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OZET

PAKLITAKSEL iICEREN BiYOPARCALANIR POLIMERIK NANOPARTIKUL
FORMULASYONLARININ GELISTIRILMESI VE IN VITRO
DEGERLENDIRILMESI

Ozge ATASOY KOCA
Farmaso6tik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2019
Danisman: Dog¢.Dr. Ebru BASARAN

Paklitaksel (PTX) son yillarda gelistirilmis etkili antineoplastik ajanlardan biri
olarak tanimlanmaktadir. Tek basina veya diger kemoterapi ajanlariyla kombine olarak
over, meme, akciger, bas ve boyun kanserleri de dahil solid tiimérlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Genel olarak intravendz yolla uygulanmakta olup, sudaki ve pek gok
farmasoétik ¢oziictideki diisiik ¢oziiniirliigii ve dar terapotik indeksi klinik kullanimini
siirlamaktadir. Belirtilen sakincalarin iistesinden gelmek amaciyla PTX’in pek ¢ok
modern ilag tasiyict sistemler ile formiilasyonlar1 gerceklestirilmistir. Gelistirilen bu yeni
sistemler arasinda dogal veya sentetik kaynakli biyopargalanir polimerik sistemlerin
kullanildig1, kontrollii salimdaki etkinlikleri nedeni ile, tez calismamiz kapsaminda {istiin
ozellikleri ile etkinligi ve giivenilirligi kanitlanmis, daha ¢ok tablet formiilasyonlarinda
kullanilan bir polimer olan Kollidon® SR ve 6zellikle biyolojik olarak pargalanabilen,
viicutta toksik olmayan monomerlere bozunabilmesi nedeni ile siklikla tercih edilen
polimerlerden kitosan kullanilarak PTX iceren polimerik nanopartikiiller, piiskiirterek
kurutma yontemi ile hazirlanmistir. Hazirlanan sistemlerin karakteristik 6zellikleri in
vitro yontemler ile detayli olarak incelenmistir. Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde,
nanopartikiillerin basar1 ile hazirlandig1 ve saklama siiresi boyunca kararli sistemler
olduklar1 ortaya konmustur. Sonu¢ olarak formiilasyonlarin kanser tedavisinde

kullanilabilecek umut vaat eden sistemler olduklar1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Paklitaksel, Polimerik nanopartikiiller, Kanser tedavisi, Kollidon®
SR, Kitosan.



ABSTRACT

FORMULATION AND IN VITRO EVALUATION OF BIODEGRADABLE
POLYMERIC NANOPARTICLE FORMULATIONS CONTAINING PACLITAXEL

Ozge ATASOY KOCA
Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2019

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ebru BASARAN

Paclitaxel (PTX) has been described as one of the effective antineoplastic agents
developed in recent years. It is used alone or in combination with other chemotherapy
agents for the treatment of solid tumors including ovarian, breast, lung, head and neck
cancers. It is generally administered intravenously, and its low solubility and narrow
therapeutic index in water and many pharmaceutical solvents limit its clinical use. In
order to overcome the drawbacks mentioned, PTX has been formulated with many
modern drug delivery systems. Among these new systems, natural or synthetic origin
biodegradable polymeric systems are used due to their efficacy in controlled release.
Polymeric nanoparticles containing PTX were formulated with Kollidon® SR; is a
polymer which is mostly used in tablet formulations and chitosan; which is one of the
most preferred polymers because of its degradability to non-toxic monomers, by spray-
drying method and the characteristics of the prepared systems were examined in detail
by in vitro methods. Analyses results revealed that nanoparticles were prepared
successfully and were stable during the storage period. As a result of the study, it can be

regarded as the formulations are promising systems that can be used in cancer treatment.

Keywords: Paclitaxel, Polymeric nanoparticles,Cancer treatment, Kollidon® SR,

Kitosan
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hayatimda da bana verdigi degerli bilgilerden her daim faydalanacagimi diisiindiigiim
kiymetli danisman hocam Dog. Dr. Ebru BASARAN’a tesekkiirii bir borg biliyor ve

stikranlarim1 sunuyorum.
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YAZAN’a, Prof.Dr. Miizeyyen DEMIREL’e, Dog.Dr. Evrim YENILMEZ’e, Dog.Dr.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Kanser, genlerde meydana gelen degisiklikler sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasi sonucunda baslayan ve “tiimor” olarak adlandirilan yapilarin olusmasina
neden olan bir hastaliktir. Ilerleyen asamalarda baska dokulara da yayilabilen ve 6liim ile
sonuclanabilen ciddi sorunlara neden olmaktadir. Giiniimiizde 200’den fazla kanser tiirii

tanimlanmastir.

Kanser tedavisinde cerrahi islemler ve ilaglar ile tedavi en sik basvurulan
yaklagimlar arasindadir. laclar ile tedavide kullanilan etkin maddelerin ciddi yan etkileri
ve dislk biyoyararlanimlari nedeni ile yeni ve etkin ilag tasiyici sistemlere ihtiyag

duyulmaktadir.

Pek ¢ok arastirma grubu kanser tedavisine yonelik ila¢ tasiyict sistemleri
gelistirmek amaci ile ¢alismalar yapmaktadir. Bu tez galismasinda da sudaki diisiik
¢Oziiniirliigline baglh olarak diisiik biyoyararlanima sahip Paklitaksel iceren polimerik
nanopartikiil ~ formiilasyonlart  gelistirilmis ve  hazirlanan  formiilasyonlarin

karakterizasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

Elde edilen analiz sonuglar1 degerlendirildiginde viicuda pek ¢ok uygulama yolu ile
verilebilecek oOzellikte etkin ve giivenilir formiilasyonlar basari ile olusturulmustur.
Gergeklestirilen karakterizasyon caligmalar1 ile nanopartikiillerin fizikokimyasal
ozellikleri detayl olarak incelenmis ve alt1 ay siire ile kararli kaldiklar1 belirlenmistir.

Sitotoksisite ¢alismalar1 sonucunda etkili olan konsantrasyon da belirlenmistir.

Sonug¢ olarak caligmamiz kapsaminda hazirlanan Paklitaksel iceren polimerik
nanopartikiil formiilasyonlarinin kanser tedavisinde kullanilabilecek umut vaat eden

sistemler gelistirilmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Kanser Olusumu ve Tedavi Yontemleri

2.1.1. Kanser olusumu

Bilinen tarih boyunca kanser insan ve hayvanlarda sik goriilen bir problem
olmustur. Kanser hakkinda bilinen en eski kayitlar MO 3000 yilina kadar uzanmaktadir.
Kanser kelimesi Latince yenge¢ anlamina gelen ‘“canker’ veya ‘’carcinos’
kelimelerinden tiiremistir. Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
boliinmesi, ¢ogalmasi ve birikmesidir. Tek bir organi etkileyebildigi gibi uzaktaki
organlara da yayilarak etkisini gosterebilir (Baykara, 2016).

Tim kanserler, DNA dizisindeki birtakim anormalliklerle olusmaktadir.
Kanserlerin %10 — 15’inin, kalitimsal oldugu yani ebeveynlerden gelen genlerle
aktarildigi, geriye kalan %85-90° lik kismini ise yasam boyunca canli hiicrelerdeki
DNA’nin, mutajenlere maruz kalmasi, hiicre DNA sindaki hafif progressif degisiklikler
ve replikasyonda hatalar olugsmasi ile sekillendigi diisiniilmektedir. Bazen olusan bu
mutasyonlardan biri, i¢ginde bulundugu hiicrenin biiylimesini ve bu hiicreden tiireyen bir
kanser klonunun olugsmasini saglar (Yokus vd., 2012).

Kanser siirecleri, temel olarak hiicre c¢ogalmasmnin ve farklilagsmasinin
azaltilmasinda rol oynayan proteinleri kodlayan proto-onkogenlerin hasar gormesi veya
mutasyona ugramasi ve/ Veya hiicre biiylimesinin dnleyici sinyalini lireten ve/veya uyarici
apoptozu uyarici proteinleri kodlayan timdr supresor genlerinden kaynaklanmaktadir
(Pérez-Herrero vd., 2015).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, tiimdrlerin; viicudun immiin sistemini aktive
etmeden prolifere olan, kendi enerji metabolizmasini olusturdugu, bir tiimdr mikroortami
yaratarak normal goriinen bir hiicre repertuart olusturdugu belirlenmistir. Tedaviye
yonelik atilacak adimlar Oncesinde tiimoriin davranis paterninin anlasilmasi i¢in ek
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Hanahan vd., 2011).

Morfolojik degisiklikler, bir hastaligin 6zelligi olan veya etyolojik bir siirecin tanisi
olan hiicreler veya dokulardaki yapisal degisikliklere atifta bulunur. Ornegin, morfolojik
olarak 6zdes lezyonlar, farkli molekiiler mekanizmalar ile ortaya ¢ikabilir. Hicbir yerde
bu, tiimdrlerin ¢alismasindan daha ¢arpict degildir; Morfolojik olarak ayirt edilemeyen
meme kanserleri, olduk¢a farkli yollara, terapotik tepkilere ve prognoza sahip olabilir
(Kumar vd., 2014).



2.1.2. Kanser genetigi

Tim tiimorlerin iki temel bileseni vardir: biri tiimor parankimini olusturan
neoplastik hiicreler ve digeri bag dokusundan olusan reaktif stroma, kan damarlar1 ve

adaptif ve dogal immiin sistemin degisken sayidaki hiicreleri (Kumar vd., 2014).

Tiimdrlerin smiflandirilmasit ve biyolojik davranislari temel olarak parankimal
bilesene dayanmaktadir, ancak biiylimeleri ve yayilmalart kritik olarak stromalarina
baglidir. Tlimoriin, briit ve mikroskopik goriinlimlerine gore 1yi huylu kabul edildiginde,
lokalize kalacagini, diger bolgelere yayilmayacagini ve lokal cerrahi ¢ikarmaya elverisli
oldugu diistiniiliir. Kotii huylu timorlerde ise, bitisik yapilari istila ve tahrip edebilir, uzak

bolgelere (metastaz) yayilimi nedeniyle dliime sebebiyet verebilirler (Kumar vd., 2014).

Kanser hiicreleri siklikla boyut ve sekilde olarak pleomorfizma gesitliligi gosterir.
Dolayisiyla, ayni tiimor igindeki hiicreler tek tip degildir, ancak farklilasmamis bir
goriinlime sahip kiigiik hiicrelerden, komsularindan bir¢ok kez daha biiylik olan tiimor

dev hiicrelerine kadar uzanabilir (Kumar vd., 2014).

Kanserin olusumunda en biiyiik role sahip olan 3 gen grubu bulunmaktadir. Bunlar
onkogenler, tiimor baskilayici genler ve DNA tamir genleridir. Kanser hiicreleri kendi
metabolizmalari olan hiicrelerdir. Normal sartlar altinda, hiicreler dis membrandan sinyal
aldiklarinda biiyiir ve boliinerek cogalirlar. Disaridan gelen sinyaller hiicre igine girip
niikleusa aktarilir ve siire¢ baslar. Hiicre boliinmeden 6nce gevresini kontrol eder ve
yeterli miktarda besin olup olmadigini, biiyliyecek yer olup olmadigini kontrol eder ve

sartlar uygunsa biiylimeye baslar (Baykara, 2016).
2.1.2.1. Onkogen

Bu kavramin tipik 6rnegi, ABL proto-onkogeni BCR genine aktaran karsilikli bir t
(9; 22) kromozomal translokasyonu ile baglatilan kronik miyeloid 16semidir. Kanserin
somatik genetik degisikliklerden kaynaklandiginin ilk kamiti, Burkitt’in lenfoma
calismalarindan gelmistir. Bir dizi degisiklik sonucu MYC onkogenini aktive edilmis
olup deregiilasyonu baslangi¢ olayidir. Ikinci olarak, RAS onkogenik proteinin
transforme 6zelligini aktiflestiren mutasyonlar tasidigi gdzlenmistir. Ugiincii olarak,
kromozomal sinir degerlerin klonlanmas: ve BCL 2 onkogeninin immiinoglobiilin agir
zincir lokusundaki giiclendirici elementlerin bir araya gelmesiyle sonuclandigi
gorilmistiir. Dordiinciisii, bir insan tiimoriinden aktive edilmis bir onkogen tasiyan

transgenik farelerde, insan tiimoriine benzeyen kanserler gelismistir. Bu kanserlerin



sadece gizli bir silire sonra ortaya ciktiklari, diger genlerde degisikliklerin neoplaziye
ilerlemeden Once gergeklesmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Onkogenik proteinleri
hedef alan transtuzumab, cetuximab, bevacizumab gibi monoklonal antikorlar ve

imatinib, gefitinib, erlotinib, sorafenib gibi molekiiller bulunmaktadir (Croce, 2008).
2.1.2.2. Tiimor baskilayici genler

Kanser genlerinin diger grubu, kanserlesmeyi engelleyerek onkogenlere zit bir
sekilde aktivite gosteren tiimor baskilayict genlerdir. Timor baskilayici genler, hiicre
bliylimesini baskilayic1 etkileri ile kanserin gelismesini Onleyen olduk¢a onemli
muhafizlardir. Bu genlerde meydana gelen inativasyon kanser patogenezinde énemli rol
oynar. Aslinda, tiimor baskilayict genlerin kaybi kanserin olusumu igin gerekli olan
onkogen aktivasyonundan daha 6nemlidir. Cogu tiimér baskilayict gen, hiicre dongiisiinii
inhibe ederek, hiicreyi farklilasmaya iterek veya apoptozu tetikleyerek hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasini engelleyici bir karaktere sahiptir. Bazi tiimor baskilayici genler
ise hiicre proliferasyonunu tetikleyen bircok onkogenik sinyal yolaklarinin asiri
aktivasyonlarinin inhibisyonundan sorumludur. Timoér baskilayici genlerde meydana
gelebilecek somatik mutasyonlar (nokta mutasyon, kayip (missense) mutasyon, delesyon
vb), translokasyonlar, epigenetik degisimler ve kromozomal delesyonlar araciligiyla
gerceklesen fonksi-yon kayiplari, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina, apoptoza karsi
direng¢ kazanmalarina ve neoplastik farklilasmalarin tetiklenmesine yol acarak

kanserlesmeyi baglatabilmektedir (Akgiin vd., 2018).

Timor baskilayict genin hem maternal hem de baba alellerindeki mutasyonlarin,
genel olarak hiicreye se¢ici bir avantaj kazandirmasi icin gereklidir. Bu durum genellikle,
bir allelin, diger allelin intragenik bir mutasyonuyla birlestiginde, biitiin bir kromozomun
veya kromozom kolunun kaybi gibi, briit bir kromozomal olayla silinmesi sonucu ortaya
cikar (Vogelstein vd., 2004).

2.1.2.3. DNA tamir genleri

Hatali DNA tamir genlerinin (mismatch repair) kritik onem tasidigina ve
disfonksiyonunun malign durum ile iligkili olduguna dair gii¢lii kanitlar vardir. Onarim
yapan bu genler; bilinen onkogenlerde ve tiimdr baskilayic1 genlerde mutasyonlara yol
acan Onemli bir mekanizma olmasmin yaninda, diger 6nemli biiylime diizenleyici

genlerde de mutasyonlara yol agabilir (Chung vd. 1995).



2.1.3.Kanser insidansi

Kanser bulasici olmayan Ve tiim insan 6liimlerinin ~%14,6'sindan sorumlu olan dort
ana hastaliktan biridir. Su anda bilinen 200 den fazla farkli kanser tiirii vardir
(Pavlopoulou vd., 2015).

2012'de diinya genelinde 14.1 milyon yeni kanser vakasi ve 8,2 milyon kanseri
Olimiiniin gergeklestigi goriilmiistiir. Akciger kanseri, hem yiiksek oranda goriilmesi
(%12,9) hem de yiiksek 6liim orani nedeniyle (%19,4) diinyadaki en yaygin kanser
olmaya devam etmektedir. Meme kanseri, genel olarak en yaygin ikinci kanser (%11,9)
olmakla birlikte olumlu prognoz nedeniyle 6liim nedeni (%6,4) olarak 5. siradadir.
Mortalite yoniinden kolorektal kanserler 2. , karaciger kanserleri 3., mide kanseri 4.
siradadir. Yine mortalitesi diisiik olan ancak sik goriilen prostat kanseri ile beraber bu 6
kanser tiirii tiim kanserlerin %55’ini temsil etmektedir (Ferlay vd., 2012).

Tiirkiye kanser insidansi diinyadaki diger iilkeler ile karsilastirildiginda, iilkemizin
halen kanser agisindan hem kadinlarda hem de erkeklerde daha diisiik bir hizda oldugu
goriilmektedir. Ulkemizde goriilen ilk 5 kanser tiiriiniin diinyadaki ve diger gelismis
tilkelerdeki goriintii ile benzerlikler gosterdigi goriilmektedir. Erkeklerde trakea, brons ve
akciger kanseri (66,0/100000 kiside), kadinlarda ise meme kanseri (40,6/100000 kiside)
en sik goriilen kanser tiirleridir. Her iki cinsiyette de en oliimciil kanser tiirli akciger
kanseridir. Cocukluk ¢agi kanserlerinde ise ¢ocukluk c¢agi losemileri en sik goriilen
kanser tiiriidiir. Cocukluk ¢aginda her iki cinsiyette de lenfomalar, merkezi sinir sistemi
tiimorleri ve noroblastomalar 16semileri takip etmektedir. Genglerde ise (15-24 yas
grubu) erkeklerde testis kanseri ve kemik kanserlerinin, kadinlarda ise tiroid ve Hodgkin

Hastaliginin 6n planda oldugu goriilmektedir (Giiltekin vd.,2014).
2.1.4. Kanser tamsi ve siniflandirilmasi

Farkli yontemlerle gosterilecegi gibi, kanserin kesin tanisi veya evrelemesi icin
evrensel olarak kullanilabilecek tek bir test yoktur. Normal olarak, kanser semptomlarini
taklit edebilecek farkli durumlar (6rnegin enfeksiyon) arasinda ayrim yapmak i¢in birkag
test yapilir. Bu yontemler teshis araglarini igerir, timdr gelisiminin ilerlemesini izler ve
kanserin etkili tedavisi i¢in planlar icerir. Teshis prosediirleri laboratuvar testleri (kan
testleri, tiimor belirtegleri) genetik testleri, goriintiileme teknikleri, timor biyopsisi,

endoskopik incelemeler ve ameliyati igerebilir (Banfalvi, 2014).

Medikal uygulamadaki kanser siniflandirilmasi;



e Primer goriildiigli organa gore (Meme, akciger, prostat, karaciger, bobrek, oral, beyin
kanseri, vb.)
e Histolojik tipine gore (karsinom, sarkom, miyelom, 16semi, lenfoma, karisik tipler)
e Kilinik evrelemeye gore
o Derece (1-4) - cevredeki dokulara gore hiicrelerin anormalligi ile ilgilidir;
v Derece 1- hafif anormallik, iyi farklilasmus hiicreler,
v' Derece 2- biraz daha fazla anormallik, orta derecede farklilasmis hiicreler,
v Derece 3- anormal, zayif farklilasmis hiicreler,
v Derece 4- farklilasmamis, olgunlasmamus ve ilkel hiicreler (Banfalvi, 2014).

2.1.5.Kanser tedavi yontemleri

Gilinlimiizde insanligin 6nemli saglik sorunlarindan ¢6ziimii bekleyen hastaliklarin
basinda kanser gelmektedir. Her yil binlerce insanin yakalandig1 kanserle ilgili oldukca
yogun c¢alismalar halen yiiritiliyor olmakla birlikte tam olarak tedavisi de

yapilamamaktadir (Yalcin, 2018).

Kanser tedavisi, hastalarin sagkalimlarint uzatmayr ve yasam kalitelerini
yiikseltmeyi amaglar. Kanser tedavisi ile ilgili kararlar, kanser semptomlarini
geciktirmenin veya azaltmanin olas1 yararlar1 ve tedaviyle iliskili toksisite ile ilgili olas1

zararlar arasindaki dengeyi goz 6niinde bulundurmayi igerir (Blinman vd., 2012).

Tedaviyi segerken goz oniinde bulundurulacak faktorler arasinda kanserin tipi ve
evresl, tiimoriin rezektabilitesi ve yeri, komorbiditeleri, hastanin yasi, performans durumu
ve tercihleri bulunur. Bazi durumlarda, doktor tedavi vermek yerine hastayi izlemeyi
secebilir (Perry, 2012).

Kanser tedavisi i¢in kullanilan yontemler 2 ana kategoride toplanabilir;

e Lokal tedavi yontemleri
v" Cerrahi
v Radyoterapi
o Sistemik tedavi yontemleri
v Kemoterapi
v" Hedeflenmis tedavi yontemleri
v Hormon terapisi

v Immiinoterapi (Bu vd., 2019).



Kanser, tek bir terapi yontemi (monoterapi) ile tedavi edilebilir, ancak genellikle
birkag yontem, belirli bir sirayla birbirine yakin sekilde birlestirilir veya uygulanir. Buna
multimodal veya kombinasyon tedavisi denir. Kombinasyon tedavisinin bazi yaygin
ornekleri neoadjuvan tedavi, adjuvan tedavi ve kombinasyon kemoterapisidir (Swan vd.,
2003)

Kanserin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemleri en sik bagvurulan
yontemler olmakla birlikte, hormon terapisi ve biyolojik yontemlerin kullanilmasi gibi
farkli yaklasimlar da diger yontemlere destek olacak sekilde birlikte veya tek basina
kullanilabilir. Her yontemin kendine 6zgili avantaj ve dezavantajlarinin bulunmasi,
kanserin kisiye 6zgii bir hastalik olmasi, tedavilerin kisiden kisiye farklilik gosterebilmesi
nedeniyle tek bir kesin tedavi yonteminin varligindan bahsetmek imkansizdir (Baykara,

2016).

Cerrahi ve radyoterapi, lokal ve metastatik olmayan kanserler icin en etkili ve
degerli tedavilerdir, ancak kanser viicutta yayildigi zaman etkililikleri sinirlidir. Kanser
ilaglarinin kullanimi (kemoterapi, hormon ve biyolojik tedaviler), viicuttaki her organa
kan akimi yoluyla ulasabildikleri igin metastatik kanserlerin tedavisinde giiniimiizde

bilinen en iyi yontemdir (Pérez-Herrero vd., 2015).

Cerrahi tekniklerdeki ilerlemelere ragmen, tiiméor hiicreleri cerrahi sinirlarda veya
ameliyattan sonra dolagimda kalabilir ve bu durum kanserin tekrarlanmasi ve metastaz
riskini arttirir. Rezidiiel timor hiicrelerinin neden oldugu niiks oranini azaltmak igin,
kemoterapi ve radyoterapi cerrahi sonrasi kanser tedavisi i¢in geleneksel standart
tedavilerdir. Bununla birlikte, bu tedavilere siklikla komplikasyonlar ve yan etkiler eslik
eder (Bu vd., 2019).

Kemoterapi; Losemi ve lenfoma gibi kanser tiirlerinde etkili bir tedavi yontemi

olmanin yanisira tiimdr boyutunu cerrahi oncesi neoadjuvan amacgh kullanildigi da

bilinmektedir (Bismuth vd.,1996).

Hormon terapisi, genellikle prostat, meme ve endometriyum kanserlerinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Hormon tedavisinde hormon iiretiminin engellenmesi,
hormonun hedef organa girisinin engellenmesi veya feedback mekanizmalarla

seviyesinin diizenlenmesi amaglanmaktadir (Sakai vd., 2015).



2.1.6. Kanser tedavisinde yeni ila¢ tasiyici sistemler

Son 25 yilda kanser biyolojisinin temellerinin tanimlanmasinda énemli ilerlemeler
olmasina ragmen, bu, kanser terapdtiklerinde benzer klinik ilerlemelere doniismemistir.
Bu gibi ilerlemeler igin biiyiik umut vaat eden alanlardan biri, miihendislik, malzeme
bilimi, kimya ve fizik gibi bir¢ok disiplinin kesisimini igeren kanser nanoteknolojisi
olarak tanimlanan alandir (Amiji, 2006).

Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte glinlimiizde var olan tedavilere ek olarak yeni

tedavi yontemleri gelistirilmektedir.

Nanoteknoloji bazli dagitim sistemleri, kanser dagitiminda kayda deger bir etki
yaratmistir. Biyomateryal ve biyo-miihendislik bilimindeki gelismeler, kanser hastalarina
yeni giiven uyandirabilecek yeni nanopratik bilesik yaklasimlara katkida bulunmustur.
Kanserli hiicrelerin secici olarak taninmasi, hedeflenen ilag dagitimi ve konvansiyonel

kemoterapilerin sinirlamalarinin asilmasinda biiyiik etki yaratmigtir (Jain vd., 2015).

Nanoteknoloji, molekiiler ve biyolojik goriintiileme yetenegine sahip, tiimorlerin
secici terapisi yapabilen ve nispeten diisiik toksiklik kapasitesine sahip hassas ve spesifik
anatomik sistemleri saglamak i¢in oldukc¢a basarili sonuglari dogurmustur. Nanoyapilarin
fiziksel ozellikleri, belli hedeflere ulasilabilirligli ve mevcut standartlara kiyasla belirgin
bir iyilesme saglayacabilecegi imkanlar1 son yillarda yapilan caligmalarla etkin bir sekilde

gosterilmektedir (Yalgin, 2018).

Nanopartikiiller, arttirilmis gegirgenlik ve tutunma etkisi nedeniyle ila¢ dozunu
kesin olarak tiimor bolgesine verebilmektedir. Tiimorlerin genel 6zellikleri arasinda
sizdiran kan damarlar1 ve son derece zayif lenfatik drenaj bulunur. Serbest ilaglarin
spesifik olmayan sekilde yayildigi bilinmektedir; Bununla birlikte, nanoparcaciklar,
yukarida belirtilen arttirilmig gegirgenlik ve tutma etkisi ile spesifik hedef bolgede birikir
(Wakaskar, 2017).

Yeni ila¢ dagitim teknolojileri, ameliyat sonrasi kanser tedavisinde heyecan verici
bir ilerleme saglamistir. Bu tekniklerin klinik ortama basarili bir sekilde ¢evrilmesi,
cerrahi sonrasi tiimor niiksiinii, metastazi azaltarak ve hastanin sag kalimini artirarak
cerrahi onkoloji uygulamasini derinlemesine etkileme potansiyeline sahiptir. Cerrahlar,
klinisyenler, biyo-miihendisler ve farmakologlarin bu alandaki iyilesmeyi hizlandirmak

i¢in birlikte ¢alismasi biiyiik firsatlar doguracaktir (Bu vd., 2019).



Polimer bazli ilag dagitim sistemleri; son yillarda, tiimor hedeflemesinin ve
intravendz kemoterapi tedavileriyle baglantili ciddi sistemik morbiditeler eksikligini
kanitlamak icin bir ara¢ olarak arastirilmistir. Bu lokalize tedaviler, hedef dis1 doku
toksisitelerini koruyarak ilacin dogrudan hastalik bdlgesine kontrollii bir sekilde
dagitimini kolaylastirir. Bu depolarin bir¢ogu biyolojik olarak pargalanabilir ve tiimor
bolgesinde terapdtik ilag konsantrasyonlarini uzun siire muhafaza edecek sekilde

tasarlanmistir (Wolinsky vd., 2012).

Yapilan calismalarda; bir akciger kanseri metastazi ortotopik sigcan modelinde 6n
havalandirma lenfatik metastazinda jelatin matrikse gomiilii paklitaksel (PTX) yiiklii
mikrokiirelerin etkinligi arastirilmustir. Ilag yiiklii parcaciklar, cevredeki lokal lenf
diigiimlerinde yiiksek terapotik konsantrasyonlara yol acti ve lenfatik metastazda
kontrollere kiyasla %80'lik bir diisiisle iliskilendirildi. (Liu vd., 2009) Bu veri, orta evre
kanser hastalarinda lokalize tedaviler i¢in bir yer oldugunu gostermektedir (Wolinsky vd.,
2012).

Hedeflendirilmis ilag dagitim sistemi; ilaci, 6nceden segilmis bir biyositte kontrolli
bir sekilde serbest birakan bir sistemdir. Nanoteknoloji tabanl dagitim sistemleri, kanser
tedavisi lizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Polimerler, kanser tedavisi igin
nanopartikiiler tagiyicilarinin gelistirilmesinde kilit rol oynar. Nanoterapotik ilag
sistemlerinin baz1 6nemli teknolojik avantajlari arasinda uzun stireli yar1 omiir, gelismis
biyo-dagilim, ilacin dolasim siiresi, ilacin kontrollii ve siirekli salinimi, uygulama
yolunun c¢ok yonliiliigii, artan ilacin hiicre i¢i konsantrasyonu ve daha fazlasi

bulunmaktadir (Jain vd., 2015).
Hedeflendirilmis ilag dagitim sistemlerinin amaci asagida siralanmistir;

e flacin ihtiyag duyulmadiginda hiicrelere / dokulara / organlara girmesini
onlemek.

e Kan, karaciger ve bobrekteki opsoninler gibi viicut savunma sistemi tarafindan
yapilan ilacin bozulmasini ve yok edilmesini 6nlemek.

¢ Biyoyararlanimi ve hedef bolgedeki ilag birikimini artirmak (Jain vd., 2015).
2.2. Polimerik Nanopartikiiller

Geleneksel ilag tasiyici sistemler ile yapilan kanser tedavileri ¢ogunlukla saglikli
hiicreler {izerinde de 6liimciil hasara yol agmakta ve uzun siireli kullanim gerektiren bu

tedavi seklinde hasta ciddi yan etkilere maruz kalmaktadir. Bu nedenle ilacin dogrudan



kanser hiicrelerine hedeflendigi, daha az toksisiteye sahip etkin ve giivenilir yeni ilag

tastyici sistemlere ihtiyag duyulmaktadir (Jain vd., 2015).

Pek ¢ok arastirmact kanser tedavisinde kullanilmak {izere yeni ilag¢ tasiyici
sistemlerin gelistirilmesini amaglayan ¢alismalar yapmaktadir (Ezrahi vd., 2019). Bu
amaca yonelik hazirlanan formiilasyonlar arasinda kendi kendine emiilsifye olabilen
sistemler (Ding vd., 2020), mikroemiilsiyonlar (Theochari vd., 2017), miseller (Choi vd.,
2019; Shu vd., 2018), lipozomlar (Xia vd., 2019; Wang vd., 2019), inkliizyon bilesikleri
(Yan vd., 2019), dendrimerler (Liu vd., 2015), hidrojeller (Sun vd., 2016; Zhao vd.,
2019), metalik nanopartikiiller (Nguyen vd., 2019), kati lipit nanopartikiiller
(Biiylikkoroglu vd., 2016a; Biiyiikkoroglu vd., 2016b) ve polimerik nanopartikiiller
(Choudhury vd., 2019; Chouwdhury vd., 2019) formiilasyon gelistirme asamasinda en
fazla caligilan sistemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.1.) (Prasanna vd., 2018;
Senepati vd., 2018).
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Sekil 2.1. Kanser tedavisinde kullanilan kontrollii salim saglayan nano boyutlu ila¢ tasiyic

sistemlere ornekler (Cryer ve Thorley vd., 2019).
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Yapilan ¢alismalarda polimerik nanopartikiiller (1-1000 nm) ile hazirlanan
formiilasyonlar en sik calisilan sistemlerden biri olarak degerlendirilmektedir
(Kommareddy vd., 2007; Petros ve DeSimone; 2010; Mehta vd., 2019; Mottaghitalab vd.,
2019; Massey vd., 2020).

Calismalarin amacina baghi olarak polimerik nanopartikiiller ¢ogunlukla
biyobozunur ve biyo-uyumlu polimerler (polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA)
ve poli-e-kaprolakton (PCL) vb) ile hazirlanabilirler. Yiiklenen etkin madde salimini
kontrol ederek ve biyoyararlanimda artis saglayarak tedavi etkinligini arttirmaktadirlar

(Abriata vd., 2019).

Massey ve arkadaglart (2020) pankreas kanseri tedavisine yonelik yaptiklari
caligmalarinda poli(laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA) ile hazirladiklar1 polimerik
nanopartikiillere PTX yiiklemisler ve in vitro ve in vivo ¢aligmalar ile pankreas kanseri

tizerinde oldukga etkin formiilasyonlarinin elde edildigini gostermislerdir.

Yapilan bir baska calismada kolon kanseri kaynakli metastazik akciger kanseri
tedavisine yonelik gelistirilen polimerik nanopartikiiller ile oldukga etkili formiilasyonlar
akciger kanseri tedavisinde umut vaat eden sistemler olarak tanimlanmislardir (Rychahou
vd., 2018).

2.2.1. Polimerik nanopartikiil hazirlama yontemleri

Polimerik  nanopartikiillerin ~ hazirlanmasinda  baglica iki  yaklasimdan
bahsedilmektedir, monomerden hareketle polimerlerin sentezlenmesi ve bu asamada
etkin maddelerin yiiklenmesi ve hazirlanmis polimerlere farkli yontemler ile etkin

maddelerin yiiklenmesi (Gharieh vd., 2019).

Monomer sentezi ile hazirlanan sistemlerde nanopartikiil olusum mekanizmasi
emiilsiyon olusturma (mini emiilsiyon, mikroemiilsiyon yoOntemleri) yiizeylerarasi
polimerizasyon ve kontrollii radikal olusumu seklinde gergeklestirilmektedir (Crucho vd.,

2017; Gharieh vd., 2019).

Onceden hazirlanmis olan polimerlere etkin madde yiiklenmesi ise ¢ogunlukla
emiilsifikasyon-solvent evaporasyon (Chowdhury vd., 2019), tuzla ¢oktiirme (Sarcan vd.,
2018), nanog¢oktirme (Rivas vd., 2017), diyaliz, siiperkritik sivi teknolojisi gibi
cogunlukla kimyasal yontemler kullanilmaktadir (Crucho vd., 2017). Ayrica polimer
c¢ozeltilerinin liyofilizasyon (Fonte vd., 2016; Dong vd., 2018) veya piiskiirterek kurutma

yontemleri (Basaran vd., 2017; Basaran, 2017; Yenilmez vd., 2017) ile ¢6ziiciilerinin
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ortandan uzaklastirilmasi ile kuru haldeki polimerik partikiiller kolaylikla elde

edilebilmektedir.

Piiskiirterek kurutma ydntemi, 1stya duyarli biyofarmasdtik bilesiklere uygun
sicaklik kosullarnin da saglanmasina izin veren sicaklik kontrollii, basit, hizli,
tekrarlanabilir ve Olgeklenebilir bir kurutma teknolojisi olmasi nedeni ile farmasotik
alanda siklikla kullanilan bir yontem olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Arpagaus ve

Schwartzbach, 2008; Arpagaus vd., 2018).

Farmasotik uygulamalarinda kullanilan diger kurutma teknolojilerine kiyasla,
puskiirterek kurutma yontemi; ¢dzelti, emiilsiyon, dispersiyonlar1 dogrudan ayarlanabilir
boyutlu belli bir sekle, yogunluga, goézeneklilige ve kimyasal bilesime sahip kati
parcaciklara  doniistirmek igin siklikla tercih edilen bir sistem olarak

degerlendirilmektedir (Learoyd vd., 2008; Basaran vd., 2017; Arpagaus vd., 2018).
2.2.2.Polimerik nanopartikiilerin karakterizasyonu

Polimerik nanopartikiillerin farmasotik ve biyomedikal uygulamalar igin
kullanilmasi, hastaliklarin teshisinde ve tedavisinde oldukca etkin formiilasyonlarin
gelistirilmesini saglamistir. Nanomalzemeler ile gelistirilen ilag tasiyic1 sistemlerin
gelistirilmesindeki en 6nemli 6n kosul olan kapsamli karakterizasyon c¢alismalarinin

gerceklestirilmesi yer almaktadir (Crucho vd., 2017).

Polimerik nanopartikiillerin karakterizasyon caligmalarinda morfolojik analizler,
pargacik biiylikligii, pargacik biiyiikliigii dagilimi, zeta potansiyel analizleri, Diferansiyel
Taramali Kalorimetri (DSC), X-Isim1 Kirimim Analizi (XRD), Fourier Doniistiimlii
Kizildtesi Analizi (FT-IR) ve Niikleer Manyetik rezonans (*H-NMR) analizleri ile elde
edilen polimerik sistemdeki olas1 fiziksel ve kimyasal degisiklikler belirlenmektedir

(Basaran vd., 2010; Basaran vd., 2011; Cho vd., 2013; Mourdikoudis vd., 2018).

Nanopartikiil sistemlerin hazirlanmasinin en énemli nedenlerinden biri yiiklenen

etkin maddenin saliminin uzatilmasi hatta kontrol edilebilmesidir (Misra vd., 2019)

Kontrollii salim saglayan sistemler ile etki bolgesindeki etkin madde seviyesinin
terapotik pencere i¢inde daha uzun siire kalmasi saglanmakta ve bu sayede artan
biyoyararlanim ile etkin bir tedavi elde edilebilmektedir (Davoodi vd., 2018). Bu nedenle
partikiiler sistemlerin salim Ozelliklerinin ve kinetiklerinin belirlenmesi 6nemli

karakteristik 6zellikleri arasinda yer almaktadir (Davoodi vd., 2018).
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2.2.3. Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin toksisitesi

Polimerik ilag¢ tasiyict sistemlerin baglica gorevi yiiklenen etkin maddenin
ozelliklerini koruyarak etki bolgesine taginmasini saglamaktir ancak bu amaca yonelik
hazirlanan sistemlerin etkinliklerini belirleyen karakteristik ozelliklerinin yani sira
toksikolojik acgidan degerlendirilmeleri ile giivenilirliklerinin de ortaya konmasi

gerekmektedir (Bhavsar vd., 2006; Vilar vd., 2012).

Nano-formiilasyonlar, polimerik yapmin toksisitesinin yani sira yardimci
maddelerin de toksisiteye etkisi degerlendirilmelidir (Bhavsar vd., 2006). Ayrica par¢acik
boyutundaki azalmanin sistemik dolagima ve hiicreye gegcisteki iistiinliigline bagl olarak
daha toksik formiilasyonlar olusturup olusturmadiginin detayli olarak belirlenmesi

gerekmektedir (Bhavsar vd., 2006).

Formiilasyonlarin hazirlanmasinda siklikla kullanilan lipitler, karbonhidratlar ve

proteinler dogal polimerik malzemeler olarak tanimlanmaktadir (Ogaji vd., 2011).

flag tastyict sistemlerin hazirlanmasinda kullanilacak polimerin molekiiler
ozellikleri, dogal, sentetik veya yari sentetik yapida olmasi, ¢oziiniirlik 6zellikleri,
biyouyumlu ve biyobozunur 6zellige sahip olmasi ve kararliligi polimer seciminde
dikkate alinan dzellikler arasindadir. Ozellikle biyolojik olarak parcalanabilen polimerler
viicutta toksik olmayan monomerlere bozunabilmeleri nedeni ile siklikla tercih

edilmektedir (Pillai ve Panchagnula, 2001).

Bu polimerler arasinda; poliesterler (PLA, PGA, PLGA), poliortoesterler,
poliaminoasitler, polifosfoesterler ve kitosan kanser tedavisinde en sik kullanilan
polimerler arasinda yer almaktadir (El-Saya,ve El-Sawy, 2017; Song vd., 2019; Kefayat
ve Vaezifar, 2019; Dominguez-Rios vd., 2019; Cosco vd., 2019; Zhang vd., 2019).

2.3. Paklitaksel
PTX ilk kez 1971 yilinda Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii (National Cancer

Institute, NCI) tarafindan dogal sitotoksik kaynaklardan antikanser ilag tarama
programinda kesfedilmis, Taxus Brewifolia, Pasifik porsuk denilen agacin kabuklarindan
elde edilen bir taksan tiirevi olup yar1 sentetik antineoplastik bir ajandir (Sekil 2.2.)
(Weiluan vd., 2012).
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Sekil 2.2. Paklitaksel 'in kimyasal yapust (http-1)

Molekiil agirligr yaklasik olarak 854 g/mol’ diir. Cok lipofilik bir maddedir. Beyaz
veya Kirli beyaz renkte kristalize bir tozdur. Pratik olarak suda ¢6ziinmez ancak dimetil
siilfoksit (DMSO), metanol, asetonitril ve %50 Cremophor® ELve %50 dehidrate alkol
karisiminda ¢6ziinebilir. Hava gegirmeyen ambalaj i¢inde 20-25 C° de igiktan ve
giinesten korunarak saklanmalidir. Antimikrotiibiil aktivitesi gdsteren bir kemoterapi
ajanidir. Tek basina veya diger kemoterapi ajanlariyla kombine olarak over, meme,
akciger, bas ve boyun kanserleri de dahil solid timoérlerin tedavisinde kemoterapi ajani
olarak kullanilmaktadir. Mikrotiibiil yapimin1 tesvik eder ve depolimerizasyonu inhibe
ederek yapimlarini stabilize olmalarini saglar. Olusan mikrotiibiiller stabil ve islevsizdir.
PTX, esas olarak etkisini mitoz sirasinda hiicre dongiisiinii inhibe ederek gosterir. Hiicre
i¢i konsantrasyonuna ve hiicre tipine gore degisen farkli intraseliiler etkiler yapar (Gupte
ve Ciftei, 2004).

2.3.1. Paklitaksel’in farmakolojik 6zellikleri

PTX, over, meme, akciger ve diger baska kanser ¢esitlerinde de birinci asama tedavi
ve daha sonrasinda terapi olarak kullanilan taksoid antineoplastik bir ajandir. Tiibiilin
dimerlerinden mikrotiibiil toplanmasini artiran ve depolimerizasyonu Onleyerek
mikrotiibiilleri stabilize eden antimikrotiibiil ajandir (Gupte ve Cift¢i, 2004; Tomoya vd.,
2012). Bu stabilizasyon sonucu, hayati interfaz ve mitotik hiicre fonksiyonlari i¢in 6nemi
olan mikrotiiblil aginin normal dinamik reorganizasynunu inhibe eder. Ayrica hiicre

siklusu boyunca anormal mikrotiibiil demetlerinin olusumunu ve mitoz esnasinda
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mikrotiibiil multipl asterlerini indiikler. Sisplatin ile kombinasyonu, III. ve IV. donem
over kanserli kadinlarda ilk sira kemoterapi rejimi olarak diisiiniilmektedir. Doksorubisin
esasli kombinasyon kemoterapisini izleyen node-pozitif meme kanserinin adjuvan
tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalarda 50 yasin altindaki hastalarda
niiksetme oranini %47,6, 50-69 yas arasindaki hastalarda %43,6 oraninda azaltmistir
(Eleftherios vd., 2005). HER2 pozitif metastatik meme kanserlerinde transtuzumab igeren
kemoterapi ile kombine PTX veya antrasiklin ve siklofosfamid kullaniminin, istatiksel
olarak anlamli sagkalim orami sagladig1 ve tekrarlama oraninin azaldigi goriilmiistiir.
Transtuzumab 1 antrasiklinlerle yapilan kombinasyonlarinda kardiotoksisite %16 iken
PTX ile yapilan kombinasyonlarinda bu oran %2 bulunmustur (Kiigiikzeybek vd., 2010;
Matthias vd., 2012). PTX giiniimiizde kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin kismi
ilk sira tedavisi veya adjuvan tedavisinde kullanilmaktadir. Kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanserli hastalarda yapilan arastirmalarin sonuglarina gore, karboplatin-PTX
kombinasyonu yasamda kalma siiresini uzatmistir. Tamamlanan bir arastirmada, standart
doksorubisin-siklofosfamid kombinasyon kemoterapisinden sonra ardisik PTX
tedavisinin uygulanmasi, sadece kombinasyon tedavsinin uygulanmasina gore,
mortaliteyi %26 ve niikseden meme kanseri riskini %22 oraninda azaltmistir. Ayni
zamanda AIDS’e bagli kaposi sarkomunun ikinci basamak tedavisinde endike olarak
kullanilmaktadir. Bunun yaninda psoriyazis tedavisi i¢in kullanilan topikal jel
formiilasyonu ve lipozom kapli intravendz formiilasyonu i¢in klinik arastirmalar1 devam

etmektedir (Gary vd., 2008).
2.3.2. Paklitaksel’in farmakokinetik ozellikleri

PTX genel olarak intravendz yolla uygulanir. Intravenéz uygulanisindan sonra
PTX’in plazma konsantrasyonlar1 bifazik diisiis gosterir. Baslangigtaki hizli diisiis,
periferal boliimlere dagilimi ve ilacin eliminasyonunu gosterir. Doyurulabilir 6zellikteki
dagilim1 ve metabolizmasi nedeniyle farmakokinetigi dogrusal degildir. [lacin dogrusal
Ozellik tasimayan bu farmakokinetigi, 6zellikle ilk zamanlardaki 24 saat veya daha uzun
stireli inflizyon ¢aligmalari, kisa siireli (6rnegin 3 saat) uygulamalarla karsilagtirildiginda
net olarak ortaya ¢ikar (http-2). 24 saatlik infiizyonla 135 — 175 mg/m?’lik dozlarin
uygulandig1 hastalarda gériilen total viicut klirensi, sirastyla 21,7 — 23,8 L/saat/m?, doruk
plazma konsantrasyonu 195 ya da 365 ng.mL, egri alt1 alam ise 6300 ve 7993

ng/saat/mL‘ken, 3 saatlik inflizyonla goriilen total viicut klirensi, sirasiyla 17,7 — 12,2
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L/saat/m?, doruk plazma konsantrasyonu 2,17 ya da 3,65 pg.mL? ve egri alt1 alan1 (EAA)
ise 7952 ve 15,007 ng/saat/mL’dir (http-2).

PTX, basta tiibiilin olmak {izere, doku proteinlerine biiylik dl¢ciide baglanir (%95-
98). Viicutta beyin ve testisler disinda genis bir dagilim gosterir. 3 saatlik infiizyonla
uygulanmasinin ardindan, alfa-yari-6mrii 16 dakika, beta-yar1-omrii 140 dakika ve final
eliminasyon yari-6mrii 19 saattir (http-2).

Yetiskinler iizerinde uygulanan ve PTXin damar yoluyla 1-96 saat arasi tatbik
edildigi calismalarda, yiiksek oranda plazma proteinlerine baglanma, genis doku dagilimi,
degisken sistemik klirens ve <%10 oraninda bozulmamis esas ilacin renal atilimi
gdzlenmistir. Ilk raporlar, PTX’in daha giiclii bir farmakokinetige sahip oldugunu 6ne
siirmesine ragmen, ¢ocuklarda ve yetiskinlerde yapilan bazi yeni denemeler, elemenin
doyurulabilir oldugunu gostermektedir. Doygunlugun ortadan kaldirilmasmin klinik
Onemi, biliylik dozajlar uygulandiginda ve / veya ilag daha kisa bir siirede verildiginde en
biliyiik olacaktir. Bu gibi durumlarda, ulasilabilir plazma konsantrasyonlarinin
eliminasyon sabitini (Km) asmasi muhtemeldir. Bu nedenle, dozaj veya inflizyon
stiresindeki kiiciik degisiklikler, PTX sistemik maruziyette orantisiz sekilde biiyiik
degisikliklere neden olabilir ve bu da hasta yanitini potansiyel olarak etkiler (Sonnichsen
ve Relling, 1994)

Karaciger metabolizmasi, safra atilimi ve fekal atilim PTX’in primer eliminasyon
yollart olarak belirlenmistir. Sitokrom P-450 2C8 (CYP2C8) ve CYP3A4/5 enzimi ile
6a-hidroksipaklitaksel, 3-p-hidroksipaklitaksel ve dihidroksipaklitaksel’e metabolize
edilir. Bunun yaninda PTX akisina aracilik eden p-glikoprotein de saptanmistir

(Rodriguez-Antona, 2010).

Fareler ilizerinde yapilan bir ¢aligmada, PTX enjeksiyon soliisyonu ve PTX
nanosiispansiyon formiilasyonunun intravendz uygulanmasi farmakokinetik ac¢idan
karsilastirilmis ve enjeksiyonluk soliisyonda (20,343 + 9,119 pgh.mL?) plazma
konsantrasyonunun nanosiispansiyona (5,196 + 1,426 ug.h.mL?) gore yaklasik 4 kat daha
fazla oldugu fakat nanosiispansiyon formiilasyonunda (3,199 + 3,718 saat) viicutta kalis
sliresinin soliisyona (2,753 + 0,943 saat) gore daha uzun siire oldugu saptanmistir. Bu
nedenle, enjeksiyonluk soliisyon ile karsilastirildifinda PTX nanosiispansiyon
formiilasyonunda diisiik plazma konsantrasyonunda uzun siireli PTX kalimi agikca

gozlenmistir (Yonglu vd., 2011)
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2.3.3. Paklitaksel’in yan etkileri ve toksisitesi

PTX’in hematolojik olarak 6nemli yan etkisi kemik iligi baskilanmasina bagl
olarak gelisen notropenidir. Notropeni doz sinirlayict toksisite olarak degerlendirilir
(http-3: Erdemoglu ve Sener, 2000). Yiiksek dozlar uygulanmadigi siirece siddetli
noropati meydana getirmemektedir (Erdemoglu ve Sener,2000). Uygulanan biitiin
hastalarin %78’inde anemi gézlenmistir ancakt gériilme sikliginin PTX’in dozu veya
uygulanma plani ile baglantis1 bulunmamistir. Ayrica idrar yolu enfeksiyonlar1 ve iist
solunum yolu enfeksiyonlar1 en sik bildirilen enfeksiy6z komplikasyonlar olmustur.
(http-3)

Faz Il asamasindaki hastalarin %29’unda asemptomatik siniis bradikardi gozlenmis
ve yaklasik %3’liik boliimiinde ise atriyoventrikiiler iletim bloklari, ventrikiiler tasikardi
, iskemik belirtiler de dahil olmak iizere diger kalp rahatsizliklart meydana gelmistir
(Rowinsky vd., 1993). Infiizyonun ilk ii¢ saati i¢inde hipotansiyon gériilmiistiir. Olusan
bradikardi ve hipotansiyon herhangi bir semptoma sebep olmamis ve tedavinin kesilmesi
gerekmemistir (http-2). PTX alan hastalarda nadiren miyokardiyal enfarktiis de dahil
olmak {izere wvaskiiler toksisite rapor edilmistir. Bir vakada, aterosklerotik
kardiyavaskiiler hastalig1 olan bir hastada 6liimciil miyokardiyal enfarktiis gozlenmistir,
kardiyak hastalik ge¢cmisi olmayan bir hastada PTX tedavisi sirasinda akut miyokardiyal
enfarktiis gelismistir (http-4).

On ilag tedavisi uygulanmayan hastalarin %30 unda taksan kaynakli asir1 duyarlilik
gbzlenmistir ve On tedavide antihistaminik ve steroid uygulandiginda bu oran %4 iin
altina diigmiistiir. Asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin %95 inde taksan dozuna bagli olarak
reasiyon gozlenir ve genellikle ilk yada ikinci infiizyon aninda ve ilk dakikalarda,
belirtiler nefes darligi, bronkospazm, iirtiker ve eritematéz dokiintiler seklinde
gortlebilir (Joerger, 2012). Atopi dykiisii olan hastalarda asir1 duyarlilik reaksiyonlari
daha sik goriiliir (Joerger, 2012; Boulanger vd., 2014).

PTX kullaniminda, baslangi¢ karaciger fonksiyonlar1 normal olan hastalarin %7,
%22 ve %19’unda sirasiyla bilirubin, alkalin fosfataz ve AST (SGOT) artislar
goriilmistiir. Karaciger fonksiyonlarinda hafif bir anormallik olan hastalara 3-saatlik
inflizyonla verilen PTX’in anormal karaciger fonksiyonlarinin alevlenmesine neden

oldugunu gosteren bir kanit yoktur (http-3).
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Yumurtalik ve meme kanseri tedavilerinde sadece PTX kullanan hastalarin %1 inde
asemptomatik ventrikiiler tagikardi, senkop, hipertansiyon, vendz tromboz gibi siddetli

kardiyovaskiiler yan etkiler gozlenmistir (http-4).

Sirastyla hastalarin %52, %38 ve %31’inde bulanti, kusma, diyare ve mukozit
gorilmistiir. Bu belirtiler genellikle hafif ve orta siddette olmustur. Mukozit tedavi
semasina bagli olmus ve 24 saatlik inflizyonla 3-saatlik inflizyonla oldugundan daha sik
goriilmiistiir. PTX alan hastalarda barsak tikanikligi/perforasyon, pankreatit, iskemik

kolit ve dehidratasyon nadiren goriilmiistiir (http-3).

Uygulanan hastalarin ¢ogunlugunda (%87) alopesi gozlenmistir (Joerger, 2012;
http-3), bir kisminda (%21) 6dem olusumu bildirilmis (http-3) ve tirnak degisikligi
(kalinlagsma, renk degisikligi, tirnak kaybi) nadiren (%2) rastlanmistir (Erdemoglu ve
Sener, 2000; http-2).

2.3.4. Paklitaksel’in miktar tayin yontemleri

PTX ile yapilan ¢aligmalarda en ¢ok tercih edilen miktar tayin yontemi olarak
karsimiza Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC) ¢ikmaktadir (Mu ve Feng, 2001;
Badea vd., 2004; Jin vd., 2007; Liu vd., 2007).

Gupte ve Ciftci (2004) yaptigr PTX ve 5-florourasil ile mikrokiire ¢aligmasinda,
PTX miktar tayini i¢in 20°C de ve 227 nm de analizler gerceklestirilmistir.

HPLC yontemiyle yapilan bagka bir ¢alismada, PTX-kolestrol kompleksi ytikli
intravendz emiilsiyonda sicaklik 40°C ye ayarlanmig, mobil faz olarak asetonitril-su

karisimi kullanilmig ve 227 nm de analiz ¢alismasi yapilmistir (Xia vd.,2013).

Kim ve arkadaglarinin (2005) fareler iizerinde yaptigi calismada, PTX’in farelerin
plazma, doku ve tliimorlerinde miktar tayini i¢in yine yiliksek HPLC yontemi
kullanilmistir. Internal standart olarak dimethyl-4,4'-dimethoxy-5,6,5',6'-dimethylene
dioxy biphenyl-2',2' dicarboxylate kullanilan ¢alismalar 227 nm’de gerceklestirilmistir.

2.3.5. Paklitaksel iceren ticari preparatlar

PTX iceren ticari preparatlar arasinda, Orna Firmasinm Anzatax® (100 mg/16,7
mL, 150 mg/25 mL, 30 mg/5 mL ve 300 mg/50 mL flakon), Deva Firmasinin Ataxil®
(100 mg/16,7 mL, 30 mg/5 mL ve 300 mg/50 mL flakon), Sandoz Firmasinin Ebetaxil®
(100 mg/16,6 mL, 150 mg/25 mL, 30 mg/5 mL, 300 mg/50 mL ve 600 mg/100 mL
flakon), Actavis Ila¢ Firmasinin Sindaxel® (100 mg/16,7 mL, 150 mg/25 mL, 30 mg/5
mL ve 300 mg/50 mL flakon), Kogak Farma Firmasmin Taksen® (100 mg/17 mL, 150
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mg/25 mL, 30 mg/5 mL ve 300 mg/50 mL flakon), Bristol Myers Squibb Firmasinin
Taxol® (100 mg/17 mL ve 30 mg/5 mL flakon) ve Dem ila¢ Firmasmin Vitax® (100
mg/16,7 mL, 30 mg/5 mL ve 300 mg/50 mL flakon) adli iiriinleri sayilabilir (http-5).
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Asetik asit : Sigma-Aldrich, Almanya
Asetonitril : Merck, Almanya
Datorokloroform : Merck, Almanya

Etanol : Merck, Almanya

Kitosan (MMW) : Sigma-Aldrich, Almanya
Kollidon® SR : Basf Pharmaceuticals, Almanya
Metanol : Merck, Almanya

Paklitaksel . Actavis, Tiirkiye

Sodyum klortiir : Riedel de Haén, Seelze, Almanya
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3.2. Kullamilan Cihazlar
Buzdolab1
Diferansiyel Taramali Kalorimetri

Etiv

Fourier Déniisiimlii Infrared Spektrofotometresi

Hassas Terazi

Manyetik Isitici

Mekanik Karistiric

Niikleer Manyetik Rezonans Spektrofotometresi

Pargacik Biiyiikliigii Analiz Cihazi
pH Metre

Piskiirterek Kurutma Cihazi
Taramal1 Elektron Mikroskobu
Ultrasonik Banyo

X Isin1 Kirmim Cihazi

Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi

Zeta Potansiyel Analiz Cihazi
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. Argelik No Frost, Tiirkiye

: Shimadzu DSC-60, Japonya

: Elektro-mag M 5040BD, Tiirkiye
: Perkin Elmer Spektrum 2000,

Ingiltere

: Ohaus, Isvicre

: Heidolph MR 3001K, Almanya

IKA®-Werke, Almanya

: Heidolph RZR2051 Electronic,

Almanya

: Ultra Shield CP MAS NMR,

Brucker, Almanya

: Zetasizer Nano Series, Ingiltere

: WTW Profi Lab pH 597, Weilheim,

Almanya

: Biichi B-190, Isvicre

: Carl Zeiss SUPRA 50VP, Almanya
: Elma T470/H, Almanya

: XRD-RIKAGU D/Max-3C,

Japonya

: Shimadzu 20-A, Japonya

: Zetasizer Nano Series, Ingiltere



4. YONTEMLER
4.1. In Vitro Cahsmalar
4.1.1.Cahsilacak maddeler ile yapilan calismalar
4.1.1.1. Paklitaksel ile yapilan calismalar
4.1.1.1.1. Termal analiz

PTX’in (~5 mg agirliginda) termal analizi DSC cihazi (DSC-60, Shimadzu Scientic
Intruments, Columbia, MI, ABD) kullanilarak, basing yardimiyla kapatilmis aluminyum
ornek kabinda, 50 mL.dk? azot gaz1 akis hiz1, 10°C.dk? sicaklik artis1 ile 30-300°C
araliginda aluminyum referansa karsi1 gerceklestirilmis ve maddenin termogrami elde
edilmistir.
4.1.1.1.2. X-1sint kirtnim analizi

PTX’in XRD analizi, 2-40° araliginda, 40 kV voltaj, 20 mA akim siddeti ve 2°.dk”
! jlerleme hizinda XRD - D/Max-3C (Rikagu Corporation; Tokyo, Japonya) yardimiyla
gerceklestirilmistir.
4.1.1.1.3. Fourier doniisiimlii kizil étesi analizi

PTX’in FT-IR analizi IR Prestige- 21 (Shimadzu, Tokyo, Japonya) cihazinda 4000-
400 cm™ dalga boyu araliginda gerceklestirilmistir.
4.1.1.1.4. Niikleer manyetik rezonans analizi

PTX’in yapisal 6zellikleri, *H-NMR analiz cihazinda (Ultra-Shield™ CPMAS
NMR, Brucker, Rheinstetten, Almanya) 25°C’de, ¢o6ziicii olarak détorokloroform
kullanilarak arastirilmistir.
4.1.1.1.5. Paklitaksel’in yiiksek basin¢ch sivi kromatografisi ile analitik miktar tayini

In vitro ¢aligmalarda, PTXin analitik miktar tayini HPLC (Shimadzu 20 A, Tokyo,
Japonya) yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir (Jin vd., 2007). Analizlerde kullanilan

calisma sartlar1 Cizelge 4.1.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. Paklitaksel’in analitik miktar tayininde kullanilan yiiksek basingl sivi kromatografisi ¢alisma

kosullart
Cihaz Shimadzu-20 A
Kolon Shimadzu Shim-Pack CLC-ODS

(Kolon Capi: 6,0 mm, Kolon Uzunlugu: 15,0 cm)
(Pargacik Cap1: 5 pm, Parcacik Boyutu: 100A)

Kolon Sicakhgi 30°C
Coziicii Sistemi Asetonitril:Distile Su [50:50, h/h]
Dedektor Shimadzu Fotodiyot Dizisi
Calisilan Dalga Boyu 227 nm
Akis Hiza 1,5 mL.dk*
Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Dogrusallik

PTX’in HPLC yonteminde kullanilacak standart egrilerinin belirlenmesi amaciyla,
50 pg.mL? konsantrasyonda stok c¢ozeltilerinden 1-10 pg.mL? Kkonsantrasyonda
cozeltiler hazirlanmistir. PTX’in konsantrasyonuna karsilik gelen alan degerleri
bulunarak kullanilacak kalibrasyon esitlikleri olusturulmus ve korelasyon katsayilari
hesaplanmistir. Deney 6 kez tekrarlanmigtir.
Kesinlik

PTX’in 3 farkli konsantrasyonda (2 ug.mL™?, 6 pg.mL?, 10 ug.mL™?) ¢ozeltileri
hazirlanmis ve HPLC ile analiz edilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in, analizler, 6 kez
tekrarlanmistir. 1. giin i¢inde yapilan tiim caligmalar 3. ve 5. giinde de tekrarlanmigtir
(k=3). Ug¢ giinde elde edilen degerler ile ydntemin giin-i¢i ve giinler-arasi
tekraredilebilirlik degerleri hesaplanmstir.
Dogruluk

PTX’in 3 farkli konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmig, HPLC yontemi ile
analizler gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglarin dogru denklemi yardimi ile
hesaplamalar1 yapilarak, eklenen PTX konsantrasyonlart ile bulunan degerler
karsilagtirilmis ve yontemin dogrulugu yiizde geri kazanim olarak hesaplanmistir. Her

deney 6 kez tekrarlanmistir.
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Duyarlhihik

Duyarlilik ¢alismalarinda, sistemin kantitatif sinirlar igerisine girmeyen en diisiik

derisimi olan LOD degeri asagidaki Esitlik 4.1 yardimiyla hesaplanmistir.

[3.3 x S8]
LOD= — (4.1)
m

Burada, SS: y ekseni kesim degerinin standart sapmasi, m: korelasyon denkleminin egimi’dir (ICH, 1996)

Analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin

belirlenebildigi LOQ degeri ise Esitlik 4.2 kullanilarak belirlenmistir.

[10 x 55]

LOQ =
Q m (4.2)

Burada, SS: y ekseni kesim degerinin standart sapmasi, m: korelasyon denkleminin egimi’dir (ICH, 1996)
Secicilik

Secicilik, karisim igersindeki tek bir maddenin, formiilasyonda bulunan diger
maddelerin varliginda, derisiminin tam ve dogru olarak belirlenebilecegini gdsteren en
Oonemli analitik parametrelerden biridir. Calismada, PTX icermeyen plasebo
formiilasyonlar ile PTX igeren formiilasyonlar analiz edilerek sistemin segiciligi etkin
madde icermeyen formiilasyonlar bilesenleri kullanilarak belirlenmeye calisilmistir.
4.1.1.2. Kollidon® SR ile yapilan ¢calismalar
4.1.1.2.1. Termal analiz

10* duyarlilikta, ~5 mg Kollidon® SR tartilarak, aluminyum 6rnek kabinda basing
yardimiyla sikica kapatilmis, 50 mL.dk™ azot gaz1 akis hizi, 10°C.dk™ sicaklik artisi ile
30-300°C araliginda aluminyum referansa kars1 analizi gerceklestirilmistir.

4.1.1.2.2. X-Isint kirinim analizi
Kollidon® SR’nin XRD analizi, 2-40° araliginda, 40 kV voltaj, 20 mA akim siddeti

ve 2°.dk? ilerleme hizinda Rikagu jenerator yardimiyla gerceklestirilmistir.
4.1.1.2.3. Fourier doniisiimlii kizil otesi analizi

Kollidon® SR’nin FT-IR analizi 4000-400 cm? dalga boyu araliginda
gergeklestirilmistir.
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4.1.1.2.4. Niikleer manyetik rezonans analizi

Kollidon® SR’nin yapisal dzellikleri, *H-NMR analizi ile 25°C + 2°C’de, ¢oziicii
olarak doétorokloroform kullanilarak arastirilmistir.
4.1.1.3. Kitosan ile yapilan calismalar
4.1.1.3.1. Termal analiz

10* duyarlilikta, ~5 mg Kitosan tartilarak, aluminyum o6rnek kabinda basing
yardimiyla sikica kapatilmis, 50 mL.dk™ azot gaz1 akis hizi, 10°C.dk™ 1s1 artis1 ile 30-

300°C araliginda aluminyum referansa kars1 analizi gergeklestirilmistir.
4.1.1.3.2. X-isint kirtnim analizi

Kitosan’in XRD analizi, 2-40° araliginda, 40 kV voltaj, 20 mA akim siddeti ve

2°.dk! ilerleme hizinda Rikagu jeneratér yardimiyla gerceklestirilmistir.
4.1.1.3.3. Fourier doniisiimlii kizil tesi analizi

Kitosan’mn FT-IR analizi 4000-400 cm™ dalga boyu araliginda gerceklestirilmistir.
4.1.1.3.4. Niikleer manyetik rezonans analizi

Kollidon® SR’nin yapisal 6zellikleri, tH-NMR analizi ile 25°C + 2°C’de, ¢éziicii

olarak doétorokloroform kullanilarak arastirilmistir.

4.1.2. Nanopartikiil formiilasyonlarina ait caliymalar

4.1.2.1. Formiilasyonlarin hazirlanisi

Formiilasyonlarin hazirlanmasinda piiskiirterek kurutma yontemi kullanilmistir
(Asada vd., 2004; Yenilmez vd., 2011; Basaran vd., 2014; Basaran vd., 2015; Basaran
vd., 2017; Yenilmez vd., 2017). Yontemde kisaca geper yapiyi olusturacak polimerlerin
uygun ¢oziiciilerde ¢ozeltileri hazirlanmis ve hazirlanan ¢ozeltilere 6nceden belirlenen
konsantrasyonlarda PTX eklenmistir. Olusan homojen ve seffaf karisimlar piiskiirterek
kurutma cihaz1 (Biichi-B190, Mini Spray Dryer, Isvigre) yardimiyla kurutulmus ve toz
halde nanopartikiiller elde edilmistir. Elde edilen nanopartikiiller amber renkli hermetik
olarak kapali kaplarda analiz edilinceye kadar ve kararlilik caligsmalari siiresince

saklanmustir.

Calismada ¢dziicii olarak metanoliin kullanildigi Kollidon® SR ile hazirlanan
formiilasyonlarda hava giris sicakligi 130°C + 5°C (hava ¢ikis sicakligi 70°C + 5°C);
Kitosan ile hazirlanan formiilasyonlarda hava giris sicakligi 160°C + 5°C (hava ¢ikis
sicaklig1 90°C £ 5°C) olarak belirlenmistir.

25



4.1.2.2. Nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyon calismalari

4.1.2.2.1. Pargactk sekli analizleri

Nanopartikiillerin ylizey 0Ozelliklerinin ve sekillerinin belirlenmesi amaciyla
taramali elektron mikroskobu (SEM, Carl Zeiss SUPRA 50VP, Oberkochen, Almanya)

kullanilmistir.
4.1.2.2.2. Parcacik biiyiikliigii ve dagilim: analizleri

Nanopartikiillerin pargacik biiyiikliikk ve parcacik biiyiiklik dagilim o6lgiimleri,
distile sudaki dispersiyonlar1 kullanilarak zeta potansiyel analiz cihazi (Malvern Nano
ZS; Zetasizer Nano Series, Worcestershire, Birlesik Krallik) ile elde edilmistir. Analizler

ti¢ kez tekrarlanmustir.
4.1.2.2.3. Zeta potansiyel analizleri

Nanopartikiillerin zeta potansiyel degerleri zeta potansiyel analiz cihazi (Malvern
Nano ZS; Zetasizer Nano Series, Worcestershire, Birlesik Krallik) yardimiyla
belirlenmistir. Bu analizlerde, NaCl elektroliti kullanilarak, 50-100 uS iletkenlik
araliginda sabit potansiyellerin olugmasi saglanabilmektedir. Elektrolit bazin
eklenmesiyle, distile sudaki iletkenligin neden oldugu kiigiik degisimlerin zeta potansiyel
degerlerini etkilememesi saglanarak ~ ¢ok  daha  giivenilir  Ol¢iimler
gerceklestirilebilmektedir (Miiller ve Heinemann, 1993). Bu nedenle, formiilasyonlarin
iletkenligi NaCl ile 50 pS’e ayarlanmis distile suda dagitilmasmin ardindan analiz

edilmistir. Analizler {i¢ kez tekrarlanmistir.
4.1.2.2.4. pH analizleri

Hazirlanan nanopartikiillerin pH degerleri, karakterizasyon ve kararlilik ¢caligsmalari
stiresince WTW Profi Lab (pH 597, Weilheim, Almanya) cihazi ile analiz edilmistir.

Analizler ii¢ kez tekrarlanmustir.
4.1.2.2.5. Termal analizler

Nanopartikiillerin termal analizleri, basing yardimiyla sikica kapatilmis aluminyum
ornek kabinda, 50 mL.dk? azot gaz1 akis hizi, 10°C.dk? sicaklik artisi ile, 30-300°C
araliginda aluminyum referansa kars1 gerceklestirilmistir. Saf maddenin ve polimerlerin

termogramlari analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde referans olarak kullanilmistir.
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4.1.2.2.6. X-istnt kirtnim analizleri

Nanopartikiillerin XRD analizleri, 2-40° araliginda, 40 kV voltaj, 20 mA akim
siddeti ve 2°.dk™? ilerleme hizinda gerceklestirilmistir. Saf maddenin ve polimerlerin
XRD spektrumlari analiz sonuglarinin  degerlendirilmesinde referans olarak

kullanilmustir.
4.1.2.2.7. Fourier doniisiimlii kizil étesi analizi

Nanopartikiillerin FT-IR analizleri, 4000-400 cm™ dalga boyu araliginda analiz
edilmistir. Saf maddenin ve polimerlerin FT-IR spektrumlari analiz sonuglarinin

degerlendirilmesinde referans olarak kullanilmistir.
4.1.2.2.8. Niikleer manyetik rezonans analizleri

Nanopartikiillerin yapisal 6zellikleri, molekiiller aras1 veya molekiil igi olasi
degisimleri, H-NMR analizi ile, 25°C + 2°C’de, ¢bziicii olarak dotorokloroform
kullanilarak analiz edilmistir. Saf maddenin ve polimerlerin *H-NMR spektrumlari analiz

sonuclarinin degerlendirilmesinde referans olarak kullanilmistir.
4.1.2.2.9. Nanopartikiil formiilasyonlarinda etkin madde miktar tayini

Nanopartikiillere yiiklenen ve hapsedilen PTX miktar1 Cizelge 4.1.’de anlatilan

analiz sartlarinda, HPLC yontemi ile belirlenmistir.

Yontemde Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerde 5 mg tam tartim1 alian
nanopartikiil, 5 mL asetonitrilde agzi sikica kapali tiiplerde ¢oziindiiriilmiistiir. Olusan
berrak ¢ozelti gerekli seyreltmelerin yapilmasinin ardindan HPLC ile analiz edilerek

partikiilde bulunan toplam etkin madde miktar1 belirlenmistir.

Partikiiliin yiizeyinde bulunan PTX miktarinin belirlenebilmesi i¢in ise 5 mg tam
tartim1 alinan nanopartikiil, 2-propanol (5 mL) iginde disperse edilereke 2 dakika siire ile
vorteks ile karistirilmistir. Ceper maddenin ¢oziinmeyip yalnizca PTX’in ¢oziindiigli bu
¢oOziiciide hazirlanan dispersiyon santrifiij edilerek tiistteki berrak kisim alinmis ve gerekli
seyreltmelerin yapilmasinin ardindan HPLC ile analiz edilerek partikiiliin yiizeyinde
bulunan PTX miktar1 belirlenmistir. Toplam etkin madde miktar ile yiizeyde bulunan
PTX miktar1 arasindaki fark nanopartikiillere hapsedilen etkin madde miktar1 olarak

belirlenmistir. Analizler 3 kez tekrarlanmustir.

Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerde ise 5 mg tam tartimi alinan nanopartikiil,

5 mL ¢oziiciide (asetik asit ¢ozeltisi (%2) ve etanol; 4:1, h/h) agz1 sikica kapali tiiplerde

27



cozlindiiriilmiistiir. Olusan berrak ¢ozelti gerekli seyreltmelerin yapilmasinin ardindan

HPLC ile analiz edilerek partikiilde bulunan toplam etkin madde miktar1 belirlenmistir.

Partikiiliin yiizeyinde bulunan PTX miktarinin belirlenebilmesi i¢in ise 5 mg tam
tartimi1 alinan nanopartikiil, asetonitril (5 mL) iginde disperse edilereke 2 dakika siire ile
vorteks ile karistirllmistir. Ceper maddenin ¢6ziinmeyip yalnizca PTX’in ¢6ziindiigli bu
¢Oziiciide hazirlanan dispersiyon santrifiij edilerek iistteki berrak kisim alinmis ve gerekli
seyreltmelerin yapilmasinin ardindan HPLC ile analiz edilerek partikiiliin ylizeyinde
bulunan PTX miktar1 belirlenmistir. Toplam etkin madde miktar: ile yiizeyde bulunan
PTX miktar1 arasindaki fark nanopartikiillere hapsedilen etkin madde miktar1 olarak

belirlenmistir. Analizler 3 kez tekrarlanmustir.
4.1.2.2.10. Nanopartikiil formiilasyonlarina ait in vitro salim ¢calismalart

Nanopartikiillere yiiklenen PTX’in salim profilleri 37°C+2°C’de pH 7,4 fosfat
tamponu (sink kosullar saglamak icin %1 Tween® 80 iceren; 25 mL) igerisinde 200 rpm
karistirma hizinda diyaliz membran i¢inde gergeklestirilmistir. Onceden belirlenen zaman
araliklarinda 24 saat siire ile 6rnekler alinipp HPLC ile analiz edilerek salim profilleri

olusturulmustur. Analizler 3 kez tekrarlanmustir.

4.1.2.2.11. Nanopartikiil formiilasyonlarinin in vitro salim kinetiklerinin

belirlenmesi

Nanopartikiillere yiiklenen PTX’in salim verileri kullanilarak partikiillerden salim1
en iyi ifade edecek kinetik modelin belirlenmesi amaci ile DDSolver programi

kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir (Zhang vd., 2010).
4.1.2.2.12. Nanopartikiil formiilasyonlarina ait sitotoksisite ¢alismalari

Bu ¢alismada hazirlanan formiilasyonlarin sitotoksisitesi MTT (Metil-tiyazol-
tetrazolyum) yontemi ile incelenmistir. Bu yontemde hiicreler, otoklavlanarak (121°C’de
20 dakika) sterilize edilmis 7,5 mL %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 penisilin-
streptomisin, %1 L-glutamin iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
besiyeri igerisine aktarilmis ve 25 cm?’lik flask da 37°C’de %35 CO2 ve %95 hava iceren
atmosfer ortaml etiivde ¢ogalmaya birakilmistir. Hiicreler ¢ogaldiktan sonra medium
ortamdan ¢ekilmis, 3 mL PBS ile flask yikanarak PBS atilmistir. 0,2 mL Tripsin ilave
edilerek 3 dakika etiivde bekletilmis ve flaskin yanlarina vurularak hiicreler flaskin

tabanindan kaldirilmistir. Kaldirilan hiicrelerin tizerine 15 mL DMEM (%10 FBS+ABS)
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eklenmis ve cm?’lik flaska aktarilarak 37°C’de %5 CO2 ve %95 hava igeren atmosfer

ortamli etlivde 2 giin siireyle cogalmaya birakilmistir.

Cogalan hiicreler tizerinden medium alinmis ve atilmistir. Flask tabanina yapismis
hiicreler lizerine 3 mL PBS eklenerek yikama yapilmig ve PBS atilmistir. 0,6 mL tripsin
eklenerek 3 dakika etiivde bekletilmis ve ayni yontemle hiicreler tabandan kaldirilmistir.

Kaldirilmis hiicreler iizerine SmL DMEM eklenerek falkon tiipiine aktarilmis ve
4°C’de 300G’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant atilmis
ve ¢okelti iizerine 10 mL medium eklenmis ve pipetle karistirilmistir.

10 puL bu hiicre slispansiyonundan aliarak mikrotiibe aktarilmis iizerine 10 uL
metilen mavisi ¢ozeltisi eklenerek Thoma lamu ile hiicre sayim1 yapilmustir.

Hiicreler 96’11 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuga 100 pnL’de 6.000 hiicre olacak
sekilde DMEM (%10 FBS+ABS) ile seyreltilerek stotoksisite ¢alismalar1t igin
pasajlanmis ve hiicrelerin bir giinliik ireme periyodunu saglamalari i¢in 37°C’de %5 CO:2
ve %095 hava igeren atmosfer ortaminda stotoksik calisma i¢in bekletilmistir. Bir giinliik
tireme periyodunun ardindan ikinci giin sitotoksik etkileri incelemek igin hiicre
siispansiyonlarinin iizerlerine farkli derisimlerde formiilasyonlar eklenmis, formiilasyon
ile muamele edilmeyen kontrol hiicreleri ile birlikte 37 °C*de %5 CO2 ve %95 hava iceren
atmosfer ortaminda 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda her bir kuyucuga 20 uL (5 mg.mL™*) MTT boyas1 eklenmis ve MTT boyasinin
canli hiicreler tarafindan formazan tuzu haline doniistiirtilebilmesi i¢in 37°C de 2 saat
daha inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda MTT kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her
bir kuyucuga 200 uLL. DMSO eklenerek plaka okuyucuda (ELISA) 570 nm dalga boyunda
renk degisimi belirlenmistir.

4.1.3. Nanopartikiil formiilasyonlarina ait kararhlik cahismalar

Hazirlanan nanopartikiiller, saf PTX’in kararlilik durumu degerlendirilerek uzun
stireli kararlilik ¢aligmalart i¢cin 5°C + 3°C buzdolabinda saklanmasi planlanmistir.
Hizlandirilmis kararlilik ¢alismalarinda ise nanopartikiiller 25°C + 2°C ve %60+%5’1lik
ortamlarda saklanmistir. Nanopartikiiller amber renkli sikica kapali ambalajlara
konulmus ve kararliliklarinin incelenmesi amaciyla, 0, 3, ve 6 aylik siirelerin sonunda,
parcacik biiylikligii, parcacik biiyiikligi dagilimi, zeta potansiyel, pH ve PTX miktar

tayinleri analizleri gerceklestirilerek kararliliklar1 degerlendirilmistir.
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Polimerik yapidaki olas1 degisiklikler ise 6. Ay sonunda ger¢eklestirilen DSC, XRD

analizleri ile degerlendirilmistir.
4.1.4. Istatistiksel degerlendirme

Analizler arasindaki 6nemli farklarin belirlenebilmesi i¢in sonuglar istatistiksel
olarak SPSS (SPSS 13.0, SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) programi kullanilarak tek yonlii
ANOVA ile degerlendirilmistir (Hu vd., 2019).

Sonuglar arasindaki fark “p<0,05” oldugunda anlamli olarak kabul edilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. Cahsilacak Maddeler ile Yapilan Calismalar
5.1.1. Paklitaksel ile yapilan ¢cahismalar

5.1.1.1. Termal analiz

PTX’in, DSC cihaz1 ile 30-300°C araliginda yapilan termal analizinde, erime
sicakligr 229,55°C olarak bulunmus, PTX’e ait DSC termogrami Sekil 5.1.°de

sunulmustur.

DSC

mwW
20.00-
0.00-

PTX
-20.00-
30 700.00 200.00 300,00
Sicakhk [°C]
Sekil 5.1. Paklitaksel ’in termal analizine ait termogram
5.1.1.2. X-wsint kirtnim analizi
PTX’nin XRD Spektrumu Sekil 5.2.’de sunulmustur.
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Sekil 5.2. Paklitaksel’in X-isin1 kirimim analizine ait difraktogram
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5.1.1.3. Fourier doniisiimlii kizil étesi analizi

PTX’in FT-IR spektrumu Sekil 5.3.”te sunulmustur.
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Sekil 5.3. Paklitaksel’in Fourier doniisiimlii kizil otesi analiz spektrumu

5.1.1.4. Niikleer manyetik rezonans analizi

PTX’in *H-NMR analizine ait spektrumu Sekil 5.4.’de sunulmustur.
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Sekil 5.4. Paklitaksel’in niikleer manyetik rezonans analiz spektrumu
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Gergeklestirilen DSC, XRD, FT-IR ve 'H-NMR analizleri sonucunda elde edilen
PTX’e ait veriler, hazirlanan nanopartikiillerin karakterizasyon analizlerinde ve

nanopartikiillerin kararlilik ¢alismalarinda referans olarak kullanilmistir.
5.1.1.5. Paklitaksel’in yiiksek basin¢h sivi kromatografisi ile analitik miktar tayini
5.1.15.1. Dogrusallik

PTX nin etanolde hazirlanan 1-10 pg.mL* konsantrasyonlarma karsilik gelen alan
degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve egri ile egriye ait dogru denklemi
Sekil 5.5.”’de sunulmustur (n=6; ort+SE).
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y=22328x- 14244
R*=0,9999
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«
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Sekil 5.5. Paklitaksel’in miktar tayininde kullanilan standart egri (n=6, Ort=SH)

5.1.1.5.2. Kesinlik

Yapilan analizler ile elde edilen sonuglar formiiller yardimiyla degerlendirilerek
yontemin RSD (Roélatif Standart Sapma) degerleri hesaplanmis ve sonuclari Cizelge
5.1.’de sunulmustur.
5.1.1.5.3. Dogruluk

Dogruluk ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar ve dogru denklemi yardimi ile PTX
miktarlar1 hesaplanmis, eklenen PTX miktarlar1 ile bulunan degerler karsilastirilarak

Cizelge 5.2.’de sunulmustur.
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Cizelge 5.1. Yiiksek basingli sivi kromatografisi yonteminin giin-i¢i ve giinler-arast kesinlik sonuglar

(RSD)

PTX Konsantrasyonu (pg.mL™) Giin-i¢i + SH Giinler-Arasi+ SH
2 3,27 +£0,07 10,24 +0,01
6 2,04 +£0,03 8,12+0,02
10 3,60 +0,01 7,02 +0,01

k=3, n=6, SH: Standart hata

Cizelge 5.2. Paklitaksel’in yiiksek basin¢gli sivi kromatografisi yontemi ile elde edilen dogruluk degerleri

Eklenen PTX Bulunan PTX Konsantrasyonu Geri Kazamlan PTX
Konsantrasyonu +SH Konsantrasyonu
(ng.mL™) (ng-mL™) [%6]
6,00 5,98 £0,02 99,7 £0,01
6,00 5,95 +0,01 99,2 £0,01
6,00 5,97 £0,07 99,5 +0,03

n=6, SH: Standart hata

5.1.1.5.4. Duyarlilik

Esitlik 2.1 kullanilarak hesaplanan LOD degeri 0,12 pg.mL?, Esitlik 2.2
kullanilarak hesaplanan LOQ degeri ise 0,37 pg.mL? olarak bulunmustur.
5.1.1.5.5. Secicilik

PTX’in miktar tayin analizi i¢in belirlenen HPLC yontemine ait segicilik caligsmasi
sonucunda; kullanilan yontem ile PTX miktarinin basari ile analiz edilecegi etkin madde
icermeyen plasebo formiilasyonlar ile karsilagtirmali olarak caligilarak ortaya konmustur.

Hazirlanan formiilasyonlarin HPLC segicilik analiz kromatogramlari Sekil 5.6.’da

sunulmustur.

5.1.2. Kollidon® SR ile yapilan ¢alismalar
5.1.2.1. Termal analiz

Kollidon® SR’nin DSC ile 30-300°C araliginda yapilan termal analizinde,
polimerin amorf yapisina bagli olarak herhangi bir erime piki gézlenmemistir. Kollidon®

SR’ye ait termogram Sekil 5.7.”de sunulmustur.
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Sekil 5.6. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin yiiksek basingli stvi kromatografisi segicilik

analizi kromatogramlart
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Sekil 5.7. Kollidon® SR 'nin termal analizine ait termogram

5.1.2.2. X-tsint kirtnim analizi

Kollidon® SR nin XRD difraktogrami Sekil 5.8.”de sunulmustur.
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Sekil 5.8. Kollidon® SR 'nin X-1s1n1 kirimim analizine ait difraktogram

XRD analizi sonucunda kristal yapilara ait keskin sinyallerin spektrumda
olusmamasi sonucunda DSC analizi sonucunu (Sekil 5.7.) da destekler nitelikte polimerin

amorf yapida oldugunu belirlenmistir (Sekil 5.8.).
5.1.2.3. Fourier déniisiimlii kizil étesi analizi

Kollidon® SR’nin FT-IR analizine ait spektrum Sekil 5.9.’da sunulmustur.

105
9?,5—§W Wr’*

90 T
82,5
75

67,5

% Gecirgenlik

60

52,5
45

3?,5—: KSR

30—:
T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Dalga Boyu [cm-1]

Sekil 5.9. Kollidon® SR 'nin Fourier déniisiimlii kizil dtesi analiz spektrumu
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5.1.2.4. Niikleer manyetik rezonans analizi

Kollidon® SR nin *H-NMR analizine ait spektrum Sekil 5.10.’da sunulmustur.
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Sekil 5.10. Kollidon® SR 'nin niikleer manyetik rezonans analiz spektrumu

0

Polimerin DSC, XRD, FT-IR ve 'H-NMR analiz spektrumlar1 daha sonraki
calismalarda yapisal degisikliklerin belirlenmesinde referans olarak kullanilmistir.
5.1.3.Kitosan ile yapilan ¢alismalar
5.1.3.1. Termal analiz

Kitosan’in DSC ile 30-300°C araliginda yapilan termal analizinde, polimerin amorf
yapisina bagl olarak herhangi bir erime piki gézlenmemistir. Kitosan’a ait termogram
Sekil 5.11.’de sunulmustur.
5.1.3.2. X-tsint kirtnim analizi

Kitosan’in XRD analizi sonucunda DSC analizlerini de destekler nitelikte sonug
elde edilerek polimerin amorf yapida oldugu belirlenmistir (Sekil 5.12).
5.1.3.3. Fourier doniisiimlii kizil étesi analizi

Kitosan’in FT-IR analizine ait spektrum Sekil 5.13’de sunulmustur.
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Sekil. 5.12. Kitosan in X-isint kirinim analizine ait difraktogram

5.1.3.4. Niikleer manyetik rezonans analizi
Kitosan’m *H-NMR analizine ait spektrumu Sekil 5.14’de sunulmustur.

Polimerin DSC, XRD, FT-IR ve 'H-NMR analiz spektrumlar1 daha sonraki

caligmalarda yapisal degisikliklerin belirlenmesinde referans olarak kullanilmstir.
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Sekil 5.13. Kitosan in Fourier doniisiimlii kizil otesi analiz spektrumu
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5.2. Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyon ¢calismalar:
5.2.1. Formiilasyonlarimin hazirlamsi

Formiilasyon calismalarinda Kollidon® SR ve Kitosan olmak iizere iki farkl
polimer ile nanopartikiiller piiskiirterek kurutma yontemi (Muzzarelli vd., 2004; Learoyd
vd., 2008; Arpagaus vd., 2018) kullanilarak basar1 ile elde edilmistir. Hazirlanan

partikiillerin formiilasyon bilesenleri Cizelge 5.3.’de sunulmustur.

Cizelge 5.3. Hazirlanan polimerik nanopartikiillerin formiilasyon bilesenleri

KOD Kollidon® SR Kitosan HMW | PTX AA Etanol | Metanol
(9) (9) (%) | (%2;mL) | (mL) (mL)
KPTX-PL 2 - - 150
KPTX-05 2 5 - 150
KPTX-10 2 10 - 150
CCKPTX-PL 2 0,04 - 5 - 150
CCKPTX-05 2 0,04 5 5 - 150
CCKPTX-10 2 0,04 10 5 - 150
CPTX-PL - 2 - 400 300 200
CPTX-05 - 2 5 400 300 200
CPTX-10 - 2 10 400 300 200

5.2.2.Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin
karakterizasyon calismalari

5.2.2.1. Parcacik sekli analizleri

Piiskiirterek kurutma yontem parametreleri degistirilerek parcacik biiyiikliik ve
sekillerinde farkliliklar saglanabilmektedir (Vicente vd., 2013). Bu nedenle belirlenen
calisma sartlarinin hazirlanan pargaciklarin morfolojik 6zellikleri tizerindeki etkilerinin

belirlenmesi amaci ile SEM analizleri gergeklestirilmistir (Sekil 5.15.).

SEM analizleri sonucunda elde edilen goriintiiler degerlendirildiginde etkin
maddenin kristal yapida oldugu ve hazirlanan nanopartikiillerin diizgiin yiizeyli kiiresel
pargaciklar olduklari agikg¢a goriilmektedir. Formiilasyonlara ait analizlerde herhangi bir
kristal yapinin gézlenmemis olmasi yiiklenmeden kalan etkin maddenin bulunmadigini

ortaya koymaktadir (Sekil 5.15.).
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Sekil 5.15. Kollidon® SR nanopartikiillerinin taramali elektron mikroskobu gériintiileri

5.2.2.2. Pargacik biiyiikliigii ve dagilimi analizleri

Nanopartikiillerin pargacik biiyiikliik ve dagilim olglimleri, zeta potansiyel analiz

cihazi ile analiz edilmis ve sonuglar Cizelge 5.4’de sunulmustur.

Cizelge 5.4. Kollidon® SR nanopartikiillerinin parcacik biiyiikliigii (PB), polidisperslik indisi (Pdl), zeta
potansiyel (ZP) ve pH analiz sonuglart (n=3, Ortalama+SH)

KOD PB (nm) Pdl Zeta (mV) pH
KPTX-PL 207,5+3.,8 0,50+0,02 -16,9+0,8 6,09+0,19
KPTX-05 240,2+22,9 0,50+0,04 -19,5+£1,5 5,69+0,01
KPTX-10 268,7+3,9 0,60+0,03 -20,2+2.8 5,60+0,02

Parcacik biiyiikliigii ve pargacik biiylikliigli dagilimi analizleri nanopartikiillerin en
onemli karakterizasyon ¢aligmalari arasinda yer almaktadir (Ahlin vd., 1998; Dingler vd.,
1999; Shekunov vd., 2007).
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Ilag tastyic1 sistemlerin fizikokimyasal ve biyofarmasétik 6zellikleri ile etkinlik ve
giivenlikleri, ilag tiretiminde kritik bir proses parametresi olan parcacik biiyiikliigiinden
onemli oOlgiide etkilenmektedir (Shekunov vd., 2007). Bu nedenle ¢alismamizda
hazirlanan nanopartikiillerin parcacik biiyiikliikleri ve dagilimlari tiretimden hemen sonra

ve kararlilik ¢alismalari siiresince analiz edilmistir.

Elde ettigimiz analiz sonuglari partikiillerin nanometre boyutunda (~210 - 270 nm)
ve homojen parcacik biiyiikligii dagilimina (~0,5 — 0,6) sahip olduklarini ortaya
koymustur (Cizelge 5.4.). Elde edilen veriler, kararlilik c¢aligmalarinda pargacik

blytikligl ve dagilimindaki degisimlerin ortaya konabilmesi i¢in 6nem tagimaktadir.
5.2.2.3. Zeta potansiyel analizleri

Nanopartikiillerin zeta potansiyel degerleri, zeta potansiyel analiz cihazi ile

belirlenmis ve sonuglar Cizelge 5.4.’de sunulmustur

Siispande haldeki parcaciklarda en sik gozlenen kararlilik problemi parcaciklar
arasindaki itme kuvvetinin zayiflamasi (151k ve sicakligin etkisi ile) sonucunda
agregatlarin olusumudur. Ancak pargaciklar yeterli hiza ve kinetik enerjiye sahip
olduklarinda carpigsmaya devam ederek agregatlarin olusumu engellenebilmektedir. Zeta
potansiyel degerinin £25 mV’dan daha yiiksek degerde olmasi yeterli itme giiciinii

olusturarak silispansiyonun kararli oldugunu gostermektedir (Freitas ve Miiller, 1998).

Calisgmamizda ~ -17 - -20mV araliginda degerler alan formiilasyonlarin siispande
hallerinin olduk¢a kararli olduklar1 gériilmektedir. Anyonik 6zellikte olduklari belirlenen
nanopartikiillerin zeta potansiyel verileri kararlilik caligmalarinda olas1 degisimlerin
ortaya konabilmesi i¢in 6nem tagimaktadir (Cizelge 5.4.).
5.2.2.4. pH analizleri

Kanser tedavisine yonelik hazirlanan pek cok sistemde kanserli bolgedeki pH
degerinin (6,5 — 6,8) normal dokularin pH degerinden (7,2 — 7,4) daha diisiik degerde
olmasi nedeni ile etkin madde salimin1 pH degisimine bagl olarak gerceklestiren
sistemlerin hazirlanmasi siklikla tercih edilmektedir (Peng vd., 2019). Bu nedenle
caligmamizda hazirlanan sistemlerin pH degerleri analiz edilmistir (Cizelge 5.4.).

Elde edilen veriler 5,6 — 6,1 araliginda degerler almis ve asidik 6zellikte olduklart
belirlenmistir. Etki bolgesindeki pH degerlerine yakin degerler almalarina bagli olarak

pH degerlerinde herhangi bir ayarlama yapilmamistir (Cizelge 5.4.).
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Nanopartikiillerin kararlilik c¢alismalar1 siiresince pH degisimlerinin (kimyasal

kararlilik problemi gostergesi) degerlendirilebilmesinde referans olarak kullanilmistir.
5.2.2.5. Termal analizler

Formiilasyonlarinin, hazirlanmalarini takiben gergeklestirilen DSC analizlerine ait

termogramlar Sekil 5.16°da sunulmustur.

DSC analizleri nanopartikiillere yiiklenen etkin maddenin fizikokimyasal
durumunu ve olasi etkilesimlerini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. DSC ile
camsi gegis sicakligi, kristallenme ve erime gibi faz gecisleri de kolaylikla
belirlenmektedir (Crucho vd., 2017).

Termogramlar degerlendirildiginde Kollidon® SR ile hazirlanan plasebo
formiilasyona (KPTX-PL) ait termogram saf Kollidon® SR ile kiyaslanabilir bir
termogram olusturarak formiilasyon basamaklarinin polimerin amorf yapisi iizerinde

herhangi bir etkiye neden olmadigini ortaya koymustur (Sekil 5.16).
Ayrica Kollidon® SR ile hazirlanan ve etkin madde iceren KPTX-05 ve KPTX-10

formiilasyonlarin termogramlarinda PTX’e ait bir pik tespit edilememistir. PTX’e ait
erime pikinin gézlenmemesi maddenin polimerik yap1 igersinde molekiiler halde disperse

oldugunu ve bu nedenle kristal yapisina bagl olarak herhangi bir pik olusturmadigini

gostermektedir (Sekil 5.16) (Basaran, 2017; Escalona-Rayo vd., 2019).
5.2.2.6. X-isint kirtnim analizleri

Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin XRD Spektrumlar1 Sekil 5.17°de

sunulmustur.

XRD, nanomalzemelerin (1-100 nm araliginda en az bir boyutta yapisal 6zelliklere
sahip malzemeler) incelenmesi i¢in gii¢lii bir yontem olarak tanimlanmaktadir. Kati

haldeki malzemelerin kristal veya amorf yapida olmalar1 XRD analizleri ile kolaylikla

belirlenebilmektedir (Sharma vd., 2012).

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin amorf yapida olmalari
daha yiiksek konsantrasyonda etkin madde yiiklenmesine imkan saglamaktadir. Ayrica
amorf yap1 ¢oziiniirliik problemi olan etkin maddelerin ¢oziiniirliikklerinin arttirilmasinda

onemli bir yapisal dzellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Jog ve Burgess, 2017).
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Sekil 5.16. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kullanilan saf maddelerin termal

analizlerine ait termogramlar
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Sekil 5.16. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kullamilan saf maddelerin

termal analizlerine ait termogramlar
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Sekil 5.17. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kullanilan saf maddelerin x-isini kirinim

analiz difraktogramlart
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Sekil 5.17. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kullanilan saf maddelerin x-1s1m

farvum analiz difraktogramlart

Elde edilen XRD analizleri degerlendirildiginde formiilasyonlara PTX
yiiklenmesinin polimerin amorf yapisi izerinde herhangi bir etki olugturmadigi ve KPTX-

05 ve KPTX-10 formiilasyonlarinin da amorf yapida olduklari belirlenmistir (Sekil 5.17.).

Formiilasyonlarin hazirlanmasini takiben gerceklestirilen analiz verileri baslangig

verileri olarak kararlilik ¢alismalarinda referans olarak kullanilacaktir.
5.2.2.7. Fourier doniisiimlii kizil étesi analizi

FT-IR analizleri formiilasyon bilesenleri arasinda gergeklesen olas1 etkilesimlerin

ortya konmasinda siklikla kullanilan 6nemli bir analizdir (Das vd., 2015).
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Hazirlanan nanopartikiillerin FT-IR analizleri 400-4000 cm™ araliginda
gerceklestirilmis  ve fonksiyonel gruplara ait sinyaller belirlenerek, kararlilik

calismalarinda referans olarak kullanilmistir (Sekil 5.18.).

KPTX-05 ve KPTX-10 formiilasyonlara ait spektrumlarda 1750 cm™ de C-H
gerilme, 1250 cm™ de C-O gerilme, 1000 cm™ de C-N* gerilme sinyalleri elde edilmis ve
sinyaller placebo formiilasyon ve saf polimer ile benzer sonuglar elde edilmistir. Ancak
analizlerde PTX spektrumunda belirlenen karakteristik sinyaller (oklar ile isaretli)
formiilasyonlarinin ~ spektrumlarinda  belirlenememistir.  PTX’e ait  sinyallerin
formiilasyonlarin spektrumlarinda goriilmemesi etkin maddenin polimerik yap1 i¢inde
dagilmis halde bulundugunu ve PTX ile polimer arasinda herhangi bir kimyasal

etkilesimin olmadigini gostermektedir (Sekil 5.18.) (Mori vd., 2017).

Formiilasyon spektrumlarinin saf polimer ile benzer sinyal olusturmasi
formiilasyon basamaklarinin polimerik yapi iizerinde kaydadeger bir etki olusturmadigini

gostermektedir (Sekil 5.18.).

Elde edilen veriler DSC ve XRD analizleri ile de uyumlu olarak etkin madde ile
polimerin fiziksel 6zelliklerini koruyarak herhangi bir kimyasal bag olusturmadan birlikte

bir ilag tastyict sistem olusturduklarini ortaya koymaktadir (Sekil 5.18.).
5.2.2.8. Niikleer manyetik rezonans analizleri

Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin tH-NMR analizlerine ait spektrumlar

Sekil 5.19°da sunulmustur.

NMR analizleri, bilesenlerin kimyasal yapilarinit ve molekiiler hareketliligini ayni
anda yansitabilen ve nanopartikiillerin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesinde siklikla
kullanilan bir yontemdir (Mourdikoudis vd., 2018). Nanopartikiillere yiiklenen etkin
maddelerin NMR sinyallerinde olusturduklari artis ve azalis yoniindeki kayma miktarlar
degerlendirilerek olusan yap1 hakkinda bilgi sahibi olunur (Mourdikoudis vd., 2018; Ha
vd., 2019).

Gergeklestirilen analizler sonucunda PTX’e ait sinyaller formiilasyonlara ait
spektrumlarda belirlenebilmis (oklar ile isaretlenmis) ve bu sayede etkin madde ile
polimer arasinda kimyasal bir etkilesim gézlenmeden PTX’in nanopartikiillere basari ile

yiiklendigi belirlenmistir (Sekil 5.19.).
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Sekil 5.18. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kullanilan saf maddelerin Fourier

doniisiimlii kizil 6tesi analiz spektrumlar
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Sekil 5.18. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kullanilan saf maddelerin Fourier

doniisiimlii kizil 6tesi analiz spektrumlar
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Sekil 5.18. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kullanilan saf maddelerin Fourier

doniigiimlii kizil 6tesi analiz spektrumlart
5.2.2.9. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin etkin madde miktar tayini

Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillere yiiklenen ve hapsedilen PTX miktari
Cizelge 4.1.’de belirtilen analiz sartlarinda, HPLC yontemi ile belirlenmis ve sonuglar

Cizelge 5.5.’de sunulmustur.

Etkin maddelerin biiyiik bir oran1 nanopartikiillerin yiikleme kapasitelerine bagh
olarak ylizeyde yerlesmistir. Kanser tedavisi amaci ile hazirlanan bu sistemlerde
yiizeydeki etkin maddeler ilk etkiyi olusturacak ve hapsedilen etkin madde ile de uzun
siireli etkin madde salim1 gerceklesecektir. Etkin bir tedavinin saglanabilmesi igin

hapsedilen etkin madde miktarinin miimkiin oldugunca arttirilmasi gerekmektedir (Chen
vd., 2018).

Cizelge 5.5. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillere yiiklenen ve hapsedilen Paklitaksel miktarlar:
(n=3, Ortalama+SH)

KOD Toplam PTX (mg) Yiizeyde Bulunan PTX (%) Hapsedilen PTX (%)
KPTX-PL - - -
KPTX-05 5,06£0,19 84,54+2,44 15,46+2,44
KPTX-10 9,63+0,25 75,84+2,69 24,16+2,69
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manyetik rezonans analiz spektrumlart
Kitosan ile kaplanarak hazirlanan nanopartikiillere ait SEM goriintiileri Sekil

PTX

Sekil 5.19. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kullanilan saf maddelerin niikleer

5.2.3.Kitosan ile kaplanms Kollidon® SR nanopart

5.2.3.1. Parcacik sekli analizleri

5.20°de sunulmustur.
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Sekil 5.20. Kitosan ile kaplanmis Kollidon® SR nanopartikiillerinin taramali elektron mikroskobu analiz

sonuglar

SEM analiz sonuglar partikiillerin kaplama sonrasinda yiizeylerinin daha diizgiin
oldugunu ancak kaplama sirasinda agregatlarin olustugu gostermektedir. Bu nedenle
parcacik biiyiikliigli ve zeta potansiyel analizleri i¢in analiz numuneleri agregatlarin
ayrilmasi i¢cin 5 dakika siire ile ultrasonik banyoda tutulmasinin ardindan analiz
edilmistir.
5.2.3.2. Pargacik biiyiikliigii ve dagilimi analizleri

Kitosan ile kaplanarak hazirlanan nanopartikiillerin parcacik biiytiklik dl¢timleri,

zeta potansiyel analiz cihazi ile analiz edilmis ve sonuglar Cizelge 5.6.’da sunulmustur.

SEM analiz sonuglar1 agregatlarin olusumunu agikg¢a gostermistir (Sekil 5.20.). Bu
nedenle pargacik biiyiikliigii ve zeta potansiyel analizleri i¢in hazirlanan numuneler
ultrasonik banyoda bes dakika siire ile tutulmus ve agregatlarin ayrilmasinin

saglanmasimnin  ardindan  analizler = gerceklestirilmistir.  Analiz ~ sonuglari
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degerlendirildiginde beklendigi gibi pargacik biiyiikliigiinde bir miktar artis gézlenmistir
(p >0,05) (Cizelge 5.6.).

Cizelge 5.6. Kitosan ile kaplanmis Kollidon® SR nanopartikiil formiilasyonlarimin parcacik biiyiikliigii
(PB), polidisperslik indisi (Pdl), zeta potansiyel (ZP) ve pH analiz bulgular (n=3, Ortalama+SH)

KOD PB (nm) Pdl Zeta (mV) pH

CCKPTX-PL 225,0+6,1 0,50+0,06 +31,0+1,4 5,61+0,03
CCKPTX-05 267,0+12,4 0,50+0,06 +30,9+1,9 5,3940,04
CCKPTX-10 354,2+2,62 0,60+0,03 +25,4+1,4 5,4440,05

5.2.3.3. Zeta potansiyel analizleri

Kollidon® SR nanopartikiillerinin kitosan ile kaplama sonucunda anyonik 6zellige
sahip zeta potansiyel degerleri oldukca yiliksek katyonik 6zellik gostererek +25-31 mV
araliginda degerler almislardir (Cizelge 5.6.).

Zeta potansiyel hiicrenin biyolojik aktivasyonunu, hiicre agliitinasyonunu ve
hiicre tutunmasindaki etkin rolii nedeni ile hiicresel etkilesimde en 6nemli parametreler
arasnda degerlendirilmektedir. Ozellikle kanser tedavisinde kanserli hiicreler ile
etkilesimin arttirilarak etkin maddenin kanserli bolgede daha uzun siire salinmasinin
saglanmasi tedavi acisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir. Hiicrelerin yiizeylerinin anyonik
ozellikte olmasi1 katyonik oOzellikte olan ila¢ tasiyici sistemlerin hiicre yiizeyi ile
elektrostatik etkilesimler nedeni ile daha uzun siire temasta bulunmasini ve bu sayede

etkinliklerinin kaydadeger bir sekilde arttirilmasini saglamaktadir (Zhang vd., 2008).

Kollidon® SR nanopartikiillerinin katyonik dzellik kazanmalari ile etkinliklerinin
arttirilmas1 miimkiin olabilecektir.
5.2.3.4. pH analizleri
Coziicii olarak kullanilan asetik asit varligi nedeni ile nanopartikiillerin pH
degerleri 5,39-5,61 arasinda degerler almistir (Cizelge 5.6.).
Kanserli dokularin pH degerinin (~6,5) saglikli dokulara kiyasla daha diistik

degerler almasi dikkate alinarak 5,39-5,61 araliginda degerler alan nanopartikiillerin pH

degerleri fizyolojik pH araligina ayarlanmamistir (Peng vd., 2019).
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5.2.3.5. Termal analizler

Kitosan ile kaplanarak hazirlanan nanopartikiillerin DSC analizlerine ait

termogramlar Sekil 5.21.’de sunulmustur.

Amorf yapiya sahip Kollidon® SR (Sekil 5.7.) ile hazirlanan nanopartikiillerin yine
amorf yapiya sahip kitosan (Sekil 5.11.) ile kaplama sonucunda yapisal herhangi bir
degisim gozlenmeyerek partikiillerin amorf yapida olduklari, termogramlarda herhangi

bir sinyalin alinmamasi sonucunda belirlenmistir (Sekil 5.21.).
5.2.3.6. X-tsint kirtnim analizleri

Kitosan ile kaplanarak hazirlanan nanopartikiillerin XRD analizlerine ait

spektrumlar Sekil 5.22.’de sunulmustur.

Gergeklestirilen 6n formiilasyon ¢alismalarinda Kollidon® SR nin ve kitosanin elde
edilen DSC (sirast ile Sekil 5.7. ve Sekil 5.11.) ve XRD (siras1 ile Sekil 5.8. ve Sekil
5.12.) verileri amorf yapida olduklarini agikca gdstermistir. Kollidon® SR ile hazirlanan
nanopartikiillerin kitosan ile kaplanmasi ile elde edilen CCKPTX-05 ve CCKPTX-10

formiilasyonlarinin da amorf yapida olduklar1 goriilmektedir (Sekil 5.22.).

Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin kitosan ile kaplanmasmnin baslica
nedeni anyonik 6zellikte olan partikiillere kanser hiicreleri ile temas siiresini arttirmak
amaci ile katyonik 6zellik kazandirmaktir. XRD analizleri sonuglar1 degerlendirildiginde
nanoparikiillerin amorf yapist tizerinde herhangi bir degisiklige neden olmadan bu

etkinnin saglandigi goriilmektedir (Sekil 5.22.).
5.2.3.7. Fourier doniisiimlii kizil otesi analizleri

Kitosan ile kaplanarak hazirlanan nanopartikiillerin FT-IR analizlerine ait

spektrumlar Sekil 5.23.’de sunulmugtur.

FT-IR analizleri degerlendirildiginde plasebo formiilasyon ile benzer sinyaller
alinmis ve KPTX-05 ve KPTX-10 formiillerinin FT-IR analiz sonuglar1 ile CCKPTX-05
ve CCKPTX-10 formiilasyonlar1 karsilikli olarak degerlendirildiginde KPTX-05 ve
KPTX-10 formiilasyonlara ait spektrumlarda belirlenmis olan 1750 cm™ de C-H gerilme,
1250 cm™ de C-O gerilme, 1000 cm™ de C-N+ gerilme sinyallerinde herhangi bir kayip

olmamis yalnizca kaplamaya bagl olarak siddetlerinde degisiklige neden olmustur.

Kitosan ile kaplamanin basar1 ile gergeklestigi sinyallerin farklilagmasina bagl

olarak acgikga goriilmektedir (Sekil 5.18. ve Sekil 5.23.).
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Sekil 5.21. Kitosan ile kaplanmis Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin termal analizlerine ait

termogramlar
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Sekil 5.22. Kitosan ile kaplanmis Kollidon® SR nanopartikiillerinin X-igint kirvmim analiz

difraktogramlar
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Sekil 5.23. Kitosan ile kaplanmus Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin Fourier déniisiimlii kizil

otesi analiz spektrumlar
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Sekil 5.23. (Devam) Kitosan ile kaplanm:s Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin Fourier

doniigtimlii kizil tesi analiz spektrumlart

5.2.3.8. Niikleer manyetik rezonans analizleri

Kitosan ile kaplanarak hazirlanan nanopartikiillerin *H-NMR analizlerine ait

spektrumlar Sekil 5.24.”de sunulmustur.

Kapli nanopartikiillerde kitosan varligina bagli olarak belirli sinyallerin siddetinde
farklilasma gozlenmistir (oklar ile isaretli) (Sekil 5.24.). Sinyallerde kaydedilen bu
farklilagma ile FT-IR analizlerinin yan1 sira *H-NMR analizleri de kaplamanin basari ile

gerceklestigini gostermektedir (Sekil 5.24.).
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Sekil 5.24. (Devam) Kitosan ile kaplanmis Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin niikleer

manyetik rezonans analiz spektrumlart

5.2.4.Kitosan nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyon calismalari

Kollidon® SR polimeri ile hazirlanan partikiillerin ve bunlarin kitosan ile
kaplanmalar1 ile elde edilen partikiillerin yani sira dogal katyonik bir polimer olan ve
yiiksek biyouyumluluga sahip kitosan ile de hazirlanan nanopartikiillerin de yapisal
Ozellikleri detayli olarak incelenmistir (Basaran ve Yazan, 2012; Basaran vd., 2014;

Yenilmez vd., 2015).
5.2.4.1. Par¢actk sekli analizleri

Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillere ait SEM goriintileri Sekil 5.25°de

sunulmustur.

Analiz sonuglan diizgiin yiizeyli kiiresel pargaciklarin basari ile elde edildigini
gostermistir. Plasebo formiilayonlarin igi bos partikiiller olusturdugu analizlerde ortaya
konmustur. Sisteme etkin maddenin yiliklenmesi partikiiliin dayanikliligini arttirarak

kiiresel partikiillerin analiz sirasinda yapisi korunmustur (Sekil 5.25.).
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Ayrica analiz sonuglart analiz edilen orneklerin parcacik biyiikliigiiniin de

nanometre boyutunda olduklarini gostermistir (Sekil 5.25.).

H 200 nm CPTX-05@gH 200 nm CPTX_—I

Sekil 5.25. Kitosan nanopartikiil formiilasyonlarinin taramalr elektron mikroskobu gériintiileri

5.2.4.2. Pargacik biiyiikliigii ve dagilimi analizleri

Kanserli dokular baskalagsmis izole bir yapidan ziyade immiin sistem hiicrelerinin
kanser olusumunu engellemek yerine arttirdigi kompleks bir organ gibi davranmalaria
neden olmaktadir. Kanserli bolgenin enerjiye olan ihtiyaci anjiyogenezi arttirarak bu
ihtiyaci karsilamaya ¢aligmaktadir. Olusan yeni damarlarda enerji ihtiyacinin bir an 6nce
karsilanmasinin saglanmasi amaci ile damarlart olusturan endotel hiicreler arasinda
kanserli dokunun yapisina bagli olarak 100 nm to 2 um biiyiikliige sahip genis bosluklar
olusur. Bu bogluklardan dolasim sistemine verilen nanopartikiiller kolaylikla gecerek
pasif hedefleme ile kanserli bolgede kolaylikla birikirler (Kinoshita vd., 2017; Kalyane
vd., 2019). Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilacak partikiiler yapidaki ilag¢ tasiyici

sistemlerin pargacik biiyiikliiklerinin belirlenmesi kritik 6nem tagimaktadir.
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Nanopartikiillerin pargacik biiyiikliikleri ve parcacik biiyiikligi dagilimlar zeta

potansiyel analiz cihazi ile analiz edilmis ve sonuglar Cizelge 5.7.”de sunulmustur.

Analiz sonuglar1 nanometre boyutunda olduk¢a homojen pargacik biiyiikliigi dagilimina

sahip nanopartikiillerin olustugunu gostermektedir (Cizelge 5.7.).

Cizelge 5.7. Kitosan nanopartikiil formiilasyonlarinin par¢acik biiyiikliigii (PB), polidisperslik indisi (Pdl),
zeta potansiyel (ZP) ve pH analiz bulgulart (n=3, Ortalama+SH)

KOD PB (nm) Pdli Zeta (mV) pH

CPTX-PL 221,9+0,64 0,50+0,04 +36,6+1,4 5,80+0,00
CPTX-05 222.3+0,23 0,56+0,03 +37,5+£0,7 5,19+0,06
CPTX-10 345,6+0,18 0,69+0,02 +33,4+2,1 5,30+0,04

5.2.4.3. Zeta potansiyel analizleri

Nanopartikiillerin zeta potansiyel degerleri, zeta potansiyel analiz cihazi ile
belirlenmis ve Kitosanin katyonik yapisina bagli olarak ~+34 - +38 araliginda degerler

almustir (Cizelge 5.7.).

Kitosanin katyonik 6zelligi, hiicre yiizeyine daha fazla tutunmasinmi saglayarak
iyonik etkilesimler ile hiicre ile daha uzun siire temasta bulunmay1 saglayarak daha etkin
ilag tastyici sistemlerin olusturulmasina imkan vermektedir. Ayrica biyoadezif 6zelligi ile
hedeflenen bolgede daha uzun siire tutunmay1 saglayarak 6zellikle dosetaksel, PTX, DNA
ve proteinler gibi biiyiik molekiillii yapilarin etkinliklerinde artig saglamaktadir (Mehata
vd., 2019). Olusturacaklar: siispansiyonlar da etkin eletriksel itme kuvvetleri sayesinde

oldukga kararli formiilasyonlar olacaktir (Freitas ve Miiller, 1998).
5.2.4.4. pH analizleri

Kanserli hiicreler degismis metabolik aktivitelerine bagli olarak enerji liretiminde
glikoz yerine laktik asit kullanmaktadirlar. Bu nedenle kanserli dokularda yiiksek oranda
laktik asit bulunmaktadir. Ancak hiicrelerin ¢ogalabilmesi i¢in pH degerinin notr degerde
olmas1 gerekmektedir. Buna bagl olarak kanserli hiicreler ¢ogalirken enerji iiretimi igin
kullandiklar1 laktik asiti hiicre disina atmakta ve bu nedenle kanserli dokularin pH

degerleri saglikli dokulara kiyasla daha asidik degerler almaktadir (Glitsch, 2019).
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Elde edilen pH degerleri incelendiginde, kitosan ¢ozeltisinin hazirlanmasinda
kullanilan asetik asit nedeni ile elde edilen nanopartikiillerin pH degerlerinin de asidik
ozellik gosterdigi (~ 5,2 — 5,8) belirlenmis ve hedef bolge olan kanserli dokularin
bulundugu bolgeler ile uyumlu olmasi nedeni ile pH ayarlamasi yapilmamistir (Cizelge

5.7).
5.2.45. Termal analizler

Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin DSC analizlerine ait termogramlar Sekil

5.26.’da sunulmustur.

DSC analizleri ile kitosan ile PTX arasindaki olasi etkilesimler ve polimerin ve
etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri incelenmis ve 6n formiilasyon caligmalarinda
da belirlendigi gibi kitosanin amorf yapida oldugu (Sekil 5.11.) ve hazirlanan

formiilasyonlarin da amorf yapiy1 koruduklari gozlenmistir (Sekil 5.26.).

CPTX-05 formiilasyonunda PTX’e ait bir pik gozlenemezken artan etkin madde
miktarina bagli olarak CPTX-10 fromiilasyonunda biiyiik olasilikla yiizeyde yerlesen
PTX’lere ait erime piki gozlenmistir (Sekil 5.26.). Etkin madde pikinin gozlenmemesi
maddenin nanopartikiil i¢inde kristal halde bulunmadigini, molekiiler olarak disperse

oldugunu gostermektedir (Sekil 5.26.) (Crucho vd., 2017; Escalona-Rayo vd., 2019).
5.2.4.6. X-wsini kirtnim analizleri

XRD analizleri, kitosan nanopartikiillerinin ve onlara yiliklenen etkin maddenin
kristal yapisinin, olusan polimerik kafesin ozelliklerinin belirlenmesi amaci ile
gerceklestirilmis ve XRD analizlerine ait spektrumlar Sekil 5.27.’de sunulmustur (Naik
ve Raval, 2016).

Analiz sonuglart degerlendirildiginde CPTX-05 ve CPTX-10 formiilasyonlar1 da
etkin madde igermeyen CPTX-PL formiilasyonu ile benzer difraktogramlar olusturmus

ve amorf yapida olduklar1 belirlenmistir (Sekil 5.27.).

Elde edilen difraktogramlar kararlilk c¢alismalarinda olast degisimlerin

belirlenebilmesi i¢in referans olarak kullanilmistir.
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Sekil 5.26. Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin termal analizlerine ait

termogramlar
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Sekil 5.26. (Devam) Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin termal analizlerine ait

termogramlar
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Sekil 5.27. Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin X-isin1 kirvuim analiz

difraktogramlar
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Sekil 5.27. (Devam) Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin X-1simi kirinim analiz

difraktogramlart

5.2.4.7. Fourier doniisiimlii kizilotesi analizleri

Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin FT-IR analizlerine ait spektrumlar Sekil

5.28.’de sunulmustur.

Mevcut analitik yontemler arasinda, FT-IR spektroskopisi, formiilasyonu olusturan
maddeler ve bunlarda bulunan farkli fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesimleri ortaya
koyarak maddeler arasinda kimyasal etkilesimlerin meydana gelip gelmedigi hakkinda
detayli bilgiler saglamakta ve bu nedenle karakterizasyon analizlerinde siklikla kullanilan

yontemler arasina girmektedir (Das vd., 2015).
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Analiz sonuglart degerlendirildiginde formiilasyonlara ait spektrumlar (CPTX-05
ve CPTX-10) etkin madde icermeyen formiilasyon (CPTX-PL) ile ¢ok benzer sinyaller
olusturmus Ve kitosana ait O-H gerilimine bagli karakteristik genis sinyal 3600-3100 cm’
! araliginda belirlenmistir. PTX e ait ayirt edici diger sinyaller maddenin polimer matris
icindeki molekiiler dagilimma ve polimer ile herhangi kimyasal bir etkilesimde
bulunmamasina bagli olarak spektrumlarda saptanamamistir (Sekil 5.28.) (Basaran vd.,
2014).

5.2.4.8. Niikleer manyetik rezonans analizleri

Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin tH-NMR analizlerine ait spektrumlar Sekil

5.29’da sunulmustur.

PTX yiiklenmis kitosan nanopartikiillerinde meydana gelebilecek olas1 kimyasal
etkilesimlerin belirlenebilmesi icin diger nanopartikiiller ile benzer sekilde *H-NMR
analizleri gerceklestirilmistir (Sekil 5.29.) (Li vd., 2008; Basaran vd., 2017; 2018; Ha vd.,
2019).

Elde edilen spektrumlar degerlendirildiginde nanopartikiillere yiiklenmis PTX
varlig1 6zellikle 2-3 ppm ve 7-8 ppm araliginda belirgin sekilde gézlenebilmektedir (oklar
ile isaretli) (Sekil 5.29).
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Sekil 5.28. Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin Fourier doniisiimlii kizil étesi

analiz spektrumlart
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Sekil 5.29. (Devam) Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin niikleer manyetik
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Sekil 5.29. (Devam) Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin niikleer manyetik

rezonans analiz spektrumlari

5.2.4.9. Kitosan ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda etkin madde miktar
tayini
Kitosan ile hazirlanan nanopartikiillere yiiklenen ve hapsedilen PTX miktar1 HPLC

yontemi ile belirlenmis ve sonuglar Cizelge 5.8.’de sunulmustur.

Cizelge 5.8. Kitosan ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarina yiiklenen ve hapsedilen Paklitaksel
miktarlart (n=3, Ortalama+SH)

Toplam PTX Yiizeyde Bulunan PTX Hapsedilen PTX
KOD
(mg) (%) (%)
CPTX-PL - - -
CPTX-05 4,66+0,26 86,02+4,11 13,98+4,11
CPTX-10 8,18+0,41 66,41+5,14 33,59+5,14
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Analiz sonuglart PTX’in biiyiik oranda yiizeyde lokalize oldugunu gostermektedir
(Cizelge 5.8.). Etkin madde yiikleme kapasitesini etkileyen pek ¢ok parametre
bulunmaktadir (Das ve Chaudhury, 2011). Ozellikle polimerik yapinin amorf ya da kristal
halde olusu etkin madde yilikleme oranini belirleyen en 6nemli parametredir. Yiiksek
kristal yapida olus veya zamana bagli olarak amorf yapidan kristal yapiya gecis etkin
maddenin nanopartikiil disinda lokalize olmasina veya disar1 atilmasina neden olmaktadir
(Attama vd., 2007; Das ve Chaudhury, 2011). Farkli molekiil agirliklarina sahip kitosan
nanopartikiilleri ile daha 6nce gergeklestirilen calismalarda da benzer sonuglar elde
edilmistir (Basaran vd., 2014; (Basaran vd., 2015; Al-Heibshy vd., 2016; Choi vd., 2019).
Yapilan ¢alismalarda Siklosporin-A etkin maddesi i¢in hapsedilme kapasitesi ~%8-25
(a/a) araliginda degerler almis, etkin maddenin biiyiik bir kismi partikiiliin ylizeyinde yer
almistir (Basaran vd., 2014). Bir diger ¢alismada ise etkin madde olarak Ornidazol’iin
hapsedilme kapasitesi ancak ~%8,2 — 8,4 (a/a) araliginda degerler alabilmistir (Basaran
vd., 2015).

5.2.4.10. Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinda in vitro salim ¢calismalart

Nanopartikiillere yiiklenen PTX’in salim profilleri 37°C+2°C’de pH 7,4 fosfat
tamponu igerisinde 200 rpm karistirma hizinda diyaliz membran kullanilarak

gerceklestirilmis ve elde edilen salim profilleri Sekil 5.30.’de sunulmustur.

Salim profilleri incelendiginde nanopartikiillerin yilizeyindeki PTX miktarina bagl
olarak iki asamali salim profilleri elde edilmistir. ilk bir saat icinde salim ortaminda
belirlenen etkin madde miktar1 ylizeyde yer alan etkin madde nedeni ile ~%20
konsantrasyona ulasmistir. Partikiillerin i¢ine hapsedilen PTX ile de 24 saatlik siire
icerisinde etkin maddenin salimi artarak devam etmistir ve uzatilmis salim elde edilmistir.
Saf etkin madde 24 saat sonunda ~ %90 oraninda salinirken diger tiim sistemlerde salinan
etkin madde miktar1 artarak devam etmis ve KPTX-05, CCKPTX-05 ve CPTX-05
formiilasyonlar1 i¢in %60 oranina yaklagsmistir. KPTX-10, CCKPTX-10 ve CPTX-10

formiilasyonlarinda ise salim oran1 %50 civarinda kalmistir (Sekil 5.30.).

Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlardan (KPTX-05 ve KPTX-10) etkin
madde salimi kitosan nanopartikiillerine (CPTX-05 ve CPTX-10) kiyasla daha hizl
gergeklesmistir. Kitosan ile kaplama sonrasinda (CCKPTX-05 ve CCKPTX-10) salim
nispeten yavaglamis ancak yine de kitosan nanopartikiillerinden daha hizli bir salim elde

edilmistir (Sekil 5.30.).
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Sekil 5.30. Hazirlanan nanopartikiillere yiiklenen paklitaksel’in in vitro salim ¢alismalart

Yapilan bir ¢aligmada Olopatadin HCI etkin maddesi igeren Kollidon® SR

nanopartikiilleri okiiler uygulama i¢in hazirlanmis ve bulgularimiza benzer sekilde
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baslangicta ani bir etkin madde salimini takiben uzatilmis etkin madde salimi basart ile

elde edilmistir (Giiven ve Yenilmez, 2019).

Bir diger ¢alismada ise suda diisiik ¢oziiniirliige sahip Karvedilol etkin maddesini
iceren Kitosan nanopartikiilleri hazirlanmis ve elde edilen nanopartikiillerin salim
Ozellikleri degerlendirildiginde tezimiz ile benzer sekilde iki asamali salim profili elde

edilmis ve 60 saate kadar uzatilmis salim elde edilebilmistir (Sharma vd., 2019).

Pek c¢ok nanopartikiil formiilasyonu ig¢in gegerli olan bu salim profilleri
gostermektedir ki; ylizeyde yer alan etkin maddeler ilk terapotik etkiyi olustururken,
hapsedilen etkin maddeler ile uzun siireli etkin bir tedavinin gergeklestirilmesi miimkiin
olmaktadir (Kang vd., 2004; Basaran vd., 2011; Massella vd., 2018; Thiyagarajan vd.,
2019; Choudhury vd., 2019).

5.2.4.11.Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinda in vitro salim ¢alismalarinin

kinetik modellere uyumu

Hazirlanma amagclarina bagli olarak nanopartikiillerden etkin madde saliminin
belirlenmesi en Onemli karakterizasyon ¢alismalar1 arasinda yer almaktadir.
Nanopartikiillerden etkin madde salimi kolaylikla bir matematik model ile
aciklanabilmektedir (Shaikh vd., 2015). Cogunlukla baslangicta gergeklesen ani salim ve
bunu takiben sifirmer ve birinci derece kinetik ile devam eden etkin madde salimi elde
edilmektedir (Bruschi, 2015). Kontrollii salim saglayan sistemlerde istenen oOzellik
belirlenen siire boyunca kandaki etkin madde konsantrasyonunu belli bir degerde
tutmaktir. Bunu saglamak ancak sifirinci derece salim saglayan bir sistemin olusturulmasi

ile miimkiin olmaktadir (Park, 2014).

Degistirilmis salim saglayan sisteminden etkin madde salim mekanizmasi,
¢Oziinme, diflizyon, dagilim, ozmoz, sisme ve erozyon gibi c¢esitli sekilde
gerceklesebilmektedir (Langer ve Peppasl983; Peppas ve Narasimhand, 2014). Etkin
maddenin salim ortamina difiizyonu, difiizyonun gerceklestigi yapinin giiglii bir
fonksiyonudur ve matematiksel modellerin belirlenmesinde difiizyonun gergeklestigi

yapinin morfolojisini dikkate almak 6nemlidir (Siepmann ve Peppas, 2001).

Salim 6zelliklerinin ve salim kinetiginin (sifirinct derece, birinci derece, Hixson-
Crowell, Weibull, Higuchi, Baker-Lonsdale, Korsmeyer-Peppas, ve Hopfenberg vb.
modeller) belirlenmesi ile nanopartikiillerin in vitro ve in vivo ortamlardaki davranislari
degerlendirilebilmektedir (Singhvi ve Singh 2011; Bruschi, 2015; Shaikh vd., 2015).
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Tez calismalarimizda nanopartikiillerden PTX’in salim 6zelliklerini en iyi ifade
edecek kinetik modelin belirlenmesi amaci ile DDSolver programi kullanilmis (Zhang
vd., 2010) ve Akaike kriteri’nin (AIC) en diisiik ve r? degerinin en yiiksek oldugu
modeller en uygun salim modeli olarak belirlenmistir (Bruschi, 2015). Analiz sonuglari

Cizelge 5.9.’da sunulmustur.

Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde saf etkin maddenin membrandan salim/gecis
profilinin birinci derece kinetik, Hixson-Crowell ve Hopfenberg kinetik modellerine
uydugu belirlenmistir (Cizelge 5.9.).

Hixson-Crowell ¢ogunlukla tablet formundaki, zamana bagli olarak boyutlari
kii¢iilen sistemlere uygun bir model olarak tanimlanmaktadir. Hopfenberg kinetik modeli

ise diizlemsel, kiiresel veya silindirik asinir polimer filmlerden ilag salimini tanimlamak

i¢in kullanilmaktadir (Bruschi, 2015).

Cogunlukla dogal yada sentetik membranlardan gegisin birinci derece kinetige
uydugu bildirilmistir (Mircioiu vd., 2019). Birinci derece kinetik temel teorilerle basit bir
sekilde agiklanamamakla birlikte pek ¢ok etkin madde i¢in gegerli olan konsantrasyona
bagimli bir salim kinetigi olarak tanimlanmaktadir (Bruschi, 2015). Saf etkin maddenin
veya partikiil ylizeyine tutunmus ancak polimerik yapi icersinde yer almamis etkin
maddenin salim profillerinin birinci derece kinetige uyum gosterdigi belirtilmistir

(Balcerzak ve Mucha, 2010).

Bu acgiklamalar dogrultusunda PTX’in salim ozelliklerini tanimlayan en dogru

yaklagim birinci derece kinetik ile agiklanabilmektedir (Cizelge 5.9.).

Nanopartikiillerin salim kinetiklerinin Higuchi ve Gompertz kinetiklerine uydugu
belirlenmistir (Cizelge 5.9.). Higuchi modeli polimer matrislerden etkin madde salimini
ilk olarak tanimlayan kinetik modelidir. Sudaki ¢ozlniirliigii diisiik veya yiiksek olan
etkin maddelerin kati veya yarikati tasiyicilara yiiklenmesi ile olusan sistemlerden
gerceklesen etkin madde salimini basari ile tanimlamaktadir (Bruschi, 2015; Paarakh vd.,
2018).

Gompertz modeli daha ¢ok suda ytiksek ¢oziiniirliige sahip olan etkin maddeler igin
tanimlanan bir salim modelidir. Gompertz modeline ait “a” degeri =t = 1 zamaninda
¢coziinmemis oran1 belirlemekte ve yer ve dlgek parametresi olarak degerlendirilirken “B”
degeri ise birim zamandaki c¢oziilme hizin1 gosteren sekil parametresi olarak

tanimlanmaktadir (Ramteke vd., 2014).
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PTX’in sudaki disiik ¢oziiniirliigiine bagli olarak Gompertz kinetiginden ¢ok
Higuchi kinetigi PTX’in nanopartikiillerden salimi i¢in secilebilecek bir kinetik model

olarak degerlendirilmistir (Cizelge 5.9.).
5.2.4.12. Hazirlanan formiilasyonlarin sitotoksisitesi

Hazirlanan Kollidon® SR nanopartikiillerinin kitosan ile kaplanma amaglarindan en
onemlisi hazirlanan nanopartikiillere kitosanin mukoadezif 6zelliginin kazandirilmasidir
(Basaran ve Yazan, 2012). Kanser tedavisine yonelik hazirlanan formiilasyonlarin ilk
olarak kolon kanseri tedavisinde kullanilma olasiligi degerlendirilmek istenmis ve bu
nedenle sitotoksisite testlerinde kolon kanseri hiicreleri olan HT-29 (ATCC® HTB-38™)
ve HTC-15 (ATCC® CCL-225™) hiicreleri kullamlmistir (http-6; http-7; Ettarh vd.,
2010).

Yiiklenen PTX miktarina bagli olarak 40 pg.mL? — 180 ug.mL? konsantrasyon
araliginda formiilasyonlar HT-29 ve HTC-15 hiicreleri {izerine uygulanmis ve 48. saat

sonunda MTT analizleri ile formiilasyonlarin hiicreler {izerindeki etkileri hiicre

canliliklart degerlendirilerek belirlenmistir (Sekil 5.31. ve Sekil 5.32.).

Etkin madde igermeyen plasebo formiilasyonlar (KPTX-PL, CPTX-PL ve
CCKPTX-PL) hiicreler iizerine uygulanmis ve en yiikksek konsantrasyonda dahi toksik
etki gostermemistir. Hiicre ve doz bazinda tiim formiilasyonlar degerlendirildiginde,
hiicre canliligimin HT-29 hiicreleri i¢cin %90°nin, HTC-15 hiicreleri i¢in %80’nin altina
diismedigi belirlenmistir. KPTX-PL’nin en yiiksek dozu ile CCKPTX-PL’nin en diisiik
dozunun HT-29 hiicrelerinde hiicre canliligini, kontrol grubuna goére arttirdigi
gozlenmistir. HTC-15 hiicreleri i¢in aym etki, CCKPTX-PL formiilasyonlarinin
neredeyse tiim dozlarinda gézlenmistir (Sekil 5.31. ve Sekil 5.32.).

Formiilasyonlarin i¢cermis oldugu PTX miktar1 doza bagimli olarak hesaplanmis ve
hiicrelerdeki etkisinin belirlenmesi i¢in pozitif kontrol grubu olarak, DMSO igerisinde
coziindiiriilerek hiicrelere uygulanmistir. %5 PTX formiilasyon iceren formiilasyonlar
icin hesaplanan PTX miktar1 dikkate alindiginda, en yiiksek dozdaki hiicre canliliginin
HT-29 hiicresi i¢in %69,54, HTC-15 i¢in %71,67 oldugu belirlenmistir. %10 PTX igeren
formiilasyon oranindaki PTX’in en yiliksek dozundaki miktarin ise, her iki hiicre i¢in

hiicre canliliginin %50 seviyelerinde oldugu belirlenmistir (Sekil 5.31. ve Sekil 5.32.).
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Cizelge 5.9. Hazirlanan formiilasyonlarin in vitro salim kinetik modelleri

Kriterler

Hopfenberg

Gompertz

PTX

KPTX-05

KPTX-10

CCKPTX-05

CCKPTX-10

CPTX-05

CPTX-10

Sifirinca Birinci Higuchi Hixson Korsmeyer-
Derece Derece Crowell Peppas
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
-0,01 -0,01 -0,004 -0,01 0,001
0,052 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,001 0,00 0,001
0,032 0,032 0,021 0,032 0,022
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,020 0,020 0,004 0,020 0,007
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,001 0,00 0,001
0,030 0,029 0,020 0,029 0,024
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,014 0,014 0,00 0,014 0,001
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,025 0,024 0,009 0,025 0,015
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,016 0,016 0,003 0,016 0,008

0,00
-0,01
0,00
0,00
0,00
0,034
0,00
0,001
0,022
0,00
0,00
0,031
0,00
0,001
0,016
0,00
0,001
0,027
0,00
0,000
0,018

0:0,029 B:0,000
0,001
0,023

0:0,297 $:0,00
0,001
0,023

a:0,562 $:0,00
0,001
0,007

0:0,223 $:0,00
0,001
0,026

0:0,878 B:0,001
0,001
0,002

0:0,266 :0,00
0,001
0,015

0:0,297 $:0,00
0,001
0,009

:0,004 :0,000
0,001
0,013

2:0,007 B:0,00
0,001
0,019

2:0,007 B:0,00
0,001
0,003

a:0,006 B:0,00
0,001
0,023

0:0,008 3:0,00
0,001
-0,002

0:0,006 B:0,00
0,001
0,012

2:0,007 B:0,00
0,001
0,002

82



KPTX-05 ve KPTX-10 formiilasyonlar1 kiyaslandiginda, her iki hiicrede de KPTX-
10 formiilasyonunun yiizeydeki etkin madde miktarinin daha fazla olmasina bagl olarak

KPTX-05 formiilasyonuna oranla her iki hiicrede de benzer ve doza bagimli olarak daha

toksik etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 5.31. ve Sekil 5.32.).

KPTX-05 ve KPTX-10 formiilasyonlariin kitosan ile kaplanmasi ile elde edilen
CCKPTX-05 ve CCKPTX-10 formiilasyonlarinin diger formiilasyolara oranla daha
yiiksek hiicre canliligi gostermistir. Bu durumun, kitosanin hiicre canliligi tizerindeki

olumlu etkisi ile iliskilendirilmistir (Sekil 5.31. ve Sekil 5.32.) (Katas ve Alpar, 2006).

Kitosan icin ICso degeri 210 pg.mL? olarak tanimlanmistir (Kean ve Thanou,
2010). Kitosan nanopartikiilleri olan CPTX-05 ve CPTX-10 formiilasyonlar1 da diger
formiilasyonlar ile benzer sonuglar olusturmuslar ve artan PTX dozuna bagl olarak her

iki hiicre tizerinde sitotoksik etki gostermistir (Sekil 5.31. ve Sekil 5.32.).

Sonu¢ olarak, HT-29 ve HTC-15 hiicreleri iizerinde 48 saat siiresince
gerceklestirilen sititoksisite calismalari sonunda hazirlanan plasebo formiilasyonlarin
(KPTX-PL, CPTX-PL ve CCKPTX-PL) toksik 6zellik gostermedigi, formiilasyonlarin
ise yiiklenen PTX oranina ve artan doza bagli olarak toksik ozellik gosterdigi
belirlenmistir. Formiilasyonlarin icerdigi oranlardaki PTX’in gdstermis oldugu hiicre
canlilig1 degerlendirildiginde ise, PTX’in tastyici sistem ile hiicrelere daha iyi tagindigi
ve daha diisiik dozda etki ettigi sonucuna varilmustir (Sekil 5.31. ve Sekil 5.32.) (Zou vd.,
2016).
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Sekil 5.31. Hazirlanan nanopartikiillerin HT-29 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite degerleri (n=3,
Ort£SS)
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Sekil 5.32. Hazirlanan nanopartikiillerin HTC-15 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite degerleri (=3,
Ort£SS)
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5.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait Kararhihk Calismalari

Hazirlanan nanopartikiiller, saf PTX’in kararlilik durumu degerlendirilerek uzun
stireli kararlilik ¢aligmalari igin 5°C + 3°C ve hizlandirilmis kararlilik ¢alismalarinda ise
nanopartikiiller 25°C + 2°C - %60 + %5 rolatif neme sahip ortamlarda saklanmistir (ICH
Q1A-R2, 2003).

Nanopartikiiller amber renkli sikica kapali cam ambalajlara konulmus ve
kararliliklarinin incelenmesi amaciyla, 0, 3, ve 6 aylik siirelerin sonunda, pargacik
biiyiikliigii, par¢acik blytkligi dagilimi, zeta potansiyel, pH ve PTX miktar tayinleri
analizleri gergeklestirilerek kararliliklart degerlendirilmistir (Cizelge 5.10. ve Cizelge

5.11.) (Crucho ve Barros, 2017; Mourdikoudis vd., 2018; Escalona-Rayo vd., 2019).

Parcacik biiytikligl, pargacik biyiikligi dagilimi analizleri degerlendirildiginde
buzdolabinda saklanan formiilasyonlar i¢in pargacik biiylikligii daha az degiskenlik
gosterirken oda 1sisindaki formiilasyonlardaki degisim daha fazla olmustur ancak yine de
her iki ortamda saklanan formiilasyonlar igin anlamli bir fark belirlenmemistir (p >0,05)
ve partikiiller homojen dagilimlarini 6 aylik saklama siiresince korumuslardir (p >0,05)

(Cizelge 5.10. ve Cizelge 5.11.).

Zeta potansiyel analizleri Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlarn (KPTX-
PL, KPTX-05 ve KPTX-10) anyonik 6zelliklerini 6 aylik saklama siiresince korumuslar
ve her iki saklama ortaminda ~ -12mV - -20mV araliginda degerler almistir (p >0,05)
(Cizelge 5.10. ve Cizelge 5.11.).

KPTX-PL, KPTX-05 ve KPTX-10 formiilasyonlarinin kitosan ile kaplanmasi ile
elde edilen CCKPTX-PL, CCKPTX-05 ve CCKPTX-10 formiilasyonlara kazandirilan
katyonik 6zellik saklama siiresince degismeden kalmis ve ~ +21mV - +34mV araliginda
degerler almistir (p >0,05) (Cizelge 5.10. ve Cizelge 5.11.).

PH analiz sonuclar1 tiim fomiilasyonlar i¢in baslangictaki degerlerinden ¢ok
farklilasmamis ve 5.02 - 6.21 arasinda degerler almistir (p >0,05) (Cizelge 5.10. ve
Cizelge 5.11.).
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Cizelge 5.10. Hazirlanan formiilasyonlarm uzun stireli kararliltk ¢alismalart sonucunda elde edilen parcacik biiyiikliigii (PB), polidisperslik indisi (Pdl), Zeta Potansiyel
(ZP), pH ve etkin madde miktar tayini analiz sonuglari (5°C+3°C; n=3, Ortalama+SH)

0. Zaman Analizleri PB (nm) Pdl ZP (mV) pH Toplam PTX (%, a/a)
KPTX-PL 207,5+3,8 0,5+0,0 -16,9+0,8 6,09+0,19 -

KPTX-05 240,2+2,9 0,5+0,1 -19,5+1,5 5,69+0,01 5,06+0,01
KPTX-10 268,7+3,9 0,6+0,3 -20,2+2,8 5,60+0,02 9,63+0,02
CCKPTX-PL 345,6+2,6 0,7+0,1 +27,1+0,4 5,61+0,00 -
CCKPTX-05 364,1+1,9 0,6+0,1 +31,0+0,2 5,39+0,04 5,06+0,01
CCKPTX-10 452,9+2,3 0,6+0,4 +36,4+1,4 5,44+0,05 9,63+0,02
CPTX-PL 221,9+0,6 0,5+0,4 +36,6+1,4 5,80+0,00 -

CPTX-05 222,3+0,2 0,6+0,3 +37,5+0,7 5,19+0,06 4,66+0,06
CPTX-10 345,6+0,1 0,7+0,2 +33,442,1 5,30+0,04 8,18+0,04

3. Ay Analizleri (5°C+3°C) PB (nm) Pdl ZP (mV) pH Toplam PTX (%, a/a)
KPTX-PL 234,6+3,8 0,60,5 -15,640,1 6,21+0,22 -

KPTX-05 255,1+1,1 0,7+0,3 -17,5+.1,3 5,65+0,03 5,01+0,06
KPTX-10 258,4+1,2 0,6+0,1 -19,1+1,5 5,72+0,06 9,55+0,01
CCKPTX-PL 352,5+2,6 0,5+0,2 +23,7+0,8 5,66+0,10 -
CCKPTX-05 376,240,8 0,7+0,4 +30,2+1,6 5,41+0,21 5,02+0,04
CCKPTX-10 445,821 0,6+0,1 +34,240,3 5,48+0,08 9,61+0,00
CPTX-PL 254,4+0,4 0,4+0,6 +33,143,2 5,66+0,00 -

CPTX-05 262,1+0,3 0,6+0,2 +36,2+3,9 5,24+0,03 4,72+0,02
CPTX-10 359,9+0,8 0,4+0,4 +33,6+1,1 5,37+0,02 8,10+0,08
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Cizelge 5.10. (Devam) Hazirlanan formiilasyonlarin uzun siireli kararliik ¢alismalar: sonucunda elde edilen parcacik biiyiikliigii (PB), polidisperslik indisi (Pdl), Zeta
Potansiyel (ZP), pH ve etkin madde miktar tayini analiz sonuglar: (5°C+3°C; n=3, Ortalama+SH)

6. Ay Analizleri (5°C+3°C) PB (nm) Pdl ZP (mV) pH Toplam PTX (%, a/a)
KPTX-PL 242 8+1,3 0,7+0,2 -14,5+0,8 5,02+0,08 -

KPTX-05 265,3+2,2 0,7+0,1 -18,4+1,5 5,78+0,01 5,04+0,02
KPTX-10 287,7+1,2 0,6+0,3 -19,2+1,0 5,45+0,03 9,57+0,04
CCKPTX-PL 414,3+4,6 0,5+0,1 +24,2+0,7 5,85+0,00 -
CCKPTX-05 436,2+3,1 0,7+0,2 +28,0+1,2 5,27+0,01 5,01+0,03
CCKPTX-10 478,3+3,7 0,6+0,4 +30,6+2,7 5,63+0,05 9,52+0,01
CPTX-PL 336,4+2,8 0,5+0,6 +33,1+0,4 5,45+0,03 -

CPTX-05 378,6+1,6 0,6+0,3 +35,8+1,3 5,26+0,05 4,55+0,08
CPTX-10 384,0+0,4 0,4+0,1 +34,7+1,1 5,38+0,06 8.03+0,01
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Cizelge 5.11. Hazirlanan formiilasyonlarin hizlandirilmis kararliltk ¢alismalar: sonucunda elde edilen parcacik biiyiikliigii (PB), polidisperslik indisi (Pdl), zeta potansiyel
(ZP), pH ve etkin madde miktar tayini analiz sonug¢lart (25°C+2°C %60+5 RN, n=3, Ortalama+SH)

0. Zaman Analizleri PB (nm) Pdl ZP (mV) pH Toplam PTX (%, a/a)
KPTX-PL 207.5+3.8 0,5+0,0 -16,9+0,8 6,09+0,19 -

KPTX-05 240,2+2.9 0,5+0,1 -19,5+1,5 5,69+0,01 5,06+0,01
KPTX-10 268.7+£3.9 0,6+0,3 -20,2+2,8 5,60+0,02 9,63+0,02
CCKPTX-PL 345.6+2.6 0,7+0,1 +27,1+0,4 5,61+0,00 -
CCKPTX-05 364.1+1.9 0,6+0,1 +31,0+0,2 5,39+0,04 5,06+0,01
CCKPTX-10 452.942.3 0,6+0,4 +36,4+1,4 5,44+0,05 9,63+0,02
CPTX-PL 221.9+0,6 0,5+0,4 +36,6+1,4 5,80+0,00 -

CPTX-05 222.3+0,2 0,6+0,3 +37,5+0,7 5,19+0,06 4,66+0,06
CPTX-10 345.6+0,1 0,7+0,2 +33,4+2,1 5,30+0,04 8,18+0,04

3. Ay Analizleri (25°C+2°C) PB (nm) Pdl ZP (mV) pH Toplam PTX (%, a/a)
KPTX-PL 245.8+1.5 0,4+0,2 -12,5+0,2 6,12+0,01 -

KPTX-05 265.1+2.3 0,5+0,3 -14,1+.0,6 6,04+0,06 5,12+0,03
KPTX-10 278.4+1.6 0,5+0,4 -16,2+3,2 5,84+0,03 9,51+0,02
CCKPTX-PL 370,4+3.2 0,6+0,1 +21,5£2,5 5,75+0,04 -
CCKPTX-05 386.1+2.4 0,3+0.8 +27,4+0,1 5,54+0,10 4,95+0,06
CCKPTX-10 415.2+1.7 0,5+0,3 +28,1+1,6 5,37+0,04 9,47+0,01
CPTX-PL 314.8+1.3 0,6+0,7 +29,6+2,2 5,71+0,02 -

CPTX-05 345.7+3.6 0,5+0,5 +31,4+1,4 5,20+0,01 4,54+0,03
CPTX-10 375.4+4.2 0,6+0,2 +32,6£2,1 5,27+0,02 8,02+0,01
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Cizelge 5.11. (Devam) Hazirlanan formiilasyonlarin hizlandirilmis kararlilik ¢alismalari sonucunda elde edilen par¢acik biiyiikliigii (PB), polidisperslik indisi (Pdl), zeta
potansiyel (ZP), pH ve etkin madde miktar tayini analiz sonuglar: (25°C+2°C %60+5 RN, n=3, Ortalama+SH)

6. Ay Analizleri (25°C+2°C) PB (nm) Pdl ZP (mV) pH Toplam PTX (%, a/a)
KPTX-PL 254,1+3,6 0,6+0,1 -14,5+1,4 5,75+0,02 -
KPTX-05 312,2+1,2 0,5+0,3 -13,842,5 5,71+£0,05 4,94+0,02
KPTX-10 290,8+0,9 0,6+0,4 -18,4+0,6 5,55+0,01 9,34+0,06
CCKPTX-PL 384,2+1,8 0,6+0,1 +22,1£1,2 5,73+0,04 -
CCKPTX-05 392,4+2.2 0,5+0,6 +24,6+0,2 5,32+0,01 4,92+0,04
CCKPTX-10 410,1+0,8 0,6+0,2 +26,7+1,4 5,51+0,08 9,42+0,02
CPTX-PL 340,8+1,4 0,5+0,4 +30,2+1,5 5,56+0,04 -

CPTX-05 388,6+2,3 0,6+0,1 +30,5+0,2 5,16+0,06 4,41+0,03
CPTX-10 421,0+4,2 0,7+0,3 +31,3+0,6 5,24+0,05 7,95+0,01
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En 6nemli kararlilik parametresi olarak iki farkli ortamda 6 ay siiresince saklanan
formiilasyonlarin PTX miktarlarindaki degisimin belirlenmesi amaci ile miktar tayin
analizleri gergeklestirilmis ve 5°C £ 3 °C’de saklanan KPTX-05 ve KPTX-10
formiilasyonlarinin %5,06 ve %9,63 olan baslangi¢ PTX miktarlar1 6. ay sonunda sirasi
ile %5,04 ve %9,57 degerde bulunurken, 25°C +2°C ve %60 + %5’lik ortamda saklanan
formiilasyonlardaki PTX miktarlar1 %4,94 ve %9,34 olarak bulunmus ve anlamli bir
farkin olusmadig1 gézlenmistir (p<0,005) (Cizelge 5.10. ve Cizelge 5.11.).

5°C £ 3°C’de saklanan CCKPTX-05 ve CCKPTX-10 formiilasyonlarinin baglangi¢
PTX konsantrasyonlari sirasi ile %5,06 ve %9,63 iken, 6. ay sonundaki PTX miktarlar:
sirast ile %5.01 ve %9.52; 25°C £+ 2°C ve %60 £+ %S5 rolatif nem ortaminda saklanan
formiilasyonlardaki PTX miktarlar1 ise %4,92 ve %9,42 olarak bulunmustur. Analiz
sonuglari degerlendirildiginde kitosan ile kaplamanin etkin maddenin kararlilig1 iizerinde
olumlu etki olusturdugu ve 6 ay saklama siiresi sonunda kayda deger bir degisikligin

olusmadigi sonucuna vartlmistir (p >0,005) (Cizelge 5.10. ve Cizelge 5.11.).

Baglangicta CPTX-05 ve CPTX-10 fomiilayonlarinin PTX degerleri sirasi ile
%4,66 ve %9,55 iken; 5°C £ 3 °C’de saklanan formiilasyonlarin 6. ay sonundaki PTX
miktarlar sirasi ile %4,55 ve %8,03 degerde bulunurken, 25°C £ 2°C ve %60 % %5 rolatif
nem ortaminda saklanan formiilasyonlardaki PTX miktarlar1 %4,41 ve %7,95 olarak
analiz edilmis ve ozellikle 25°C + 2°C ve %60 = %5 rolatif nem ortaminda saklanan

formiilasyonlarda anlamli farklar gézlenmistir (p<0,005) (Cizelge 5.10. ve Cizelge 5.11.).

Analiz sonuclar1 degerlendirildiginde hizlandirilmis kararlilik caligsmalarinda
nanopartikiillerde gozlenen PTX kaybinin %5’ten az olmasi nedeni ile hazirlanan tiim
formiilasyonlarin her iki saklama kosulunda da kararli olduklar1 sonucuna varilmigtir

(Cizelge 5.10. ve Cizelge 5.11.) (ICH-Q1A- R2, 2003).

Polimerik yapidaki olas1 degisiklikler ise 6. ay sonunda gergeklestirilen DSC (Sekil
5.33.), XRD (Sekil 5.34.), analizleri ile degerlendirilmistir (Sarmento vd., 2006; Ingham,
2015).

DSC analiz sonuglar1 degerlendirildiginde saklama siiresi boyunca polimerik
yapilarda herhangi bir degisiklik olmamis ve amorf yapilarin1 korumuslardir. Ayrica
PTX e ait herhangi bir pik de ortaya ¢ikmamistir. Analiz sonuglar1 PTX’in polimer matris
icinde her iki kosulda da kristal hale doniismeden kaldigin1 ve polimerik ag igersinde

molekiiler halde dagilmis halde bulundugunu gostermistir (Sekil 5.33.).
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XRD analiz sonuglari da DSC analiz sonuglarmi destekleyen sonuglar ortaya
koymustur. Elde edilen diffraktogramlarda kristal yapilara ait herhangi bir sinyal elde
edilmemis ve nanopartikiillerin saklama siiresi boyunca amorf yapilarini koruduklar
belirlenmistir. Difraktogramlarda PTX’e ait herhangi bir sinyalin elde edilmemesi
PTX’in nanopartikiiliin disina atilmadigini ve polimer matris i¢inde molekiiler halde

dagilmis halde bulundugunu gostermistir (Sekil 5.34.).

Kararlilik ¢aligmalarinda gerceklestirilen tiim analizler degerlendirildiginde
hazirlanan tiim formiilasyonlarin 5°C + 3°C ve 25°C 4 2°C - %60 + %S5 rdlatif neme sahip

ortamlarda 6 ay siiresince kararli olduklari sonucuna varilmistir.
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6. SONUC

Tez calismasinda kanser tedavisinde kullanilmak iizere Kollidon® SR ve Kitosan
polimerleri ile PTX igeren polimerik nanopartikiiller piiskiirterek kurutma yontemi ile
hazirlanmistir. Elde edilen partikiillerin karakterizasyon galigmalar1 pargacik biiyiikligii,
pargacik buyiikligi dagilimi, zeta potansiyel, pH, miktar tayini, DSC, XRD, FT-IR ve
'H-NMR analizleri ve hiicre kiiltiirii calismalar1 ile detayli olarak incelenmistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin uzun siireli kararlilik ¢aligmalart 5°C + 3°C ve
hizlandirilmis kararlilik galismalart ise 25°C + 2°C - %60 + %5 rolatif neme sahip
ortamlarda 6 ay siiresince analiz edilmistir.

Elde edilen veriler nanopartikiillerin basari ile hazirlandigini ve 6 ay siiresince her
iki saklama ortaminda kararliliklarini basari ile koruduklarini gostermistir. Hiicre kiiltiirii
analiz sonuglar1 da degerlendirildiginde tiim formiilasyonlar kanser tedavisinde

kullanilabilecek umut vaad eden sistemler olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 5.33. Hazirlanan nanopartikiillerin 6. ay termal analiz sonug¢lar
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Sekil 5.33. (Devam) Hazirlanan nanopartikiillerin 6. ay termal analiz sonuglar
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Sekil 5.34. Hazirlanan nanopartikiillerin 6. ay X-isint kirtmim analiz sonuglar
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Sekil 5.34. (Devam) Hazirlanan nanopartikiillerin 6. ay X-isini kurmum analiz sonuglar
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FEI, USA). The particle size of NPs obtained from
SEM images.
‘wug content of NPs
10 mg lyophilized NPs were added in DMSO and
mixed on a magnetic-stirrer at 600 rpm for 30 minutes.
After mixing, it was placed in ultrasonic bath for 10
minutes. Then, phosphate buffer (PB; pH 7.4) was
added into this mixture and mixed for 10 minutes. This
dispersion was centrifuged at 12000 rpm for 10
minutes. The drug content of each sample was then
measured using a validated UV method at 238 nm.
In vitro Release Studies
NPs(10 mg) were suspended in 20 mL pH 7.4 PBin
amber vials and release study was performed using
horizontally shaking water bath (37+0.5 °C; 50 rpm).
At predetermined time points, 3 mL of sample was
withdrawn from the medium and 3 mL of fresh buffer
was added into the medium. The samples were
centrifuged at 12500 rpm for 10 minutes and their drug
content was measured using the validated UV method
at 238 nm.

RESULTS AND DISCUSSION

Surface Morphology

The images of NPs were observed using SEM
(Fig.1).The particle size of NPs was 325+39nm.

ontent of NPs
 showed the encapsulation efficiency and
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Fig.2. In vitrorelease profile of NF-loaded PLGA NPs
(mean+SD, n=3).

CONCLUSION

NF-loaded NPs were prepared successfully and
characterized the formulation in terms of morphology,
drug loading, and in vitro release. All the experiments
were carried out in the dark and under nitrogen. The
NPs may be useful to obtain sustained NF release
profile.
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Paclitaxel (PTX) was successfully incorporated into
Kollidon® SR based nanoparticles in order to enhance
its oral bioavailability for the treatment of colorectal

cancers.
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Paclitaxel incorporated chitosan nanoparticles: An in vitro evaluation

O. Atasoy', E. Basaran’

1Sandoz Generic Pharmaceuticals Division of Novartis, Turkey; *Anadolu University, Turkey

Paclitaxel (PTX) is recognized as a unique anti-cancer drug for the treatment of a wide range
of carcinomas, however, its poor water solubility and high toxicity limits its clinical success.
Therefore PTX (kindly gifted by Actavis, istanbul, Turkey) was incorporated into high
molecular weighted Chitosan (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany; 800.000cps) in different
concentrations by spray drying method in order to enhance its oral bioavailability with
superior characteristic properties of the polymer.

SEM, particle size, PDI, zeta potentials, DSC, XRD, FT-IR and '"H-NMR analyses were performed.
A validated HPLC method was used for the determination of incorporated PTX.

According to the analyses results particles were round in shape with small particle sizes in
the nanometer range with homogenous size distribution (ranged between 221.9+4.6 nm
and 345.61+6.2 nm with PDI data between 0.425+0.3 and 0.538+0.9). Particles were cationic
as expected (ranged between 33.4+2.1 mV and 37.5+0.7 mV) and no changes in the
polymeric structure were detected considering the results of DSC, XRD, FT-IR and 'H-NMR
analyses. The success of the incorporated PTX amount of the formulations were nearly 93%
and 82% for the CPTX-05 and CPTX-10 formulations respectively.

As a conclusion; PTX was successfully incorporated into cationic biodegradable chitosan
based nanoparticles for the enhancement of the low bicavailability of PTX in cancer
treatments,
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CHITOSAN COATED PACLITAXEL NANOPARTICLES AIMING
COLORECTAL CANCER TREATMENT

Ozge Atasoy', Ebru Basaran?
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Paclitaxel (PTX) has been studied by many research groups considering its success in
cancer treatment, however due to its low solubility in water limits the clinical use. In this
study PTX was incorporated into Kollidon® SR based nanoparticles by spray drying
method. Considering anionic character of the polymer used, nanoparticles were coated
by high molecular weighted chitosan for the enhancement of the internalization ability of
the nanoparticles by colorectal cancer cells.

SEM, particle size, zeta potential analyses were performed. In order to evaluate changes
of the polymeric structure DSC, XRD, FT-IR and '"H-NMR analyses were also performed.
A validated HPLC method was used for the determination of incorporated PTX.
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