitesini kot yonde  etkilemektedir.
Kemoterapinin son etkinliginin degerlendiriimesinde ana belirleyici, ilacin kanda
uygulandigi sure igerisinde gozlenen etkin ilag konsantrasyonunun AUC (egri
altinda kalan alan) degeridir. Anti kanser ilaglarin kontrolli salim kavrami bu

kapsamda degerlendiriimektedir.

Toksisite; Anti kanser ilaglari kanserli hicrelerin yaninda, saglikli htcreleride
etkiler. Genel olarak, kemoterapide kullanilan toksik ilaclar, hicre dénguleri
boyunca daha hizli bir gegise sahip olan kanser hucrelerinde saglikli hicrelere
gore daha etkilidirler. Fakat, kemik iligi ve bagirsak epitel hicreleri gibi hizli bir

hiicresel donguye sahip hicreler ciddi sekilde etkilenebilmektedirler.

ilac direnci; Kemoterapatik ajanlari uzun dénem uygulamalarda kanser hiicreleri

tarafindan ilag direnci gelisimine bagh basarisizliklar elde edilmektedir. Hicrelerin
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diren¢ kazanmasi, varolan hucre sayisi arasinda, tumor hudcrelerinin artisindan
kaynaklanmig olabilir. Dolayisiyla tumor hicrelerini sadece kemoterapi ile tedavi

etmek zordur.
2.6.3. Nanopartikul Teknolojisi ve Kemoterapi

Ozellikle kemoterapi ve gen tasinimi igin biyopargalanir polimerlerden olusan ilag
tasima sistemi olarak kullanilan nanopartikillerin arastirilmasi ve gelisimi son bir
ka¢ yilda yogun bir arastirma konusu olmustur (Feng, S. ve Chien, S., 2003).
FDA’den onayli gesitli polimerler, birgok antikanser ilacin vicutta kontrolli salimini
saglamak, adjuvanlarin toksik etkisini engellemek, istenilen farmakokinetik etkiyi
gostermek ve kanser hucreleri tarafindan alimini saglamak i¢in nanopartikil

formuUlasyonlari olusturmada kullaniimaktadir (Feng, S. ve Chien, S., 2003).

Kanser tedavisi i¢in bircok nanopartikiler sistem arastiriimaktadir (Haley, B. ve
Frenkel, E., 2008). Kanser tedavisi i¢in arastirmalarda kullanilan tasiyicilar;
dendrimerler,  lipozomlar, polimerik  nanopartikiller,  miseller,  protein
nanopartikiller, seramik  nanopartiktller, viral nanopartikiller, metalik
nanopartikiller ve karbon nanotuplerdir (Byrne, J. D. ve ark., 2008).
Nanoteknolojinin kanser ile ilgili 6rnekleri arasinda meme kanseri igin lipozomlar
gibi enjekte edilebilir ilag tasiyici nanovektorlerin  kullaniimasi, biyolojik
olarak hedeflenen nanoboyutlu manyetik rezonans gortntileme (MRG)  kontrast
ajanlarin noéroonkolojik mudahalelerin baglaminda intraoperatif gortuntilemede
kullaniimasi, DNA ve proteinlerin ytksek 6zgulligunu tespit edebilen nanopartikdil

bazli yontemlerin kullaniimasini sayilabilir (Ferrari, M., 2005).

Genel olarak nanopartiktllerin boyutlari kiicik boyutlarda tutularak kanser endotel
hicrelerine sizmasi amaglanir. Bu durum, tumor bolgelerinde nanopartikiil
konsantrasyonunu istenen dizeyde tutmayi saglar (Haley, B. ve Frenkel, E.,
2008).

Gunumuzde FDA onayll olan ve kanser tedavisinde kullanilan birka¢ tane ilag
tasiyici nanoteknolojik sistem vardir. Kanser tedavisinde ilk olarak lipozomal
antikanser ilag formulasyonlari onaylanmistir. Amerika'da ticari olarak iki tane
lipozomal formilasyon vardir. Bunlar; PEG ile modifiye edilmis lipozomal
doksorubisin  (Amerika’da Doxil®, Amerika disinda Caelyx®) ve lipozomal
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daunorubisindir (DaunoXome®). Avrupa’da Ugciincii olarak onaylanan lipozomal
formilasyon PEG’lenmemis lipozomal doksorubisindir  (Myocet®).  Bu
formulasyonlara ek olarak albumin bagli paklitaksel nanopartikulleri de ticari olarak
kullanilmaktadir. Abraxane® meme kanseri igin kullaniimak tzere FDA’den 2005
yilinda onay almig paklitaksel nanopartikul formulasyonudur (Haley, B. ve Frenkel,
E., 2008).

Biyopargalanir  polimerlerden olugsan nanopartikuller kanser tedavisinde

kullaniimak Uzere bir ¢oziim olmustur.

2.7. Paklitaksel

Paklitaksel, son 15 - 20 yilda kemoterapide belirgin sekilde avantajlarinin oldugu
Ulusal Kanser Enstitist (NCI) tarafindan onaylanmis, mikrotibul stabilize edici bir
ajandir (Singla, A. K. ve ark., 2002).

2.7.1. Tarihsel geligimi

Paklitaksel, ilk defa 1967 yillinda Pasifik bdlgesinde yetisen bir aga¢ olan Taxus
brevifolia'nin (Taxaceae) yaprak ve kabuklarindan ekstre edilmis olan
antiproliferatif bir ilagtir (Feng, S. ve Huang, G., 2001). Paklitaksel, guclu
antineoplastik aktivite gosteren dogal kemoterapdtik bir diterpenoid psddoalkoloittir
(Jennewein, S. ve Croteau, R., 2001, Jackson, J. K. ve ark., 2007). 1967 yilinda
Amerikan Ulusal Kanser Ensititisi (NCI) tarafindan dogal UrUnlerden sitotoksik
ajanlarin belirlenmesi ile ilgili yapilan galismalarda saptanmigtir. Daha sonralari
meme ve yumurtalik kanseri gibi bir gok kansere karsi antikanser ilaci olarak etki

gosterdigi bulunmustur (Feng, S. S., 2004).

Son zamanlarda kanser vakalari arasinda meme kanseri %26 oraninda bulunmus
olup, kansere bagli kadin olumlerinde ikinci sirayi almaktadir. Paklitakseldeki
antitiimoral 6zelliklerin kesfedilmesi, meme kanseri kemoterapisinde onemli bir
adim olmustur (Chakravarthi, S. S. ve Robinson, D. H., 2011). 2009 yilinda,
kadinlardaki kanser vakalarinda meme kanseri %27 olarak hesaplanmigtir
(Chakravarthi, S. S. ve ark., 2010).

44



Paklitakselin timor hicrelerinde antineoplastik aktivitesi belirgindir (Danhier, F. ve
ark., 2009). Hem FDA hem de EMA tarafindan, meme ve yumurtalik kanserine,
AIDS ile iligkili Kaposi sarkomaya, kuguk hucreli olmayan akciger kanserine karsi
kanser aktivitesi olan, onayli bir ilactir (Wang, C. ve ark., 2011). Ayrica,
paklitaksel, tek bir ajan olarak kullanilmanin yaninda, diger antineoplastik ajanlarla
kombine olarak da kullanilip, tiroid, mesane, bas ve boyun kanserlerine kargi da
basarili etkiler gostermigtir (Vicari, L. ve ark., 2008, Chakravarthi, S. S. ve ark.,
2010).

FDA tarafindan 1992 yilinda yumurtalik kanseri ve meme kanserine (Jennewein,
S. ve Croteau, R., 2001), 1994 yilinda ileri safha meme kanserine ve 1999 yilinda

erken safha meme kanserine karsi etki gésterdigi onaylanmistir.

Cizelge 2.11'de paklitakselin tarihsel gelisim asamalari 6zetlenmistir (Cragg, G.
M., 1998, Panchagnula, R., 1998, Singla, A. K. ve ark., 2002).

Cizelge 2.11. Paklitakselin tarihsel gelisim asamalari (Cragg, G. M., 1998,
Panchagnula, R., 1998, Singla, A. K. ve ark., 2002)

Tarih Gelisim Asamalari

1962-68 Dogal Urtiinden sitotoksik ajanlarin Ulusal Kanser Enstitisu (NCI)
tarafindan kesfi

1967 Antitimor aktivitesinin kegfi

1969 Paklitakselin saf olarak eldesi

1971 Yapinin aydinlanmasi

1979 Mekanizmasinin kesfi

1983 Faz 1 ¢alismalarinin baglamasi

1986 Asiri duyarlilik reaksiyonunun gozlenmesi

1988 Ulusal Kanser Enstitist’nun (NCI) premedikasyon rejimini 6nermesi

1989 Yumurtalik kanserine karsi etkisinin ispat edilmesi

1991 Meme kanserine karsi etkisinin onaylanmasi

1992 Kicuk hicreli olmayan akciger kanserine kargi kanser aktivitesinin
onaylanmasi

1992 FDA tarafindan yumurtalik kanserine karsi antikanser etkisinin
onaylanmasi

1994 FDA tarafindan meme kanserine karsi antikanser etkisinin
onaylanmasi

1994 Hindistan’da yumurtalik kanseri tedavisi igin kullaniminin onaylanmasi

1995 Hindistan’da meme kanseri tedavisi igin kullaniminin onaylanmasi

45



2.7.2. Yapisi ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Kimyasal formult 58,20-Epoksi-1,2a,4,73, 10B3,13a-hidroksitaks-11-en-9-one 4,10-
diasetat-2-benzoat-13-ester (2R, 3S)-N-benzoil-3-fenilizoserin), molekiler formalu
C47Hs51NO14 olan paklitaksel gicli  antineoplastik aktivite gosteren dogal

kemoterapo6tik bir ajandir (Panchagnula, R., 1998, Singla, A. K. ve ark., 2002).

Paklitakselin molekiler agirigi 853,9 g/mol’'dir, erime noktasi 216-217°C’dir.
Paklitaksel beyaz kristal toz seklindedir. Lipofilik 6zelliktedir, suda ¢ézinmez, polar
organik solvanlarda (metanol, etanol, asetonitril, kloroform, diklorometan)
kolaylikla ¢ozunur (Panchagnula, R., 1998, Singla, A. K. ve ark., 2002,
Pharmacopeia, U.S., 2007). Molekul yapisinda, benzen halkalari ve suda
cbziinememesine yol agan hidrofobik yapilar bulunur. Paklitakselin gesitli organik
coziculerdeki ¢ozunurlikleri Cizelge 2.12’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.12. Farkh ¢ozuculerde paklitakselin yaklagik ¢ozunurlik degerleri
(Adams, J. D. ve ark., 1993, Singla, A. K. ve ark., 2002)

Cozicu Cozunurluk, mg/ml
Diklorometan 219
Asetonitril <22
n-Heptan <1
Etanol ~39
izopropanol ~12
%75 Propilen glikol <14
%75 Polietilen glikol (PEG) 400 31
Soya yag| 0,3
Triasetin 75

Paklitakselin sudaki ¢ozunurlugu yok denecek kadar azdir. Paklitaksel az alkali su
ortaminda hizlica yikilir. Paklitakselin pKa degeri 11.99°dur
(http://www.drugbank.ca/drugs/DB01229).
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2.7.3. Farmakokinetik Ozellikleri

Paklitakselin farmakokinetik davranigi dogrusal olmayan bir dagihma sahip
oldugunu gdstermektedir. Plazma konsantrasyonu ve ilag maruziyeti, doz
artmasiyla orantisiz bir sekilde artmaktadir. Elde edilen plazma dtizeyleri, in vitro
etkileri induklemek i¢cin uygundur. Plazma proteinlerine yuksek oranda
baglanmasina ragmen, paklitaksel kolaylikla plazmadan uzaklastirilir. Paklitakselin
dagilim hacmi buyuktur, ¢inku vacudun her yerinde bulunan tubulin proteinlerini
baglama istegi coktur. Renal yolla atihmi 6nemsizdir, fakat hepatik hicrelerde
oksidatif metabolizma, safradan atilm ve doku baglayici sistemik atilimdan
sorumludur. Hayvanlarda paklitaksel testisler ve merkezi sinir sistemi gibi klasik
tumor bolgeleri diginda vicudun tim dokularina dagilir (Rowinsky, E. K., 1997) .
Cizelge 2.13'de paklitakselin farmakokinetik 6zellikleri 6zetlenmistir (Rowinsky, E.
K., 1997).

Cizelge 2.13. Paklitakselin farmakokinetik 6zellikleri (Rowinsky, E. K., 1997)

Ozellik Paklitaksel

Farmokokinetik davranig Dogrusal degil
Optimal linear model 2-3 kompartman
Eliminasyon yari dmru

2 kompartman ~7 saat

3 kompartman ~20 saat
Kararli durum dagilim hacmi genis, ~182 litre/m?
Plazma konsantrasyon piki ~ 5uM (175mg/m?, 3 saatden fazla)

~ 10uM (250mg/m?, 3 saatden fazla)
~ 0.5uM (175mg/m?, 3 saatden fazla)

Plazma proteinlerini baglama > %95

Sistemik temizlenme ~350ml/min/m2

Renal temizlenme < %5-10

Karacigerden temizlenme belirgindir, fecesden %70-80
llag etkilesimi P450 indukleyicisi ve inhibitorler

Paklitakselin plazmadan eliminasyonu bifazik olarak gerceklesir. Paklitaksel oral
yoldan absorbe olmamaktadir. Plazma proteinlerine baglanma orani %76 - %97

arasindadir. Genel kabul gérmiis dozu 200-250 mg/m®dir, 3 saat veya 24 saat
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inflzyon olarak verilir. Paklitaksel farmakokinetigi genis dediskenlik gosterir.
Terminal yari 6mri 1.3-8.6 saat araliginda ve kararli durum dagilim hacmi ~ 87.1
m™? olarak bulunmustur. ilagc sitokrom P450 aracili karaciger metabolizmasi ile
atilirken (Rowinsky, E. K. ve  Donehower, R. C., 1993), %10'dan daha azi da
degismeyen formda idrardan atilir. ilacin cogu diski ile atilir. %90’dan daha fazlasi
plazma proteinlerine hizlica baglanir. Paklitakselin farelerde 6 saat inflizyonu
sonrasinda en yuksek konsantrasyon akciger, karaciger, bobrek ve dalakta
bulunmustur (Singla, A. K. ve ark., 2002).

2.7.4. Hicre Bolinmesi ve Kontrol Mekanizmalari

Hucre dongusu bir bolinmenin tamamlanmasindan, bir sonraki bélunmeye kadar
gecen olaylar batunadir. Hucre dongusinde mitotik faz, donginin %90’ini
kapsayan interfaz evresini takiben gelen, mitoz evresini (¢ekirdek bolinmesi) ve
sitokinez evresini (stoplazma boliinmesi) kapsar ve M fazi olarak bilinir. interfaz
evresi hazirlik evresi olarak bilinir ve bu evrede hiticreler sitoplazmik organellerini
ve hucre proteinlerini ¢ogaltarak buyur ve bolunmeler ile kromozomlarindaki
DNA’nin replikasyonlarini gerceklestirirler. interfaz evresi G1 fazi (birinci ara), S
fazi (sentez) ve G2 fazindan (ikinci ara) olusur. G1 fazinda ribozomlar ve
organeller iki katina c¢ikar. Ardindan organellerin iki katina ¢ikma igleminin de
surdigu ve yeni DNA sentezinin gergeklestigi S fazi gelir. G2 fazi bir baska evre
replikasyon bitimi ile mitoz baslangicini ayiran evredir. Bu evrede hicre mitoza
hazirlanir. Mitoz evresi profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden olusur
(Arellano, M. ve Moreno, S., 1997, Tyson, J. ve Novak, B., 2001).

Hucreler mitoz bolinme sonucunda kendilerinin kopyasi olan iki yavru hucre
olustururlar. Bu hucrelerden birinde olusacak bir kusur, yavru hicreye ve bu
hicreden olusacak olan diger tUm yavru hudcrelere aktarilir. Dolayisiyla, kusurlu
olan hilcre sayisi surekli olarak artacaktir; bu da organizmada fonksiyon kaybina
neden olur. Bu nedenle, hiicre bolinmesi belirli bazi kurallar ve kontroller altinda
gerceklesir (Campbell Neil, R. J., 2006).

Hucre dongusu kontrolunun G1/S gegis (DNA sentezinden hemen once) ve G2/M
gegis (mitozdan hemen dnce) noktalarinin yakininda yapildidi bilinmektedir. Her iki

noktada da dongunun ilerlemesine veya durmasina karar verilir. Bu kararin

48



verilmesinin kontrold, iki sinif protein tarafindan yapilir; birincisi, protein kinazlardir.
Bu enzimler hedef proteinleri segerek fosforil yapisina dénustirirler. ikinci grup
proteinler ise siklinlerdir. Kinazlarin ve siklinlerin birbiriyle etkilesimi sonucu
hicrenin hlicre dongusune girisini dizenleyen bir kontrol molekalt dretilir (Bell, S.
ve Dutta, A., 2002, Klug, W. S. ve ark., 2002).

2.7.5. Etki Mekanizmasi

Mikrotubuller 6karyotik hicre stoplazmasinda bulunan, 25 nm ¢apinda, 25 -
200um uzunlugunda olan igleri bos silindirik sekilde cubuklardir. Mikrottbuller
tubulin adi verilen globuler proteinlerinden olusur. Her ttbtlin dimer yapida olup, a
ve [ dbu linlerden meydana gelir. Mikrotubdller htcreye bigim verip, onu
desteklemelerinin yani sira organellerin hareket etmesinde de rol alirlar. Ayrica
mikrotubuller hucre bolunmesi sirasinda kromozomlarin ayrilmasindan da
sorumludurlar (Campbell Neil, R. J., 2006).

Paklitakselin diger antikanser ajanlarina goére etki mekanizmasi farklihk goésterir.
Normalde hicre buyumesinde, hucreler bolinmeye basladiginda mikrotubuller
sekil alir. Hucre boélinmesi durdugunda ise mikrotubuller vyikilir. Paklitaksel
mikrottbullerin yikilmasini engelleyerek hiicre bélinmesini ge¢ mitotik evrede (G2)
engeller (Vicari, L. ve ark., 2008, Danhier, F. ve ark., 2009). Mikrotibullerin
ayrilmasina yol agan Vinca alkaloidler gibi diger tubulin baglayan ajanlarin aksine,
paklitaksel tubulin dimerlerinin polimerizasyonunu da saglar. Normalde mikrotubul
toplanmasi igin gerekli olan faktorlerin (guanin trifosfat, GTP gibi) eksikliginde bile
mikrotubuller olugturmak igin tubudlin dimerlerinin polimerizasyonuna yardimci olur
ve depolimerizasyonu 6nleyerek mikrotubulleri stabilize eder. Paklitaksel ttbilin
dimerlerinden c¢ok mikrotUbdlllere baglanir. Paklitaksel igin baglayici bdlge
mikrotUbullerdeki tibulinlerin 3 -alt birimlerinin N-terminal ucundaki 31 aminoasittir
(Rowinsky, E. K., 1997, Panchagnula, R., 1998). Paklitakselin etki mekanizmasi
Sekil 2.13'te sematize edilmistir (Panchagnula, R., 1998)

49



Polimerizasyon

Ar >
Aktive eder
Tubulin dimerleri [PAKLITAKSEL]  Mikrotiibuller
(a, B)
] Engeller
v

Depolimerizasyon

Sekil 2.13. Paklitakselin etki mekanizmasi (Panchagnula, R., 1998)

Sekil 2.14’de taksan molekulinin yapisi gértulmektedir (Singla, A. K. ve ark.,
2002).

Sekil 2.14. Taksan cekirdegi (Singla, A. K. ve ark., 2002)

2.7.6. Klinik Uygulamalarda Karsilagilan Sinirlamalari ve Endikasyonlari

Paklitakselin klinik uygulamalar icin iki tane sinirlamasi vardir (Singla, A. K. ve
ark., 2002);

Uretimi; Elde edildigi kaynak sinirlama getirmigtir. Cinki 100 yildan fazla yasta
olan doért agag, bir hasta tedauvisi icin gerekli olan 2 gram paklitaksel tretmek igin
kullaniimaktadir (Feng, S. S., 2004). Paklitakselin Uretiminin gergeklesmesine
ragmen, buyuk Olcekli sentez pratik olarak gerceklesememektedir. Sentez
asamasi bir cok basamagi icerir. Dolayisiyla maaliyeti ¢cok yuksek olmaktadir.

Paklitakselin porsuk agacinin (Taxus bacatta) dikenleri ve dallarindan ekstrakte
edilen yar sentetik formu daha uygundur (Rowinsky, E. K., 1997, Panchagnula,
R., 1998). Yari sentetik form olan Doksataksel (Taxotere®, Aventis Pharma)
Avrupa’daki porsuk agacindan elde edilmis olan antikanser ajanidir. FDA,
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paklitakselin yari sentetik formu, 1995 yilinda onaylanmistir. Paklitaksele goére
sudaki ¢ozunurligu daha fazladir. Paklitaksel ve doksataksel C-13 pozisyonunda
bir ester bagli kompleks iceren bir taksan halkasindan olugsur. Sekil 2.15de
paklitakselin ve doksatakselin kimyasal yapilari sematize edilmistir (Rowinsky, E.
K., 1997).

Sekil 2.15. Taksanlarin yapisi (A) Paklitaksel (B) Doksataksel (Rowinsky, E. K.,
1997)

Cozunarluk; Paklitakselin  diger bir sinirlamasi ise klinik uygulamalardaki
zorlugudur. Paklitaksel ile yapilan kemoterapi tedavilerinde, tumorin paklitaksele
diren¢ kazanmasi ve paklitakselin suda dusuk ¢ézinurlige sahip olmasi tedavide
zorluklara yol agmaktadir (Chakravarthi, S. S. ve Robinson, D. H., 2011).
Paklitakselin suda ¢ozunarlugud 0.5mg/L’den daha azdir (Huang, H. H. ve ark.,
2009).

Paklitakselin  klinik uygulamalarda kullanilan tek dozu Cremopher EL
(polietoksillenmis hintyadi) ve absoli alkolden olugsan adjuvandir. Fakat
Cremopher EL asin duyarhlik reaksiyonu, nefrotoksisite, noérotoksisite ve

kardiotoksisite gibi bir cok yan etkilere yol agmaktadir.
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Paklitaksel, ticari agidan en basarili antikanser ajanlarindan biri oldugundan beri,
1999 yilinda dinya ¢apinda 1.5 milyar Amerikan Dolar satigi yapilmistir (Feng, S.
S., 2004).

Cremophor EL'nin toksik etkisini Onlemek icin, paklitakselin daha iyi bir
formUlasyonunun gelistiriimesi icin bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Diger antikanser
ilaglarin formulasyonlari igin de benzer problemler gézlenmektedir. Varolan ya da
yeni gelistirilen antikanser ilaclari icin etkili tasiyicilarin geligtiriimesi onemli bir

bulus olacaktir.

Ayrica paklitaksel dusuk terapotik indekse sahip olup, toksik yan etkilere de yol
acmaktadir. En dnemli yan etkileri arasinda kemik iligi baskilanmasi, kan hicresi
dretiminin azaltiimasi, geri donlisumllu sa¢ dokulmesi, sindirim problemleri, sinir
hasari yer alir. Ancak, mukemmel terapotik etkinligi, yol actigi yan etkilere gore

daha agir basar.

2.7.7. Piyasa Preparatlari

Taksanlar, urolojik malignantlar da dahil olmak tzere birgok timorin tedavisinde
yaygin ve aktif olarak kullaniimaktadir. Paklitaksel klinik uygulamalar icin ticari

olarak bulunan taksandir.

Paklitaksel Taxol ticari isminde, Bristol-Myers Squibb ilag¢ sirketi tarafindan, jenerik
olarak ise Anzatax (Orna) ticari ismi altinda Uretilmektedir (Ommaty, R., 2006,
Miele, E. ve ark., 2009).

Paklitakselin sudaki disuk ¢ézinurligu, formulasyon gelistirmede zorluklara yol
acar. Sudaki c¢ozunurlik problemini asmak igin lipid bazh c¢ozlculer
kullaniimaktadir (Miele, E. ve ark., 2009). Paklitakselin intraventz yolla uygulanan
ilk konvansiyonel ticari trint, Cremophor EL (poli etoksillenmis hint yagi) : absolu
alkol (1:1) karisimindan olusan tasiyici igerisinde formule edilmektedir. Cremophor
EL, iyonik olmayan amfifilik bir dispersiyon ajanidir. Cremophor'un olusturdugu
polimerik misel yapisi, olduk¢a hidrofobik bir cekirdege sahiptir. Paklitaksel
enkapsule ederek, sistemik dolasimda tasinmasinda rol alir. Bu nedenle, sistemik
ilac konsantrasyonu artar ve klerensi azalir. Genel kan dolagsiminda ise,

eritrositlerde ila¢g akimulasyonunun artti§i ve serbest ila¢ fraksiyonunun azaldigi
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g6zlenmistir.  Absoli alkol ise formulasyonda yardimci ¢odzlcu olarak
kullaniimaktadir (Sparreboom, A. ve ark., 2005). Paklitaksel icinde Cremophor
miktari nispeten yuksek ve siddetli toksik etkiye yol agmaktadir. Bu etki bazen de
anafilaktik asiri duyarlilik reaksiyonlari, hiperlipidemi, norotoksisite, dlimcul asiri
duyarh reaksiyonlara donusmektedir (Weiss, R. B. ve ark., 1990, Jin, C. ve ark.,
2009).

Builaclara bagh toksik etkileri azaltmak igin, paklitaksel nanopartikil
formuUlasyonlari geligtiriimigtir. Abraxane, Cremophor icermeyen, albimin bagli,
130 nm boyutunda paklitaksel etkin maddesi iceren nanopartikil formilasyonudur.
Taxol formulasyonunda ve onun jenerik esdegerindeki formilasyonda bulunan
Cremophor’un yol actigi toksik ve allerjik etkileri yok etmek amaci ile gelistirilmistir
(Sparreboom, A. ve ark., 2005). Abraxane, 2005 yilinda, FDA onay! almistir.
2.16'da paklitakselin piyasa preperati olan Abraxane formulasyonunun yapisi

gorulmektedir.

Albilimin

N\ ,.

130 nm

Paklitaksel

Sekil 2.16. Abraxane formulasyonunun yapisi
(http://www.fda.gov/ohrms/dockets/AC/06/slides/2006-4235S2-01-01-

AbraxisBioscienc.ppt)

Abraxane, sari-beyaz renkte, steril, liyofilize toz haldedir. intravendz infiizyonu
oncesinde, 20 ml %0.9 sodyum Klordr ile sulandirilir. Her bir flakon, 100 mg
paklitaksel ve yaklagsik 900 mg insan albtmini icerir. Sulandiriimig siispansiyonun
her ml'si 5 mg paklitaksel icerir. Abraxane herhangi bir ¢6ziici maddesi icermez
(Miele, E. ve ark., 2009).
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Albuminin onkoloji alaninda ilag taginmasinda araci olmasi, sahip oldugu
Ozelliklerden dolayidir. Albumin, hidrofobik molekullerin (vitaminler, hormonlar ve
diger suda ¢ézunmeyen plazma maddeleri) tasiyicisidir ve bu molekullere kovalan
olmayan sekilde tersinir olarak baglanir. Ayrica, albumin proteinlere baglanip,
hiicre yizeyinde bulunan 60kDa glikoprotein (gp 60) reseptérint (albondin)
taniyarak, endotelyal transitoz yardimci olur. Osteonektinin (sisteince zengin
protein asit salgisi), gp60 ile benzer sekans homolojisiden dolayl albumine
baglanabildigi gosterilmistir. Osteonektinler meme, akciger ve prostat bolgelerinde
siklikla bulundugu igin, albimin bagh ilaglar bu bélgelerde meydana gelen timor
bdlgelerinde birikmektedir (Miele, E. ve ark., 2009).

Albumin bagh paklitaksel formulasyonu, metastatik meme kanseri tedavisinde
kullaniimak tzere gelistirilmistir (Villano, J. L. ve ark., 2006, Nie, S. ve ark., 2007).
Abraxane albumin partikullerine baglanir ve bu yapi suda ¢dézlinmesini saglar. Bu
formulasyon sayesinde biyuk dozlarda paklitaksel alimi saglanir fakat bu durum
toksik riski artirmaktadir (Villano, J. L. ve ark., 2006). Abraxane, Cremophor’un yol
actigr yan etkileri azaltmasina ragmen, klinik calismalarda faz Il suresince,
hastada noétropeni ve duyarli néropeniye yol actigi tesbit edilmistir. Herhangi bir
dispersiyon ajani ya da co6zicu icermeyen Abraxane formuilasyonunun bir¢ok
avantaji vardir: ilacin plazmada kalmasini uzun sireli ve surekli olarak saglar,
dolayisi ile infuzyon suresini kisaltir ve standart Taxol formulasyonunda g6zlenen

akut toksisite reaksiyonlari gézlenmez (Brusa, P. ve ark., 1997).

Paklitakselin sistemik ve lokal yolla taginmasi igin, olusturdugu yan etkilerden
dolay! alternatif paklitaksel tagima sistemleri emdulsiyon, miseller, lipozomlar,
siklodekstrinler, implantlar, o6nilag gibi arastirimaktadir. Tarr ve Yalkowsky’'nin
yaptiklari ¢alismada, paklitaksel yUkli yad/su emdilsiyon formulasyonu
gelistiriimistir (Tarr, B.D. ve Yalkowsky, S.H., 1987). i¢ fazda triasetin kullanarak
paklitakselin ¢ozunurligunun saglandigini gosterilmigtir. Wheelar ve ark., Kaufman
ve ark. da paklitaksel yukli y/s emdulsiyon formulasyonlari geligtirmiglerdir
(Wheelar, J.J. ve ark., 1994, Kaufman, R.J. ve ark., 1997). Miwa ve ark. (Miwa, A.
ve ark., 1998) tarafindan paklitaksel yUkli misel formilasyonu gelistirilmistir.
Geligtirdikleri formulasyonda partikil boyutu 100nm’den daha kuglk elde
edilmisdir. Kiguk partikil boyutundan dolayi tumor hicrelerine pasif hedefleme
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amaclanmistir. Ramaswamy ve ark. (Ramaswamy, M. ve ark., 1997) amfifilik
diblok kopolimer kullanarak paklitaksel yiklia polimerik misel formilasyonu
gelistirmiglerdir. Sampedro ve ark. (Sampedro, F. ve ark., 1993) tarafindan farkli
fosfolipidlerin ~ kombinasyonunu  kullanilarak  paklitaksel  yukli  lipozom
formulasyonlari geligtiriimistir.  Geligtirilen formulasyonlarin L1210 hucreleri
Uzerindeki sitotoksik etkisi incelenmis ve ilag c¢oOzeltisine gore, lipozom
formulasyonlarinin daha toksik oldugu sonucuna variimigtir. Bayindir ve Yuksel,
paklitaksel yukli niozom formulasyonlari gelistirmiglerdir (Bayindir, Z. S. ve
Yuksel, N., 2009). Niozomlar film hidrasyon metodu ile farkh surfaktanlar
kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan formilasyonlarin boyutlari 229.3-588.2 nm
arasinda bulunmustur. Gursoy ve ark., paklitaksel yukli kendiliginden emulsifiye
olabilen ilag tasiyici sistem gelistirmiglerdir (Glrsoy ve ark., 2003). ilag yiikleme
orani, i.v. formulasyona gore bes kat daha fazla olarak bulunmustur. Hicre kultart
calismalarinda formuilasyonda kullanilan yardimci maddelerin  toksik etkisi
incelenmigtir. Yardimci maddelerin sitotoksisiteyi nemli 6lgude azaltigi ve stabil

mikroemulsiyon olusmasini sagladigi gosterilmigtir.
2.8. Hiicre Kiilturu Caligsmalar

2.8.1. Tanimi ve Tarihgesi

Hucre kdltart, canli dokulardan alinan hicrelerin in vitro kosullarda yasama ve
uremelerini saglamaktir. Hucreler gesitli tuzlar, tampon maddeleri, aminoasitler,
vitaminler, dana veya at serumu igeren besleyici sivilarda stuspande edilerek steril
tlp veya siselere koyulur. Bu hiicre siispansiyonu 36°C’de bekletildiginde hicreler
kabin geperine yapisarak urerler. Ureme sonucunda olusan yapiya hicre kiltrl

denir.

Hucre kulttrunde belirli bir hicre hattindan ¢ogaltilan hicrelerde ¢esitli caligmalar
yapilarak canli ortaminda (in vivo) yapilamayan denemeler yapilabilir ve buradan

yola c¢ikilarak sonuglara ulagilabilir.

Yeni ylzyilda kanser arastirmalarinin hiz kazanmasi ile 6zellikle kanser ilaglarinin
geligtirimesinde, etkilerinin saptanmasinda hlcre kulturleri 6zellikle blyik dnem

kazanmigtir (Lacroix, M., 2008). Ornegin; kanser gibi cesitli patolojik durumlarda
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belli bir maddenin etkilerini ya da bir hiicre veya dokuda uretilen belli bir maddenin

islevlerini belirlemek amaciyla hicre kaltir galigmalari yapilabilmektedir.

ilk defa 1951 yilinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Baltimore’da servikal
kanser nedeniyle takip edilen Afrika kokenli Amerikali bir hastanin kanser
dokularinin laboratuvarda kualtart basarilabilmistir. Henrietta Lack adindaki hasta
kanserin yayllmasi sonucu 6lmus ancak olumsuz hdcrelerinin kaltird adina atfen
HelLa adi ile dunya genelindeki laboratuvarlara talep nedeniyle dagitiimistir
(Lucey, B. P. ve ark., 2009). Kanser hucrelerinin 6limsuz olmasi ve ¢ok kolay
uretilebilmeleri galismalarda hucre kultird  gerektiren arastirmalara hiz
kazandirmistir. Cizelge 2.14’de hiicre kultirinun gelisim asamalari gorulmektedir
(Alberts, B. ve ark., 2002).

Cizelge 2.14. Hucre kalturunun gelisim asamalari (Alberts, B. ve ark., 2002)

1885 Roux bir tavuk embriyosu néral plaginin bir kismini ayirmig ve ik bir tuzlu su
¢ozeltisinde dokuyu birkag gun yasatarak doku kultiruntn temellerini de atmistir.

1907 Harrison, lenf pihtisinda, amfibi omuriligi yetistirmistir. Boylece aksonlarin tek bir
sinir hdcresinin uzantisi olarak Uretilebildigini gdstermisdir.

1910 Rous sonradan RNA virlisi (Raus sarkoma virlsl) igerdigi anlagilan tavuk timér
hdcresinin filtre edilmis 6zutlyle timaori tetiklemistir.

1913 Carrel hiicreleri aseptik sartlar altinda dizenli olarak besleyerek, uzun periyodlarda
kiltdr ortaminda buyulyebildiklerini gdstermistir.

1948 Earle ve arkadaslari, L hicre hattindan saflastirdiklari hicrelerin  kultire
alindiklarinda, koloniler olusturduklarini géstermiglerdir.

1952 Gey ve arkadaglari, ginumuzde oldukga bilinen Hela hucre hattini, bir insan
servikal  karsinomasindan  tireyen  hucrelerin  slrekli  serisi  seklinde
g6zlemlemiglerdir.

1954 Levi-Montalcini ve arkadaglari, sinir biyime faktérinin (NGF), doku kiltiriinde
aksonlarin buyumesini uyardigini gdstermigslerdir.

1955 Eagle, hicre Kkaltdrlerinin  ihtiyagc duydugu temel besin gereksinimlerinin ilk
sistematik arastirmasini yapmis ve hayvan hicrelerinin serum proteinlerinin kic¢ik
bir kismi ile desteklenmis kiglk moleklllerin  karisiminda c¢ogalabildigini
gbstermisdir.

1956 Puck ve arkadaslari, HeLa hucrelerinin kiltirinde bldyime sartlarini degistirip,
mutantlari segmistir.

1958 Temin ve Rubin, kiltirde Rous Sarkoma Virlisi'nU saflastirarak, civciv hicrelerinin
enfeksiyonu icin kantitatif deney gelistirmisdir.

1961 Hayflick ve Moorhead, hicre kultirinde insan fibroblastlarinin sinirh sayida
boliinmeler sonrasinda éldiklerini gostermistir.

1964 Littlefield, somatik hibrit htcrelerinin segici buyumeleri icin HAT (hipoksantin-
aminopterin-timidin) ortamini tanimlamistir.
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Kato ve Takeuchi, doku kdltiriinde tek bir havu¢ kok hiicresinden tam bir havug
bitkisi elde etmistir.

1965 Ham, bazi memeli hiicrelerinin klonal blyimeyi desteklemek igin serum icermeyen
ortami tanimlamistir.

Harris ve Watkins, memeli hicrelerinde, insan ve fare hicrelerinin viris kaynakli
flzyon ile heterokaryonlari ilk defa Gretmiglerdir.

1968 Augusti-Tocco ve Sato, doku kiltirl icin fare sinir hiicre timorinu (néroblastoma)
doku kaltariine uyumlamis ve elektriksel olarak uyarilabilen ve sinirsel sireclerini
uzatabilen klonlar izole etmistir. Bu slre icinde iskelet kasi ve karaciger hiicre
hattini iceren farklilasmis cesitli hiicre hatlari da izole edilmistir.

1975 Kohler ve Milstein, ilk monoklonal antikor salgilayan hibridoma hicre hatlari
Uretmigtir.

1976 Sato ve arkadaslari, hormonlarin farkl karigimlarini gerektiren hicre hatlarini ve
serum igcermeyen ortamda blylme faktorlerine bagl bluyimeyi gosteren ilk makale
serisini yayinlamislardir.

1977 Wigler ve Axel ve onlarin arkadaglari, Graham ve van der Eb tarafindan geligtirilen
metodu adapte ederek, kiltir hicrelerinde tek bir kopya memeli genini
tanimlamistir.

1986 Martin ve Evans ile arkadaslari, fareden pluripotent embriyonik kdk htcrelerini
saflastirarak kiltirini yapmislardir.

1998 Thomson ve Gearhart ile yardimcilari ise, insan embriyonik kok hucrelerini izole
etmeyi basarmislardir.

Cok cesitli kaynaklardan saglanan ve dokulardan elde edilen hiicre kiltarleri Gg¢

bolimde incelenir:

1) Primer (birincil) hiicre kulturleri

2) Sekonder veya diploid hicre kalttrleri
3) Surekli veya heteroploid hicre kalttrleri

Primer hicre kilttrd: Dokulardan tripsin ile ayristirilarak elde edilen hicrelerin in-
vitro Uretilmeleri ile elde edilen kiiltirlere denir. in-vitro kosullarda pasajlari kisitl
olup, bir kac pasajdan sonra uireyebilme yeteneklerini kaybederler. Ornegin: insan
embriyonu bdbregi (HEK), insan amniyonu (HAM), Rezlis maymun bdbregi
(RhMK), yesil maymun bobredi (GMK), tavsan bdbregi (RK).

Sekonder hicre kudltiri: Normal kromozom sayisina sahip diploid hicrelerden

elde edilirler. En fazla 50 kez pasajlari yapilabilir. Ornegin:WI-38, MRC-5 vb.

Surekli hiicre kilturd: Teorik olarak sonsuz pasajlari yapilabilir. Genellikle habis

tumorlerden elde edilirler. Laboratuvar kosullarinda degisime ugrarlar ve
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kromozom sayilari sabit degildir. Ornegin: insan larenks epidermoit karsinomu
(Hep-2), insan nazofarenks karsinomu (KB), insan serviks karsinomu (HelLa), yesil

maymun bdbregi (Vero).
2.8.2. Uygulama Alanlan
Hucre kaltaranan bir gok uygulama alani vardir :

- Hicrelerin normal fizyoloji ve biyokimyasini aragtirmak igin kullanilir. Orn;
hiicre metabolizmalarinin galigsilmasinda kullanilir.

- Spesifik hiicre tiplerinde (normal ya da kanser hlcresi gibi) ¢esitli kimyasal
bilesiklerin ya da ilaglarin etkisini test etmek igin kullanilir.

- Suni deri gibi yapay dokular olusturmak igin cesitli hlicre tiplerinin paralel
ya da sirali kombinasyonlarinin ¢aligilmasinda kullanilir (transplantasyon).

- Buyuk olcekli hiicre kiltirlerinde 6nemli biyolojik maddeleri sentezlemek
icin kullanilir. Biyolojik urtnler cesitli hlcre Grunleridir ve Uremek igin
hayvan hucrelerine ihtiya¢c duyan virUsler veya spesifik proteinleri igerir.
Ornegin; blylk olgekli kiltirlerde biylyen genetigi degistirilmis
hiicrelerde terapdtik proteinler buylk olgeklerde Uretilebilir. Bu gibi
biyolojik maddelerin sayisi son on yilda hizla artmistir ve hayvan hicre
kultur teknolojisinde yaygin olarak kullaniimaktadir.

- Somatik gen tedavisinde kullanilir.

- TUmor agilari gelistirmede kullanilir.

Hicre kdltarGndn kullaniimasinin - temel avantaji  uygulamalarin  kararhlik
gostermesi ve tekrarlanabilirligi klonal hlcre toplulugu kullanarak elde edilebilir.
Dezavantaji ise surekli bir blylUmeden bir sure sonra, hucre 6zellikleri degisebilir
ve baslangictaki hicrelere gore oldukga farkh olabilirler. Hicreler ayrica gesitli
enzimlerin aktivasyonu ile farkl kultir ortamlarina (6rn; farkli besin maddeleri,
farkli sicaklik, farkh tuz konsantrasyonu vb.) adapte olabilirler (Alberts, B. ve ark.,
2002).
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2.8.3. Sitotoksitite Calismalari

Sitotoksite galigmalari, formulasyonlar hucrelere uyguladiktan sonra, hucrelerin
canl kalabilmelerine dayanir. Sitotoksitite ¢alismalarinda hicresel canlilik ya da
metabolik degiskenlikler olgulmektedir. Metabolik degiskenlikler genellikle MTT,
XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid) ya da
WST-1 yontemleri ile tayin edilir (Berridge, M.V. ve ark., 1996) .

Hucrelerin canlilik oranlarinin degerlendiriimesinde en yaygin kullanilan metot
MTT testidir. MTT testi kolorimetrik bir yontemdir. MTT testinin esasi, sari renkli
cozlinebilir  oOzellikteki MTT  boyasinin  (3-(4,5-dimetitiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum boromiur), metabolik olarak aktif olan hicrelerin mitokondrilerinde
bulunan suksinat dehidrogenaz (SDH) enzimi ile koyu mavi renkli ¢bzinmez
Ozellikteki formazan kristallerine dénusmesidir. Olusan formazan Urinu ¢dzunar

hale getirilir ve olusan mor renk spektrofotometrik olarak oélculdr.
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3. DENEYSEL
3.1. Araglar ve Gereg

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Aseton

Asetonitril (HPLC grade)
Diklorometan (HPLC grade)
di-Sodyum hidrojen fosfat

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)

Paklitaksel

Metanol (HPLC grade)
Metiltiyazoliltetrazoliyum (MTT)

Orto fosforik asit (% 85)

PLGA (50:50) (Resomer RG 502 H)
Polivinil alkol (Mw:30 000-70 000 Da)
Potasyum dihidrojen fosfat

Sodyum klordr

Tripsin EDTA

Biyolojik Materyal

Caco-2 insan kolon karsinoma hiicre
hatt

Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya

Biochrom, Almanya

AppliChem, Almanya

Sigma Aldrich, ABD

Sigma, Almanya

Merck, Almanya

Boehringer Ingelheim, Almanya
Sigma, ABD

Riedel-de Haén, Almanya
Riedel-de Haén, Almanya

Biochrom, Almanya

ATTC (American Type Tissue Cell
Culture Collection, ABD)
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3.1.2. Kullanilan Aletler

ELISA okuyucu
Etlv

Hassas Terazi

HPLC Sistemi
inkiibatér (MCO-18AIC)

Kolon (Nucleodur 100 C18, 5um,
250x4,6 mm)

Laminar hava akimli kultur kabini

Liyofilizator

Manyetik Karigtirici

Mikropipet

Partikdl Buyuklugu ve Zeta Potansiyel
Olgum Cihazi

pH metre

Santriftj Aleti

Termostatl Yatay Calkalayici
Ultra Saf Su Sistemi
Ultrasonik Banyo

Vorteks

Yuksek hizli homojenizator

ASYS-UVM 304, Avusturya
Dedeoglu, Turkiye

Shimadzu, Japonya
Mettler Toledo, Isvigre

Agilent Technologies 1200 Series, ABD
Sanyo, Japonya

Macherey- Nagel, Almanya

BHG 2000 S/D Faster, italya

Heto PowerDry PL3000, Jouan,
Danimarka

Variomag Telesystem, Almanya
Heidolph, Almanya

Eppendorf, Almanya

Zetasizer Nanoseries ZS, Malvern
Instruments, Ingiltere

Sartorius PP-20, Almanya
Hermle Z383 K, Almanya
Memmert, Almanya

Simplicity 185-Milipore, ABD
Branson B 220 Smith Kline, ABD
Nuvemix, Tarkiye

Ultraturrax T25 Basic, IKA, Almanya
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3.2. YOntem

3.2.1. Paklitakselin Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile

Miktar Tayini

Paklitakselin miktar tayininde kullanilan kromatografik kosullar Cizelge 3.1'de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.1. Paklitakselin HPLC ile miktar tayininde kullanilan kromatografik

kosullari

Sabit faz  Hareketli faz Enjeksiyon Akig Kolon Dedektor,
hacmi hizi firini Dalga

A B sicakhigi boyu

Nucleodur %55 % 45  10pl 1 40°C uv

100 Cyg Asetonitril  Ultra ml/dk 227 nm

Por (HPLC saf su

bayukligu  grade,

5um, Merck)

250x4.6mm

(Macherey-

Nagel)

3.2.1.1. Kalibrasyon dogrusu

HPLC analizleri sonucunda, Paklitaksel'in kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi
icin ilacin metanol igerisinde 0.1 mg/ml konsantrasyonda ana stok ¢ozeltisinden
Cozeltilere, 1, 2, 5, 10, 15, 20 pg/mi

konsantrasyonda paklitaksel icerecek sekilde metanol ile gerekli seyreltmeler

hareketle seyreltmeler yapilmistir.

yapilarak 3 farkli seri olusturulmustur. Kalibrasyon dogrusu, c¢ozeltilerin

konsantrasyonlarina kargi elde edilen pik alanlari kullanilarak gizilmigtir.

3.2.1.2. Analitik Yontem Validasyonu

Yontem validasyonu, ilacin miktar tayini igin secilen yodntemin, guvenirligini

gOstermek icin yapilmasi gereken butun iglemleri kapsar. Analitik ydntem

validasyonu, belirlenen analiz yonteminin kesin ve dogru bir sekilde her defasinda
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beklenen sonuca ulastigini kanitlayan bir yontemdir (van Iterson, R. A., Aarons, L.
ve ark., 1987).

Analitik ydntem validasyonu igin incelenen parametreler asagida siralanmistir:
e Dogrusallik (“Linearity”)
e Dogruluk (“Accuracy”)
e Kesinlik (“Precision”)
e Duyarlilik (“Sensitivity”)
e Ozglnluk (“Specificity”)
e Stabilite (“Stability”)

3.2.1.2.1. Dogrusallik (“Linearity”)

Analizi yapilan maddenin konsantrasyonu ile deney sonugclarinin orantili olmasidir
(Shabir, G. A., 2003). Tez calismasinda, ilacin metanol icindeki 0.1 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanan stok ¢odzeltisinin, cesitli seyreltme oranlari ile
seyreltimesi ile 1, 2, 5, 10, 15, 20 pg/ml konsantrasyonlarinda 3 farkh seri
olusturulmustur. Cozeltilerin konsantrasyonlarina kargi hesaplanan pik alanlari

kullanilarak dogru denklemi hesaplanmig ve kalibrasyon dogrusu gizilmistir.

3.2.1.2.2. Dogruluk (“Accuracy”)

Dogruluk, yéntem ile elde edilen sonuclarin gercek degere yakinligidir (Ertas, O.
S. ve Kayall, A., 2005). Bir yontemin birbirini takip eden o6lgtimleri arasindaki
yakinligin derecesini ifade eder. Standart sapma (SS) veya varyasyon katsayisi
(VK) ile degerlendirilir. Paklitakselin miktar tayini icin kullanilan yontemin gunler igi
(intra-assay) ve gunler arasi (inter-assay) dogrulugunun degerlendiriimesinde

asagida verilen formadl kullaniimistir (Formal 3.1).

Konsantrasyon - Tayin edilen konsantrasyon
% Bagil Hata = --—------—-—- e x 100
Konsantrasyon
(3.1)
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Deney i¢i dogrulugun tespiti icin kalibrasyon egdrisinde yer alan Ug¢ farkh
konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 2, 10, 20 pug/ml), her bir konsantrasyondan
Uc adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni gun iginde arka

arkaya ol¢cumleri gergeklestirilmistir.

Deneyler arasi dogrulugun tespiti i¢in kalibrasyon egrisinde yer alan ug¢ farkh
konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 2, 10, 20 pug/ml), her bir konsantrasyondan
Uc adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve birbirini takip eden g gun

tayin edilmigtir.

3.2.1.2.3. Kesinlik (“Precision”)

Kesinlik, normal c¢alisma kosullarinda analitik yontemin tekrar edilebilirlik
(repeatibility) veya tekrar elde edilebilirlik (reproducubility) derecesinin bir
Olgusudur (Shabir, G. A., 2003). Yontemin kesinligi, herhangi bir degerin
tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel test sonuglarinin birbirine yakinliginin bir
derecesidir. Sayisal bir degere sahip degildir. Bir analitik ydntemin kesinligini
gostermek icin, istatistiksel agidan yeterli degerlendirmenin yapilacagi sayida, belli
konsantrasyona sahip ornekler sirayla Olgulerek ortalama, % bagil hata, VK
hesaplanir. Kesinlik, tekrarlanabilirilik (“repeatability”) ve tekrar elde edilebilirlik

(“reproducibility”) olarak ifade edilir.

3.2.1.2.3.1. Tekrarlanabilirlik (* Repeatability”)

Kullanilan analitik ydntemin farkli deney zamanlarinda guvenilirliginin kanitlanmasi
icin yapiimaktadir. Tekrarlanabilirligin tespitinde, kalibrasyon egrisinde yer alan U¢
farkl konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 2, 10, 20 pg/ml) standart ¢ozeltiler
hazirlanmis ve ayni ¢oOzeltilerin pik alanlari HPLC ile tcer kez ayri ayri analiz
edilmigtir. Pik alanlarina karsilik gelen derigimler igin % VK degerleri
hesaplanmigtir. Analitik yontemin tekrarlanabilirliginin uygunlugunun gosterilmesi
icin VK'nin % 2’den kuguk olmasi gerekmektedir (Shabir, G. A., 2003, Tailor, J. ve
ark., 2008).
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3.2.1.2.3.2. Tekrar Elde Edilebilirlik (*Reproducibility”)

Ayni laboratuvar, ayni analist ve ayni cihaz kullanilarak, ayni konsantrasyondaki
cozelti ile gerceklestiriien olcimlerde uyum ve uygunluk incelenir. Ug farkli

konsantrasyonda ayni guin ve farkli ginlerde galismalar gerceklestirilir.

Deney ici tekrar elde edilebilirligin tespiti icin kalibrasyon egrisinde yer alan ¢
fark konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 2, 10, 20 pg/ml) her bir
konsantrasyondan ¢ adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmig ve ayni

gun icinde arka arkaya ol¢gumleri gergeklestirilmigtir.

Deneyler arasi tekrar elde edilebilirligin tespiti igin kalibrasyon dogrusunda yer
alan ug¢ farkli konsantrasyonda (dusuk, orta, yuksek; 2, 10, 20 pg/ml) her bir
konsantrasyondan ¢ adet olacak sekilde standart c¢ozeltiler hazirlanmis ve

birbirini takip eden ug¢ gun tayin edilmistir.

Tekrar elde edilebilirligin degerlendiriimesinde, pik alanlarina karsilik gelen
derisimler icin varyasyon katsayisi degerleri hesaplanmigtir. Analitik yontemin
tekrar edilebilirliginin uygunlugunun gosterilmesi i¢cin gun igi ve gunler arasi

kesinlik galismalarinda VK % 2’den kug¢uk olmalidir.

3.2.1.2.4. Duyarhlik (“Sensitivity”)
3.2.1.2.4.1. Saptama Sinir1 (“Limit of Detection”)

Analitik basarim gostergelerindendir. Tayin siniri; analitin, analitik bir islemle tayin
edilebilecek en dusuk konsantrasyonudur (van Iterson, R. A.). Bu deger,

sinyal:guraltd oraninin 3:1 oldugu konsantrasyon ile ifade edilmektedir (Ertas, O.
S.ve Kayall, A., 2005).

3.2.1.2.4.2. Miktar Tayin Sinir1 (“Limit of Quantification”)

Miktar tayin siniri, yontemin belirlenen sartlarinda analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir kesinlik ve dogruluk ile tayin edilebildigi en dlisuk konsantrasyon olarak
tanimlanir. Bu deger, sinyal:guraltd oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon ile ifade

edilmektedir (van Iterson, R. A.).
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3.2.1.2.5. Ozgiinlik (“Specificity”)

Yontemin 6zgunlugu, analiti, drnekte varligi tespit edilmis analit ile etkilesimde
bulunabilen diger bilesenlerden farkli olarak 6lgcme yetenegidir (Ertas, O. S. ve
Kayall, A., 2005). Ozgiinliik galigmasinda, ortamda bulunan ila¢ digindaki yardimci
maddelerin, safsizliklarin veya pargalanma Urunlerinin varhginda, ilacin spesifik
olarak analiz edebilme yetenegini gdsterilir (van Iterson, R. A.). Bu dl¢itlerin
degerlendiriimesine yoénelik olarak formilasyonda kullanilan diger maddelerin
(PLGA, PVA) formulasyonda bulunduklari konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmig
ve ilag ile ayni sartlarda pik verip vermediklerinin incelenmesi icin HPLC

kromatogramlari alinmigtir.

3.2.1.2.6. Stabilite (“ Stability”)

Paklitakselin analiz boyunca stabilitesini gostermek amaciyla 10 pg/ml
konsantrasyonda hazirlanan c¢ozeltisi +37°C’'de 8 saat bekletiimis ve analiz
edilmistir. Sonuglar arasindaki farkin anlamli olup olmadigi istatistiksel olarak

gOsterilmigtir.

3.2.2. Nanopartikiul Formulasyon Galismalari
3.2.2.1. Bog PLGA Nanopartikullerinin Hazirlanmasi

Biyoparcalanabilir sentetik polimer olan PLGA ile emdulsifikasyon/¢ozuci

buharlastirma yontemine uygun olarak nanopartikiller hazirlanmistir.

Tez calismasinda formulasyon parametrelerinin etkisi incelenmistir. PVA
konsantrasyonu, organik ¢6zicu degistirilerek, nanopartikul karakterizasyonuna
etkisi arastinimistir. Yapilan galismalar sonucunda ila¢ yiklemek icin en uygun
formulasyon secilmigtir. Cizelge 3.2'de secilen formuilasyon parametreleri

goOrulmektedir.
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Cizelge 3.2. Formulasyon parametreleri

Parametreler
PVA konsantrasyonu Organik ¢6zici
%1 (a/h) Aseton
%3 (a/h) Diklorometan
%5 (a/h)

10ml aseton/diklorometan icinde manyetik karistiricida, %2 (a/h) konsantrasyonda
PLGA (RG 502H) cozulerek, organik faz hazirlanir. 20ml %1, 3, 5 (a/h)
konsantrasyonda polivinil alkol (PVA, ort. molekuler agirhgr 30000-70000) ile
isiticil manyetik karistiricida sulu faz hazirlanir. PLGA ve PVA c¢ozeltileri ayni
sicakliga getirilir. Emulsiyon olusturmak icin, manyetik karigtiricida 20ml PVA
¢ozeltisi Uzerine 10ml PLGA ¢ozeltisi hizlica eklenir, 2 dakika karistirilir. Karigim,
yuksek hizli homojenizator ile, 11000 devir/dk'da 2 dakika (diklorometan
icin, 16000 devir/dk'da 4 dk) orneklerin karismasi ile homojenizasyon saglanir.
Uzerlerine ultra saf su eklenir. Y/S emdlsiyonu olusturulur. Bir gece boyunca
organik solvan ucgurulur. Olusan nanopartikillerin ¢okmesi i¢cin 13500 devir/dk’'da
30 dakika santriftij edilir. Santriflj sonrasi supernatan ayrilir. Nanopartikillerin
uzerine artik PVA'y1 uzaklastirmak igin, 30 ml ultra saf su eklenir ve 10 dakika
13500 devir/dk’'da santriflij yapilir. Santrifij sonrasinda stpernatant ayrilir ve
¢coken nanopartikilerin tGzerine 30ml ultra saf su eklenerek, bu nanopartikillerin
suda tamamen dagilmasi saglanir. Sekil 3.1’de bos PLGA nanopartikullerin

hazirlanmasi sematize edilmistir.
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Organik Faz Su Fazi

PLGA (%2 a/h) PVA (%1, %3, %5 a/h)

10ml aseton/diklorometan 20ml ultrasaf su

Y/S Emdilsiyonu 30ml ultrasaf su

—) N =) N

—
Manyetik Karistirma Yiiksek Hizli Homojenizator Nanopartikil stispansiyonu
(2dk) (11000 devir/ 2dk)

[Diklorometan (16000 devir/ 4dk)]

Yikama _ Santrifij _ 1 gece organik ¢dziicliniin
(13,500 devir/dk, ucurulmasi

(13,500 devir/dk,
+4°C,10dk) +4°C, 30dk)

!

Karakterizasyon

Sekil 3.1. Bos PLGA nanopartikullerin hazirlanmasi

3.2.2.2. Paklitaksel Yukli PLGA Nanopartikullerinin Hazirlanmasi

Paklitaksel yUkli PLGA nanopartikiller, emdulsifikasyon/solvan buharlastirma

yontemine uygun olarak hazirlanmistir Tez ¢alismasinda kullanilan ilacin organik
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fazda (etil asetat, aseton, vb.) kolaylikla ¢éztnebilen lipofilik bir madde olmasindan

dolay! Y/S basit emulsiyon olusturulmustur.

Organik faz; PLGA (RG 502H, %2, %3 ,%4 a/h) ve 1mg paklitaksel, 10 ml

asetonda 30dk manyetik karistiricida ¢oztundarular.

Su fazi ; 20ml %1, %3, %5 (a/h) konsantrasyonda polivinil alkol (PVA, ort.
molekuler agirhigr 30000- 70000), isiticih manyetik karigtiricida ¢ézandarulir.

PLGA ve PVA cozeltileri ayni sicakhiga getirilir. Y/S Emdulsiyonu olusturmak igin,
manyetik karistiricida 20ml PVA ¢ozeltisi Uzerine 10ml PLGA - Paklitaksel ¢ozeltisi
hizlica eklenir, 2 dakika karigtirilir. Karisim, yuksek hizli homojenizatérde, 11000
devir/dk'da 2 dakika karistirilir. Uzerlerine diftizyon icin ultra saf su eklenir. Bir
gece boyunca organik solvan ucurulur. Olusan nanopartikillerin ¢ékmesi icin
13500 devir/dk’da 4°C'de 30dakika santriftj edilir. Santriflij sonrasi slipernatan
ayrilir. 1 kez yikama igin, nanopartikullerin Gzerine 30 ml ultra saf su eklenir ve 10
dakika 13500 devir/dk’da santriflij yapilir. Santrifij sonrasinda stpernatan ayrilir
ve ¢coken nanopartikilerin Uzerine 30ml ultra saf su eklenerek, bu nanopartikillerin
suda tamamen dagiimasi saglanir. Hazirlanan 6rnek behere konup, 48 saat
liyofilize edilir. In vitro salim g¢alismalari ve liyofilize nanopartikillerde

karakterizasyon ¢alismasi yapmak tzere +4 °C’de saklanmistir.

Sekil 3.2’de paklitaksel yukli PLGA nanopartikillerin hazirlanmasi sematize

edilmistir.
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Organik Faz Su Fazi
£

( [

!

PLGA(% 2,%3,%4 a/h) 1 mg PTX PVA (%1,%3,%5 a/h)
1mg PTX, 10ml aseton PLGA (%2,%3,%4 a/h) 20ml ultrasaf su
(manyetik kanistirici) 10ml aseton

Y/S Emulsiyonu 30ml ultrasaf su

(2

="

Ay
Manyetik Karistirma Yiiksek Hizh Homojenizator Nanopartikil siispansiyonu
(2dk) (11000prm, 2dk)

Yikama _ Santrifj _ 1 gece organik ¢6zlclniin
(13,500 devir/dk, (13,500 devir/dk, ucurulmasi
+4°C,10dk) +4°C, 30dk)

Liyofilizasyon (48 saat)

Sekil 3.2. Paklitaksel yukli PLGA nanopartikullerin hazirlanmasi
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3.2.3. Nanopartiktllerin Karakterizasyonu
3.2.3.1. Partikul Boyutu ve Zeta Potansiyel Olguimleri

Nanopartikullerin partikal bayUkligu ve zeta potansiyeli 6lcimleri foton korelasyon
spektroskopisi ve dinamik 1sik sagilmasi esasina gore c¢alisan Zetasizer Nano
Series (Nano-ZS) (Malvern Instruments, ingiltere) kullanilarak yapilmistir. Her

formulasyon igin ardarda (¢ 6lgim yapilmigtir. Olgiimler sirasinda cihazin sicakligi

25°C ve 1s1k sagihm agisi 90° olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.3.2. Enkapsiulasyonun Degerlendirilmesi

Yukleme etkinligi direkt olarak nanopartikillerin igindeki ila¢ miktar ile ya da

indirekt olarak serbest haldeki ilac miktarinin tayini ile hesaplanabilir.

Supernatanda serbest halde bulunan yuklenmemisg ila¢g miktarinin tayininde Bolim
3.2.1'de ‘Paklitakselin Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar
Tayini’ bashigl altinda anlatilan HPLC teknigi kullaniimistir. Toplam sUpernatan
hacmi tespit edildikten sonra, yeterli miktari 0,45 ym por agikligina sahip enjektor

filtresinden suzulerek analiz gergeklestirilmistir.

Santriflij sonrasi elde edilen nanopartiklllere ytklenen paklitaksel miktarinin direkt
tayininde ise, ekstraksiyon yontemi kullaniimistir. Nanopartikdiller, ilacin kolaylikla
¢6zUndugu metanol iginde yeniden stispande edildikten sonra 15 dakika ultrasonik
banyoda tutulmustur. Bu sirada, nanopartikullerin pargalanmasi, ilacin ise metanol
fazina gegmesi beklenmektedir. 15 dakika sonunda, elde edilen 6rnek 0,45 um por
acikligina sahip enjektor filtresinden suzullip, ilag miktar tayini icin Bolim 3.2.1'de

“Paklitakselin Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini’
basligi altinda anlatilan HPLC teknigi kullaniimistir.

Yukleme etkinliginin tayini, ortama eklenen ilac ile nanopartikil formilasyonuna
yiuklenmeyen ilag miktarlari kullanilarak hesaplanir. ilacin yiklenme etkinligi (%
YE) ve yukleme kapasitesi (% YK) asagidaki esitlikler kullanilarak hesaplanmistir
(Formdl 3.2, 3.3).
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Toplam etkin madde miktari — Serbest etkin madde miktari
00 Y E = mmmm e e x 100
Toplam etkin madde miktari
3.2

Toplam etkin madde miktari — Serbest etkin madde miktari

Nanopartikul agirhgr (mg)
3.3

3.2.3.3. in Vitro Salim Deneyleri

lla¢ yUkli nanopartikiillerde salim deneyleri, 37 °C’de ve yatay calkalayicili su
banyosunda gergeklestirilmistir. Salim ortami olarak pH 7,4 %0.5 SLS iceren fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) kullaniimistir (Chawla, J. S. ve  Amiji, M. M.,
2002).(Chawla, J. S. ve  Amiji, M. M., 2002)

Her bir ependorf tipe 10 mg liyofilize toz 6rnegi tartilip, Gzerlerine 1 ml tampon
eklenmistir. Formulasyonlar, 37°C’de yatay calkalayicih su banyosunda 50
devir/dk’da 1 hafta boyunca inklibasyona birakiimistir. Ependorf tipler belirli 6rnek
alma araliklarinda (0. dk, 1. sa, 4. sa, 8. sa, 12.sa, 24. sa, 48.sa, 72.sa, 96.sa,
120.sa, 144.sa, 168.sa ), 13 500 devir/dk’'da 15 dakika sureyle santriftij edilmistir.
Salinan ilag¢ igin stupernatan kismindan 0.5’er ml alinarak yerine 0.5'er ml PBS
eklenir. Ornekler 0.45 pym por gikligina sahip enjektor filtresinden stzul mistr.
Bolum 3.2.1'de ‘Paklitakselin Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Miktar Tayini’ baghgr altinda anlatilan HPLC teknigi ile nanopartikil

formalasyonundan salinan ilag miktari tayin edilmistir.

3.2.4. Sitotoksisite Calismalari

llag iceren ve icermeyen nanopartikiil formilasyonlarinda sitotoksisite caligmalari,
insan kolon adenokarsinoma (Caco-2) hicre hatti kullanilarak yapiimistir.

Hazirlanan nanopartikll formulasyonlarinin sitotoksisitesini tayin etmek amaciyla
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literatirde siklikla kullanilan bir ydntem olan Metil-tiyazol-tetrazolyum (MTT)

boyama yontemi kullaniimigtir.

Hucreler icin ortam olarak %10 FBS (fotal bovin serum), %1 penisilin G sodyum
(100 dnite/ml) ve streptomisin silfat (100 dnite/ml) iceren DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) kullaniimigtir. Hicreler, -180°C sivi azot tankindan
alinarak, steril santrifiij tiiplerine konulmustur. Uzerlerine 10 ml hiicre ortami
eklenmis ve 2000 rpm’de 2dk santriflj edilmistir. Santriflj sonrasi sUpernatan
uzaklastirilip, tUizerlerine 5ml yeni ortam eklenerek siispande edilmistir. 25cm?lik
hiicre kulturt flasklarinda, 37°C’'de %5 CO, igeren nemlendirilmis inkibatorde

cogaltiimistir. Hucre ortami her 2-3 gunde bir degistirilmistir.

Flasktan, ortam uzaklagtirilip,tripsinizasyon islemi yapilmigtir. Tripsinizasyon igin,
tripsin-EDTA (%0.005 tripsin, % 0.002 EDTA) cozeltisi flasklara eklenmis, 2dk
inkiibatérde tutulmustur. inkiibasyon sonrasi santrifijj tiipiine aktarilan hiicrelerin
Uzerine taze ortam eklenip, 2 dk 2000 rpm’de santriftij edilerek hticrelerin gokmesi
saglanmistir. Coken hicreler, taze ortamla stspande edilmistir ve 96 kuyucuklu
plaklara ekilmistir. Caco-2 hiicreleri hiicre kiltir ortami igerisinde 37°C’de %5 CO

iceren nemlendirilmis inkUbatorde 24 ve 48 saat bekletilmigtir.

Paklitakselin yapilan literatir arastirmalarinda ortalama o&ldurict dozu (LDsp)
1000nM olarak bulunmustur (Gibb, R. K. ve ark., 1997). Sitotoksite calismasinda
ilacin sitotoksisitesinin incelenmesi amaci ile 250nM konsantrasyondaki

paklitaksel ¢ozeltisi kullaniimistir.

Sitotoksisite ¢alismasinda ilac icermeyen ile ilac iceren %2 (a/h) PLGA %3 (a/h)
PVA nanopartikil formilasyonu kuyucuklara ilave edilmis ve 37°C’de %5 CO,
iceren nemlendirilmis inkubatorde 24 ve 48 saat bekletilmistir. Daha sonra her bir
kuyucuga 20 uL MTT cozeltisi (5mg/ml) eklenmis ve plaklar 4 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra MTT pipet ile uzaklastirihp, hicrelerin
uzerine 200ul DMSO eklenmistir. Mikroplak okuyucu ile 570nm dalga boyunda
absorbanslari dlgulmustidr. Kultir ortaminda formulasyon ilave edilmeden inkibe
edilen hucreler hucre canlihginin dlgilmesinde kontrol grubu olarak kullaniimistir.

Hucre canliligi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda yuzde olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Paklitakselin Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar

Tayini

Paklitakselin HPLC ile miktar tayini Boélim 3.2.1°de belirtilen kosullarda
gerceklestiriimis ve paklitaksele ait asagidaki pik elde edilmigtir (Sekil 4.1).
Kromatogramdan da goruldugu gibi paklitaksele ait pik duzgun bir gekilde elde

edilmis ve allkonma zamani 6.7 dakika olarak bulunmustur.

VD1 A, Wavelength=227 nm (PTX 2011-04:06 13-05-531004-0401.D)
mAl 1

I
0 2 4 b § 10 min

Sekil 4.1. Paklitaksele (10 ug.ml™) ait HPLC kromatogrami. Enjeksiyon Hacmi:
10ul, Akis hizi: 1ml/dk, Kolon firini sicakligi: 40°C, Mobil faz: Ultra saf su:
Asetonitril (45:55), Kolon: Nucleodur 100 C;5 Macherey- Nagel, Partikdl iriligi: 5pum
Uzunluk: 250mm i¢ cap: 4.6mm, Dalga boyu: 227nm, Dedektor: UV dedektor

10pg/ml konsantrasyonda paklitaksel ¢ozeltisi ile yapilan sistem uygunluk testleri

sonucunda asagidaki degerler elde edilmistir (n=5).

Alikonma suresi: 6.776 dk
Pik simetrisi: 1.197
Kapasite faktori: 3.9
Teorik tabaka sayisi: 21166
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4.1.1. Kalibrasyon Dogrusu

Paklitakselin kalibrasyon dogrusu, Bolum 3.2.1.1’de belirtildigi gibi hazirlanmistir.
Paklitakselin metanol icinde 100 pg/ml konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlanmis
ve bu stoktan, 1, 2, 5, 10, 15, 20 pug/ml paklitaksel icerecek sekilde metanol ile
seyreltmeler yapilmigtir. Hazirlanan ¢ozeltilerin HPLC kolonuna enjeksiyonu
sonucunda paklitaksele ait pik alani hesaplanmig ve c¢Ozeltilerin
konsantrasyonlarina karsi hesaplanan pik alanlarinin grafigi cizilerek kalibrasyon
dogrularina ait denklemler lineer regresyon ile bulunmustur. Paklitakselin HPLC ile
miktar tayininde dogrusal regresyon verileri Cizelge 4.1'de go6sterilimekte olup,

kalibrasyon dogrusu ve denklemi ise Sekil 4.2’de yer almaktadir.

Cizelge 4.1. Paklitakselin HPLC ile miktar tayininde elde edilen regresyon verileri
(n=3).

Parametre Sonug
Konsantrasyon araligi 1-20 pg.ml*
_ Egim 21.425
Intersept 1.9143
Korelasyon katsayisi 0.9999
450 -
400 -
350 -
300 - y= 212.425x -1.9143
8 150 R*=10.9999
<
E 200 -
S 150 -
_zf 100 -
0 50 -
0 ; ; ; ; .
0 5 10 15 20 25
Teorik konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.2. Paklitakselin kalibrasyon dogrusu ve denklemi (n=3).
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4.1.2. Analitik Yontem Validasyonu
4.1.2.1. Dogrusallik

Deneysel kisimda anlatildigi gibi (Bolum 3.2.1.2.1), HPLC spektrofotometresinde
okunan absorbans degerleri grafie gecirilmistir. Hazirlanan stok c¢oézeltilerden
hareketle yapilan seyreltmeler sonucunda 1, 2, 5, 10, 15, 20 pg.ml*
konsantrasyondaki standart ¢ozeltilerin HPLC analizi yapilmistir. Tanimlayicilik
katsayisi R? = 0,9999 olarak bulunarak denklemin dogrusalligi gésterilmistir (Sekil
4.2).

4.1.2.2. Dogruluk

Kullanilan analitik yéntemin gin ici (intra-assay) ve gunler arasi (inter-assay)
dogruluguna iligkin veriler, Bolum 3.2.1.2.2°’de anlatildidi sekilde, % ortalama bagil
hatalar hesaplanarak elde edilmistir. Kalibrasyon dogrusunda yer alan ¢ farkh
konsantrasyonda (1, 10, 20 pg.mI™) hazirlanmis olan iic adet cozeltinin
absorbanslar o6l¢giimus ve Odlgulen konsantrasyon ile % bagil hatalar Cizelge

4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Paklitakselin gunler i¢i ve glnler arasi dogrulugu

Teorik Gergek % Ortalama Bagil
Konsantrasyon Konsantrasyon Hata (Dogruluk)
(ug/ml) (ug/ml) £ SS
Gln igi 2 1.98 £ 0.01 1.0
10 9.95+0.01 0.3
20 20.05 £ 0.03 0.25
Gunler arasi 2 1.974 £ 0.02 1.3
10 10.10+£0.14 1.09
20 20.18 £ 0.4 0.9

4.1.2.3. Kesinlik
4.1.2.3.1. Tekrarlanabilirlik

Analitik yontemin tekrarlanabilirliginin degerlendirilmesi i¢in Bolim 3.2.1.2.3.1'de
anlatildigi gibi, hazirlanan standart ¢ozeltinin absorbanslari altigsar kez arka arkaya

HPLC’de okunarak kaydedilmistir. Elde edilen sonuglara gore ilag
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konsantrasyonlari arasindaki varyasyon katsayisi hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

Hesaplanan varyasyon katsayilarinin hepsi %2’den kuguk bulunmustur.

Cizelge 4.3. Paklitaksel i¢in analitik ydontemin tekrarlanabilirlik sonugclari

Teorik Pik Alani Gercek X+SS VK (%)
Konsantrasyon Konsantrasyon
(Hg/ml) (Hg/ml)
41.8 1.96
2 41.7 1.96 1.974 + 0.02 1.31
42.7 2.00
212.8 9.94
10 218.6 10.21 10.109 + 0.14 1.44
217.7 10.17
436.2 20.37
20 438.0 20.45 20.181 + 0.40 1.98
422.3 19.72

4.1.2.3.2. Tekrar Elde Edilebilirlik

Kullanilan analitik yontemin tekrar elde edilebilirliginin incelenmesi i¢in  Bolim
3.2.1.2.3.2'de aciklandigi gibi gerceklestiriimistir. Tekrar elde edilebilirligin
degerlendiriimesinde, pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar i¢in varyasyon
katsayisi de@erleri hesaplanmigtir. VK’'nin % 2’den kuguk bir degere sahip olmasi

yontemin tekrar elde edilebilirligini gdstermektedir (Cizelge 4.4)

Cizelge 4.4. Paklitakselin gun ici ve gunler arasi kesinlik sonuglari (n=3)

Teorik Gercgek %VK (Kesinlik)
Konsantrasyon Konsantrasyon
(g/ml) (g/ml)
2 1.98 + 0.01 0.62
Gun ici 10 9.95+0.01 0.14
20 20.05 + 0.03 0.16
2 1.974 + 0.02 1.30
Gunler arasi 10 10.10+£0.14 1.44
20 20.18 + 0.40 1.98

77



4.1.2.4. Duyarhhk

Paklitakselin HPLC ile miktar tayininde kullanilan yontemin duyarliigi Bolim
3.2.1.2.4'de belirtildigi gibi tespit edilmigtir.

a) Saptama Siniri (“Limit of Detection”)

Saptama siniri, analizi yapilan maddenin kalitatif olarak saptanabildigi en dusuk
konsantrasyondur. Paklitakselin saptama sinin 0.057201 upg/ml olarak

bulunmustur.

b) Miktar Tayin Siniri (“Limit of Quantification”)

Paklitakselin kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk ile tayin edilebildigi en dusuk
konsantrasyon 0.173337 pug/ml saptanmistir.

4.1.2.5. Ozgunlik

Bolum 3.2.1.2.5'de aciklandigi sekilde, hazirlanan nanopartikul formulasyonlarinda
kullanilan yardimci maddelerin ilac ile ayni sartlarda pik verip vermediginin
belirlenmesi icin HPLC kromatogramlari alinmistir. Formulasyonda kullanilan PVA,
PLGA gibi maddelerin, paklitaksel ile ayni sartlarda pik vermedigi gorulmuastur
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Yukleme etkinligi ve in vitro salim calismalarinda elde edilen, etkin
madde yukll ve bos PLGA nanopartikillerine ait HPLC kromatogramlari.

a: Yukleme etkinligi calismalarinda elde edilen paklitaksel yukli PLGA
nanopartikillere ait kromatogram

b: Yikleme etkinligi calismalarinda elde edilen bos PLGA nanopartikillere ait
kromatogram

c: PVA c¢Ozeltisine ait kromatogram

d: PLGA ¢0zeltisine ait kromatogram

4.1.2.6. Stabilite
Paklitakselin deney slresince dayanikli kaldiginin gdsterilmesi igin, 10ug/ml
konsantrasyondaki ¢ozeltiler hazirlanip, 0. dk ve 8. saat sonra analiz edilmistir.

Elde edilen sonuclar Cizelge 4.5’de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Analitik yontem validasyonunda paklitaksele ait stabilite sonuglari

Olgim Teorik Gergek Geri
Zamani Konsantrasyon Konsantrasyon Kazanim
(saat) (ug/ml) (ug/ml) (%)
0 10 10.00 100
8 10 10.12 101.2
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4.2. Nanopartiktllerin Karakterizasyonu
4.2.1. Partikul Boyutu ve Zeta Potansiyel Olgtimleri
4.2.1.1. Bos PLGA Nanopartikillerin Partikil Boyutu ve Zeta Potansiyeli

Bos PLGA nanopartikullerinin partikal boyutlari, zeta potansiyelleri Cizelge 4.6 ve

4.7 ‘de verilmigtir.

Cizelge 4.6. Diklorometan ile hazirlanan %1, 3 ve 5 (a/h) PVA konsantrasyonu ve
%2 (a/h) PLGA konsantrasyonundaki nanopartikillerin partikil boyutu ve zeta
potansiyel degerleri (n=3)

DCM Partikul PDI Zeta Potansiyel (mV)
Boyutu
(nm)

Seri Ort+SS % VK Ort+SS Ort+SS % VK
%1 PVA 14045 2.3 0.22+0.03 -12.7+¥1.4 -2.6
%3 PVA 230+6 1.5 0.35+0.03 -17.3+0.7 -1.75
%5 PVA 1737 1.3 0.23+0.02 -19.0+0.7 -4.0

Cizelge 4.7. Aseton ile hazirlanan %1, 3 ve 5 (a/h) PVA konsantrasyonu ve %2
(a/h) PLGA konsantrasyonundaki nanopartikillerin partikil boyutu ve zeta

potansiyel degerleri (n=3)

ASETON Partikal PDI Zeta Potansiyel (mV)
Boyutu
(hm)

Seri Ort+SS % VK Ort+SS OrtxSS % VK
%1 PVA 91+0.9 1.1 0.07+0.03 -14.1+2.0 -1.8
%3 PVA 111+2.0 1.4 0.06+0.02 -19.2+0.7 -1.6
%5 PVA 104+1.7 1.35 0.02+0.10 -18.2+0.2 -1.1
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Bos PLGA nanopartikillerin Sekil 4.4’de partikil dagilimlari, Sekil 4.5’de zeta
potansiyel dagihm grafikler gorilmektedir (n=3).

% Hacim >

1 1 10 100 1000 10000

Partikdl Boyutu (nm)

% Hacim

Partikdl Boyutu (nm)

Sekil 4.4. Bos PLGA nanopartiktl boyutu dagihm grafikleri (A) Diklorometan, (B)

Aseton

%

1500000

1000300

Siddet (say) >

Zeta Potansiyel (mV)

Siddet (sayi @

-100 ] 0o 00

Zeta Potansiyel (mV)

Sekil 4.5. Bos PLGA nanopartikullerine ait zeta potansiyel dagihm grafikleri (A)

Diklorometan, (B) Aseton

81



4.2.1.2. Paklitaksel Yukli PLGA Nanopartikullerin Partikil Boyutu ve Zeta
Potansiyeli
1mg paklitaksel yukli PLGA nanopartikullerinin

partikil boyutlari, zeta

potansiyelleri Cizelge 4.8’de verilmigtir.

Cizelge 4.8. %1, 3 ve 5 (a/h) PVA konsantrasyonu ve %2, 3 ve 4 (a/h) PLGA
konsantrasyonundaki paklitaksel yukli nanopartikillerin partikil boyutu ve zeta

potansiyeli degerleri

Partikil Boyutu (nm) PDI Zeta Potansiyel (mV)
Formulasyonlar
Ort£SS % VK Ort£SS Ort£SS % VK
%1PVA | 219.7+8.2 2.5 0.2+£0.05 -13.9+1.4 -5.3
%2 %3PVA| 101.3:03  0.15 006001 -21.9+04  -1.9
PLGA
%5PVA | 1909+1.7 0.89 0.08 + 0.03 -16.1+1.6 -4.9
%1 PVA 195.1 + 10 3.1 0.09 £ 0.07 -16.4+0.2 -1.5
% 3
PLGA %3PVA | 2354+6.8 1.8 0.15+0.03 -16.5+1.7 -10.4
%S5PVA | 2237+54 15 0.13+0.03 -17.2+0.2 -1.4
%1PVA | 2141+4.3 1.1 0.12 £ 0.02 -14.4+0.4 2.1
% 4
PLGA %3PVA | 2349+50 1.3 0.14 £ 0.03 -15.0+0.3 2.1
%5 PVA | 2246+35 1.5 0.17+£0.01 -16.6 £ 0.5 -1.6
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4.2.2. Enkapsiilasyonun Degerlendirilmesine iligkin Bulgular

Bolim 3.2.3.3'te “Enkapstilasyonun Degerlendiriimesi” bashgd: altinda anlatildigi
sekilde, PLGA nanopartikillerine yuklenen paklitaksel miktari tayin edilmigtir.
Yukleme etkinligi, yukleme kapasitesi ve ylklenen miktarlara iliskin elde edilen

sonugclar, Cizelge 4.9'da 6zetlenmektedir.

Cizelge 4.9. PLGA nanopartikillerine ait yukleme etkinligi sonuclari

Formuilasyon Yukleme Etkinligi Yiklenen Miktar Yukleme
(% YE) (1g) Kapasitesi (%)
%2PLGA %1PVA %82.6 826.7 %52.5
%2PLGA %3PVA %53.0 530.2 %41.7
%2PLGA %5PVA %62.7 627.0 %71.8
%3PLGA %1PVA %86.6 866.9 %37.9
%3PLGA %3PVA %79.6 796.7 %33.2
%3PLGA %5PVA %71.4 714.4 %19.0
%4PLGA %1PVA %89.0 890.6 %28.9
%4PLGA %3PVA %85.4 854.7 %24.5
%4PLGA %5PVA %68.6 686.8 %23.5

4.2.3. in Vitro Sahim Galigsmalarina iligkin Bulgular

in vitro salim calismalari Bélim 3.2.3.4'te “in Vitro Salim Deneyleri” bash@: altinda
anlatildigi sekilde yapilmistir. Zamanin fonksiyonu olarak % kumdalatif salim

miktarinin gosterildigi grafik Sekil 4.6'da verilmistir.
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Sekil 4.6. 1mg dozda paklitaksel yukli PLGA nanopartikillerinin in vitro salim

profilleri (n=3) (A) Kimulatif salim miktari (ug), (B) % Kimdulatif salim.
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4.3. Sitotoksisite Galigmalarina iliskin Bulgular

Sitotoksisite ¢alismalari Bélum 3.2.4’ te “Sitotoksisite Caligmalari” bashg altinda
anlatildigi gibi yapilmistir. Bu kapsamda, paklitaksel ¢ozeltisi, ila¢ icermeyen ve
iceren nanopartikul formulasyonlari Caco-2 hicrelerine uygulanmistir.

Paklitaksel ¢dzeltisi, bos ve paklitaksel yUkli nanopartikil formulasyonlarinin 24
saat ve 48 saat sonundaki hicre canhligina ait bulgular Sekil 4.7'de
gOrilmektedir.

100 -+
90 -
80 -
70 -
60 -
M 24 saat
50 -

M 48 saat
40 -

% Toksisite degerleri

30 A

20 -

10 -

kontrol ¢Ozelti yukli np. bos np.

Formiilasyonlar

Sekil 4.7. Paklitaksel formulasyonlarinin Caco-2 hucreleri Gizerinde 24 ve 48 saat

sonunda kontrol grubuna kargi elde edilen sitotoksisite sonuglari (n=3)
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5.TARTISMA VE SONUC
5.1. Tartisma
5.1.1. Paklitakselin Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile

Miktar Tayini ve Analitik Yontem Validasyonu

Tez calismasinda, paklitakselin miktar tayininde UV dedektorli yilksek
performansl  sivi  kromatografi (HPLC) sistemi kullaniimistir. Literaturlerde
paklitakselin analitik ydontem validasyonu igin kullanilan yontemler arasindan Jin ve
ark. (Jin, C. ve ark., 2009) tarafindan kullanilan yontemde bazi degisiklikler
yapilarak HPLC ydntemi gelistirilmistir. Paklitakselin miktar tayini bolim 3.2.1.’de
anlatildigi gibi bir yontemle 227 nm dalga boyunda gergeklestirilmigtir. Mobil faz
olarak ultra saf su : asetonitril (45:55) ve kolon olarak Nucleodur 100 Cig

Macherey- Nagel (5um, 250mm x 4.6mm) kolonu kullaniimistir.

Sekil 4.1’deki kromatogramda da goruldugu gibi elde edilen paklitaksel pikinin
allkonma zamani 6.7dk olarak bulunmustur. Pik simetrisi 1.197 olarak elde
edilmis, teorik tabaka sayisi ise 21166 olarak bulunmustur. Bu degerler Avrupa

Farmakopesi’nde (Pharmacopoeia, B., 2003) belirtilen degerler araligindadir.

Paklitakselin kalibrasyon dogrusunun elde edilmesinde, 6 farklh konsantrasyon
calisilarak yapilmistir. Yontem validasyonunda kalibrasyon dogrusu c¢izilmis olup,
konsantrasyon araligi 1 ile 20 pg/ml arasinda tutulmustur. Cizelge 4.1 ve Sekil
4.2’de regresyon analiz sonuglar verilmigtir. Validasyon parametrelerinden
dogrusallik icin regresyon katsayisi (r?) 0,9999 olarak hesaplanmistir. Bu sayinin

1’e yakin olmasi bagintinin dogrusalligini géstermektedir.

Dogruluk g¢alismasinda, gun igi ve gunler arasi ug¢ farkh konsantrasyonda (2, 10,
20 pg/ml) calisiimis ve % bagil hata degerleri hesaplanmigtir. GUn igi i¢in bu
degerler %1 ile %0.25 arasinda, gunler arasi icin % 1.3 ile 0.9 arasinda
degismektedir (Cizelge 4.2). Validasyon c¢aligsmalarinda % bagil hata degerlerinin
%2’den kuguk olmasi gerekmektedir (Shabir, G. A., 2003). Hesaplanan % bagil
hata deg@erlerinin %2’nin altinda olmasi ile kullanilan analitik yontemin deney ici ve

deneyler arasi dogrulugu gosterilmigtir.
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Kesinlik c¢aligmalarnt G¢ farkh konsantrasyonda (2, 10, 20 ug/ml) cahsilp,
tekrarlanabilirik ve tekrar elde edilebilirik olarak degerlendirilmistir.
Tekrarlanabilirik % VK olarak hesaplanmigs ve bu degerler %2'den az
bulunmustur. Tekrar elde edilebilirligin degerlendiriimesinde, pik alanlarina kargilik

gelen konsantrasyonlar igin varyasyon katsayisi degerleri 1.3 ile 1.98 arasindadir.

Yoéntemin duyarliigi igin kabul edilebilir konsantrasyon 0.173337 ug/ml olup,

saptama siniri 0.057201 pg/ml olarak bulunmustur.

Ozginliik élgitinin - degerlendiriimesi Bolim 3.2.1.2.5.de belirtildigi sekilde
incelenmistir. Nanopartikil formilasyonuna giren maddelerin, paklitaksel ile ayni
kosullarda ve ayni alikonma zamaninda pik verip vermedigi degerlendiriimis ve

sonugta herhangi bir girisime rastlanmamistir (Sekil 4.3).

Paklitakselin  analiz suresi boyunca stabilitesinin degerlendiriimesine yonelik
olarak yapilan c¢alisma sonucunda 10 pg/ml konsantrasyondaki paklitaksel
cozeltisi + 37°C 8 saat bekletilip analizi yapilmistir. Analiz sonucunda %VK
degerleri %2’'nin altinda bulunmustur (Cizelge 4.5). Bu sekilde paklitakselin

nanopartikullere hapsedilmesi sirasinda stabilitesinin etkilenmedigi gosterilmistir.

Elde edilen degerler analizlerin tekrarlanabilir ve salim calismalari sirasinda

kullanilabilir oldugunu kanitlamisgtir.

5.1.2. Nanopartikiul Formulasyon Galismalari

Tez calismasinda nanopartikullerin hazirlanmasinda siklikla kullanilan, FDA'den
onayl, biyoparcgalanir, sentetik bir polimer olan PLGA kullaniimistir. PLGA
nanopartikil formulasyonlarinin  hazirlanisi  Bolim 3.2.2’de anlatiimistir.
Nanopartiktl hazirlama ve ila¢ yuklenmesi esnasinda Ozturk ve ark. (Ozturk, K. ve
ark., 2010) gelistirdigi yontem kullaniimistir. Kullanilan konsantrasyonlarin

belirlenmesi yapilan 6n ¢alismalar dogrultusunda gergeklestirilmistir.

PLGA tipleri, ilacin salim hizi, parcalanma hizi ve yukleme etkinligi PLA ve PGA

oranina goére degisiklik gosterir. Paklitakselin 6ncelikle patlama (burst effect)
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Ozelliginde salim ve devaminda kontrolli bir sekilde salim profili gdstermesi
istenen bir durumdur. Laktik asitce zengin PLGA daha az hidrofilik 6zellikte
olmakta, daha az su absorbe etmekte ve bdylece daha yavas pargalanmaktadir.
Yani, polimerde PLA orani arttikga salim suresi uzamaktadir (Gopferich, A., 1997).
Bu yuzden polimerin hizlica pargalanip, ilacin saliminin hizlica gergeklesmesi igin
PLA:PGA orani 50:50 olarak secilmisgtir.

Nanopartikullerin  partikil boyutu az oranda da olsa polimerin molekiler
agirhgindan etkilenmektedir. Molekul agirhgr azaldikga partikil boyutu da
azalmaktadir (Gopferich, A., 1997) . Ayrica, ilacin salim hizini etkileyen polimerle
ilgili diger bir parametre de polimerin viskozitesidir. Viskozitenin dugik olmasi,
salim profilinin hizli olmasini saglayacagindan 0.16-0.24dl/g viskoziteye sahip "RG
502 H” secilmistir.

PLGA zincirinde serbest karboksil u¢ gruplarin varhgi, polimeri daha hidrofilik hale
getirir. Gasper ve ark. yapmis oldugu ¢alismada da (Gasper, M. M. ve ark., 1998),
hidrofobik yapida olan butil sefaroz sabit fazindan nanopartikillerin elisyonu
gerceklesmistir ve bunun sonucunda PLGA zincirlerindeki serbest karboksil-uc
gruplarin varligi bu kopolimer daha hidrofilik 6zellik verdigini gostermiglerdir. Sabit
faz ile nanopartikullerin etkilesimi hidrofobik 6zeligin bir fonksiyonudur. Bu ylzden
hidrofobik nanopartikiller genellikle kolonda alikonurken, hidrofilik 6zellikteki

nanopartikuller kolaylikla sabit fazdan ayrilirlar.

PLGA nanopartikul hazirlama ydntemlerine bakacak olursak, emiilsifikasyon-
diftizyon, emiilsiyon-¢ézicu buharlastirma, ara ylzeylere birikme, nanogdktlirme
gibi farkh bircok hazirlama yontemi bulunmaktadir. Tez calismasinda, PLGA
nanopartikil hazirlama yoéntemi olarak, Oztiirk ve ark.’min (Ozturk, K. ve ark.,
2010) kullandigi ve literatlrlerde PLGA nanopartikullerin hazirlanmasinda siklikla

kullanilan bir ydntem olan emuilsifikasyon-¢6zicu difuzyon metodu kullaniimistir.
PLGA polimeri diklorometan, etil asetat, aseton gibi organik solvanlarda

cobzllebilmektedir (Dinarvand, R. ve ark., 2011). Yapilan formulasyon

calismalarinda polimer hem diklorometan hem de aseton iginde ¢ozulmustar.
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Diklorometan ile hazirlanan formulasyonlarin partikil boyutu ve poli dispersite

indeksleri, aseton ile hazirlananlardan daha yuksek gikmigtir.

Aseton su ile tamamen karisabilen bir ¢6ziici olmasina karsin, diklorometan su ile
karismayan  bir ¢dzlcudir. Formilasyona su eklenmesi dengenin
destabilizasyonuna yol acar. Bu durum, organik c¢ozucunun dis faza difuze
olmasini saglar. Cozuculerin gegisi suresince PLGA nanopartikuller olugur ve
boyutlari organik fazdaki ¢dzuculerin tipine baglidir. Songa ve ark. (Songa, K. C.
ve ark., 2006) PLGA nanopartikillerinin hazirlanmasinda ¢esitli organik ¢ozulerin
etkisini incelemislerdir. Asetonun PLGA icin iyi bir ¢6zici oldugunu ve su ile
tamamen karisabildigini, buna karsin, diklorometanin su ile karigamadigini ve
PLGA icin mukemmel bir ¢6zlicu oldugunu sdylemislerdir. Yapmis olduklar
calismada, su ile karisabilen cozlculer (etil asetat) kullanarak 70 nm civarinda
partikul boyutu elde etmelerine karsin, su ile hi¢ karismayan diklorometani ¢ozucu
olarak kullandiklarinda partikil boyutunu 290 nm bulmuslardir. Sonug olarak,
organik ¢dzucindn tipi, partikdl boyutu tUzerinde dnemli etkiye sahiptir. Organik
fazda c¢Ozici olarak diklorometan kullanildiginda, neredeyse tum
formulasyonlarda belirgin sekilde agregasyon oldugu goértlmuastar. Cunku
diklorometan su ile karisamamaktadir ve dispersiyon ajani olarak kullanilan DMAB
(didesil dimetil amonyum bromir) emiulsiyon damlaciklarindaki agregasyonu
tamamen engelleyememistir ve 390 nm gibi buyuk partikil boyutuna sahip
nanopartikuller elde edilmigtir. Buna karsin, aseton ile hazirlanan nanopartikul

formulasyonlarinin partikal boyutu 250-400 nm arasinda bulunmustur.

Aseton sulu faza hizlica difize olup, polimerin ¢okmesine ve nanopartikil
olusmasina yol acar. Bu yuzden aseton ile hazirlanan nanopartikiller,
diklorometan ile hazirlanan nanopartikullere gére polimer konsantrasyonundan ve
homojenizasyon parametrelerinden daha az duyarlilik gosterir. Birnbaum ve ark.
(Birnbaum, D. T. ve ark., 2000a) yapmis oldugu calismada, PLGA nanopartikilleri
icin aseton ve diklorometanin nanopartiklll karakterizasyonuna etkisi benzer

sonuglar dogurmustur (Vandervoort, J. ve Ludwig, A., 2002) .

Bu yuzden tez calismasinda paklitaksel yukli nanopartikil formulasyonlarinda

organik ¢ozucu olarak aseton kullaniimigtir.
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PVA emdllsiyonlarin stabilitesini saglayarak, kacuk partikillerin boyutlari ve
tekdize boyut dagihmini saglayan, nanopartikil hazirlamada da siklikla kullanilan
emulsifiye edici bir ajandir. Sahoo ve ark.(Sahoo, K. S. ve ark., 2002) yapmis
oldugu calismada cesitli stabilizorler kullanmiglardir. Bu ¢alismada, noniyonik
stabilizér (PVA ve Pluronik F68) kullanarak, nanopartikilleri sterik engel ile
stabilize edilirken, iyonik stabilizor (DMAB) ile partikuller elektrostatik itme ile
stabilize edilirler. PVA molekulleri damlacik yuzeyine adsorbe olarak damlaciklarin
birbirine yapismasini engellemekte ve bu sekilde emdulsiyon stabilitesini
artirmaktadir (Ozturk, K. ve ark., 2010). Tez calismasinda stabilize edici ajan

olarak PVA kullaniimistir.

5.1.3. Nanopartiktllerin Karakterizasyonu

5.1.3.1. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel Olgumleri

5.1.3.1.1. Bos PLGA Nanopartikiillerin Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel
Olgumleri

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan nanopartiklllerin partikll boyutu ve zeta
potansiyellerinin élgcimine ait bilgiler Bolum 3.2.2.1’de ayrintili bir sekilde
anlatilmistir. Olgimler sonucunda elde edilen bulgular Béliim 4.2.1.1’de verilmistir
ve bu degerler Cizelge 4.6 ve 4.7'de Ozetlenmigtir. Paklitaksel igcermeyen
nanopartikullerin partikll boyutu ve zeta potansiyel dagilimlarina ait grafikler Sekil

4.4 ve 4.5'de verilmigtir.

PLGA nanopartikillerinin partiktl boyut dagilimlari incelendiginde diklorometan ile
hazirlanan nanopartikullerin poli dispersite indeksleri 0.22 ile 0.35 arasinda
bulunmustur. Buna karsin, aseton ile hazirlanan bos nanopartikullerin poli
dispersite indeksleri 0.02 ile 0.07 arasinda bulunmus ve dagilim grafiklerinden

monodispers bir sistem olduklari gérulmektedir.

Diklorometan ile hazirlanan nanopartikillerin yliksek hizli homojenizatorde
karigstirma hizi  16000devir/dk iken, aseton ile hazirlanan nanopartikillerin
karistirma  hizi 11000devir/dk’dir.  Cunkd, diklorometan ile  hazirlanan
nanopartikilleri 11000devir/dk’da yuksek hizli homojenizatérde karistirdigimizda

ortalama 1112 nm boyutunda partikiller elde edilmistir. Yuksek hizl
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homojenizatérde karistirma hizinin artmasi, partikil boyutunu belirgin boyutta
dusurmustir. Diklorometan ile hazirlanan nanopartikil formulasyonlarinin
16000devir/dk karistirma hizindaki partikil boyutu 140-230 nm arasinda
bulunurken, aseton ile 11000devir/dk karistirma hizinda hazirlanan nanopartikuller
daha dusik partikil boyutunda bulunmustur (91-111 nm). Bunun nedeni,
asetonun su ile karigabilen bir organik solvan olmasi, emulsifikasyon sirasinda su
fazina hizl bir sekilde difUze olmasi, polimerin ¢okmesini saglayarak nanopartikul
olusumunu hizlandirmasi ve olugsan partikillerin agregasyonu minumuma

indirmesidir.

Aseton ile hazirlanan nanopartikil formulasyonlar incelendiginde, %3 (a/h) PVA
konsantrasyonundaki nanopartikillerin partikil boyutu (111 + 2 nm), %5 (a/h)
PVA iceren formilasyonun partikil boyutundan (104 £ 1.7 nm) daha yuksek
bulunmustur. Sulu fazdaki PVA konsantrasyonu arttikca daha kuglik partikdil
boyutu ve daha dar partikul boyut dagilimina yol agmistir. Cunkd, sulu fazdaki
PVA agregasyona karsl, su damlalarinin stabilizasyonunu saglayarak, tekduize
partiktl elde edilmesini saglamistir (Ozturk, K. ve ark., 2010). %1 (a/h) PVA
konsantrasyonundaki nanopartiktil formilasyonun partikil boyutunun en yiksek
olmasi beklenirken, en dusuk partikul boyutu (91+0.9 nm) elde edilmistir. Bunun
sebebinin de %1 konsantrasyondaki PVA’nin nanopartikil olusumu igin yeterli
olmadigi  dusunulmektedir.  Diklorometan ile  hazirlanan  nanopartikil
formulasyonlarinda da %1 (a/h) PVA iceren formulasyonun partikil boyutu (140 +
5 nm), %3 ve %5 (a/h) PVA iceren formulasyonlardan daha duasuktur. %5 (a/h)
PVA iceren formilasyonun partikil boyutu (1737 nm), %3 (a/h) PVA iceren
formiulasyona (230 + 6 nm) kiyasla daha dusik dederdedir. Hazirlanan bos
nanopartikullerin partikil boyutlari arasinda anlamli bir fark bulunmustur (tek yonli

anova testi p<0.05).

Partikuler sistemlerin ylizey yukl zeta potansiyel 6lcimui ile tespit edilmektedir. Bir
suspansiyon icindeki partiktllerin yuksek pozitif veya negatif zeta potansiyel
degerlerine sahip olmalari istenen bir durumdur. Cunku, sahip olduklari yukler ile
partikiller birbirini iterek, bir araya gelme egilimlerini engellemis olurlar. Fakat,
partikiller dusuk zeta potansiyel degerlerine sahip ise, partiklllerin

agregasyonlarina yol acmaktadirlar. ilag yukli olmayan tiim nanopartikillerin
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ylzey yukl, PLGA ylzeyinde yer alan terminal karboksilik asit gruplarinin varligi
(Zambaux, M. F. ve ark., 1998) ve PVA’nin sahip oldugu negatif ylkten dolayi
negatif degerde olup -12.7 mV ile -19.2 mV arasinda degismektedir. Diklorometan
ve aseton ile hazirlanan formuilasyonlar incelendiginde, %3 PVA iceren
formilasyonun zeta potansiyeli (diklorometanda -17.3+0.7 mV, asetonda -
18.2+0.2 mV) %5 PVA iceren formilasyonun zeta potansiyelinden
(diklorometanda -19.0+0.7mV, asetonda -19.2+0.7 mV) daha yuksektir. %1 PVA
konsantrasyonu ile hazirlanan nanopartikil formulasyonlarinin zeta potansiyel
degerleri (diklorometanda -12.7+1.4 mV, asetonda -14.1+2 mV) en ylksek
degerde bulunmustur. PVA oranin artmasi, zeta potansiyeli negatif yonde
artirmistir. Zeta potansiyelinin yuksek degerde olmasi partiklller arasinda
etkilesimin az oldugunu gosterir. Partikuller arasindaki etkilesimin az olmasi da

formulasyonun stabil oldugunun géstergesidir.

Aseton ile hazirlanan bos nanopartikil formulasyonlarinin partiktl boyutunun daha
dusik olmasi, poli dispersite indekslerinin sifira daha yakin olmasi, agregasyon
gostermemeleri ve diklorometana goére daha az toksik bir solvan olmasindan

dolayi, paklitaksel yukli nanopartikil formulasyonlari da aseton ile hazirlanmistir.

5.1.3.1.2. Paklitaksel YUkli PLGA Nanopartikillerin Partikiil Boyutu ve Zeta

Potansiyel Olgiimleri

Tez galismasi kapsaminda hazirlanan paklitaksel yukli nanopartikullerin partikal
boyutu ve zeta potansiyellerinin dlgumune ait bilgiler Bolum 3.2.2.2°’de ayrintili bir
sekilde anlatiimigtir. Olglimler sonucunda elde edilen bulgular Bolim 4.2.1.2'de

verilmigtir ve bu deg@erler Cizelge 4.8'de 6zetlenmistir.

Tez calismasinda formulasyonlar, farkh PVA ve PLGA konsantrasyonlari ile
hazirlanmistir. Dis sulu fazdaki PVA konsantrasyonlari degistiriimis ve sirasiyla
%1, %3 ve %5 (a/h) konsantrasyonlarinda calismalar gergeklestiriimigtir. Ayrica
PLGA konsantrasyonun etkisini incelemek amaciyla %2, %3 ve %4 (a/h)

konsantrasyonlarinda PLGA galigiimigtir.

Paklitaksel yukli nanopartikil formulasyonlarinin  partikil boyutlart ve poli

dispersite indeks degerleri, bos nanopartikil formulasyonlarina kiyasla daha
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yuksek bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.05). Cunkau,
nanopartikil icine hapsolan ya da ytzeyine adsorbe olan ilag, partikil boyutunun
artmasina yol acmigtir. Karatas ve ark.’nin elde ettigi bulgular da ayni yondedir
(Karatas, H. ve ark.,2009).

PVA miktarindaki artig, partikil boyut dagilimini daraltir. Bu olgu, bir emulgatorin
stabilize edici 6zelliginden kaynaklanir. Yetersiz miktardaki emulsifiye edici ajan,
tum nanopartikullerin stabilizasyonunu saglayamaz ve bu yluzden agregasyonlar

olusabilir. Sonug olarak da daha buyuk partikul boyutlari elde edilir.

Emuilsiyon-¢ozucu buharlastirma yonteminde, globullerinin emdulsifikasyonu ve
stabilitesi ¢ok ©nemli faktorlerdir. Dispersiyon ajaninin miktarl, emdulsiyon
isleminde ve damlaciklarin korunmasinda 6nemli rol oynar. CUnklU dispersiyon
ajanlari, partikillerin agregasyonunu 6nlemektedir (Murakami, H. ve ark., 1999,
Kwon, H. Y. ve ark., 2001, Mainardes, R. M. ve Evangelista, R. C., 2005).

Elde edilen tim formilasyonlarin poli dispersite indeksileri 0,2’den kuguk
bulunmustur. Bu da formulasyonlarin tekdize dagilim gdsterdigini bize

aciklamaktadir.

Hazirlanan PLGA nanopartikullerinin ortalama partikul buyuklukleri, %2 PLGA %1
PVA formulasyonu icin 219.7£8.2 nm , %2 PLGA %3 PVA formilasyonu icin
186.9+£2.6 nm, %2 PLGA %5 PVA formulasyonu i¢cin197.8+3.8 nm, %3 PLGA %1
PVA formilasyonu igin 195.1+ 10 nm , %3 PLGA %3 PVA formulasyonu igin
235.446.8 nm, %3 PLGA %5 PVA formilasyonu i¢in 223.7+ 5.4 nm, %4 PLGA %1
PVA formilasyonu icin 214.1+4.3 nm , %4 PLGA %3 PVA formilasyonu icin
234.9+ 5 nm, % 4 PLGA %5 PVA formulasyonu icin 239£7.4 nm bulunmustur.

%2 PLGA iceren formulasyonlari, %3 ve %4 PLGA iceren formulasyonlarla
kiyaslanacak olursa, en dusuk partikil boyutu %2 PLGA iceren formulasyonlarda
elde edilirken, en yiksek partikil boyutu %4 PLGA iceren formulasyonlarda
saglanmistir. %3 ve %5 PVA oranlarindaki formulasyonlari incelendiginde, %5
PVA iceren formulasyonlarin partikil boyutu, %3 PVA iceren formulasyonlardan
daha kacuktir. %2 PLGA %3 PVA formulasyonunun partikil boyutu, %2 PLGA
%5 PVA formilasyonunun partikil boyutundan daha buyudkttr (p> 0.05). %3 PLGA
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%3 PVA formilasyonunun partikil boyutu, %3 PLGA %5 PVA formulasyonunun
partiktil boyutundan daha buyuktir (p<0.05). %4 PLGA %3 PVA formulasyonunun
partikil boyutu, %4 PLGA %5 PVA formulasyonunun partikil boyutundan daha

blyuktir. Fakat bu buyukIuk, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Bu c¢alisma ile PVA konsantrasyonundaki artisin nanopartikil boyutunda
azalmaya, ayni zamanda PLGA oranindaki artis partikil boyutunu artirmaya
neden oldugu saptanmis olup, elde edilen bulgular literattirle uyumludur (Ozturk,
K. ve ark., 2010, Gopferich, A., 1997). PVA konsantrasyonunun artmasi ile daha
stabil emulsiyon olugsmakta ve bunun sonucu olarak daha kuaguk partikul
bayukligune sahip nanopartikiller elde edilmektedir. Literatirlerde PVA
konsantrasyonunun bu etkisinin ara yuzeydeki PVA viskozitesi, ylzey gerilimi
Uzerindeki azaltici etkisi ve U¢ boyutlu vyapisindan dolayr olustugu
diistinilmektedir. ic fazdaki polimer konsantrasyonu énemli bir diger faktordiir.
Cunku polimer konsantrasyonu artikga, partikil boyutu da artmaktadir. Bunun
sebebi ise, i¢ fazin (polimer ¢ozeltisinin) viskozitesinin artigindan dolayr, PLGA
cOzeltisinin dispersiyon ortaminda dagitilmasi zorlagir ve bu ylzden de partikil
boyutunun artmasina neden olmaktadir (Quintanar-Guerrero, D.,1996, Mainardes,
R. M. ve Evangelista, R. C., 2005). Emiulsifikasyon sirasinda, koparma
kuvvetlerine  karsi  ylksek viskoz direng olugur. Yuksek polimer
konsantrasyonunda, bilyuk boyutlarda emdulsiyonlar olusur. Bu da difizyon
boyunca partikillerin daha buytk boyutlarda olusmasina yol agabilir (Mainardes,
R. M. ve Evangelista, R. C., 2005). %1 PVA iceren formulasyonlar en duguk
partiktl boyutuna sahiptir. Bunun sebebi ise, bos PLGA formulasyonlarinda oldugu
gibi PVA’nin nanopartikil olusumu icin yeterli olmamasindan kaynaklanmasi

olabilir.

Paklitaksel yukli nanopartikillerin zeta potansiyel degerleri -13.9+1.4 mV ile

-21.9+t0.4 mV arasinda degismektedir. Bos PLGA nanopartikillerin zeta
potansiyeli (-17.7 = 0.4mV) ile ila¢ yukli %2 PLGA %3 PVA formulasyonu (-21.9 +
0.4 mV) kiyaslandiginda, zeta potansiyelinde negatif degerde bir artig
gozlenmektedir. Bunun sebebi ise paklitakselin negatif degerde ylke sahip olmasi,
paklitaksel yUukli nanopartikll formilasyonunda zeta potansiyel degerinde negatif

yonde bir artisa yol agmistir.  Bu sonugta paklitaksel yukli nanopartikdl
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formulasyonlarinin bir araya gelme egilimlerini daha aza indirgemis olmaktadir.
Nanopartikullerin partikul boyutlari gibi PVA konsantrasyonu arttikga, zeta
potansiyel degerleri de negatif yonde artmaktadir. %4 PLGA %3 PVA iceren
formUlasyonun zeta potansiyel degeri -15.0+0.3 mV iken, %4 PLGA %5 PVA

iceren formulasyonun zeta potansiyel dederi -16.6£0.5 mV bulunmustur.

5.1.3.2. Enkapsilasyonun Degerlendirilmesi

Bolum 3.2.3.3'te “Enkapstilasyonun Degerlendirilmesi” baghgi altinda anlatildigi
gibi PLGA nanopartikillerine ytklenen paklitaksel miktari tayin edilmistir. Bolim
4.2.2’'de “Enkapsiilasyonun Degerlendirilimesine lliskin Bulgular” bashd altinda da
yukleme etkinlikleri verilmigtir. Cizelge 4.9'da % yukleme etkinlikleri, yiklenen

miktar ve % yUkleme kapasiteleri 6zetlenmistir.

ideal olarak basarili bir nanopartikiiler sistem, yiiksek ilag ylkleme kapasitesine
sahip olmahdir. llag yikleme miktari ve etkinligi matriks materyalinde ilacin
¢6zUnUrliglune ya da polimer bilesimi ile iligkili polimerin 6zelliklerine (molekil
agirhgi, ilag-polimer etkilesimi ve polimer fonksiyonel u¢ grubun cesidine (ester-
karboksil)) baghdir (Mohanraj, V. J. ve Chen, Y., 2006).

PLGA  nanopartiklllerinin  yUkleme  etkinligi ve ylkleme kapasitesi
degerlendirildiginde, PLGA konsantrasyonu arttikga ylkleme etkinliginin arttigi
gOzlenmistir. Formulasyonlardaki PVA orani artikga, yukleme etkinliginde azalma
gozlenmigtir. Bunun sebebi, PLGA konsantrasyonunun artmasi ve PVA
konsantrasyonunun azalmasi partikil boyutunu artirmig, bdylece yuklenen ilag
miktari artmistir. Tum formilasyonlar arasinda en yuksek yukleme etkinligine
sahip olan formulasyon %4 PLGA %1 PVA konsantrasyonlarini igeren
formulasyon iken, en dusik yukleme etkinligine sahip formulasyon %2 PLGA %3
PVA iceren formuilasyondur. PLGA konsantrasyonu arttikga, ytkleme kapasitesinin

azaldig1 gézlenmistir.
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5.1.3.3. in Vitro Salim Galismalari

in vitro salim calismalari Bolim 3.2.3.4'de “in Vitro Salim Deneyleri” bashgi
altinda anlatildigi sekilde yapilmistir. Zamanin fonksiyonu olarak kimulatif salim
ve % kumdalatif salim miktarlarinin gosterildigi grafik Sekil 4.6’da verilmistir.
Paklitakselin suda dusuk ¢ozunuarluginden dolayi, paklitakselin ¢ozuUnurluguna
arttirmak amaci ile salim ortamina %0,5 SLS eklenmistir (Chawla, J. S. ve  Amiji,
M. M., 2002).

Salim profilleri incelendiginde, tim formilasyonlarda ila¢g saliminin baslangigta
patlama etkisi gosterdigi gorulmektedir. Bunun nanopartikullerin ylizeyine yakin ya
da yuzeye adsorbe olmus ilaca bagl olarak gergeklesebilecegi dusunulmektedir.

Patlama salimini, daha yavas salim profili takip etmektedir.

Farkli PLGA konsantrasyonlari iceren formulasyonlarin Sekil 4.6'daki % salim
profillerine bakacak olursak, PLGA konsantrasyonundaki artis salim hizinin
artmasina yol acmistir. Buna karsin PVA konsantrasyonundaki azalma, salim
hizini  artirmaktadir. Cunkih PLGA konsantrasyonunun artisi ve PVA

konsantrasyonun azalmasi partikil boyutunu artirmaktadir.

ilag salimi partikiil boyutundan etkilenir. Kiigiik partikil boyutuna sahip
nanopartikiller, buyldk ylzey alanina sahiptirler. Bu ylzden partikil ytzeyindeki
ya da yuzeyine yakin bulunan ila¢ hizlica salinir. Buna karsin, partikdl i¢inde
enkapsule olmus ila¢ yavasca difize olmaktadir. Cok kucuk partikil boyutuna
sahip nanopartikillerin, saklama siresince agregasyon olusturma riski vardir.
Kicuk boyutlarda ve maksimum stabiliteye sahip nanopartikilleri formile etmek
her zaman bir sorun olusturmaktadir. Polimer parcalanmasi partikil boyutundan
etkilenir. Partikil boyutu arttikga, PLGA polimer pargalanmasi artmaktadir
(Budhian, A. ve ark., 2005). Kucuk partikillerde, PLGA parcalanma urtnleri
partikillerden kolaylikla difize olurken, blylk partikillerde pargcalanma urunleri
uzun sdreler boyunca polimer matriksinde kalmakta ve polimer maddesinin
otokatalitik pargalanmasina yol agmaktadir. Bu yuzden, biyik partikiller polimerin
hizli parcalanmaya ugramasini ve dolayisiyla da salim hizinin artmasini
saglamaktadir (Mohanraj, V. J. ve Chen, Y., 2006). Salim hizi PLGA ug¢ grubu ile
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PLGA kopolimer bilesimlerinden yuksek oranda etkilenmektedir (Budhian, A. ve
ark., 2005). Baslangigta hizli "burst" (patlama) salim, yluzeye zayif bir sekilde bagl

bulunan ilacin salimidir ve ylzey alani ne kadar buyukse salim o kadar fazla olur.

5.1.4. Sitotoksisite Caligsmalari

Tez c¢alismasi kapsaminda hazirlanan paklitaksel yUkli nanopartikillerin
sitotoksisite c¢alismalarina iligkin bilgiler Bolum 3.2.4’de ayrintili bir sekilde
anlatilmistir. Olgiimler sonucunda elde edilen bulgular Bélim 4.3'de verilmistir ve

bu degerler Sekil 4.7°de gosterilmigtir.

Elde edilen sonuclara gore paklitaksel yukli PLGA nanopartikil formulasyonu
kontrol grubuna gore toksik bulunmustur. PLGA c¢o6zeltisinin Caco-2 hucreleri
Uzerinde olusturdugu toksisite ile paklitaksel yukli PLGA nanopartikdllerinin
olusturdugu toksisite birbirine yakin olup, bos formulasyon ve kontrol grubuna goére
daha toksik etki olusturmaya meyillidir. Ancak bu toksisite degerleri arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0.05). 24 saat ve 48. saatteki toksisite
incelendiginde, zaman gectikce dolu formulasyonun toksik etkisinin arttidi
gorulmektedir. 48. saat sonunda bos formulasyonun, paklitaksel ¢ozeltisine yakin
toksik etki gostermesinin sebebi, formilasyonun hazirlanmasi sirasinda kullanilan
organik solvandan kaynakli olabilir. Sonug¢ta hazirlanmis olan nanopartikil
formulasyonun ilac ¢ozeltisine gore hicre canlhiligini azaltma egilimi géstermesi,
olusturulan ~ formulasyonun  toksik  etki  olusturdugunun  goOstergesidir.
Formulasyonun toksisite Ozelliklerinin daha iyi anlagiimasi i¢in daha yuksek

dozlarda uygulama yapilabilir.

5.2. Sonug

Bu tez galismasi kapsaminda, kanser tedavisi amaci ile paklitaksel yukli PLGA

nanopartikul formulasyonlari gelistiriimis ve karakterize edilmistir.

Emuilsiyon-¢ozticu buharlastirma yontemi, yukli biyoparcalanabilir PLGA

tastyicilari hazirlanmasini saglamaktadir.
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Sulu fazdaki PVA orani arttikga, organik fazdaki PLGA konsantrasyonu arttikca ve
homojenizasyon hizi arttikga partikil boyutu azalmaktadir. PLGA ve PVA'nin
negatif zeta potansiyel yliku oldugu bilindiginden, PLGA ve PVA oraninin artmasi
nanopartikillerin zeta potansiyelinin azalmasina yol agcmaktadir (Vandervoort, J.
ve Ludwig, A., 2002) .

Nanopartikillerin partikil boyutu, 190.9 nm ile 235.4 nm arasinda degisirken,
¢6zlcunun su ile karigabilirligine ve organik fazdaki polimer konsantrasyonundan
yiksek oranda etkilenmektedir. Elde edilen tim formulasyonlarin poli dispersite
indeksleri  0,2’'den kiclik bulunmus olup, formulasyonlar tekdize dagihm

gOstermektedir.

Partikil  boyutununun kontroliinde, emdlsifikasyon sireci ve emilsiyon
damlaciklarinin stabilitesi onemli rol oynar. Partikil boyutu ve sekli Uzerinde

homojenlik dnemli karakteristik 6zelliklerdir.

Stabilizor ve polimer konsantrasyonu, sonikasyon suresi, organik ¢oztcinin sulu
faza difize orani, dis faz ile i¢ fazin orani PLGA nanopartikillerinin olusmasinda

onemli faktorlerdir (Mainardes, R. M. ve Evangelista, R. C., 2005).

Nanopartiktl formualasyonlarina paklitaksel ylUkleme oranlari yliksek degerlerde

elde edilmistir.

Paklitakselin ila¢g salimi, dnce bir hizli (patlama) salim, daha sonra bunu takip

eden kontrolli salima birakmistir.
Sitotoksisite  galismalari sonucunda, paklitaksel  yuklu nanopartikdl

formulasyonlarinin  Caco-2 hicreleri Uzerindeki canlihk etkisi, paklitaksel

cOzeltisine yakin bulunmustur.
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