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OZET

NANO COKTURME VE CIFT EMULSIYON COZUCU BUHARLASTIRMA
YONTEMI ILE HAZIRLANAN TEMOZOLOMID YUKLU FORMULASYONLARIN
ETKINLIK VE HEDEFE SECICILIK ACISINDAN KARSILASTIRILMASI

Sule SAHIN
Farmasoétik Teknoloji Ana Bilim Dali
Farmasotik Teknoloji Programi
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Haziran 2025
Danigman: Dog. Dr. A. Alper OZTURK
Ikinci Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Elif KAYA TIiLKI

Glioblastoma multiforme (GBM) igin tedavi segenekleri olduk¢a siirlidir. En 6liimciil
birincil beyin tiimdrlerinden biridir. Temozolomid (TEM), GBM ig¢in standart
kemoterapatik ajan olmasina ragmen, klinik etkinligi hizli sistemik klirens, diisiikk beyin
penetrasyonu ve secici olmayan sitotoksisite nedeniyle ciddi sekilde engellenmektedir.
Bu calismada, nanog¢oktiirme ve c¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma teknikleri ile
hazirlanan oral TEM salimi i¢in iki yenilik¢i PLGA tabanli nanopartikiil (NP) sistemi
gelistirilmis ve karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Par¢acik boyutu, polidispersite
indeksi (PDI), zeta potansiyeli (ZP), enkapsiilasyon etkinligi (%EE), in vitro salim, salim
kinetigi ve kat1 hal analizi (DSC ve FTIR) dahil olmak tizere kapsamli fizikokimyasal
karakterizasyon, olumlu 6zelliklere sahip nanosistemlerin basarili bir sekilde olustugunu
gostermistir. Nanog¢oktiirme teknigi ile hazirlanan NP1-TEM kodlu formiilsyon, cift
emiilsiyon ¢oziicli buharlagtirma teknigi ile hazirlanan NP2-TEM kodlu formiilasyona
kiyasla daha kiigiik parcacik boyutu, daha dar boyut dagilimi, daha yiiksek kapsiilleme
verimliligi ve daha verimli hiicresel alim gibi {istiin 6zellikler gostermistir. Ayrica, U-87
MG glioblastoma ve NIH/3T3 fibroblast hiicre hatlarinda yapilan sitotoksisite
calismalari, NP1-TEM i¢in gelismis tiimor segiciligi ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)
iretimini ortaya koyarak segici tiimor hedeflemesi potansiyelini vurgulamistir. Bu tez
calismasindan elde edilen sonuglar optimize edilmis nanoenkapsiilasyonun TEM salimini
ve terapdtik performansini 6nemli dlgiide iyilestirdigini ve yeni nesil GBM tedavileri ig¢in

umut verici bir strateji sundugunu gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Gliobilastoma multiforme, Temozolomid, Antikanser,

Nanogoktiirme, Cift emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma.



ABSTRACT

COMPARISON OF TEMOZOLOM ID-LOADED FORMULATIONS PREPARED BY
NANOPRECIPITATION AND DOUBLE EMULSION SOLVENT EVAPORATION
METHODS IN TERMS OF EFFECTIVENESS AND TARGET SELECTIVITY

Sule SAHIN
Department of Pharmaceutical Technology
Programme in Pharmaceutical Technology
Graduate School of Anadolu University, June 2025
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. A. Alper OZTURK
Co- Supervisor: Asst. Prof. Dr. Elif KAYA TILKI

Treatment options for glioblastoma multiforme (GBM) remain highly limited. As one of
the most lethal primary brain tumors, GBM presents significant therapeutic challenges.
Although temozolomide (TEM) is the standard chemotherapeutic agent used in GBM
treatment, its clinical efficacy is severely hampered by rapid systemic clearance, low
brain penetration, and non-selective cytotoxicity. In this study, two innovative oral TEM
delivery systems based on PLGA nanoparticles (NPs) were developed and comparatively
evaluated using nanoprecipitation and double emulsion solvent evaporation techniques.
Comprehensive  physicochemical  characterization—including  particle  size,
polydispersity index (PDI), zeta potential (ZP), encapsulation efficiency (%EE), in vitro
release, release Kinetics, and solid-state analysis (DSC and FTIR)—confirmed the
successful formation of nanosystems with favorable properties. The NP1-TEM
formulation, prepared via nanoprecipitation, demonstrated superior features compared to
the NP2-TEM formulation obtained via the double emulsion technique, including smaller
particle size, narrower size distribution, higher encapsulation efficiency, and more
efficient cellular uptake. Furthermore, cytotoxicity studies conducted on U-87 MG
glioblastoma and NIH/3T3 fibroblast cell lines revealed enhanced tumor selectivity and
elevated reactive oxygen species (ROS) generation for NP1-TEM, highlighting its
potential for selective tumor targeting. The findings of this thesis study indicate that
optimized nanoencapsulation significantly improves the release and therapeutic
performance of TEM, offering a promising strategy for the next generation of GBM
treatments.

Keywords: Glioblastoma multiforme, Temozolomide, Anticancer, Nanoprecipitation,

Double emulsion solvent evaporation.
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1. GIRIS VE AMAC

Glioblastoma multiform (GBM), erigkinlerde en sik goriilen ve en kotii prognoza sahip
birincil malign beyin tiimériidiir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan derece IV olarak
smiflandirilan bu tiimér, hizli proliferasyon, yiiksek invazivlik ve yaygin tedavi direnci
ile karakterizedir. GBM'nin mevcut tedavi yaklagimlarina ragmen medyan sagkalim
stiresi genellikle 12 ila 15 ay arasinda degigsmekte olup, hastaligin tekrarlama orani
oldukga yiiksektir. Standart tedavi rejimi; tiimor kiitlesini azaltmak i¢in yapilan maksimal
giivenli cerrahi rezeksiyonun ardindan radyoterapi ile birlikte temozolomid (TEM) adli
oral kemoterapdtik ajanla es zamanli kemoterapi uygulanmasini igcermektedir. Ancak bu
¢ok modlu tedavi yaklagimi, siklikla palyatif etki saglamakta ve timor rekiirrensini

onlemede yetersiz kalmaktadir.

TEM, DNA'min guanin bazi lizerinde O6 metilasyonuna neden olarak apoptozisi
indiikleyen, oral yoldan uygulanan bir alkillendirici ajan olup, merkezi sinir sistemi
tiimorlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. TEM'in en 6nemli avantajlarindan biri, kan-
beyin bariyerini ge¢gme kapasitesidir. Ancak buna ragmen, klinik etkinligi gesitli
farmakokinetik ve farmasotik sinirlamalar nedeniyle kisitlanmaktadir. Ozellikle kisa yari
omrii (yaklasik 1.8-2 saat), pH'ya duyarliligi nedeniyle hizla inaktif metabolitlere (MTIC
ve AIC) donilismesi, diisiik beyin dokusu biyoyararlanimi ve sistemik toksisite riski,
TEM'in tedavi etkinligini azaltan baslica faktorlerdir. Literatiirde bildirilen bulgulara
gore, oral yoldan verilen TEM’in %1°den az1 aktif formda beyin dokusuna ulasmakta ve
bu da terapoétik etkinligin sinirli kalmasina neden olmaktadir. Bu durum, daha yiiksek
sistemik doz uygulamalarin1 zorunlu kilmakta ve hematolojik toksisiteler basta olmak

tizere ciddi yan etkilere yol agmaktadir.

Bu zorluklar1 asmak amaciyla gelistirilen nano-tasiyici sistemler, son yillarda TEM’in
terapdtik  profilini iyilestirmek i¢in umut vaat etmektedir. Ozellikle polimerik
nanopartikiiller (NP'ler), ilacin stabilitesini artirmak, biyoyararlanimimni iyilestirmek,
dolagim siiresini uzatmak ve hedef dokuda birikimini saglamak agisindan Onemli
avantajlar sunmaktadir. Bu sistemlerin gelistirilmesinde en sik tercih edilen biyobozunur
polimerlerden biri olan polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA), FDA ve EMA onayl bir
materyal olarak one ¢ikmaktadir. PLGA, biyouyumlulugu, kontrollii salim saglayabilme

kapasitesi ve ylizey modifikasyonuna uygunlugu ile dikkat cekmektedir. Bu 6zellikleri



sayesinde PLGA, ozellikle beyin tiimorii gibi hedeflenmesi zor olan bolgelerde ilag

tagiyici sistemler i¢in uygun bir adaydir.

Bu calismada, TEM yiiklii PLGA NP’ler hem nanogoktiirme hem de ¢ift emiilsiyon-
¢Oziicii buharlastirma teknikleri kullanilarak hazirlanmistir. Bu iki farkli tiretim teknigi,
ilacin enkapsiilasyon etkinligi, parcacik boyutu, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli ve
salim profili gibi temel parametreler agisindan karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
Ayrica, FTIR ve DSC analizleri ile ilag-polimer uyumu ve fiziksel durum degisimleri

incelenmistir.

Calismanin bir diger dnemli yonii ise gelistirilen NP formiilasyonlarinin segici toksisite
potansiyelini degerlendirmek amaciyla yapilan in vitro hiicre caligmalaridir. Bu
kapsamda, insan glioblastoma hiicre hatt1 (U-87 MG) ve normal fibroblast hiicre hatt1
(NIH3T3) kullanilarak sitotoksisite ve hiicre ici reaktif oksijen tiirleri (ROS) diizeyleri
analiz edilmistir. ROS diizeylerindeki artis, oksidatif stres araciligiyla indiiklenen
sitotoksisiteyi yansitmakta olup, bu parametre araciligiyla timor segiciligi

degerlendirilmistir.

Bu baglamda, calismanin temel amaci; TEM’in farmakokinetik kisitlamalarini agmak
tizere PLGA bazli NP sistemleri gelistirmek, farkli tiretim yontemlerinin formiilasyon
karakteristikleri tlizerindeki etkilerini karsilastirmak ve gelistirilen sistemlerin
glioblastoma hiicrelerine karsi segici sitotoksik etkisini ortaya koymaktir. Bu yaklasim,
konvansiyonel kemoterapinin sinirlamalarini agarak, daha etkin ve hedefe yonelik bir

tedavi stratejisi sunma potansiyeli tagimaktadir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1 Kanser

Kanser, viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesi ve yayilmasiyla karakterize
edilen karmasik bir hastalik grubudur. Diinya genelinde 6liim nedenleri arasinda ilk
siralarda yer almakta olup, yasam kalitesini ve siiresini ciddi sekilde etkileyebilmektedir.
Kanserin anlasilmasi, etkili tedavi ve 6nleme stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiyiik
Oonem tasimaktadir. Kanser, normal hiicrelerin genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu
kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasiyla olusmaktadir. Bu siiregte, hiicre dongiisiini
diizenleyen genlerde meydana gelen mutasyonlar, hiicrelerin apoptozdan kagmasina ve
siirsiz boliinme yetenegi kazanmasina neden olmaktadir. Ayrica, timdr baskilayici
genlerin inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu da kanser gelisiminde kritik rol
oynadig1 bilinmektedir. Onkogen epigenetik degisiklikler, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 gibi mekanizmalarla gen ekspresyonunu etkileyerek kanser olusumuna

katkida bulunabilmektedir. (Seydel & Aksoy, 2009) (Kiri & Ryba, 2024)

Kanserler, kokenlerinin bulundugu hiicre tipine ve dokuya gore siniflandirilmaktadir.
Baglica kanser tiirleri sunlardir: karsinomlar (epitel hiicrelerinden), sarkomlar (bag
dokusu, kas ve kemik), losemiler (kan hiicreleri), lenfomalar (lenfatik sistem),
melanomlar (melanositler). Her kanser tiirli, farkli biyolojik oOzelliklere ve tedavi
yaklasimlara sahiptir. (Hanahan,2022). Bu tez ¢alismasinda kanser tiirlerinden
Gliobilastoma Multiform (GBM) incelenmistir ve ilgili kemoterapotik ajanlarin

tedavideki etkinligini nasil arttirabilecegi tartisilmistir.

Kanser tedavisinde kullanilan yontemler, hastaligin tiiriine, evresine ve hastanin genel
saglik durumuna bagli olarak degismektedir. Cerrahi yaklasim, lokalize tiimorlerin
¢ikarilmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. (Gohil et al., 2022) Radyoterapi, yiiksek
enerjili 1sinlarla kanser hiicrelerinin yok edilmesini saglamaktadir. Kemoterapi, hizla
boliinen hiicreleri hedef alir ancak saglikli hiicrelere de zarar verebildigi bilinmektedir.
Hedefe yonelik tedaviler, spesifik molekiiler hedeflere yonelik ilaglarla saglikli dokulara
daha az zarar vermektedir. immiinoterapi ile bagisiklik sistemini aktive ederek kanser
hiicrelerini yok etmektedir. Hormon tedavisi, bazi hormon bagimli kanserlerde etkili
olabilmektedir. Kombinasyon tedavileri ise farkli yontemlerin birlikte kullanilmasiyla

daha etkili sonuglar saglayabildigi kanitlanmis bir yaklasimdir (Ali et al., 2023).



2.2 Glioblastoma Multiforme

Gliobilastoma Multiforme (GBM), kétii huylu bir beyin tiimorii olup, kesin tedavisi
olmayan primer beyin tiimorlerinden bir tiimor ¢esididir. Noroglial kok veya progenitor
hiicrelerinden kaynaklandigi diistiniilen intrinsik bir beyin timortdir. (Weller et al.,
2019) GBM, gliomlarin koétii huylu tiirlerinin %81 ’ini olusturan oldukga agresif bir beyin
tiimorii gesididir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO), GBM'yi derece IV tiimér olarak
siniflandirmistir, bu da onun olduke¢a agresif ve infiltratif dogasini gostermektedir. (Ke et
al., 2025)

GBM tedaviye direngli bir kanser tipidir. Bu sebeple hasta prognozu da diisiiktiir. Bu
durum medyan sag kalim siiresini 15 aya kadar indirmektedir. Yapilan arastirmalara gore
hastalarin %27°si 2 yil yasamaktadir. Standart birinci basamak tedavi Once cerrahi
rezeksiyon uygulamasidir. Bununla birlikte, tedavi biiylik 6l¢lide palyatiftir ve niiks
neredeyse kaginilmazdir, bu da daha etkili terapotik stratejilere acil ihtiyacin altini

cizmektedir. (Ostrom et al., 2020)

Cerrahi operasyon sonrasi hastaligin niiks olmamasi i¢in radyoterapi ve Temozolomid
(TEM) ile kemoterapi en yaygin yaklasimlardan biridir. Cerrahi operasyon, timoriin
miimkiin oldugunca ¢ikarilmasini amaglamaktadir; fakat GBM infiltratif bir kanser
tirtidiir. Bu yiizden tamamen ¢ikarilmasi neredeyse imkansizdir. Bu yiizden niiks etme
olasiligi da olduk¢a yiiksektir. Kemoterapi tercih etmenin bir diger sebebi de bu
durumdur. (Baykara, 2016) (Brandes et al., 2008) (Zanders et al., 2019)

GBM goriilme siklig1 yasla beraber artmakta ve erkeklerde kadinlara gore yaklasik 1,7
kat daha sik goriilmektedir. (Brandes et al., 2008)

GBM tanist koymak i¢in gadolinyum ile gii¢lendirilmis manyetik rezonans goriintiileme

(MRI) standart bir prosediiriin pargasi olarak kullanilmaktadir.(Oronsky vd., 2021)
2.2.1 GBM’nin molekiiler tanisi

Telomeraz reverse transkriptaz (TERT) promotor mutasyonu veya epidermal biiyiime
faktorii reseptorii (EGFR) gen amplifikasyonu tim kromozom kazanci 7 ve tiim
kromozom 10 kaybi (+7/-10) gibi GBM ile iliskili genetik degisikliklerin molekiiler
olarak tespiti IDH-vahsi tip GBM tanisina olanak tanimaktadir.(Guo vd., 2023)

GBM patogenezi tizerine yapilan arastirmalarla yeni tedavi yontemleri gelistirilmektedir

ve hastaligin daha iyi ve kolay kontrolii saglanmaya calisiilmaktadir. Tiimor direncini



bulmak ve buna gore ilag veya tedavi gelistirmek oldukg¢a 6nemlidir. Maligniteye doniis,
genetik degisikliklerin ve biiylime faktorii sinyal yollarinin anormal diizenlenmesinin pes
pese birikmesinden kaynaklanmaktadir. Bu anormal ¢ogalmalar, epidermal biiylime
faktorii (EGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), trombositten tliretilmis
biiylime faktorii (PGDF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF) gibi molekiiller ve fosfotensin
analogu (PTEN) kaybi yoluyla gerceklesir. Biiylime sinyal yollarindaki asagi akis
kaskadlar1 tetiklenebilir. Tiimorler niiks ettiginde, daha yiiksek bir histolojik dereceye

ilerleme gosterir Ve bu da hastaligin dogal seyrini gostermektedir.(Pouyan vd., 2025)

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP+) bagimli izositrat dehidrojenazdaki
(IDH1) mutasyon, GBM’de prognozu olumlu olarak degistirmekte ve TEM’e yanit
tahmini saglamaktadir. Ayrica vahsi tip IDH anaplastik astrositomlu hastalar, IDH

mutasyona ugramis hastalardan daha kotii prognoza sahiptir.(Louis vd., 2016)

GBM’nin molekiiler heterojenliginin arttig1 durumlara dayanarak Kanser Genom Atlasi
(TCGA), bu tiimort gesitli molekiiler alt siniflara ayirmistir. Bunlar; klasik, mezenkimal,
prondral ve noral tipler olarak adlandirilir. Bu tiimdrleri genetik degisikliklerine ve
PDGFRA, EGFR, NF ve IDH’in ekspresyon profillerine dayanarak siniflandirmiglardir.
Bu heterojenlik hastalar arasinda da farkli tedavi yaklasimlariyla farkli tedavi etkinligine
yol acar. Bu da her hastanin tedavisinin spesifik olmasi gerektigini agiklar. (Tomczak vd.,
2015)(Brennan vd., 2013)

GBM tedavisi igin tartigilan gesitli yaklasimlar ve tedaviler bulunmaktadir. Bunlar;
cerrahi rezeksiyon, kemoterapi, karmustin ve lomustin gibi nitroziireler, radyoterapi,
molekiil hedefleyen terapiler, mTOR inhibitorleri, coklu hedefli tirozin kinaz
inhibitorleridir. Tablo 2.1.’de GBM i¢in bulunan ¢esitli deneysel tedaviler sunulmustur.
(Kotecha vd., 2023)(Chinot vd., 2014)



Tablo 2.1

GBM Tedavisinde Kullanilan Yontemler(Alifieris & Trafalis, 2015)

Tedavi Tipi

Aciklama

Cerrahi rezeksiyon
Kemoterapi

Karmustin (BCNU) ve lomustin
gibi nitroziireler

Radyoterapi (RT)

Molekiilii Hedefleyen Terapiler
mTor inhibitorleri

Coklu hedefli tirozin kinaz
inhibitorleri (MTKI)

Diger molekiiler hedefler ve
ilaclar

Histon deasetilazlar

Diger deneysel tedaviler

Immiinoterapi

Uygun oldugu durumlarda maksimal
yapilmalidir.

TEM: yeni teshis edilmis GBM tedavisi igin onaylanmis alkilleyici
bir ajandir. Miyelosupresyon ve mide bulantisi gibi yan etkileri
bulunmaktadir.

PCV kombinasyonunun (prokarbazin, lomustin ve vinkristin)
tekrarlayan GBM’de 6nemli sonuglar gosterdigi bildirilmistir.

diizeyde rezeksiyon

Cerrahi uygulamadan sonra, cerrahi bosluga 6 hafta siireyle
uygulanmaktadir.

EGFR tirozin kinaz inhibitorleri (erlotinib, gefitinib, afatinib,
dakomitinib)

Temsirolimus, sirolimus, everolimus, ridaforolimus, enzastaurin,
vismodegib, cilengitide, talidomid.

Lapatinib, Vandetanib.

Transgraniile biiylime faktorii beta (TGF-8) ve ozelikle 2
izoformu, malign glioma progresyonunda 6nemli bir faktor olarak
kabul edilmektedir.

Kromatin yapisina dahil olup gen transkripsiyonunu diizenlemekte
ve malign gliomalarda degismektedir.

C-150, yeni bir kori baharatt kurkuminin nanoformiilatif bir
tirevidir. Glioma baglatic1 hiicrelerin farklilagsmasimi saglayarak
tedaviye katki saglar.

Niklosamid, aprepitant, artesunat, auranofin gibi ilaglarda diger
deneysel tedavi grubuna alinabilmektedir.

Immiinoterapi, ¢evredeki saglikli dokulara zarar vermeden kanser
hiicrelerini ortadan kaldirma yetenegi gosteren umut verici bir
yaklagimdir.

GBM’nin histolojik 6zellikleri incelendiginde mitotik olarak aktif tiimorler oldugu ve

mikrovaskiiler proliferasyon gibi grade IV 6zellik gosterdigi bilinmektedir. (Louis vd.,

2021)

GBM’nin molekiiler alt gruplar1 oldukga ¢esitlidir. Genis 6l¢ekli genetik ve epigenetik

profilleme ¢aligmalari, karakteristik mutasyonel ve ekspresyon profilleriyle iligkili farkli

DNA metilasyon modelleriyle karakterize edilen c¢esitli molekiiler IDH-vahsi tip

glioblastoma alt gruplarinin ayirt edilmesini saglamistir. Alici tirozin kinaz (RTK) 1 ve 2

alt gruplari ile mezenkimal alt grup en yaygin olanlardir. (Le Rhun et al., 2019)

Sitotoksik ilaglar antikanser ajan siniflarindandir. Yillar boyunca ¢ok sayida sentetik

sitotoksik bilesik gelistirilmis ve giiniimiizde bircogu kanser kemoterapisinde

kullanilmak tizere arastiriimaya devam etmektedir.(R. Singh vd., 2023)


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cytotoxic-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/anticarcinogen

Sitotoksik ilaglar esas olarak alkile edici ajanlar1 (mekloretamin, siklofosfamid, sisplatin,
karmustin, busulfan ve dakarbazin), antimetabolitleri (metotreksat, 5-florourasil,
tioguanin ve 6-merkaptopurin) talidomid ve analoglarini (lenalidomid, pomalidomid) ve
hidroksitire, tretionin ve estramustin gibi bazi ¢esitli ilaglar1 igermektedir. Bu ilaglar
kanser tedavisinde oldukga etkili oldugu bilinmektedir. Kanserli agresif hiicreler normal
hiicrelere gore bu ilaglara daha duyarhidir. Ayrica yapisal gruplart major ve mindr
oluklardaki niikleotidlerin spesifik DNA dizilerine gore modifiye edilebildiginden,

sitotoksik ilaglarin baglayici 6zelliklerini rasyonalize etmek miimkiindiir.(Temel, 2015)
2.3 Temozolomid

Temozolomid (TEM), dakarbazinden tiiretilen oral bir alkilleyici kemoterapdtik ajandir.
Etki mekanizmasi, oncelikle guaninin O6 pozisyonunda DNA'y1 metilleyerek, hizla
boliinen kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleme yeteneginden gelmektedir. TEM’in
baslica avantajlarindan biri, kan-beyin bariyerini (BBB) etkili bir sekilde gecme
yetenegidir, bu da onu merkezi sinir sistemi malignitelerinin tedavisi i¢in 6zellikle uygun
hale getirir fakat bazi biyoyararlanim sorunlari bulunmaktadir. TEM'in en 6nemli
avantajlarindan biri, kan-beyin bariyerini gegme kapasitesidir. Ancak buna ragmen, klinik
etkinligi ¢esitli farmakokinetik ve farmasotik sinirlamalar nedeniyle kisitlanmaktadir.
Ozellikle kisa yar1 6mrii (yaklasik 1.8-2 saat), pH'ya duyarlilign nedeniyle hizla inaktif
metabolitlere (MTIC ve AIC) dontigmesi, diisiik beyin dokusu biyoyararlanimi ve
sistemik toksisite riski, TEM'in tedavi etkinligini azaltan baslica faktorlerdir. Literatiirde
bildirilen bulgulara gore, oral yoldan verilen TEM’in %]1°den az1 aktif formda beyin
dokusuna ulagsmakta ve bu da terapdtik etkinligin sinirli kalmasina neden olmaktadir. Bu
durum, daha yiiksek sistemik doz uygulamalarini zorunlu kilmakta ve hematolojik
toksisiteler basta olmak tizere ciddi yan etkilere yol agmaktadir.(Ortiz vd., 2020)
(Jezierzanski vd., 2024) (Gozdz, 2023)(Jia vd., 2023)(P. Singh vd., 2025)(Jatyan vd.,
2022)(Blagosklonny, 2023)

TEM ozellikle malign beyin tiimorlerinin tedavisinde kullanilir. (Gozdz, 2023) ABD
Gida ve Ilag idaresi (FDA), 2005 yilinda TEM'i GBM igin standart tedavi protokoliiniin
bir pargast olarak onaylamistir. GBM'ye ek olarak, TEM, genis spektrumlu antitimor
aktivitesi ve uygun farmakokinetik profili nedeniyle, ilerlemis néroendokrin tiimorler gibi
diger agresif ve tedaviye direngli solid tiimorlerin tedavisinde terapdtik fayda

gostermistir. (Jezierzanski et al., 2024) (Jia et al., 2023) TEM, beyin tiimorleri tedavisinde



ozellikle GBM gibi yiiksek dereceli gliomlarda kullanilan alkilleyici oral bir
kemoterapotik ajandir. (Stupp2009, t.y.) DNA’da hasara yol agarak antitiimoral etki
gosterir. TEM, astrositomlar i¢in ikinci basamak tedavi olarak kullanilirken glioblastoma
multiforme i¢in birinci basamak tedavidir. TEM fizyolojik pH’ta kendiliginden 5-(3-
metil-1-triazeno) imidazol-4-karboksamid’e hidrolize olan bir 6n ilagtir (MTIC). MTIC
ayrica aktif bir metilleme maddesi olan metil diazonyum iyonuna (diazometan) ve 5-

aminoimidazol-4-karboksamide pargalanir.(N. Singh vd., 2021a)

TEM, bagirsaktan hizla ve neredeyse tamamen emilir ve kan-beyin bariyerini kolayca
gecebilmektedir. 1987 yilinda gelistirilmis ve 1999°da Avrupa’da, 2005’te FDA
tarafindan onaylanarak kullanima sunulmustur. GBM gibi yiiksek dereceli gliomlarin
tedavisinde standart kemoterapdtik ajan olarak yer almaktadir.(N. Singh vd., 2021b)
(Hegi vd., t.y.)

GBM, merkezi sinir sisteminin en agresif ve en yaygin malign tiimorlerinden biridir.
Hastaligin seyri kotii olup, tanidan sonraki ortalama sagkalim siiresi genelde 15 aydan
kisadir. Bu hastaligin standart tedavisi cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapi
tigliisiinden olusur. 2005 yilinda yayinlanan galismayla beraber TEM bu protokolde

vazgecilmez bir ajan olarak tedavinin bir pargasi haline gelmistir. (Stupp2009, t.y.)

Bu tez calismasinda, TEM’in NP formiilasyon yaklasimi ile klinik etkinligi, direng
mekanizmalar1 ve gelecekteki kullanim stratejileri lizerine odaklanilmistir ve iki farkli
NP hazirlama teknigi ile en etkili en az direng gelistiren tedaviyi bulma yolunda adimlar
atilmistir. Tablo 2.2.de RxMediaPharma’dan elde edilen Tiirkiye piyasasinda bulunan

TEM igeren miistahzar 6rnekleri sunulmustur.

Tablo 2.2

Temozolomid I¢eren Tiirkiye deki Miistahzarlar

Miistahzar ismi Farmasoétik Form ve Doz Firma

Temodal infiizyonluk Enjektabl Preparat, 2.5 mg/1 ml MERCK SHARP & DOHME

Cozelti I¢in Toz 2.5

mg/ml 1 flakon/kutu

Midizol Kapsiil Kapsiil, 100 mg/ 20 mg/ 250 mg/5 mg  DEVA

Temodal Sert Kapsiil ~ Kapsiil, 100 mg/ 140 mg/180 mg/20 MERCK SHARP & DOHME
mg/250 mg/ 5 mg

Temomid kapsiil Kapsiil, 100 mg/ 20 mg/ 150 mg/5 mg  KOCAK
Temotu Sert Kapsiil Kapsiil, 100 mg/ 20 mg/250 mg/5mg ONKO
Temozolid Kapsiil Kapsiil, 100 mg/ 20 mg/250 mg DEM ILAC




2.3.1 Kimyasal ve molekiiler ozellikler

Tablo 2.3’te TEM i¢in bazi1 kimyasal bilgiler sunulmustur. Sekil 2.1.’de ise TEM’in agik

kimyasal molekiiler formiilii gosterilmistir.

Tablo 2.3
TEM I¢in Bazi Kimyasal Bilgiler

IUPAC ismi 3-metil-4-oksoimidazol[5,1-d] [1,2,3,5] tetrazin-8-karboksamid
Molekiiler formiil CsHeN6O2

Molekiiler agirlik 194.15 g/mol

Simif Imidazotetrazin tiirevi alkilleyici ajan

Kaynak: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5394

Sekil 2.1

Temozolomid’in Molekiiler Formu
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Kaynak: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5394

2.3.2 Farmakoloji ve etki mekanizmasi

TEM, imidazotetrazin tiirevi bir DNA alkilleyici ajandir. Viicut i¢inde spontan olarak
aktif metaboliti olan MTIC’e doniisiir ve DNA bazlarinda alkilasyon yaparak o6zellikle
O6-metilguanin lezyonlar1 olusturur. Bu lezyonlar replikasyon sirasinda karsi zincirde
timin ile eslesmeye calisir ve hiicre DNA hasarin1 onaramazsa apoptoz meydana gelir.
TEM’in 6nemli ozelliklerinden biri lipofilik olmasi sayesinde kan-beyin bariyerini
gecebilmesidir. Bu 6zellik onu gliom tedavisinde essiz kilmakta olup daha 6nce belirtilen

bazi biyoyaralanim problemleri bulunmaktadir (M. J. Ramalho et al., 2019)

TEM, DNA'nin guanin bazlarina O6 ve N7 pozisyonlarinda metil grubu ekleyerek hiicre
oliimiine neden olmaktadir. MGMT enzimi, bu metilasyon hasarini onarabilmektedir ve

bu durum ilaca kars1 direng gelismesine neden olabilmektedir.(Shaw vd., 2024)



TEM’e direng gelisimi, tedavi basarisini sinirlayan en 6nemli faktérdiir. MGMT enzimi,
O6-metilguanin lezyonlarini onararak ilacin etkisini nétralize etmektedir. Ayrica
mismatch repair (MMR) sistemi bozukluklari, glioma kok hiicrelerinin varligi, ATP-
bagimli ilag pompa proteinleri ve hipoksik mikrogevre de diren¢ gelisiminde rol
oynamaktadir. Epigenetik faktorler de olduk¢a 6nemlidir. miR-484, InCRNA MALAT],
H19 ve S100P gibi genetik elementler TEM duyarliligin1 belirlemektedir.(Von Bueren
vd., 2012)

TEM’in etkinligini artirmak amaciyla gesitli ajanlarla kombinasyonlar denenmektedir.
Ornegin MGMT inhibitdrleri (lomeguatrib), CDK4/6 inhibitérleri (ribosiklib), VEGF
inhibitorleri (bevacizumab), antioksidan dogal bilesikler (resveratrol) ile yapilan
kombinasyonlarda umut verici sonuglar elde edilmistir. Ayrica NP sistemleri kullanilarak
TEM’in hedefli salimi saglanmaktadir. Apoferritin, PLGA ve lipozomal tasiyicilar bu

sistemlerin baglicalaridir.
2.3.3 Farmakokinetik ve farmakodinamik o6zellikler

TEM oral yolla hizla emilen bir ilag etkin maddesidir. Biyoyararlanim ac¢isindan
degerlendirildiginde oral yoldan hizla emildigi i¢in biyoyararlanimi %100°e yaklasir.
Kisa yar1 6mrii, pH'ya duyarlilig1 nedeniyle hizla inaktif metabolitlere (MTIC ve AIC)
dontismesi, diisiik beyin dokusu biyoyararlanimi ve sistemik toksisite riski, TEM'in

tedavi etkinligini azaltan baslica faktorlerdir (Diez et al., 2010)

TEM’in plazma yarilanma omrii yaklagik 1.8 saattir. (Aoki et al., 2007) TEM kan-beyin
bariyerini gegebildigi i¢in beyin tiimorleri tedavisinde kullanilmaktadir (M. J. Ramalho
et al., 2019). TEM, spontan olarak MTIC’ye doniisiir ve bu reaksiyon 6zel bir enzim
gerektirmemektedir. (Diez et al., 2010) MTIC kisa siirede daha kiigiik bilesenlerine
ayrilmaktadir. AIC (5-aminoimidazol-4-karboksamid) inaktif olup sonra fizyolojik
olarak atilmaktadir fakat metil diazonyum iyonu DNA’nin guanin bazina metil grubu
ekleyerek sitotoksisiteye neden olabilmektedir (Baker et al., 1999) (Ballesta et al., 2014).
(Brada & al, 1999) TEM plazma proteinlerine belli bir oranda baglanir. Bu oran yaklasik
%15°tir. (Tong vd., 2021)

Oral yolla uygulanan TEM’in %]1'inden azmin aktif formunda kan-beyin bariyerini
(BBB) basariyla gectigi tahmin edilmektedir, bu da beyin dokusunda sub-terapétik ilag
konsantrasyonlarina yol agmaktadir. Klinikte, diisiik beyin biyoyararlaniminn iistesinden

gelmek i¢in, genellikle yiiksek sistemik dozlar uygulamaktadir. Bu kullanilan yiiksek doz
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sirayla doza bagli yan etkilere, en belirgin olarak miyelosupresyon ve trombositopeni gibi
hematolojik toksisitelerle sonuglanmaktadir. (Singh et al., 2023). (Jatyan et al., 2022)
TEM’in en biiyiik dezavantajlarindan biri ise kemoterapide kanser hiicrelerine karsi
seciciligin olmamasidir. (Blagosklonny, 2023) Bu zorluklar1 asmak i¢in ¢esitli ileri ilag
salim sistem stratejileri arastirillmigtir. TEM'in nanometre Olgegindeki tasiyicilara
enkapsiilasyonu [lipozomlar, nanopartikiiller (NP'ler), dendrimerler ve miseller gibi
organik sistemler ile mezoporoz silika, altin, giimiis NP’ler ve kuantum noktalar1 gibi
inorganik nanomateryaller vb] artan ilag stabilitesi, uzatilmis dolasim siiresi ve artan
beyin birikimi gibi avantajlar sergilemektedir. Buna paralel olarak, TEM'in fizyokimyasal
ozelliklerini, hiicresel alimini ve hedefe yonelik salimini gelistirmek i¢in kiigiik
molekiiller veya polimerlerle konjugasyonu arastirilmig, bu da geleneksel TEM
terapisiyle iligkili mevcut sinirlamalarin tistesinden gelmek i¢in umut verici bir yol olarak
yorumlanmistir. (Nordling-David et al., 2017) (Duwa et al., 2020) (PATIL et al., 2021)
(K. Xu etal., 2020) (Y. Xu et al., n.d.)

2.3.4 Gliobilastoma multiforme tedavisinde kullanimi

Stupp protokoliinde TEM, cerrahiden sonra radyoterapi ile giinliik verilmektedir ve
ardindan adjuvan olarak 6 ay boyunca uygulanmaktadir. Bu yaklagimin sagkalim siiresini

artirtidig bildirilmistir.(SEZER vd., 2023)
2.3.5 Yan etkiler ve giivenlik profili

TEM’in en sik goriilen yan etkileri arasinda bulanti, kusma, yorgunluk, istahsizlik,
16kopeni, trombositopeni, nadir durumlarda nobet ve ciddi enfeksiyonlar bulunmaktadir.

(H. Ke vd., 2024)
2.4 Nanopartikiiller

Nanometre boyutlarma (1000 nm alt1) sahip yapilarin belli bir amaca hizmet etmesi igin
tasarlanan  bilim  dalina  nanoteknoloji adi1  verilmektedir.  Nanoteknoloji;
nanobiyoteknoloji, nanomalzemeler ve nanoelektronik olmak iizere ii¢ alan1 kapsayan bir
bilim dalidir. Nanoteknoloji disiplinler arasi bir teknolojidir. Nano boyutta hazirlanan
partikiillerle ila¢ tasinmasina ise nanopartikiil (NP) tastyic sistemler adi verilmektedir
(Anton et al., 2008)
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Bu modern sistemler istenilen ilacin spesifik olarak yalnizca istenilen organa taginmasi,
molekiiliin yapis1 ayarlanarak belirtilen siire boyunca ortamda kalmasi, toksik maddelerin

ortamdan uzaklastirilmasi gibi 6zelliklere sahiptir.(Nikezi¢ vd., 2020)

Medikal uygulamada ¢ok yonlii gesitli yolaklar olmakla beraber genelde antikanser

tedavilerde tiimore yonelik spesifik etkisi sayesinde bu teknoloji gelistirilmistir. (Nikezi¢
vd., 2020)

Son yillarda, NP tabanli tasiyici sistemler, ¢esitli terapotik zorluklarin tistesinden gelmek
igin ilgi gérmektedir. Bu sistemler, 10 ila 1000 nanometre boyutlarinda kati kolloidal
tastyicilar olarak bilinmektedir. Dogal veya sentetik polimerler ile inorganik veya
seramik malzemeler kullanilarak iiretilebilirler. flac etkin maddesi, NP'lere birkac sekilde
dahil edilebilmektedir. ilag etkin maddesi partikiil matrisi icinde coziilebilir veya
dagilabilir, ylizeye adsorbe edilebilir veya kovalent bag yoluyla kimyasal olarak
baglanabilmektedir. NP'ler genellikle iki ana tiire ayrilmaktadir. Bunlardan ilki aktif
bilesigin polimer matrisi boyunca esit olarak dagildigi nanokiireler ve digeri ise aktif
maddenin polimerik bir membranla ¢evrili bir ¢ekirdek i¢inde simirli oldugu
nanokapsiillerdir (Kaya-Tilki et al., 2024).

Yeni terapotik bilesiklerin gelistirilmesi sadece pahali ve zaman alic1 olmakla kalmayip,
ayn1 zamanda genellikle basarisizlikla sonuglanan c¢ok sayida karmasik asama
icermektedir. Bu zorlu siirece bir alternatif olarak, halihazirda klinik kullanimda olan
ilaclarin farmakolojik ozelliklerini biyoyararlanim, segicilik, etkinlik ve giivenlik
acisindan gelistirmek daha verimli ve pratik bir ¢oziim sunabilmektedir. Son yillarda,
arastirmacilar mevcut tedavileri optimize etmek i¢in bir dizi yenilik¢i stratejiyi kapsaml
bir sekilde arastirmaktadir. Bunlar arasinda uyarana yanit veren hedefe yonelik ilag salim
sistemleri, ilag-polimer konjugatlari, NP aracili ilag tasiyicilari, kisisellestirilmis tedaviler
ve terapotik ilag izleme yaklagimlari yer almaktadir (Oztiirk & Giiven, 2019) (Solak et
al., 2025).

Nanoformiilasyonlar ¢esitli sekillerde bulunmaktadir. Bunlara 0Ornek olarak
nanoemiilsiyonlar, nanosiispansiyonlar, polimerik NP’ler, kat1 lipit NP’ler, lipozomlar
verilebilir (Cobanoglu & Senel, 2023). Bu sistemler gelecek vadeden ilag salim sistemleri
arasinda bulunmaktadir. Etkili bir ilag ve gen salim yontemi olarak kullanilmaya

baglanmistir. Bu salimi etkin yapabilmek i¢in ilgili dokunun fizikokimyasal 6zelliklerini,
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molekiiler mekanizmalarini, dokulara baglanma kapasitelerini iyi bilmek gerekmektedir
(Suri et al., 2007).

NP’lerin boyutlari, kullanim amacina gore degisebilmektedir. Sistemik (damar igi)
uygulamalar i¢in ¢ap1 500 nm'den kiiciik pargaciklar gerekirken, kas ici veya bazi oral
uygulamalar i¢in 1 mikrondan biiylik ve 125 pm'den kiigiik parcaciklar kullanilabilir.
Boyutun yani sira NP’lerin sekilleride 6nemlidir. NP nin sekli; bagisiklik sistem hiicreleri
tarafindan alimini, biyomolekiillerin salim davranisini ve hiicre hedeflemesini
etkileyebilir. NP’ler, ilaglar, vitaminler, mineraller, ugucu aromatik bilesikler ve
nutrasotik olarak adlandirilan cgesitli besin takviyeleri gibi aktif bilesenlerin tasiyicist
olarak kullanilabilirler.(Gohil vd., 2022)

2.4.1 Polimerik nanopartikiiller

Polimerik NP; polimerlerden iiretilen, boyutlar1 10-1000 nm arasi degisebilen matriks
sistem olarak tanimlanmaktadir. Polimerik NP 2iiretiminde dogal veya sentetik
polimerler kullanilabilir. Etkin maddelerin partikiil {izerinde ¢6ziinebildigi, yiizeyine

absorbe olabildigi veya baglandig1 yapilar polimerik NP sistemlerdir. (ONBASLI, 2018)
2.4.1.1 Polimerik nanopartikiillerin avantajlari ve dezavantajlart

Polimerik NP’ler farkli acilardan bazi avantajlara sahiptir. Kii¢iik boyutlar1 sayesinde,
NP’ler kiigtik kapillerlerden gegebilir ve hiicrelere kolayca alinabilirler ve boylece hedef
bolgede etkin madde birikimini saglanabilir. Mikropartikiillerle karsilastirildiginda,
NP’ler hiicre igine daha fazla alinmaktadir. Ornegin, 100 nm boyutundaki NP’lerin, 1 pm
boyutundaki mikropartikiillere gore iki buguk kat, 10 um boyutundaki mikropartikiillere
gore ise alt1 kat daha fazla hiicre i¢ine alindig1 gosterilmistir.(Kulkarni & Feng, 2013)

Biyobozunur malzemelerden iiretilebilen NP’ler hedef dokuda kontrollii etkin madde
salim1 saglayabilir ve bu salim polimer tipine gore giinler hatta haftalar siirebilir. Ayrica,
fizyolojik ortamda parcalanabilirler ve pargalanma iiriinleri toksik degildir. ilaglarin,
proteinlerin ve peptitlerin stabilitesini artirabilirler. Polimerik yapi, kati matriks igine
hapsedilmis aktif maddeyi parcalanmaktan korur, bu da etkin maddenin istenen bolgeye
ulagma olasiligint artirir. Yiiksek etkin madde yiikleme kapasitelerine sahiptirler ve bu
sayede etkin maddenin hiicre i¢i dagilimi artar. Oral yolla ila¢ uygulamada, NP seklinde

verilen ilacin salimi ve biyoyararlanimi artar. Pargacik boyutu ve yiizey ozellikleri
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kolayca modifiye edilebilir, bu da parenteral uygulamadan sonra pasif ve aktif ilag

hedeflemesine olanak tanir.(Erem Bilensoy & Ayla Zirh-Giirsoy, 2014)

Ilaglarm hedef bolgede kontrollii ve siirekli salimini saglayarak ilacin farmakokinetigini
degistirebilir. Bu durum ilacin terapétik etkinligini artirirken yan etkilerini azaltir. (Erem

Bilensoy & Ayla Zirh-Giirsoy, 2014)

Kontrollii salim ve pargacik 6zellikleri, matris bilesenlerinin segimiyle kolayca modifiye
edilebilir. ilag yiikleme kapasitesi nispeten yiiksektir ve ilaglar, herhangi bir kimyasal
reaksiyon olmadan NP’lere dahil edilebilir. Bu durum ilag aktivitesini korumak i¢in
onemli bir faktordiir. Ligandlarin NP’lerin yiizeyine baglanmasiyla veya manyetik
yonlendirme kullanilarak bolgeye 6zgii hedefleme saglanabilir. Oral, nazal, parenteral ve
intraokiiler dahil olmak iizere cesitli uygulama yollar: ile kullanilabilir. Ilaclarin ve
proteinlerin stabilitesini artirmaya yardimci olurlar ve kontrollii salim 06zelliklerine

sahiptirler.(Begines vd., 2020)

NP sistemler hedeflendirme ve salim kontroliinii saglayabilmektedir. NP’lerin yiizeyine
hedefleme bolgesindeki 6zel molekiiler yapilar: taniyan 6zel ligandlarin tutturulmasi ile
etkin maddenin lokalizasyonu miimkiin olmaktadir. Diger kolloidal tasiyici sistemlerle
karsilastirildiklarinda biyolojik stvilarda ¢ok daha yiiksek stabiliteye sahiptirler. ilag etkin
maddesinin diger organ ve dokular tizerindeki sistemik toksisiteleri azaltirlar ¢linkii etkin
maddenin hedef bdlgede salimini saglarlar. Ilag etkin maddesinin herhangi bir tasiyic1 ya
da ilave zararli ¢oziiciiler i¢inde ¢6ziinmesine gerek kalmadigi i¢in parenteral yolla
kolayca uygulanabilirler. Uretim teknikleri genellikle basit ve kolaydir. ilaglarm kati
dozaj sekillerinde, uzun siire ve ilave saklama kosullarina gerek kalmaksizin

saklanmasina imkan verirler. Kolaylikla sterilize edilebilirler.(Islam vd., 2025)

NP sistemler tip, biyoteknoloji ve diger alanlarda yogun olarak arastirilmaktadir.
Ozellikle antikanser ilaglar, antienflamatuvar ilaglar, anti paraziter ilaglar, peptit ve
proteinler icgin tasiyici sistem olarak, ayrica asilar ve tan1 maddeleri olarak
kullanilmaktadirlar. Veterinerlikte de yaygm kullanim alanlar1 vardir. Ornegin,
hayvanlar1 parazitlere karsi korumak igin igme suyu icinde verilen ve bagirsakta

pargalanarak ilaci serbestlestiren NP’ler kullanilmaktadir.(Manish & Vimukta, t.y.)

Polimerik NP’lerin bazi avantajlar1 Tablo 2.4.’te 6zetlenmistir.
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Tablo 2.4

NP sistemlerin Bazi Avantajlar

Avantaj Aciklama

Yiiksek stabilite NP’ler diger kolloidal tastyici sistemlere gore biyolojik
stvilarda daha yiiksek stabiliteye sahiptir. Bu durum etkin
madde pargalanmasini Onleyerek hedef bolgeye ulasma
olasiligini arttirir.

Kontrollii salim NP’ler lag etkin maddesinin hedef bolgede kontrollii bir sekilde
dagilimmi saglar ve bu durum ilacin yan etkisini azaltirken
ilacin etkisini arttirir.

Hedefleme NP’lerin 6zellikleri degistirilerek belli bir noktaya (doku, hiicre
vs.) hedeflenmeleri saglanabilir.

Biyobozunurluk Biyobozunur polimerlerden iiretilen NP’ler, fizyolojik ortamda
pargalanabilirler ve toksik olmayan metabolitlerine donisiirler.

Sterilizasyon NP’ler kolaylikla sterilize edilebilirler, bu durum ilag tasiyic

NP sistemler i¢in biiyiik avantajdir.

Kaynak: (Manish & Vimukta, t.y.)

Literatiirde 6zellikle NP’lerin iiretiminde kullanilan polimerlerle ilgili baz1 potansiyel
sorunlar NP sistemler igin dezavantaj olarak belirtilmistir. Ornegin, proteinlerin NP
tiretiminde kullaniminda antijenik reaksiyonlar olusabilirken, biyobozunur olmayan
sentetik polimerlerin kullaniminda ise bu polimerlerin toksisiteleri risk olusturabildigi
bildirilmigtir. Ayrica, NP {iretimi sirasinda sentezlenen polimerlerin kullaniminda ise
monomerlerin tamaminin polimerize olmayip NP yapisinda artik olarak kalabilme
sakincast bulunmaktadir. Bu, hazirlama yontemine bagli olarak, istenmeyen bazi

sonuglara neden olabilmektedir.(Gagliardi vd., 2021)

NP’lerin hazirlanmasinda kullanilan yontemlerin karmagsikligt da potansiyel bir
dezavantaj olarak degerlendirilebilmektedir. NP {iretimi, kullanilan polimerin yapisina ve
etkin maddenin ¢oziiniirliik 6zelligine gore degisebilir ve bu durum, uygun yontem ve
parametrelerin belirlenmesini gerektirebilir. NP’lerin istenilen 6zelliklere sahip olarak
hazirlanmasi i¢in en uygun yontemin se¢ilmesi, homojenizasyon siirecinin saglanmasi,
uygun ylizey aktif madde ve ¢Oziiciiniin secimi gibi bilesenlerin saglanmasini

gerekmektedir.(Herdiana vd., 2022)

Tablo 2.5’te NP sistemler ile ilgili baz1 dezavantajlar hakkinda bilgi verilmistir. (Derman
etal., 2013)

15



Tablo 2.5

NP Sistemlerin Bazi Dezavantajlar

Dezavantaj Aciklama

Biiyiik Olcekli Uretim Zorluklar: Laboratuvar olgeginde iiretilen NP’lerin biiyiik
Olgekte tretilmesi ve standardize edilmesi zor
olabilir.

Toksisite ve Biyolojik Etkiler Her ne kadar biyouyumlu polimerler kullanilsa da

bazi NP’lerin toksik etkileri olabilir. Ayrica,
NP’lerin bagisiklik sistemi iizerindeki etkileri de
dikkate alinmalidir.

Viicutta Dagilim ve Birikim NP’lerin viicutta nasil dagildigi, metabolize
edildigi ve atildig1 tam olarak anlasilamayabilir ve
bazi durumlarda organlarda birikim gosterebilir.
Bu durumlar, uzun vadeli giivenlik eproblemlerine
neden olabilmektedir.

Yiizey Modifikasyonu Gerekliligi NP’lerin yiizey 6zelliklerini degistirmek, drnegin
hedeflendirme igin ligandlar eklemek veya
stabiliteyi artirmak i¢in ek islemler gerekebilir. Bu,
iiretim siirecini karmasiklastirabilir.

Kaynak: (Derman vd., 2013)

2.4.2 Polimerik nanopartikiil hazirlamada kullanilan polimerler

Polimerler zincir yapisina gore ve olusturan kaynagina gore ikiye ayrilmaktadir. Zincir
yapisina gore ise diiz karbon zincirine sahip olanlar ve hetero zincir yapisina sahip olanlar

olarak ikiye ayrilmaktadir.(Erem Bilensoy & Ayla Zirh-Gtirsoy, 2014)
2.4.3 Zincir yapisina gore polimerler
2.4.3.1 Diiz zincirli polimerler

Diiz zincirli polimer, polimer molekiiliiniin monomer birimlerinin baglandig1 zincirin
dallanma gostermeden, dogrusal sekilde ilerledigi polimer tiiriidiir. Polivinil kloriir,
polietileni polistiren, polivinil alkol, polivinil pirolidon, polivinil asetat ve polipropilen

diiz zincirli polimerlere 6rnek olarak verilebilir.(Herdiana vd., 2022)
2.4.3.2 Hetero zincirli polimerler

Monomer birimlerinin baglanmasiyla olusan zincir yapisinda karbon—karbon baglari
disinda, karbon dig1 atomlarin (heteroatomlarin) yer aldigi polimerlere denir. Amiloz,
polipropilen oksit ve polietilen oksit hetero =zincirli polimerlere O6rnek olarak
verilebilir.(Y. Zhang vd., 2025)
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2.4.4 Kaynagina gore polimerler

Kaynagina gore polimerler sentetik ve dogal olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Dogal ve
sentetik polimerler, ila¢ salim sistemleri basta olmak iizere bir¢ok farkli alanda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu polimerlerin kullanim alanlari, 6zelliklerine ve uygulama

gereksinimlerine gore degisiklik gostermektedir.(Satchanska vd., 2024a)
2.4.4.1 Sentetik polimerler

Sentetik  polimerler de kendi aralarinda viicutta ¢oziiniirliklerine  gore
biyog¢dziiniir/biyoparcalanan ve biyog¢odziinmez/biyopargalanmayan olarak ikiye ayrilir.
Laboratuvar ortaminda {iretilen polimerlerdir. Polieterler grubundan polietilen glikol
(PEG) veya polietilenoksit (PEO), ilag salim sistemlerinde en ¢ok tercih edilen sentetik
polimerlerdendir. (Satchanska vd., 2024a)

Poliesterler grubu polimerler de ila¢ salim sistemlerinde sik¢a kullanilmaktadir. Bu
grupta polilaktid (PLA), poliglikolid (PGA) ve bunlarin kopolimerleri (PLGA) yer alir.
Polikaprolakton (PCL) da bu grupta yer alan bir diger popiiler polimerdir.(Satchanska
vd., 2024a)

Tablo 2.6.’da NP sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilan bazi polimerlerin avantajlar
verilmigtir. NP yapiminda kullanilan sentetik polimerlerin dezavantajlar1 arasinda ise
sentetik polimerlerin bazi durumlarda dogal polimerlere gore daha az biyouyumlu
olabilecegi sayilabilir. Bazi1 sentetik polimerlerin degradasyon iirlinleri toksik

olabilmektedir. (Satchanska vd., 2024a)

Tablo 2.6

NP Sistemlerinin Hazirlanmasinda Kullanilan Bazi Sentetik Polimerlerin Avantajlar:

Polimer Aciklama / Bilgi

PEG Avantaj1 nispeten ucuz olmasi olup gesitli molekiil agirlikli ticari formlara sahip
olmasidir.

PLA Avantaj1 biyobozunur, biyouyumlu, insan viicudunun dogal metabolik atig1 olan laktik
asit icermedir.

PGA Biyomedikal uygulamalarda kullanilan ilk biyobozunur poliester grubu
polimerlerdendir.

PLGA Biyomedikal uygulamalarda en ¢ok kullanilan poliester grubu polimerdir. Kanser

tedavileri, anti-enflamatuvar ilaglar, proteinler ve siRNA gibi farkli alanlarda
kullanilir. Kisa stirede degrade olmasi tercih sebebidir.

PCL Yiiksek hidrofobisiteye sahiptir ve degradasyon orani yavastir.

Kaynak: (Makadia & Siegel, 2011; Derman et al., 2013)
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2.4.4.1.1 Biyoparg¢alanan polimerler

Canli organizmalarin (6rnegin enzimler, mikroorganizmalar) ya da viicut i¢i Suyu
parcalayan mekanizmalarin etkisiyle zamanla parcalanarak COZ2, su, metan ve biyokiitle

gibi zararsiz son lriinlere doniisen polimer ¢esidine biyoparcalanan polimer denir.

Poli laktik asit (PLA), poli glikolik asit (PGA) ve Poliortoesterler biyocoziiniir
polimerlere 6rnek olarak verilebilir. (Baidurah, 2022)

2.4.4.1.2 Biyoparc¢alanmayan polimerler

Biyopargalanmayan polimerler, dogada mikroorganizmalar, enzimler veya viicut ici
biyolojik siiregler tarafindan kolayca parcalanamayan, uzun silire yapisini koruyan
polimer tiirleridir. Polimetakrilat, poli etil metakrilat, karboksi metil seliiloz, etil seliiloz,
etil vinil asetat, poloksamin, poloksamerler ve polivinil pirolidon biyopar¢alanmayan

polimerlere 6rnek olarak verilebilir.(Shastri, 2003)

Tablo 2.7’de sentetik polimerlerin bir siniflandirmasi sunulmustur.

Tablo 2.7

Sentetik Polimerlerin Bir Siniflandirmasi

Sentetik Polimerler

Biyoparcalanabilir Polimerler Biyoparcalanmayan Polimerler
Poli-alkil-siyano-akrilat (PACA) Akrilik Polimerler

Poli-glikolik asit (PGA) Etil vinil asetat
Poli-D,L-laktit-ko-glikolit (PLGA) Polivinil pirolidon
Poli-€-kaprolakton (PCL) Poloksamin

Polilaktik asit (PLA) Poloksamer

Polianhidritler Seliiloz tiirevleri

Poliamitler Silikonlar

2.4.4.2 Dogal polimerler

Dogada bulunan polimerlerdir ve genellikle polisakkaritler, proteinler ve poliniikleotidler
olarak siniflandirilir. Ornek olarak kitin, seliiloz, alginat, amiloz, guar gam, ksantan gam,
pektin, nigasta, dekstran, siklodekstrin, ipek, elastin, jelatin, kazein, kolajen ve
hiyaliironik asit sayilabilir. Farmasotik ve biyoteknoloji endiistrilerinde yardimcei bilesen,

medikal ve dental ekipman olarak kullanilirlar. (Derman vd., 2013)

Dogal polimerlerin bazi avantajlart bulunmaktadir. Genellikle in vivo kosullarda zararsiz

olarak nitelendirilirler. Biyouyumlu olup ve enzimatik olarak bozunabilir 6zellik
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gosterirler. Bol bulunmalari, kolay saflastirilabilmeleri ve tedaviye yonelik ihtiyaglar
dogrultusunda kimyasal olarak modifiye edilebilir olmas1 bazi avantajlart arasindadir.

(Satchanska vd., 2024b)

En Onemli dezavantajlarindan biri polimerin kaynagina bagli olarak materyal
ozelliklerinin degisebilmesidir. Mikrobiyal kontaminasyon riski, kontrol edilemeyen su
alimi, zayif mekanik dayanim, tahmin edilemeyen degradasyon tipi gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Bu sorunlarla basa ¢ikmak i¢in yari-sentetik dogal polimerler olarak

modifiye edilebilmektedirler(Dmour & Taha, 2018).

Kitosan, hiyaliironik asit, agaroz, siklodekstrin, dektran, jelatin, albiimin ve kolajen dogal
polimerlere 6rnek olarak gosterilebilir. Bazi dogal polimerlerin kaynaklarina gore

siniflandirilmasi Tablo 2.8’de sunulmustur.

Tablo 2.8

Polimerlerin Kaynaklarina Géore Sumiflandiriimasi

Kaynak Polimer érnegi

Alg kaynaklh Aljinat, Karagen

Bitkisel kaynakh Seliiloz, Pektin, Guar Zamki

Mikrobiyal kaynakh Dekstran, Ksantan Zamki

Hayvansal kaynakh Kitosan, Hyoluranan, Heparin, Kondrotin

Kaynak: (Dmour & Taha, 2018b)

2.5PLGA

Bu tez ¢alismasinda Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) tercih edildigi i¢in ayrintili
olarak PLGA hakkinda bilgiler sunulmustur. Nanotipta yaygin olarak kullanilan bir
polimer olan PLGA, hedeflenmis kemoterapi uygulamalarinda kullanim i¢in hem FDA
hem de Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) tarafindan onaylanmistir. NP formiilasyonlarinda
yaygin olarak kullanilan yapisal ve ¢ekirdek bileseni olarak PLGA, miikemmel biyolojik
olarak pargalanabilirlik, biyouyumluluk ve kapsamli yiizey modifikasyon kapasitesi dahil

olmak iizere birkag dnemli avantaj sunar.(Todaria & Awasthi, 2025)

PLGA laktik asit ve glikolik asit monomerlerinin farkli oranlarda kopolimerizasyonu ile
elde edilen, biyobozunur ve biyouyumlu bir polimerdir. FDA ve EMA gibi diizenleyici
kurumlar tarafindan onaylanmis olan PLGA, ila¢ tagima sistemlerinden doku

miihendisligine kadar pek ¢ok biyomedikal uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir.

19



PLGA’nin viicutta hidrolize olarak monomerlerine ayrilmasi, bu monomerlerin
metabolik yollarla (Krebs dongiisii) su ve karbondioksite doniismesi sayesinde biyolojik

olarak giivenlidir. (Todaria & Awasthi, 2025)

Farkli PLGA tiplerinin ilag salim 6zelliklerinin farklilasmasi, bozunma hizinin laktik asit
(LA): glikolik asit (GA) oranina, molekiiler agirligina ve ug¢ gruplarina baglh olarak
degismesi ile ilgilidir. Ornegin, 50:50 LA:GA oranindaki PLGA en hizli bozunma
egiliminde olan PLGA tipidir. (Danhier vd., 2012) Sekil 2.2.’de PLGA nin kimyasal agik

formiilii sunulmustur.

Sekil 2.2
PLGA 'nin Kimyasal A¢ik Formiilii

O

OH”/\ %H
HO ®
X y

O

Kaynak: https://tr.wikipedia.org/wiki/PLGA

2.5.1 PLGA’mn fizikokimyasal ozellikleri

PLGA hem fiziksel hem de kimyasal 6zellikleri nedeniyle ila¢ salim sistemlerinde yaygin
sekilde tercih edilen bir polimerdir. PLGA'nin cams1 ge¢is sicakhigi (Tg) 45-55°C
arasinda degisir ve bu deger, polimerin LA:GA oranina ve molekiiler agirligina baghdir.
Laktik asit icerigi arttik¢a hidrofobiklik artar, bu da bozunma siiresini uzatir. PLGA, sulu
ortamda hidrojen baglarina duyarlidir ve amorf yapida olup kristallik 6zellik gdstermez.
Yiiksek LA icerigi polimeri daha sert ve kirilgan hale getirirken, GA igerigi arttikca
hidrofiliklik ve bozunma hiz1 artmaktadir (Danhier et al., 2012).

PLGA'in ¢oziiniirliigii organik ¢oziiciilere bagl olarak degismektedir. Dimetilsiilfoksit
(DMSO), aseton ve etil asetat gibi coziiciilerde ¢ozlinebilen PLGA, su gibi polar
coziiclilerde ¢oziinmez. Hidrolitik bozunma mekanizmasi, polimerin ester baglarinin su
ile yavas yavas kirilmasiyla gergeklesir. Bu reaksiyonlar, genellikle pH ve sicaklik gibi
cevresel kosullara duyarlidir. Polimerin ug gruplari (asit veya ester), bozunma tiriinlerinin

dogasin1 ve hizin1 belirlemede 6nemli rol oynar. PLGA, fizikokimyasal o6zellikleri
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sayesinde hem ilag stabilitesini hem de salim kinetigini optimize etmek icin ideal bir

platform sunar (Kumar Sahdev et al., 2025).
2.5.2 Resomer® RG 502 H

Resomer® RG 502 H, PLGA bazl1 biyobozunur bir kopolimerdir. Isimde bulunan “502”
ifadesi, kopolimerin LA ve GA oranini ifade etmekte olup, Resomer® RG 502 H, %50
LA ve %50 GA’dan olugsmaktadir. Bu oran, polimerin en hizli bozunma profiline sahip
versiyonu oldugunu gosterir. “H” harfi ise polimerin serbest karboksil ug¢ gruplarina (free
acid-terminated) sahip oldugunu belirtir ve bu dzellik Resomer® RG 502 H’i dzellikle

hidrofilik ilaglarin enkapstilasyonu i¢in uygun hale getirir (Danhier et al., 2012).
2.6 Polimerik Nanopartikiil Hazirlanmasinda Kullamlan Teknikler

Polimerik NP’ler gesitli tekniklerle hazirlanabilir. Bu tekniklere ¢rnek olarak diyaliz
yontemi, siiper kritik sivi teknolojisi, ¢oziici buharlastirma (tekli emiilsiyon/¢oklu
emiilsiyon buharlastirma) yontemi, tuzla c¢oktiirme yontemi, piiskiirterek kurutma
yontemi, nanog¢oktiirme verilebilir. NP hazirlama teknikleri Tablo 2.9°da 6zet olarak

sunulmustur.(Erem Bilensoy & Ayla Zirh-Giirsoy, 2014)

Tablo 2.9

Nanopartikiil Hazirlama Teknikleri

Monomer Polimerizasyonu Polimer Dispersiyonu
Emiilsiyon Polimerizasyonu Emiilsiyon Olusturma/Coziicii Buharlagtirma
Dispersiyon Polimerizasyonu Tuzla ¢oktiirme

Emiilsiyon ¢apraz baglama

Nanog¢oktiirme

Koaservasyon

Piiskiirterek Kurutma/ Dondurma
Stiperkritik siv1 teknolojisi
Iyonik Jellesme

Kaynak: (Erem Bilensoy & Ayla Zirh-Giirsoy, 2014)

2.6.1 Diyaliz teknigi

Bu teknik genellikle monodispers kiigiik NP’lerin olusturulmasinda kullanilmaktadir.
Basit ve etkili bir tekniktir. Bu teknikte dncelikle kullanilacak olan polimer organik bir
¢oziiclinilin i¢inde ¢oziindiriiliir. Uygun molekiil agirligina gore diyaliz yapan bir diyaliz
tiipline yerlestirilir. Coziicii diyaliz prosesi sonucu yer degistirir Ve buna bagl olarak

polimer ¢oziiniirliigiinii kaybeder, agregasyon meydana gelir ve NP’ler elde edilir
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(Adeyemi et al., 2023) (Fessi et al., 1989) (Derman et al., 2013). Sekil 2.3.’te Diyaliz

teknigi sematik olarak gosterilmistir.

Sekil 2.3

Nanopartikiil Uretiminde Kullanilan Diyaliz Tekniginin Sematik Olarak Gésterimi

Coziicii olmayan

Manyetik Karstiriey

Kaynak: (Derman vd., 2013)

2.6.2 Siiper kritik s1v1 teknolojisi

Polimerin ve ilacin siiperkritik bir sivida ¢oziindiiriiliip basing farkiyla genlestirilip
stiperkritik sividan uzaklagtirilarak NP’lerin olusmasiyla sonuglanan bir tekniktir.
Herhangi bir organik ¢oziicii kullanilmadigi igin giivenli ve ¢evreci bir yontemdir. Fakat
stiperkritik akigkanlar pahali oldugundan ekonomik bir yontem degildir. Bu yiizden de
6zel durumlar harici bu yontem pek kullanilmamaktadir. (Erem Bilensoy & Ayla Zirh-
Giirsoy, 2014) (Derman et al., 2013) (Fessi et al., 1989) (Adeyemi et al., 2023) (Nikezi¢
et al., 2020b) Sekil 2.4’te farkli siiper kritik sivi teknolojisi teknikleri sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2.4
Nanopartikiil Uretiminde Kullanilan Farkli Siiper Kritik St Teknolojisi Tekniklerinin Sematik Olarak

Gosterimi
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Kaynak: (Essa et al., 2020)

2.6.3 Coziicii buharlastirma teknigi

Bu teknik NP hazirlanmasinda gelistirilen ilk tekniktir (Kumar Yadav et al., 2012). Bu
teknik iki ana basamaktan olusur. Ilk olarak polimer organik ¢dziicii icinde ¢oziindiiriiliir
ve polimer ¢ozeltisi hazirlanir (organik faz). Bu amagla gegmiste kloroform ve
diklorometan gibi ¢6ziicliler kullanilirken giinlimiizde yerini toksisitesi daha kabul
edilebilir sinirlarda olan aseton, etil asetata gibi ¢oziiciilere birakmustir. Ikinci basamakta
ise bu ¢ozelti sulu faz ile emiilsifiye edilir. Polimer, ¢6ziiciiniin buharlagmasiyla
emiilsiyonun siirekli fazi tizerinden difiize olarak NP’leri olusturur. Olusan NP’ler
ultrasantrifiijleme ile toplanir, distile su ile yikanarak stabilizor kalintilari, serbest etkin
maddeler gibi safsizliklardan arindirilir ve liyofilize edilerek saklanir (Pinto Reis et al.,
2006). Teknik, polimerin ve ilacin ¢oziliniirligiine gore, tek emiilsiyon (S/Y veya Y/S) ya
da cift emiilsiyon (S/Y/S) seklinde teknik modifiye edilebilir. Tiim teknikte organik
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¢oOziicii ugurulmasi veya ekstraksiyonu ile NP’ler sulu dispersiyon seklinde elde

edilmektedir. (COMOGLU, 2022)

Tek emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma tekniginde farkli emiilsiyon gesitleri bu yontem igin
kullanilabilir olsa da yikama islemini kolaylastirmasi, ekonomik giderleri azaltmasi,
partikiil agregasyonu ihtimalini minimize etmesi gibi istilinliikleri nedeniyle yag/su
emiilsiyonlar1 daha ¢ok tercih edilmektedir. Ancak bu yontemin lipofilik etkin maddeler
icin kullanilmas1 ve homojenizasyonda yiiksek enerji gereksinimi uygulanabilirligini
sinirlandirmaktadir. (Pinto Reis et al., 2006), (COMOGLU, 2022) (Soppimath et al.,
2001)

Tek emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma tekniginin hidrofilik etkin maddeler igin
kullanilamamasi ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma tekniginin gelistirilmesine yol
acmustir. Bu teknik ile hidrofilik etkin maddelerin NP sistemleri hazirlanabilmektedir.
Teknigin esas1 giiclii karistirma ile sulu etkin madde fazinin organik polimer ¢ozeltisine
eklenerek s/y emiilsiyonu olusturulmasina dayanir. Olusan s/y emiilsiyonu karigtirmaya
devam edilerek ikinci bir su fazina ilave edilir ve s/y/s ¢ift emiilsiyonu olusturulur. Cift
emiilsiyondan ¢6ziicli buharlastirilarak polimer ¢oktiiriiliir ve yiiksek devirli santrifiij ile
NP’ler izole edilir. Ardindan NP’ler yikanir ve liyofilize edilir. Eklenen hidrofilik etkin
maddenin miktari, kullanilan stabilizor ve polimerin konsantrasyonu, sulu fazin hacmi
olusan NP’nin 6zelliklerini 6nemli 6lgiide etkiler (Couvreur2002, n.d.)(Vandervoort &
and Ludwig, 2007) (Sharma & Malviya, 2011) (Miderrisoglu & Comoglu, 2010) (Ubrich
etal., 2004).

Sekil 2.5. ve Sekil 2.6.’te sirasiyla tek emiilsiyon ve ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buharlagtirma
teknikleri sirasiyla sematik olarak gosterilmistir. Ayrica bu tez galismasinda tercih edilen

yontemlerden biri ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma teknigidir.
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Sekil 2.5
Nanopartikiil Uretiminde Kullanilan Tek Emiilsiyon Céziicii Buharlastirma Tekniginin Sematik Olarak
Gosterimi (Umerska vd., 2018)
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Kaynak: (Umerska vd., 2018)

Sekil 2.6
Nanopartikiil Uretiminde Kullanilan Cift Emiilsiyon Coziicii Buharlastirma Tekniginin Sematik Olarak

Gosterimi
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Kaynak: (Liu vd., 2010)
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2.6.4 Tuzla ¢oktiirme teknigi

Tuzla ¢oktiirme teknigi (salting out), proteinlerin, enzimlerin ve bazi1 biyolojik
molekiillerin saflastirilmasi ve formiilasyonu sirasinda kullanilan klasik ve etkili bir
tekniktir. Bu teknik, ¢o6zeltideki iyonik kuvvetin arttirilarak makromolekiillerin
cozlinlirliiklerinin azaltilmas1 ve bu sayede ¢okerek ayrilmalari prensibine dayanir.
Farmasoétik teknoloji alaninda, biyolojik ilaglarin stabilizasyonu, NP {iretimi ve protein

formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. (Mendoza-Muioz vd., 2012)

Tuzla ¢Oktiirme, proteinlerin sulu ortamdaki ¢oziiniirliikklerinin, ortama eklenen tuzlarla
degisen iyonik denge ve hidratasyon kabiliyeti ile azaltilmasidir. Tuzlar, su molekiillerini
kendilerine ¢gekerek proteinlerin etrafindaki su tabakasini bozar. Bu durumda protein-
protein etkilesimi artar ve proteinler agregatlasarak ¢oker. En yaygin kullanilan tuzlar
arasinda amonyum siilfat, sodyum siilfat ve magnezyum siilfat yer alir. Ozellikle
amonyum siilfat, yiiksek ¢oziiniirligii ve proteinlere kars1 nazik etkisi nedeniyle tercih

edilir. (Mendoza-Munoz vd., 2012)(Wingfield, 1998)

Sekil 2.7°de tuzla ¢oktiirme teknigi ile NP iiretimi sematik olarak gosterilmistir.

Sekil 2.7

Nanopartikiil Uretiminde Kullanilan Tuzla Coktiirme Tekniginin Sematik Olarak Gosterimi
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Kaynak:(Kamat vd., 2022)
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2.6.5 Piiskiirterek kurutma teknigi

Piiskiirterek kurutma teknigi, sivi bir ¢dzeltinin, siispansiyonun veya emiilsiyonun sicak
hava akimiyla hizla buharlastirilarak kati1 bir toz formuna doniistiiriilmesini saglayan bir
kurutma teknigidir. Farmasotik  endiistride, ilaglarin  stabil kati  formlara
dontistiiriilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknik hem kiigiik molekiillii
ilaglar hem de proteinler, peptitler gibi biyolojik ajanlar i¢in uygundur. (Guterres vd.,
2009)

Piskiirterek kurutma siireci ti¢ temel adimdan olusur. Bu adimlar atomizasyon, kurutma
ve toplamadir. Sivi formdaki ilag ¢ozeltisi, emiilsiyonu veya siispansiyonu, yiiksek
basinglt bir atomizatér veya nozul yardimiyla ince damlaciklar haline getirilir. Bu
damlaciklar sicak hava akimina maruz birakilir. Sicaklik genellikle 100-200 °C arasinda
degisir. Bu siirecte damlaciklar i¢cindeki ¢oziicii hizla buharlasir. Olusan kati partikiiller,
siklon seperator (ayirici), filtre sistemleriyle ya da gelismis elektrostatik sistemler ile
toplanir. (Strojewski & Krupa, 2022)

Sekil 2.8’de piiskiirterek kurutma teknigi sematik olarak gosterilmistir.

Sekil 2.8

Nanopartikiil Uretiminde Kullanilan Piiskiirterek Kurutma Tekniginin Sematik Olarak Gésterimi
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Kaynak:(Arpagaus et al., 2018)
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Piiskiirterek kurutma teknigi inhalasyon yoluyla uygulanan ilag tiretiminde, hidrofobik
ilaglarin ¢oziinlrligiinii artirma amaciyla, termal stabiliteyi artirmak igin biyolojik
ajanlarin/asilarin kurutulmasinda ve protein/peptid formiilasyonlarinda siklikla tercih
edilmektedir.(Haggag & Faheem, 2015)

Bu teknigin bazi avantajlar1 bulunmaktadir. Hizli ve kontrolli kurutma saglar,
Olgeklenebilir ve endiistriyel iiretime uygundur, Kati dispersiyonlarin elde edilmesini
saglar ve ¢Ozlniirliigi zayif ilaglar i¢cin ¢ozlniirliik artiric1 sistemlerin hazirlanmasina

olanak saglar.(McAdams vd., 2012)

Teknigin zorluklar1 ve Sinirlamalart ise Yiiksek sicaklik, bazi biyolojik ajanlarin
inaktivasyonuna neden olabilmektedir. Siispansiyon viskozitesi ve yiizey gerilimi gibi
fiziksel 6zelliklerin optimize edilmesi gerekir ve ayrica cihaz maliyeti ve enerji tiiketimi

yiiksektir.(Wintzheimer vd., 2023)

Sonug olarak piiskiirterek kurutma teknigi, ilag endiistrisinde kati formiilasyonlarin
gelistirilmesinde yaygin ve etkili bir teknik olarak kullanilmaktadir. Bostankolu et al.,
n.d.)(Zanders et al., 2019)(Ampie et al., 2015)(Wirsching & Weller, 2016)(Ohgaki &
Kleihues, 2013)(Giirel & Feyda Nursal, 2016)

2.6.6 Nanoc¢oktiirme yontemi

Sekil 2.9

Nanocgoktiirme Yontemi Sematik Gosterimi
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Kaynak: (Mahajan et al., 2021)
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Nanogoktiirme, 6zellikle hidrofobik ilaclar i¢in kullanilan, basit, hizli ve organik ¢oziicii-
temelli bir NP tiretim tekniktir. Genellikle solvent difiizyonu teknigi olarak da bilinir.
Nanocoktiirme, hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaclarin NP i¢inde kapsiillenmesi i¢in
kullanilan basit bir tekniktir. Bu yontem, NP’lerin aninda olusumuyla sonuglanir,
uygulanmasi kolay bir tekniktir, kolayca 6l¢eklendirilebilir ve tek adimli bir prosediirdiir.
Nanogétiirme, birbirleriyle karisabilen iki ¢6ziicliniin eklenmesini gerektirir ve faz
ayrimimda NP’lerin kendiliginden olusumuyla sonuglanir. iki ¢oziiciiden ideal olarak,
birincisi (¢0zlicii), polimerin ve ilacin ¢6ziindiigii ancak ikinci sistemde (¢0zlicii olmayan)
¢oziinmedigi ¢oziiclidiir.(Fessi vd., 1989) Polimerik NP’lerin hazirlanmasi i¢in kullanilan
nano¢oktliirme yontemi Fessi ve arkadaglari tarafindan gelistirilmistir ve ¢oziicli yer
degisimi olarak da adlandirilir. Bu yontemin temel prensibi; lipofilik ¢ozeltideki, suyla
karisabilen, yaripolar ¢6ziiciiniin yerdegisimi sonucu polimerin arayiizeyde ¢okmesidir.
Bu yontemde polimer aseton igerisinde ¢oziiniir ayn1 ortama etkin madde de eklenerek
¢Oziinmesi saglanir. Bu organik ¢dzelti manyetik karistirict ile karistirilan ve stabilizator
iceren distile su icerisine enjekte edilir. Aseton ve bir miktar suyun vakum altinda
uzaklastirilmasi ile slispansiyonun son hacmi gerekli miktara ayarlanir .(Bilati vd., 2005)
Bu yontemde ayni zamanda etkin maddenin NP hazirlanmadan 6nce polimere ya da
sonrasinda NP’nin yiizeyine kovalent baglanmasi, etkin maddenin polimerik tasiyici
sisteme adsorpsiyonu, yada NP hazirlanirken etkin maddenin polimerik matriks igerisin

hapsedilmesi gibi farkli calisma stratejileri gelistirilmistir.

Fessi ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen bu calismada, nanokapsiil iiretiminde
interfasiyel polimer ¢Oktiirme teknigi temel alinmustir.(Shastri, 2003) Bu yontemde,
onceden hazirlanmis biyobozunur bir polimer (PLA), suyla karisabilen yari-polar bir
¢ozliciiniin lipofilik fazdan uzaklastirilmasiyla su/yag ara ylizeyine ¢okertilmistir. Bu
yontemle, model ilag olarak indometasin igeren PLA nanokapsiilleri basariyla elde

edilmistir (Fessi et al., 1989).

Nanokapsiil olusum mekanizmasi, iki dengesiz siv1 faz arasindaki arayiizey tiirbiilansi
veya kendiliginden ajitasyon (akis, diflizyon ve yiizey slireglerini iceren) olarak
aciklanabilir. Arayiizey tiirbiilansini tesvik eden 6nemli faktorler arasinda, daha yiiksek
viskoziteli fazdan ¢oziinen madde transferi, arayiizey yakininda dik konsantrasyon
gradyanlar1 ve ¢Ozlinen madde konsantrasyonuna duyarli arayilizey gerilimi yer alir.

Stirfaktanlarin varligi durumu karmasiklastirabilir, ¢linkii araylizey akisini bastirma
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egilimindedirler. (Berg, 1982)Tek basina kullanildiginda ¢okelme egiliminde olan
nanokapsiiller, fosfolipid + poloksamer kombinasyonuyla en stabil forma ulasmistir.
Siirfaktanlar olmadan nanokapsiil hazirlamak miimkiin olsa da poloksamer gibi yiiksek
oranda suda ¢6ziinen bir siirfaktanin fiziksel stabilite i¢in gerekli oldugu gézlemlenmistir.
Son olarak, bu yontemin sadece PLA ile degil; Eudragit, polivinil asetat, polikaprolakton,
etilseliilloz gibi farkli polimerlerle ve taksol, betaksolol gibi ¢esitli ilaclarla da
uygulanabilirligi gosterilmistir. Bu da yontemin genis bir uygulama potansiyeline sahip
oldugunu ortaya koymaktadir. (Yadav & Sawant, 2010)Nanopresipitasyon, bugiine kadar
istikrarli bir sekilde rapor edilen en basit laboratuvar tabanli polimerik NP hazirlama
yontemidir . Bu yontem kullanilarak hazirlanan amfifilik polimer tabanli partikiillerin
optimum bir durumunda; hazirlama, yiiksek kesme homojenizasyon teknikleri, ultra
santrifiijleme veya yiizey aktif maddeler gerektirmez(Chin vd., 2011). Ancak, bu yontem;
diisiik konsantrasyonlu hazirlama, partikiilleri dondurarak kurutmanin tartismali

yetersizligi gibi dnemli dezavantajlar tarafindan engellenmektedir.
2.7 Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
2.7.1 Parcacik boyutu ve dagilim

NP sistemlerinde pargacik boyutu ve dagilimi, ilacin farmasétik performansi ve biyolojik
etkinligi lizerinde dogrudan etkilidir. Par¢acik boyutu, biyoyararlanim, hiicresel alim,
dolasim siiresi, hedef dokuya gecis ve kontrollii salim gibi parametreleri belirler.
Ozellikle 200 nm’nin altindaki NP’ler, lenfatik drenaj sistemini atlayarak dogrudan
dolasim sistemine gecebilirken, daha biiyiik NP’ler genellikle makrofajlar tarafindan
fagosite edilir. Bunun yani sira, partikiil boyutu ilacin ¢oziiniirliigii ve ¢oziinme hizi
tizerinde de dogrudan etkilidir; daha kiiclik boyutlar daha genis ylizey alanmi saglayarak
¢oziinme kinetigini artirir. Bu nedenle, hedefe yonelik ilag tasiyici sistemlerde, en uygun

boyutun belirlenmesi terapotik etkinlik agisindan oldukga 6nemlidir. (Danaei vd., 2018).

Pargacik boyutu dagilimi (polidispersite indeksi, PDI) ise sistemin homojenligini ve
stabilitesini belirleyen 6nemli bir parametredir. Diisik PDI (<0.2), monodispers yani
homojen dagilimli bir sistemi gosterir ve uzun siireli fiziksel stabilite i¢in uygundur.
Yiiksek PDI degerleri (> 0.3), partikiiller aras1 biiytliklik farklarinin fazla oldugunu
gosterir ve bu durum aglomerasyon, ¢okelme veya tutarsiz ilag salimi gibi sorunlara yol
acabilir. Bu nedenle, NP temelli ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde dinamik 1s1k

sacilimi1 (DLS) gibi yontemlerle par¢acik boyutu ve dagiliminin diizenli olarak kontrol
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edilmesi gereklidir. Ayrica, ilaglarin endiistriyel 6l¢ekte iiretiminde tekrarlanabilir ve
kontrol edilebilir parcacik boyutlarinin elde edilmesi, diizenleyici otoriteler tarafindan da

kalite kriteri olarak degerlendirilir (Desai vd., 2012).
2.7.2 Zeta potansiyel

Zeta potansiyeli, bir kolloidal sistemdeki parcaciklarin yilizeyindeki elektriksel yiik ile
cevresindeki sivi ortam arasindaki elektrostatik potansiyel farkini tanimlar. Yani, zeta
potansiyeli, par¢acigin etrafinda olusan elektriksel ¢ift tabakanin kayma diizlemi (slip
plane) lizerindeki potansiyel degeridir. Bu potansiyel, parcaciklarin birbiriyle etkilesimini
ve siispansiyon icerisindeki stabilitesini dogrudan etkiler. Yiiksek pozitif veya negatif
zeta potansiyel degerleri, parcaciklar arasinda giiglii elektrostatik itme Kkuvvetleri
olusturur ve bu da sistemin agregasyon(¢okelme) egilimini azaltarak stabilize bir
dispersiyon elde edilmesini saglar. Ornegin, = 30 mV'nin {izerindeki zeta potansiyeli

genellikle fiziksel olarak stabil sistemlerle iliskilendirilir (Bhattacharjee, 2016).

Zeta potansiyeli, ozellikle NP, emiilsiyon, siispansiyon ve lipozom gibi sistemlerin
karakterizasyonunda kritik 6neme sahiptir. Bu deger, pH, iyonik kuvvet, ortamin
dielektrik sabiti ve kullanilan stabilizatdr gibi gesitli parametrelerden etkilenebilir. lag
tasiyict sistemlerde zeta potansiyeli, biyouyumluluk, hiicre etkilesimi ve dolasim siiresi
tizerinde belirleyicidir. Negatif ylizey yiikleri genellikle daha az hiicresel alim ile
iliskilendirilirken, hafif pozitif yiikler hiicre membranlariyla daha giiglii etkilesime
girerek tasiyici sistemlerin etkinligini artirabilir. Dolayisiyla zeta potansiyel dl¢iimii hem
formiilasyon gelistirme siirecinde hem de kalite kontrol agsamasinda énemli bir aragtir

(Hunter, 1981).
2.7.3 Yapisal analiz

NP’lerin yapisal analizi, tasiyici sistemlerin morfolojik, fizikokimyasal ve kristalografik
ozelliklerinin belirlenmesi agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Bu analizler, NP’lerin boyut,
sekil, ylizey yapisi, kristalin ya da amorf dogasi, i¢ yapisal biitlinliigii ve yiik dagilimi gibi
parametrelerini ortaya koyar. X-1sin1 difraksiyonu (XRD) ise partikiillerin kristal ya da
amorf yapida olup olmadigin belirlemek i¢in kullanilir ve ilag¢ etkin maddesinin tastyici
matris i¢inde hangi fiziksel durumda bulundugunu ortaya koyar.(Kulkarni & Feng, 2013)
Fourier dontisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), NP’lerin yapisinda yer alan
fonksiyonel gruplarin tanimlanmasi i¢in kullanilirken, diferansiyel taramali kalorimetri

(DSC) ve termogravimetrik analiz (TGA) gibi termal analiz teknikleri, sistemin termal
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stabilitesini ve bilesenler arasi etkilesimleri degerlendirmede 6nemli rol oynar. Ayrica,
dinamik 151k sagilimi (DLS) ve zeta potansiyel Ol¢iimleri, yapisal analiz kapsaminda
partikiil boyutu dagilimi ve yiizey yiikili karakterizasyonu agisindan tamamlayicidir. Bu
teknikler birlikte kullanildiginda, NP formiilasyonlarinin stabilitesi, ilag salim profili ve
biyoesdegerligi gibi farmasotik performansa dogrudan etki eden yapisal ozellikleri
giivenilir bicimde degerlendirilmis olur. Bu nedenle, yapisal analiz sadece kalite kontrol
degil, ayn1 zamanda formiilasyon optimizasyonu ve regiilasyon uyumlulugu agisindan da

vazgecilmezdir. (Danaei vd., 2018)
2.7.4 Tla¢ salim / dissoliisyon

Dissoliisyon, ilag etkin maddesinin formiilasyondan salinarak ¢ozelti fazina gegisini
tanimlayan kinetik bir siirectir ve oral farmasétik dozaj formlarinin biyoyararlanimini
belirleyen temel parametrelerden biridir. Bir ilacin gastrointestinal sistemde etkili
olabilmesi icin Oncelikle ¢oziinmesi gerekmektedir; dolayisiyla ¢oziinme hizi, etkin
maddenin absorbsiyon siirecini dogrudan etkiler. Noyes-Whitney denklemi, ¢éziinme
hizinin ylizey alani, doygunluk konsantrasyonu, difiizyon katsayis1 ve c¢ozeltideki ilag
konsantrasyonu arasindaki iliskiyi tanimlar. Ozellikle zayif suda ¢dziiniir ilaglarda,
¢ozlinme hizin1 artirmaya yonelik mikronizasyon, kat1 dispersiyon, ylizey modifikasyonu
gibi teknikler siklikla kullanilmaktadir (Dressman & Reppas, 2000). Bu baglamda, in
vitro dissoliisyon testleri, biyoesdegerlilik ve kalite kontrol agisindan farmasdotik

tirtinlerin gelistirme siirecinde 6nemlidir. (Dressman & Reppas, 2000)

Kontrollii ilag salim sistemlerinde dissoliisyon yalnizca ¢dziinme degil, ayn1 zamanda
salim profili a¢isindan da degerlendirilmelidir. Bu sistemlerde kullanilan biyopolimerler
(6rnegin PLGA, Eudragit, HPMC) ilag salimin1 zamana, pH'a veya cevresel faktorlere
bagli olarak modiile edebilir. Bu tiir formiilasyonlarda, ¢éziinme hizi sadece etkin
maddenin ¢Oziiniirliigiine degil, ayn1 zamanda tasiyict matrisin erime, sigme veya
parcalanma ozelliklerine de baglidir. Dissoliisyon profilleri genellikle sifirinci derece,
birinci derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas gibi matematiksel modellerle tanimlanir ve
bu sayede ilacin salim mekanizmasi anlagilabilir. Modern arastirmalarda, in vitro-in vivo
korelasyon (IVIVC) kurularak dissoliisyon verilerinin klinik etkinligi ne derece yansittigi
da analiz edilmektedir. Bu analizler, yeni ilag formiilasyonlarinin regiilasyonlara uygun

sekilde gelistirilmesini saglar. (Emami, 2006)
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2.7.4.1 Ultraviyole-Gériiniir Spektroskopisi (UV-Vis)

flag salim profillerinin kantitatif olarak degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan
yontemlerden biri UV-goriiniir (UV-Vis) spektroskopisidir. Bu yontemle ¢6ziinmiis etkin
maddenin karakteristik dalga boyundaki absorbsiyonuna dayanarak konsantrasyonu
belirlenebilir. Salim testleri genellikle uygun bir ortamda (6rnegin pH 1.2, 4.5 veya 6.8
tampon ¢ozeltilerinde) gerceklestirilir ve belirli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak
UV-Vis spektrofotometresi ile analiz edilir. Elde edilen absorbsiyon degerleri, dnceden
olusturulmus kalibrasyon egrileri kullanilarak konsantrasyona doniistiiriiliir ve zamana
kars1 ¢ozlinen ilag miktar1 hesaplanarak salim profili olusturulur. Bu yontem, ozellikle
hizl1 ve tekrarlanabilir sonuglar saglamasi nedeniyle hem AR-GE calismalarinda hem de
rutin kalite kontrol siireglerinde yaygin olarak tercih edilmektedir. Ayrica, UV-Vis
spektroskopisi, salim kinetigi modellerinin (Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Vvs.)

dogrulanmasinda da énemlidir. (Costa & Sousa Lobo, 2001)
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3. GERECLER

3.1 Kullanmilan Maddeler

Madde adi

Firma Ad1

Aseton

Dimetilformamid (DMF)

Potasyum fosfat monobazik

PVA (polivinil alkol)

Resomer RG 502 H (PLGA)

Sodyum hidroksit
Span 60

Temozolomid

3.2 Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adi

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, ABD

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Deva Holding, Tiirkiye

Firma Adi

Buz Dolabi

Derin Dondurucu
Distile su cihazi
DSC

Evaporator

FTIR

Hassas Terazi
Liyofilizator
Manyetik Karistirici
Mikropipet seti

pH metre
Ultrasonik Banyo
UV-Spektrofotometre
Vorteks

Zetasizer

: Argelik, Tirkiye

: Liebherr LGEX 3410 Medline, Isvigre
: MiliQMilipore, Fransa

: Shimadzu, Japonya

: Shimadzu, Japonya

: Shimadzu, Japonya

: Ohaus E1 2140, ABD

: Scanvac-Coolsafe Pro, Danimarka
: Weightlab Instruments, Tiirkiye

: DLAB, Cin

: WTW Profilab pH 597, Almanya
: Weightlab Instruments, Tlirkiye

: Shimadzu, Japonya

: DLAB, Cin

: Malvern Nano ZS, Ingiltere
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4. YONTEM
4.1 Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Bu tez calismasinda hazirlanan NP formiilasyonlar1 nanog¢oktiirme ve ¢ift emiilsiyon
¢Oziicii buharlagtirma tekniklerinin modifiye edilmis versiyonlar1 kullanilarak formiile
edilmistir.(Arinmis vd., 2024)(Baghirova vd., 2023) (Ekinci vd., 2022)(Oztiirk & Yurtdas
Kirimlioglu, 2019)(Oztiirk vd., 2019a)

4.1.1 Nanog¢oktiirme teknigi ile PLGA bazh nanopartikiil formiilasyonlarinin

hazirlanmasi

Bu tez calismasinda ilk olarak PLGA bazli bog/blank NP'ler, modifiye edilmis
nanocdktiirme teknigi kullanilarak hazirlanmistir. Oncelikler dogru tartilmis miktarda
PLGA ve stabilizatér olarak kullanilan Span 60 (HLB: 4.7), 3 mL dimetilformamid
(DMF) i¢inde ¢6ziilmiis ve organik faz olusturulmustur. Bu organik faz, siirekli manyetik
karistirma altinda 10 mL'lik bir sulu polivinil alkol (PVA, %1.5 a/h) ¢ozeltisine 5 mL-dk™!
hizinda damla damla ilave edilmistir. Damlatma islemi tamamlandiktan sonra, organik
¢oziicli rotavapor kullanilarak uzaklastirilmistir. Olusan NP siispansiyonundan NP'leri
toplamak i¢in, siispansiyon 4°C'de 45 dakika boyunca 11.000 rpm'de santrifiij edilmistir.
Stipernatant atilmig ve ardindan NP'ler 5 mL distile su i¢inde yeniden dagitilmistir. Bu
yikama islemi kalintt maddeler ve ¢6ziiciilerin tamamen uzaklastirilmasini saglamak igin

yapilmistir. Yikama ve santrifiij adimlar1 toplamda 3 kez olacak sekilde tekrarlanmistir.

Nanogoktiirme yontemi ile TEM yiikli NP'lerin hazirlanmasi bos/blank NP'lerin
hazirlanmasma benzemektedir. Tek fark organik faza 6 mg TEM eklenmis,

¢Oziindiiriilmiis ve prosese devam edilmistir.

Yikama adimlarindan sonra, NP'ler distile suda yeniden siispanse edilmis, dondurulmus
ve daha sonra kullanilmak iizere liyofilize edilmistir. Bu tez ¢alismasinda nanogdktiirme
teknigi ile gelistirilen PLGA bazli NP formiilasyonlarinin ayrintili bilesimleri Tablo

4.1°de Ozetlenmistir.
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Tablo 4.1

Nanogoktiirme Teknigiyle Hazirlanan PLGA Bazli Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Bilegimi

Organik Faz Su Fan_ Hazirhk/cihaz
Kod PVA solution durumu
PLGA TEM DMF Span 60 10 mL Damlama Hiz
NP1-Blank 60 mg - 3mL 20 mg %1.5 (a/h) 5 mL.min!
NP1-TEM 60 mg 6 mg 3mL 20 mg %1.5 (a/h) 5 mL.min!

4.1.2 Cift emiilsiyon solvent buharlastirma teknigi ile PLGA bazh nanopartikiil

formiilasyonlarinin hazirlanmasi

Bu tez calismasinda nanog¢oktiirme yonteminin ardindan PLGA bazli NP'ler, modifiye
edilmis ¢ift emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma (Si/Y/S2) teknigi kullanilarak da
hazirlanmistir. Oncelikle 60 mg PLGA, 3 mL aseton i¢inde ¢dziindiiriilmiis ve organik
fazi1 olusturulmustur. Daha sonra, ilk su ig¢inde yag (Y1/S) emiilsiyonunun olusturulmasi
icin 400 pL. PVA (HLB:18) (%1.5, a/h) igeren PBS c¢ozeltisi (pH 7.4) organik faza
ultrasonikasyon altinda (1 dakika, ultrasonik banyo) damla damla eklenmistir. Bu ilk
emiilsiyon daha sonra 10 mL PVA (%1.5, a/h) iceren PBS ¢ozeltisi (pH 7.4) yavasca
eklenmis ve ¢ift emiilsiyonu (S1/Y/Sz) olusturmak i¢in 60% giigte 90 saniye boyunca prob
sonikatér (Sonics, USA) kullanilarak emiilsifiye edilmistir. Organik c¢oziicii oda
sicakliginda manyetik karistiric1 (250 rpm) ile stirekli karistirma altinda 4 saat boyunca
buharlastirilmistir. Olusan NP siispansiyonundan NP'leri toplamak i¢in, siispansiyon
4°C'de 45 dakika boyunca 11.000 rpm'de santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis ve
ardindan NP'ler 5 mL distile su i¢inde yeniden dagitilmistir. Bu yikama islemi kalinti
maddeler ve ¢oziiciilerin tamamen uzaklagtirilmasini saglamak ic¢in yapilmistir. Yikama

ve santriflij adimlar1 toplamda 3 kez olacak sekilde tekrarlanmigtir.

Cift emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma teknigi ile TEM yiiklii NP'lerin hazirlanmasi
bos/blank NP'lerin hazirlanmasina benzemektedir. Tek fark 400 pL PVA (%]1.5, a/h)
iceren PBS ¢ozeltisine (pH 7.4) 6 mg TEM eklenmis, ¢oziindiiriilmiis ve prosese devam

edilmistir.

Yikama adimlarindan sonra, NP'ler distile suda yeniden siispanse edilmis, dondurulmus
ve daha sonra kullanilmak tizere liyofilize edilmistir. Bu tez ¢alismasinda ¢ift emiilsiyon
¢Oziicii buharlastirma teknigi ile gelistirilen PLGA bazli NP formiilasyonlarinin ayrintili

bilesimleri Tablo 4.2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.2

Cift Emiilsiyon  Céziicii  Buharlastirma  Teknigiyle Hazirlanan PLGA  Bazli  Nanopartikiil
Formiilasyonlarinin Bilegimi

Sulufaz(S:)  Organik faz (Y1) S“('gzgaz Hazrlama/Cihaz
Kod % 1.5 % 1.5 I_Drob I_Drob
(a/h) PVA TEM PLGA  Aseton (a/h) PVA sonllfa§>/on sonl.!<as¥0n
iceren pH iceren pH giici siiresi
7.4 PBS 7.4 PBS (Genlik) (Saniye)
NP2-Blank 400 pL - 60mg 3mL 10 mL %60 90
NP2-TEM 400 pL 6mg 60mg  3mL 10 mL %60 90

4.2 Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu
4.2.1 Analitik miktar tayini i¢in validasyon ¢alismalar:

In vitro ¢alismalarda TEM miktar tayini UV spektrofotometre ile gergeklestirilmistir. Bu
amagla enkapsiilasyon etkinligi ¢alismalar1 ve in vitro dissoliisyon ¢aligmalar igin iki

farkli validasyon calismasi yapilmistir.

4.2.1.1 Temozolomid icin dimetilformamid:su (1:1, h/h) ortaminda validasyon

calismasi

TEM i¢in dimetilformamid (DMF):su (1:1, h/h) ortaminda yapilan ¢alisma dogrusallik,
kesinlik ve dogruluk parametreleri dikkate alinarak istatistiksel olarak incelenmistir.
Parametreler Uluslararasi Harmonizasyon Birligi (ICH)’nin kriterlerine gore kontrol
edilmistir.(Guideline of ICH, 2022) (Borman, P. & Elder,2017)( Committee, I. C. H. S.,
1996).

4.2.1.1.1 Absorbans belirleme ¢alismalar

Enkapsiilasyon etkinligi ¢alismalarinda kullanmak iizere TEM i¢in DMF:su (1:1, h/h)
ortaminda miktar tayini UV spektrofotometre ile gerceklestirilmistir. Maksimum
absorbans (Amax) degerinin bulunmasi i¢in ilk olarak 25 mg TEM tam olarak tartilmis
ardindan DMF:su (1:1, h/h) karisimi ile balon jojede 25 mL’e tamamlanmistir. Bu ¢ozelti
on dakika ultrasonik banyoda tutulmus ve sonug¢ stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok
¢odzeltinin konsantrasyonunun 1000.0 pg.mL™? olmasindan hareketle farkli seyreltmeler
ile daha diisiik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. UV spektrofotometrede Amax

degerinin bulunabilmesi i¢in 200-800 nm arasinda taranmistir.(Komiir vd., 2025)
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4.2.1.1.2 Dogrusallik

Validasyon c¢aligsmalarinda dogrusalligin degerlendirilmesi i¢in {i¢ farkli stok ¢ozeltiden
6 farkli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler 2.5 ile 15.0 pg. mL*
arasinda farkli konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Her c¢oOzelti i¢in analiz 3 kez
tekrarlanmigtir. Cozeltilerin absorbans degerleri 327 nm’de kaydedilmistir. Bulunan
absorbans degerleri ile regresyon analizi yapilmistir. Bu sekilde TEM’e ait kalibrasyon
egrisi, egriye ait olan dogru denklemi ve korelasyon katsayis1 degeri (%) elde edilmistir.

(Lunavd., 2022)
4.2.1.1.3 Kesinlik

Kullanilan miktar tayini yonteminin kesinligini dogrulamak i¢in dogrusallik
calismalarinda kullanilan konsantrasyonlar dikkate alinarak kalibrasyon araliginda
bulunan 3 farkli konsantrasyonda 3 farkli giinde TEM iceren stok c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltilerin seyreltilmesiyle 5.0 pg. mL™?, 10.0 pg. mL-
1 ve 15.0 pg. mL ! konsantrasyonda ¢dzeltiler hazirlanmis ve kesinlik ¢alismast igin analiz

edilmistir. (Oztiirk vd., 2017)
4.2.1.1.4 Dogruluk

Dogruluk calismasi i¢in analitik metodun dogru olup olmadigini tespit etmek, kullanilan
analitik metotla elde edilen sonucun gercek degerleri ne kadar yansittigina ne kadar
uyumlu olduguna bakilmasi i¢in analizler gergeklestirilmistir. Bu analizlerde elde edilen
sonuglar ylizde geri kazanim ve her seri i¢in bagil standart sapma olarak sunulmustur.
Analitik ydntemin dogruluk analizleri igin 3 ayr1 konsantrasyonda (5.0 pg. mL™, 10.0 pg.
mLve 15.0 pg. mL™?) {i¢ kez tekrarlanan analizler yapilmistir.(Kémiir vd., 2025)

4.2.1.1.5 Duyarhlik

Tespit smir1 (LOD), numunede tespit edilebilecek minimum analit miktar1 demektir.
Olgiim smir1 (LOQ) ise uygun kesinlik ve dogrulukla kantitatif olarak belirlenebilen
numune i¢indeki analit miktarlarinin en diisiik olanidir. Genelde bu sinirlar bir analitin
tespiti veya Ol¢iimii i¢in gereken en diisliik konsantrasyonlar1 gosterir. LOD ve LOQ
degerleri asagida verilen Denklem 4.1 ve Denklem 4.2 ile hesaplanmistir. Denklem 4.1
ve denklem 4.2°deki S, y ekseni kesim noktasinin standart sapmasi, m ise korelasyon

esitliginin egimidir. (Solak vd., 2025)(Kumari & Khansili, 2020)
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33 xm (4.1)

LOD =
S

10 xm (4.2)
LOD = —

4.2.1.1.6 Secicilik

Segicilik ¢alismasi icin TEM, DMF:su (1:1, h/h) karisimi ve blank formiilasyonlar (NP1-
Blank ve NP2-Blank) i¢in 200-800 nm araliginda alinan spektrumlar incelenerek segicilik

belirlenmistir. (Araujo vd., 2013)
4.2.1.2 Temozolomid i¢cin PBS (pH 7.4) ortaminda validasyon ¢calismast
4.2.1.2.1 Absorbans belirleme ¢alismalar

In vitro dissoliiyon ¢alismalarindan kullanmak tizere TEM i¢in fosfat tamponu (PBS, pH
7.4) ortaminda miktar tayini UV spektrofotometre ile gerceklestirilmigtir. Maksimum
absorbans (Amax) degerinin bulunmasi i¢in ilk olarak 25 mg TEM tam olarak tartilmig
ardindan PBS (pH 7.4) ile balon jojede 25 mL’e tamamlanmistir. Bu ¢6zelti on dakika
ultrasonik banyoda tutulmus ve sonu¢ stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok c¢ozeltinin
konsantrasyonunun 1000.0 pg.mL? olmasindan hareketle farkli seyreltmeler ile daha
diisiik konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlanmistir. UV spektrofotometrede  Amax
degerinin bulunabilmesi i¢in 200-800 nm arasinda taranmistir. (Bhusari & Dhaneshwar,
2012)

4.2.1.2.2 Dogrusallik

Validasyon c¢alismalarinda dogrusalligin degerlendirilmesi i¢in ii¢ farkli stok ¢ozeltiden
6 farkli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler 2.5 ile 15.0 pg. mL™
arasinda farkli konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Her c¢ozelti i¢in analiz 3 kez
tekrarlanmistir. Cozeltilerin absorbans degerleri 327 nm’de kaydedilmistir. Bulunan
absorbans degerleri ile regresyon analizi yapilmistir. Bu sekilde TEM’e ait kalibrasyon
egrisi, egriye ait olan dogru denklemi ve korelasyon katsayisi degeri (%) elde

edilmistir.(Luna vd., 2022)
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4.2.1.2.3 Kesinlik

Kullanilan miktar tayini yonteminin kesinligini dogrulamak i¢in dogrusallik
caligmalarinda kullanilan konsantrasyonlar dikkate alinarak kalibrasyon araliginda
bulunan 3 farkli konsantrasyonda 3 farkli giinde TEM igeren stok c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltilerin seyreltilmesiyle 5.0 pg. mL™?, 10.0 pg. mL
! ve 15.0 png. mL ! konsantrasyonda ¢dzeltiler hazirlanmis ve kesinlik ¢alismast igin analiz

edilmistir. (Oztiirk vd., 2017)
4.2.1.2.4 Dogruluk

Dogruluk calismasi i¢in analitik metodun dogru olup olmadigini tespit etmek, kullanilan
analitik metotla elde edilen sonucun gercek degerleri ne kadar yansittigina ne kadar
uyumlu olduguna bakilmasi i¢in analizler gergeklestirilmistir. Bu analizlerde elde edilen
sonuclar yiizde geri kazanim ve her seri i¢in bagil standart sapma olarak sunulmustur.
Analitik yéntemin dogruluk analizleri i¢in 3 ayr1 konsantrasyonda (5.0 pg. mL?, 10.0 pg.
mL1ve 15.0 ng. mL?) ii¢ kez tekrarlanan analizler yapilmistir. (Aratjo vd., 2013)

4.2.1.2.5 Duyarhhik

PBS (pH 7.4) ortaminda yapilan validasyon c¢alismasi i¢in LOD ve LOQ analizleri
‘4.2.1.1.5. Duyarhlik’ bashg altinda yer verilen Denklem 4.1 ve Denklem 4.2 yardimi1

ile hesaplanmustir.
4.2.1.2.6 Secicilik

Segicilik ¢aligmasi icin TEM, PBS (pH 7.4) ve blank formiilasyonlar (NP1-Blank ve NP2-
Blank) igin 200-800 nm araliginda alinan spektrumlar incelenerek segicilik

belirlenmistir.(Aratjo vd., 2013)
4.2.2 Partikiil boyutu, Polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli

NP formiilasyonlarinin partikiil boyutu (PB) ve polidispersite indeksi (PDI), Zetasizer
Nano-ZS (Malvern Panalytical, Malvern, UK) cihazi kullanilarak dinamik 1s1k sagilmasi
(DLS) ile belirlenmistir. Zeta potansiyeli (ZP) olglimleri de ayni cihaz kullanilarak
yapilmistir. PB ve PDI analizi i¢in, NP'ler distile su ile uygun sekilde seyreltilmis ve
25°C'de olgiimler alinmigtir. ZP degerleri, uygun iletkenligi saglamak icin distile su ile

seyreltildikten sonra ayn1 sicaklik kosullart altinda tek kullanimlik katlanmis bir kilcal
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zeta hiicresi kullanilarak belirlenmistir. Her 6rnek ti¢ kez analiz edilmis ve sonuglar

ortalama + standart sapma (Ortalama + SD) olarak rapor edilmistir.
4.2.3 Enkapsiilasyon Etkinligi (%0EE)

NP1-TEM ve NP2-TEM formiilasyonlarinda TEM'in enkapsiilasyon etkinligi (% EE),
NP'lerden ekstrakte edilen ilag miktarinin dl¢iilmesiyle belirlenmistir. Her 6l¢iim igin, 5
mg liyofilize NP tozu dogru bir sekilde tartilmistir. Daha sonra, NP'leri ¢6zmek i¢in 1 mL
DMF:su karisimi (1:1, h/h) eklenmis ve ardindan polimer matrisin tamamen
parcalanmasini ve kapsilillenmis TEM'in serbest kalmasin1 saglamak igin Once
vortekslenmis ardindan 5 dakika boyunca ultrasonik banyoda tutulmustur. Elde edilen
¢ozelti, herhangi bir artik polimer parcacigini ortadan kaldirmak ic¢in 0.22 pm'lik bir
membran filtreden siiziilmstiir. Uygun seyreltmelerden sonra, filtrattaki TEM
konsantrasyonu 327 nm'de bir UV-goriiniir spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir.
Tiim analizler ti¢ kez gergeklestirilmis ve % EE baslangigtaki teorik ilag miktarinin NP'ler
icinde ne kadar kapsiillendigi yiizde olarak hesaplanmistir (Denklem 4.3.). (EImaskaya
vd., 2019)

Enkapsiile edilen TEM Miktart
NP hazirlamada eklenen teorik TEM miktart

(4.3)

%EE=< )><100

4.2.4 In Vitro Sahm

Saf TEM, NP1-TEM ve NP2-TEM formiilasyonlarinin in vitro salim profilleri diyaliz
torbasi difiizyon teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Oncelikle, 5 mg TEM'e esdeger
miktarda TEM igeren liyofilize NP formiilasyonlart ve 5 mg saf TEM, 6nceden PBS (pH
7.4) ile 1slatilmis diyaliz membran torbalarina (Selilloz diyaliz membrani, MWCO:
14.000 Da; diiz genislik: 33 mm; D9652, Sigma-Aldrich) ayr1 ayr aktarilmis ve 3 mL
PBS (pH 7.4) ile tamamlanmistir. Iki ucu kapali olan her diyaliz torbas1 daha sonra
37+1°C'de tutulan PBS (pH 7.4) daldirilmis ve termostat kontrollii bir ¢alkalayicida 100
rpm'de karistirilmigtir. Ortam buharlagmasini en aza indirmek i¢in, reseptor bolmeleri
deney boyunca sikica kapatilmistir. Onceden belirlenmis zaman araliklarinda (1, 2, 3, 4,
5,6,7,9,12, 24, 48 ve 72 saat), salim ortamindan 3 mL 6rnek ¢ekilmis ve hemen esit
hacimde taze, 6nceden 1sitilmig PBS ortamlara eklenmistir. Her zaman noktasinda salinan

TEM miktari, 327 nm'de bir UV-goriiniir spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir.
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Tiim 6l¢timler her grup i¢in ii¢ kez yapilmis ve sonuclar ortalama =+ standart sapma (SD)

olarak ifade edilmis ve kiimiilatif salim grafikleri ¢izilmistir. (Armnmis vd., 2024)
4.2.5 Salim Kinetigi

Salim profilleri elde edildikten sonra salim kinetigi ¢alismalari i¢in elde edilen salim
verileri en 6nemli ve popiiler kriterleri belirlemek igin veriler DDSolver programina
aktarilmistir. Salim kinetigini belirlemek icin korelasyon katsayis1 (R?), diizeltilmis
korelasyon katsayis1 (R%djusted), AKaike Bilgi Kriteri (AIC), Model Segim Kriteri (MSC)
ve diger parametreler degerlendirilmistir. En yiiksek R?, R?agjusted ve MSC degerleri ile en
diisik AIC degerleri, ayrica diger salim kinetigi parametreleri Higuchi, Korsmeyer-
Peppas ve Weibull modellerinin degerlendirilmesinde kullanilmistir. Son olarak, NP1-
TEM ve NP2-TEM'in salim farklar1t DDSolver programi ile ‘Benzerlik Faktorii’ne (f2)
gore degerlendirilmistir.(Oztiirk vd., 2019b)(Giiven vd., 2020)(Zuo vd., 2014)(H. Zhang
& Gao, 2006)

4.2.6 Kati Hal Karakterizasyonu
4.2.6.1 Termal Analiz

Orneklerin termal davranisi diferansiyel taramali kalorimetre (DSC-60; Shimadzu
Scientific Instruments, Columbia, MI, ABD) kullanilarak degerlendirilmistir. Her bir
ornekt yaklasik 5 mg dogru bir sekilde tartilmig ve aliiminyum kaba aktarilmastir.
Analizler 10°C.dk™ 1sitma hiziyla 30-300°C sicaklik araliginda, SO0mL.dk™? siirekli hava
akist altinda gergeklestirilmistir. TEM yiiklii NP formiilasyonlarina (NP1-TEM ve NP2-
TEM) ek olarak, saf TEM, PLGA ve bos NP'ler (NP1-Blank ve NP2-Blank) dahil olmak
tizere referans Ornekler, ilag ve polimer matris arasindaki olas1 etkilesimleri ve ilacin
fiziksel durumundaki olas1 degisiklikleri degerlendirmek i¢in karsilastirmali amaclarla

analiz edilmistir. (Basaran vd., 2022)(Oztiirk, Yenilmez, vd., 2020)
4.2.6.2 Fourier-Déniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi Analizi

Fourier-Dontisiimli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizleri, 4000-500 cm™ dalga
boyu araliginda Shimadzu IR Prestige-21 spektrofotometresi (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japonya) kullanilarak gerceklestirilmistir. TEM yiiklii NP formiilasyonlarina
(NP1-TEM ve NP2-TEM) ek olarak, saf TEM, PLGA ve bos NP'ler (NP1-Blank ve NP2-
Blank) i¢eren referans numuneler de karsilagtirmali analiz i¢in kullanilmistir. Elde edilen

spektrumlar, ila¢ ve polimer matrisi arasindaki fiziksel etkilesimleri veya kimyasal
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uyumlulugu gosterebilecek karakteristik piklerin potansiyel kaymalarin1i veya
kaybolmasini belirlemek igin degerlendirilmistir.(Basaran vd., 2022) (Oztiirk, Yenilmez,
vd., 2020)(Oztiirk & Giiven, 2019).

4.3 Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Biyolojik Aktivite Calismalari
4.3.1 U-87 MG ve NIH/3T3 hiicre Kkiiltiirii calismasi

U-87 MG (HTB-14) ve NIH/3T3 (CRL-1658) hiicre hatlari, American Type Culture
Collection’dan (ATCC, Manassas, VA, ABD) temin edilmistir. insan glioblastoma hiicre
hatt1 olan U-87 MG ile fare fibroblast hiicre hatt1 olan NIH/3T3, %10 fetal bovin serumu
(FBS) ve %]l penisilin/streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) besiyerinde, %5 CO: igeren nemlendirilmis inkiibatérde 37 °C’de kiiltiire
edilmigstir. Hiicreler, %70-80 proliferasyon yogunlugu seviyesine ulastiklarinda
pasajlanarak yeni kiiltiir flasklarina aktarilmis ya da ileriki deneylerde kullanilmak tizere
stok hiicre olarak hazirlanmistir. Deney Oncesinde, uygun hiicre yogunlugunu teyit etmek
amaciyla tripan mavisi boyasi ile boyama yapilarak TC20 Otomatik Hiicre Sayim Cihazi

(Bio-Rad, ABD) ile canli hiicre sayimlar1 gergeklestirilmistir.
4.3.2 MTT yontemi ile hiicre canhiliginin belirlenmesi

TEM, NP1-TEM, NP2-TEM, NP1-Blank ve NP2-Blank formiilasyonlarinin antikanser
ve sitotoksik etkileri, U-87 MG ve NIH/3T3 hiicre hatlar1 iizerinde MTT (3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromid) reaktifi kullanilarak 96 kuyucuklu
plakalar tizerinde kolorimetrik yontemle degerlendirilmistir. MTT testi, metabolik olarak
aktif hiicreler tarafindan sar1 renkli tetrazolyum tuzunun mor renkli formazan kristallerine
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Bu renk degisimi, hiicre canliligini ve proliferasyon
diizeyini nicel olarak ifade eder; absorbans degerinin artmasi, hiicre canliliginin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Deneysel uygulama kapsaminda hiicreler, her bir kuyuya
10x107 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalar {izerine ekilmis ve 24 saat inkiibe
edilmistir. Ardindan her bir kuyucuga test 6rnekleri farkli konsantrasyonlarda (1, 10, 100
ve 400 pg.mL™) uygulanmis ve hiicreler ilave 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Belirtilen
stirenin sonunda her kuyucuga 10 uL MTT ¢ozeltisi eklenmis ve plakalar 3 saat siireyle
inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan olusan formazan iirlinlerinin absorbansi, 540 nm
dalga boyunda BioTek Synergy H1 Multimode Reader (BioTek, ABD) cihazi

kullanilarak ol¢tilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri dogrudan canli hiicre sayisiyla
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iligkilendirilmis ve hiicre canlilig1 oranlari, kontrol grubuna gore yiizde olarak ifade

edilmistir.(Haffani vd., 2024)(Dikmen vd., t.y.) (Baghirova vd., 2023)(Mosmann, 1983)

Ayrica, formiilasyonlarin kanser hiicrelerine kars1 segici toksisite potansiyelini
degerlendirmek amaciyla selektivite indeksleri hesaplanmistir. Selektivite indeksi,
normal hiicrelere ait ICso degerinin kanser hiicrelerine ait ICso degerine orani alinarak
belirlenmistir. Selektivite indeksinin 1’den biiyiik olmasi, ilgili formiilasyonun kanser

hiicrelerine kars1 tercihli sitotoksik etki gosterdigini ifade etmektedir. (Lica vd., 2021)
4.4 Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Olusumunun Belirlenmesi

Hidroksil, peroksil ve diger reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hiicre i¢i diizeylerini
belirlemek amaciyla, DCFDA/H.DCFDA Cellular ROS Assay Kit (Abcam PLC,
Cambridge, MA, ABD) kullanilmistir.(Banerjee vd., 2017). Deneyler, kit iireticisinin
protokoliine uygun sekilde gerceklestirilmistir. Oncelikel hiicreler 96 kuyucuklu
plakalara 2.5 x 10* hiicre/100 uL olacak sekilde ekilmis ve 37 °C’de 24 saat boyunca
inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis ve her kuyucuga
100 uL 20 uM konsantrasyonunda DCFDA c¢ozeltisi eklenerek plakalar karanlik
kosullarda 45 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda DCFDA
cozeltisi uzaklastirilmis ve kuyucuklar 1X tampon soliisyonu ile yikanmistir. Ardindan,
test bilesiklerinin farkli konsantrasyonlar1 (1, 10, 100 ve 400 pg.mL™) her bir kuyucuga
eklenmistir. Hiicre i¢i ROS olusumunun degerlendirilmesi amaciyla floresans siddeti, 4
saat boyunca 30 dakikalik araliklarla floresan plaka okuyucu kullanilarak 6l¢iilmiistiir

(uyarma dalga boyu: 485 nm, emisyon dalga boyu: 535 nm).
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1 Analitik Miktar Tayini I¢cim Validasyon Calismalar

5.1.1 Temozolomid icin DMF:su ortaminda validasyon ¢alismasi
5.1.1.1 Absorbans belirleme

DMF: Su (1:1 h/h) karisimi iginde hazirlanan TEM ¢ozeltisinin 327 nm’de maksimum

absorbans (Amax) gostermis oldugu Sekil 5.1°de sunulmustur.

Sekil 5.1
Temozolomide ait 200-800 nm Arasinda Elde Edilen Spektrum (DMF:su Ortami, Amax=327.0 nm)

L REF : ZE27 .8HHM 1.122¢

5.1.1.2 Dogrusallik

TEM’in DMF:Su (1:1, h/h) i¢inde 2.50-20.0 pg.mL™ konsantrasyonlar1 araliginda alti
farkli konsatrasyonda farkli stok ¢ozeltilerden {i¢ kalibrasyon seti hazirlanmis ve ardindan
UV-spektrofotometre ile 327.0 nm’de analiz edilmistir. Konsantrasyona karsilik gelen
absorbans degerleri Tablo 5.1.’de; kalibrasyon egrisi, egriye ait olan dogru denklemi ve

korelasyon katsayisi degeri (r?) Sekil 5.2°de gdsterilmistir.
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Tablo 5.1
Dogrusalltk Calismasi Sonuglar: (DMF:Su Ortami)

Absorbans Degerleri

TEM Standart

(ng.mL?)  Seril Seri 2 Seri 3 Ortalama sapma Standart hata
2.50 0.111 0.118 0.132 0.120 0.01 0.00

5.00 0.232 0.248 0.260 0.247 0.01 0.01

7.50 0.366 0.380 0.371 0.372 0.01 0.00

10.00 0.491 0.494 0.496 0.494 0.00 0.00

15.00 0.731 0.746 0.739 0.739 0.01 0.00

20.00 0.959 0.994 0.981 0.978 0.02 0.01

Sekil 5.2

Temozolomidin Standart Egrisi (DMF:su Ortama)

y = 0,049x + 0,0019

R?=0,9999
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5.1.1.3 Kesinlik

Kesinlik ¢aligmast i¢in 5.0 pg.mL*,10.0 pg.mL™*ve 15.0 ug.mL* konsantrasyonda farkli
cozeltiler hazirlanmigtir. Tiim konsantrasyonlar i¢in 3 tekrar analizi, ii¢ giin artarda
yapilmustir. Sonuglar elde edilen regresyon denklemi yardimiyla hesaplanmis ve tam
konsantrasyonlar ile karistirilarak yontemin kesinligi analiz edilmistir. Kesinlik calismast
sonuglar1 5.0 ug.mL™*,10.0 pg.mL*ve 15.0 ug.mL*konsantrasyonlar igin sirasiyla Tablo
5.2,5.3 ve 5.4. te gosterilmistir.
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Tablo 5.2

5.0 ug.mL™ Konsantrasyon I¢in Kesinlik Sonuglari (DMF:Su Ortamz)

5.0 ng.mL?!
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.244 0.247 0.246
0.248 0.250 0.249
0.247 0.249 0.248
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
4.944 5.005 4.985
5.026 5.066 5.046
5.005 5.046 5.026
Ortalama 4.992 5.039 5.019
Standart sapma (SS) 0.043 0.031 0.031
Varyasyon Katsayisi
(%RSD) 0.852 0.619 0.621
Tablo 5.3
10.0 ug.mL* Konsantrasyon I¢in Kesinlik Sonuclari (DMF:Su Ortamz)
10.0 pg.mL?
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.488 0.494 0.496
0.496 0.500 0.498
0.494 0.498 0.492
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
9.926 10.049 10.090
10.090 10.171 10.130
10.049 10.130 10.008
Ortalama 10.022 10.177 10.076
Standart sapma (SS) 0.085 0.062 0.062
Varyasyon Katsayisi
(%RSD) 0.848 0.617 0.619
Tablo 5.4
15.0 ug.mL* Konsantrasyon I¢in Kesinlik Sonuclari (DMF:Su Ortamz)
15.0 pg. mL?
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.739 0.735 0.737
0.736 0.737 0.736
0.738 0.733 0.735
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
15.052 14.970 15.011
14.990 15.011 14.990
15.031 14.929 14.970
Ortalama 15.024 14.970 14.990
Standart sapma 0.031 0.041 0.020
Varyasyon Katsayisi 0.208 0.273 0.136

47



5.1.1.4 Dogruluk

Analitik yonteminin dogrulugunun kanitlanmasi amaciyla ti¢ farkli konsantrasyonda (5.0
pg.mL?, 10.0 pg.mL? ve 15.0 pg.mL™Y) TEM igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir
konsantrasyon i¢in 3 adet analiz yapilmistir. Elde edilen veriler dogrusallik ¢calismasinda
elde edilen regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmig ve gercek ¢ozelti
konsantrasyonlari ile karsilagtirilmis ve yontemin dogrulugu % geri kazanim olarak elde

edilmistir. TEM ig¢in yapilan dogruluk ¢alismasi verileri Tablo 5.5’te sunulmustur.

Tablo 5.5
Dogruluk Calismast Sonu¢lart (DMF:Su Ortamr)

Derisim

5.0 pg.mL? 10.0 pg.mL! 15.0 pg.mL!
Elde edilen 0.247 0.491 0.735
absorbanslar 0.245 0.493 0.737

0.248 0.490 0.736

5.005 9.988 14.970
Bulunan Derisimler 4.964 10.028 15.011

5.026 9.967 14.990

100.103 99.875 99.799
% Geri Kazanim 99.286 100.284 100.072

100.511 99.671 99.935
Ortalama Geri Kazanim (%) 99.967 99.943 99.935
Standart sapma (SS) 0.624 0.312 0.136
Varyasyon Katsayis1 (%RSD) 0.624 0.312 0.136
Standart hata (SH) 0.360 0.180 0.079

5.1.1.5 Duyarhilik
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.182 pg. mL ™ ve 0.553 pg. mL? olarak elde edilmistir.
5.1.1.6 Secicilik

Secicilik ¢aligmasi i¢in UV-Spektrofotometre’den elde edilen spektrumlar TEM, NP1-
Blank, NP2-Blank kodlu formiilasyon ve DMF:su (1:1, h/h) karisimi igin sirasiyla Sekil
5.3.,5.4.,5.5., ve 5.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 5.3

Temozolomide ait Spektrum (DMF:Su Ortami)

-

SAMP REF : 227 .804H 1.1228
+2 . EHEA :
H.560
ASDIV., D ‘”'ll
I
I
|
l} ll
| |'."., '." l '1|‘
Vo
]
+B L BEA [ RN . |
e S , MM
2HE .8 BE  BCHMDIW, 3 2EE.a
12:83 11,24 '77 EBA.AHM  -@.8G614)
Sekil 5.4
NP1-Blank Kodlu Formiilasyona ait Spektrum (DMF:Su Ortami)
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Sekil 5.5

NP2-Blank Kodlu Formiilasyona ait Spektrum (DMF:Su Ortami)
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Sekil 5.6
DMF:su (1:1, h/h) Karisimina ait Spektrum (DMF:Su Ortamz)
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Ozetle enkapsiilasyon etkinliginin (% EE) kantitatif olarak belirlenmesine yonelik
gelistirilen UV-goriiniir bolge spektrofotometrik yontem, DMF:su (1:1, h/h) ortaminda
valide edilmistir. Dogrusallik ¢alismasi sonucunda 2.5-20.0 pg.mL? konsantrasyon
araliginda elde edilen regresyon denklemi y = 0.049x + 0.0019 olup, korelasyon katsayisi
> = 0.9999 olarak hesaplanmistir. Yontemin tekrarlanabilirligini degerlendirmek
amactyla ii¢ farkli konsantrasyon diizeyinde (5.0, 10.0 ve 15.0 ug.mL™) yapilan kesinlik
(precision) analizlerinde, bagil standart sapma degerlerinin (%RSD) %2’nin altinda
oldugu gozlemlenmis ve bu durum yontemin yeterli diizeyde kesinlige sahip oldugunu
gostermistir. Dogruluk analizlerinde elde edilen sonuglar sirastyla 5.0, 10.0 ve 15.0
ng.mLkonsantrasyonlar1 i¢in %99.967 £ 0.624, %99.943 + 0.312 ve %99.935 + 0.136
olarak hesaplanmistir. Segicilik analizinde ise bos formiilasyonlar (NP1-Blank ve NP2-
Blank) ile DMF:su (1:1, h/h) karisimi 200-800 nm dalga boyu araliginda taranmis ve 327
nm’de herhangi bir absorbans pikine rastlanmamistir. Bu bulgu, yontemin segiciligini
dogrulamaktadir. Ayrica, yontemin saptama smir1 (LOD) 0.182 pg.mL? ve nicel tayin
stir1 (LOQ) 0.553 pg.mL™? olarak belirlenmistir. Bu degerler, dogrusal aralikta
degerlendirilen en diisiik konsantrasyonun altinda olup, yontemin duyarliliginmi ve
uygunlugunu desteklemektedir. Sonug olarak, DMF:su (1:1, h/h) ortaminda gelistirilen
spektrofotometrik  yontem, TEM’in rutin ve eszamanli kantitatif analizinde
kullanilabilecek basit, ekonomik ve giivenilir yaklasimlar sunmaktadir.(Solak vd.,
2025)(Armmis vd., 2024) (Cevikelli vd., 2024)(Oztiirk, Guven, vd., 2018)(Oztiirk &
Aygiil, 2020)

5.1.2 Temozolomid i¢cin PBS (pH 7.4) ortaminda validasyon ¢alismasi
5.1.2.1 Absorbans belirleme

PBS (pH 7.4) karisimi i¢inde hazirlanan TEM c¢ozeltisinin 327 nm’de maksimum

absorbans (Amax) gostermis oldugu Sekil 5.7°de sunulmustur.
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Sekil 5.7
Temozolomide ait 200-800 nm Arasinda Elde Edilen Spektrum (PBS Ortami, Amax=327.0 nm)

SAMF REF : 227 .BHM 1 . 1930
+2 .804 " pe—
f,506
Ca-s011 '
+8.88A/ i ——————
MM
200 .08 166 . GCHNM-DIV ., > 28 . a
8:31 11+285 27 [ 26@.0HNM  B.8154]
- — L —————
5.1.2.2 Dogrusallik

TEM’in PBS (pH 7.4) ortam1 i¢inde 2.50-20.0 pg.mL™ konsantrasyonlar1 araliginda alti
farkli konsantrasyondan farkli stok ¢ozeltilerden ii¢ kalibrasyon seti hazirlanmis ve
ardindan UV-spektrofotometre ile 327.0 nm’de analiz edilmistir. Konsantrasyona karsilik
gelen absorbans degerleri Tablo 5.6’da kalibrasyon egrisi, egriye ait olan dogru denklemi

ve korelasyon katsayis1 degeri (r%) Sekil 5.8’de gosterilmistir.

Tablo 5.6
Dogrusalltk Calismasit Sonu¢lart (PBS Ortami)

Absorbans Degerleri

TEM
(ng/mL) Seril Seri 2 Seri 3 Ortalama Standart Standart
sapma hata
2.50 0.087 0.094 0.092 0.091 0.00 0.00
5.00 0.221 0.214 0.213 0.216 0.00 0.00
7.50 0.341 0.343 0.336 0.340 0.00 0.00
10.00 0.452 0.458 0.454 0.455 0.00 0.00
15.00 0.687 0.713 0.709 0.703 0.01 0.01
20.00 0.942 0.978 0.936 0.952 0.02 0.01
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Sekil 5.8
Temozolomidin Standart Egrisi (PBS Ortamu)
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5.1.2.3 Kesinlik

Kesinlik ¢alismasi i¢in 5.0 pg.mL™,10.0 pg.mL*ve 15.0 pg.mL* konsantrasyonda farkli
cozeltiler hazirlanmistir. Tiim konsantrasyonlar i¢in 3 tekrar analizi, {i¢ giin artarda
yapilmistir. Sonuglar elde edilen regresyon denklemi yardimiyla hesaplanmis ve tam
konsantrasyonlar ile karistirilarak yontemin kesinligi analiz edilmistir. Kesinlik ¢alismasi
sonuglar1 5.0 pg.mL™,10.0 pg.mL?ve 15.0 pg.mL?konsantrasyonlar i¢in sirastyla Tablo
5.7, 5.8 ve 5.9°da gosterilmistir.

Tablo 5.7
5.0 ug.mL™* Konsantrasyon Icin Kesinlik Sonuglari (PBS Ortamz)

5.0 ng. mL*!
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.217 0.215 0.213
0.216 0.218 0.218
0.215 0.211 0.214
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
5.057 5.016 4.975
5.037 5.077 5.077
5.016 4.935 4.996

Ortalama 5.037 5.009 5.016

Standart sapma (SS) 0.020 0.072 0.054

Varyasyon Katsayisi

(%RSD) 0.405 1.429 1.075
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Tablo 5.8

10.0 ug.mL* Konsantrasyon I¢in Kesinlik Sonuclari (PBS Ortami)

10.0 pg. mL*
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.461 0.462 0.458
0.458 0.461 0.459
0.459 0.457 0.462
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
10.032 10.052 9.971
9.971 10.032 9.991
9.991 9.950 10.052
Ortalama 9.998 10.011 10.005
Standart sapma (SS) 0.031 0.054 0.042
Varyasyon
(%RSD) 0.312 0.539 0.424
Tablo 5.9
15.0 ug.mL* Konsantrasyon I¢in Kesinlik Sonuclari (PBS Ortami)
15.0 pg.mL?
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0,714 0,709 0,708
0,704 0,706 0,707
0,707 0,703 0,704
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
15,190 15,088 15,068
14,986 15,027 15,047
15,047 14,966 14,986
Ortalama 15.074 15.027 15.034
Standart sapma (SS) 0.105 0.061 0.042
Varyasyon Katsayisi (%RSD) 0.694 0.407 0.282
5.1.2.4 Dogruluk

Analitik yonteminin dogrulugunun kanitlanmasi amaciyla ii¢ farkli konsantrasyonda (5.0
pg.mL?, 10.0 pg.mL? ve 15.0 pg.mL™Y) TEM igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir
konsantrasyon i¢in 3 adet analiz yapilmistir. Elde edilen veriler dogrusallik ¢calismasinda
elde edilen regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmis ve gercek c¢ozelti
konsantrasyonlari ile karsilagtirilmis ve yontemin dogrulugu % geri kazanim olarak elde

edilmistir. TEM i¢in yapilan dogruluk ¢alismasi verileri Tablo 5.10°da sunulmustur.
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Tablo 5.10

Dogruluk ¢alismasi sonuglari (PBS Ortami)

Derisim

5.0 ng.mL?! 10.0 pg.mL™* 15.0 pg.mL™*
Elde edilen 0.215 0.458 0.710
absorbanslar 0.213 0.460 0.711

0.216 0.462 0.708

5.016 9.971 15.108
Bulunan Derisimler 4.975 10.011 15.129

5.037 10.052 15.068

100.322 99.705 100.723
% Geri Kazanim 99.507 100.113 100.859

100.730 100.521 100.451
Ortalama % Geri Kazanim 100.187 100.113 100.678
Standart sapma 0.623 0.408 0.208
Varyasyon Katsayisi 0.622 0.407 0.206
Standart hata (SH) 0.360 0.235 0.120

5.1.2.5 Duyarlihk

LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.177 pg.mL™? ve 0.537 pg.mL? olarak elde edilmistir.

5.1.2.6 Secicilik

Segicilik ¢alismasi i¢in UV-Spektrofotometre’den elde edilen spektrumlar TEM, NP1-
Blank, NP2-Blank kodlu formiilasyon ve PBS i¢in sirasiyla Sekil 5.9., 5.10., 5.11., ve

5.12’de gosterilmistir.

Sekil 5.9

Temozolomid ’e ait Spektrum (PBS Ortami)

REF

227 .BHM

ot
¥y
)
I

1.

T

L oBE

O I

55

P— ————— e e

LHACHMADIU

1

N
a9

o
~
o)

o
]

268 .8HM

2] &

o)
| bt
[




Sekil 5.10

NP1-Blank Kodlu Formiilasyona ait Spektrum (PBS Ortamzi)
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Sekil 5.12
PBS’e ait Spektrum (PBS Ortami)
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Ozetle in vitro salim calismalarinda kullanilmak iizere gelistirilen UV-gériiniir bolge
spektrofotometrik yontem, PBS (pH 7.4) ortaminda valide edilmistir. Dogrusallik
caligmas1 sonucunda 2.5-20.0 pg.mL™* konsantrasyon araliginda elde edilen regresyon
denklemi y = 0.0049x — 0.0031 olup, korelasyon katsayisi r> = 0.9999 olarak
belirlenmistir. Kesinlik degerlendirmesinde, 5.0, 10.0 ve 15.0 pg.mL* konsantrasyonlar
icin elde edilen bagil standart sapma (%RSD) degerlerinin %?2’nin altinda olmasi,
yontemin tekrarlanabilirligini ve gilivenilirligini gostermektedir. Yontemin dogrulugu,
sirastyla 5.0, 10.0 ve 15.0 ug.mL™? konsantrasyonlar1 igin %100.187 + 0.623, %100.113
+ 0.408 ve %100.678 = 0.208 olarak hesaplanmistir. Segicilik analizinde, bos
formiilasyonlar (NP1-Blank ve NP2-Blank) ile PBS (pH 7.4) ¢6zeltisi 200-800 nm dalga
boyu aralifinda taranmig ve 327 nm’de herhangi bir absorbans pikine rastlanmamustir.
Bu sonug, yontemin segiciligini ortaya koymaktadir. Ayrica, yontemin saptama sinir1
(LOD) 0.177 pg.mL? ve nicel tayin sinir1 (LOQ) 0.537 pg.mL? olarak belirlenmis olup,
bu degerlerin dogrusal aralikta degerlendirilen en diisiik konsantrasyonun altinda olmasi,
yontemin duyarliligini ve giivenilirligini desteklemektedir. Sonug olarak, PBS (pH)
ortaminda gelistirilen spektrofotometrik yontem, TEM’in rutin ve eszamanl kantitatif

analizinde kullanilabilecek basit, ekonomik ve giivenilir yaklagimlar sunmaktadir.(Solak
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vd., 2025) (Arimis vd., 2024)(Cevikelli vd., 2024) (Oztiirk, Giiven, vd., 2018)(Oztiirk
& Giiven, 2019)

5.2 Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu
5.2.1 Parcacik boyutu, Polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli

Bu tez ¢alismasinda hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu, polidisperspite indeksi
(PDI), zeta potansiyel ve enkapsiilasyon etkinligi sonuglar1 (% EE) Tablo 5.11.°de
sunulmustur. Partikiil boyutu, polidisperspite indeksi (PDI) ve zeta potansiyel
sonuglarmin istatiksel karsilagtirmasi ise sirasiyla Sekil 5.13., 5.14. ve 5.15.°te

gosterilmistir.

Tablo 5.11
Partikiil Boyutu (PB), Polidisperspite Indeksi (PDI), Zeta Potansiyel (ZP) ve Enkapsiilasyon Etkinligi (%
EE) Sonuglart

Kod PB, nm PDI ZP, mV EE %
(Ortalama + SS) (Ortalama + SS) (Ortalama =+ SS) (Ortalama + SS)
NP1-Blank 142.100+1.114 0.134 +£0.022 -9.787 £ 0.065 -
NP1-TEM 142.467 +£1.132 0.159 + 0.009 -9.140 £ 0.298 70.02+2.6
NP2-Blank 149.933 +1.976 0.220 + 0.008 -7.967 +0.164 -
NP2-TEM 153.867 + 3.365 0.254 + 0.006 -7.913+0.118 54.63+3.1
Sekil 5.13

Parcacik Boyutu Sonuglarimin Istatistiksel Degerlendirmesi (PS: Particle size / Parcactk boyutu, Onemli
Farklhiiklar *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 Olarak Gésterilirken, Anlamii Bir
Fark Olmadiginda p > 0,05 veya ns Olarak Gosterilir.)
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Tablo 5.11 ve Sekil 5.13’te gosterildigi gibi, NPI-Blank ve NP1-TEM
formiilasyonlarinin ortalama pargacik boyutu (PB) sirasiyla 142.100 + 1.114 nm ve
142.467 + 1.132 nm olarak elde edilmistir. NP1 grubundaki blank ve TEM yiiklii NP'ler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir ancak NP1 ve NP2
kodlu formiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artig elde edilmistir (NP1-
TEM ve NP2-TEM, p<0.001). Bu durum NP2 kodlu formiilasyonlar i¢in kullanilan ¢ift
emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma tekniginin nanogoktiirme yontemine kiyasla daha biiytik
PB ile sonuglanabilecegini diisiindiirmektedir. NP2-Blank (149.933 + 1.976 nm) ve NP2-
TEM (153.867 + 3.365 nm) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina
ragmen, TEM yiikli NP2-TEM kodlu formiilasyona bos formiilasyona gére PB'de
matematiksel bir artis gozlenmistir.(Solak vd., 2025) (Arinmis vd., 2024)Bu egilim
onceki calismalarda da bildirilmistir ve formiilasyonla ilgili birkag¢ faktorle agiklanabilir
bir durumdur(Oztiirk & Giiven, 2019) (Ekinci vd., 2022)(Oztiirk vd., 2019b)(K&miir vd.,
2025).ik olarak, aktif bilesigin / ilag¢ etkin maddesinin NP yapisina dahil edilmesi
cekirdek hacmini artirabilir ve bu da boyutta orta diizeyde bir bilyiimeye yol agabilir. ilag,
polimer matris icinde yer kaplayabilir ve bu da gdzlenen degisime katkida bulunur. Ikinci
olarak, ila¢ yiiklenmesinden sonra yiizey oOzelliklerindeki degisiklikler kolloidal
kararlilig1 etkileyebilir. Bu degisiklikler, goriiniir agregasyon olmasa bile DLS ile dl¢iilen
hidrodinamik ¢api etkileyebilir. Son olarak, c¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buharlagtirmasi gibi
tekniklerde, ilacin varlig1 emiilsifikasyon verimliligini etkileyebilir. Artan viskozite gibi
i¢ faz bilesimindeki degisiklikler, daha biiyiik parcaciklarla sonuglanabilir. Ozetle, boyut
artis1 istatistiksel olarak anlamli olmasa da literatiir bulgulariyla uyumludur ve ilag
kapsiillenmesiyle iliskili fiziksel ve yapisal degisikliklere atfedilebilir(Yusuf vd., 2023)
(Huang vd., 2018)(Shen vd., 2017).

Formiilasyonlarin kan-beyin bariyerini (KBB) gegebilme yetenegi beyin tiimorleri ve
beyinle ilgili bircok hastalikta 6nemli bir noktadir. Literatiirde 100-200 nm arasindaki
partikiil boyutuna sahip NP'lerle etkili GBM tedavisinin saglanabilecegine dair veriler
bildirilmistir(Delello Di Filippo vd., 2021)(Ramalho vd., 2018). Bu tez ¢alismasinda elde
edilen PB sonuglar1 degerlendirildiginde literatiirle uyumlu ve GMB tedavisinde

kullanilabilecek formiilasyonlar olarak kabul edilebilir.

Tablo 5.11. ve Sekil 5.14.’te sunulan Polidispersite indeksi (PDI) sonuclari, 6zellikle NP2

grubu i¢in PS dagiliminda artan heterojenlige dair net bir egilim gostermektedir. NP1
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formiilasyonlarinin PDI degerleri 0.2'nin altinda elde edilmistir (NP1-Blank: 0.134 +
0.022; NP1-TEM: 0.159 + 0.009). NP1 grubu i¢in elde edilen bu sonuglar nispeten dar
bir boyut dagilimina ve homojen partikiil popiilasyonuna isaret etmektedir. Buna karsilik,
hem NP2-Blank (0.220 + 0.008) hem de NP2-TEM (0.254 + 0.006) dnemli 6l¢iide daha
yiiksek PDI degerleri gostermistir. Bu durum ise ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma
teknigi ile daha polidispers / heterojen sistemlerin iiretebilecegini disiindiirmektedir.
NP2-Blank ve NP2-TEM arasindaki PDI degerlerindeki artis istatistiksel olarak anlamli
(p <0.05) bulunmus olup, ilag yiiklemesinin, muhtemelen ¢6ziicli giderimi sirasinda faz
ayrimi veya kararsizlik nedeniyle PB degiskenligine daha fazla katkida bulundugunu
gostermektedir. Bu, formiilasyon tekrarlanabilirligi ve Olceklenebilirligi dikkate
alindiginda 6zellikle 6nemlidir. NP formiilasyonlari i¢in 0.5'in altindaki bir PDI degeri
genellikle optimum olarak kabul edilse de 0.3"lin altindaki degerler daha monodispers bir
PB dagilimin1 gosteren optimum degerler olarak bilinmektedir. Bu tez caligmasinda
hazirlanan tim formiilasyonlar kabul edilebilir aralikta PDI degerleri sergileyerek
monodispers sistemlerin basarili bir sekilde hazirlandigini dogrulamistir. Dahasi,
nanocoktlirme teknigi ile, ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma teknigine kiyasla daha
diistik PDI degerlerine sahip NP'ler iiretilmistir ve bu daha homojen NP popiilasyonlari
iiretmedeki {istiinliigiinii gdstermektedir.(Kurban vd., 2023) (Ekinci vd., 2022)(Oztiirk
vd., 2023)

Sekil 5.14
PDI Sonuglarinin Istatistiksel Degerlendirmesi (Onemli farkliliklar *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001 Olarak Gésterilirken, Anlamli Fark Olmadiginda p > 0,05 veya ns Olarak Gésterilir.)
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Tablo 5.11 ve Sekil 5.15’te gosterilen Zeta Potansiyeli (ZP) degerleri, tim
formiilasyonlarin -7.913 ile -9.787 mV arasinda degisen negatif yiizey yiiklerine sahip
oldugunu ortaya koymaktadir. NP'lerin ZP degerlerinin negatif olmasi, suda dagilmis
PLGA polimerindeki kimyasal gruplarin toplam negatif yliklerinden kaynaklanan negatif
yiikiine atfedilebilir(EImaskaya vd., 2019).

NP1-Blank en yiiksek negatif yiike (-9.787 + 0.065 mV) sahipken, NP2-TEM en az
negatif degeri (-7.913 + 0.118 mV) gostermistir. Birkag¢ grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar gozlenmistir. NP1-Blank ve NP1-TEM i¢in p < 0.05, NP1-Blank ve
NP2-Blank i¢in p < 0.0001 ve NP1-TEM ve NP2-TEM igin p < 0.001 olarak farklar elde
edilmistir. Bu sonuglar hem hazirlama yonteminin hem de aktif bilesigin varliginin yilizey
yiikiinii etkiledigini gostermektedir. NP2 gruplarindaki daha az negatif ZP, ylizey aktif
madde adsorpsiyon farkliliklarim1i veya kapsiillemeyle iligkili ylizey yeniden
diizenlenmelerini yansitabilir. Mutlak ZP degerleri orta diizeyde olmasina ragmen, kisa
stireli calismalarda kolloidal kararlilik i¢in kabul edilebilir bir aralikta kalir; ancak, uzun
siireli depolama igin ek stabilizasyon stratejileri gerekebilir. Onceki galigmalar, -5.0 ile -
15.0 mV arasindaki ZP degerlerinin nanosistemlerde flokiilasyon esiginde kabul
edildigini, -5.0 ile -3.0 mV araligindaki degerlerin ise flokiilasyon i¢in maksimum egilimi
gosterdigini gdstermistir(Komiir vd., 2025) (Arinmis vd., 2024). Olgiilen ZP degerleri ve
kolloidal kararlilik i¢in daha 6nce belirlenmis esik degerlere dayanarak, bu caligmada
hazirlanan NP'lerin, test edilen kosullar altinda ani flokiilasyonu 6nlemek igin yeterli

ylizey ylikiine sahip, nispeten kararli bir profil sergiledigi sonucuna varilabilir.

Formiilasyonlarin ZP degerleri nispeten diisiik olsa da ¢ok kiigiik PDI degerleri
monodispers ve kararl1 nanosistemlerin basariyla elde edildigini gdstermektedir. Bu,
siirl elektrostatik itmeye ragmen, potansiyel olarak PLGA polimer matrisi tarafindan
saglanan sterik stabilizasyon nedeniyle yeterli kolloidal stabilitenin elde edildigini
gostermektedir. Ek olarak, polimerik bir tabakanin varligi kayma diizlemini kaydirmis
olabilir ve bu da NP stabilitesini tehlikeye atmadan daha diisiik 6lglilen zeta potansiyeli

ile sonuglanabilir(Chigumira vd., 2015) (Quaglia vd., 2008)(Honary & Zahir, 2013)

61



Sekil 5.15

Zeta Potansiyeli Sonuclarimin Istatistiksel Degerlendirmesi (Onemli Farkhiliklar *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ****p < 0,0001 Olarak Gésterilirken, Anlamli Fark Olmadiginda p > 0,05 veya ns Olarak
Gosterilir)
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Genel olarak, daha kii¢iik PB’e sahip nanosistemler KBB’i etkili bir sekilde gegmek igin
tercih edilmektedir. Bu tez ¢alismasinda gelistirilen NP formiilasyonlarinin KBB’i gegme
yetenegi olasidir ¢iinkii hem pasif difiizyon hem de endositoz aracili tasima
mekanizmalarin1 destekleyen nanometre boyutlarina ve yiizey yiikii 6zelliklerine sahip
NP2ler elde edilmistir. 200 nm'den kii¢iik NP'lerin adsorptif aracili ve reseptor aracili
tasima dahil olmak {izere transsitoz yollariyla KBB’yi gecebildigi bildirilmistir. Bu tez
calismast i¢cin bu durumu kanitlamak i¢in ilave calismalar gelecekte yapilabilir
niteliktedir. Formiilasyonlarda gozlemlenen negatif ZP, sistemik dolasim sirasinda
kiimelenme riskini azaltarak kolloidal stabiliteye katkida bulunabilir ve boylece beyne
verimli bir sekilde iletilmesini destekleyebilir. Bu fizikokimyasal 6zellikler toplu olarak,
gelistirilen PLGA tabanli NP sistemlerin kapsiillenmis TEM’in beyin biyoyararlanimini
artirabilecegini ve sonu¢ olarak GBM tedavisindeki terapdtik potansiyelini
iyilestirebilecegini ileri siirmektedir(Saraiva et al., 2016)(Nikandish et al., 2016)
(Lockman vd., 2004)(Wu vd., 2023)

Sonuglar bir arada ele alindiginda, nanog¢oktiirme tekniginin (NP1 grubu) ¢ift emiilsiyon
¢ozilicii buharlagtirma teknigine (NP2) kiyasla daha 1iyi yiizey yiikii 6zelliklerine sahip
daha diizglin ve daha kiiclik parcaciklar sagladigini gostermektedir. NP2'de ilag
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yiiklenmesi tizerine boyuttaki ve polidispersitedeki artis, biyoyararlanimi ve in vivo
performansi etkileyebilecek potansiyel bir formiilasyon zorlugunu ileri stirmektedir. Bu

nedenle, NP2-TEM daha iyi o6zelliklere sahip optimum bir formiilasyon olarak tercih
edilebilir.

5.2.2 Enkapsiilasyon etkinligi

Enkapstilasyon etkinligi (%EE) sonuglari, farkli teknikler kullanilarak hazirlanan iki
TEM yiiklii PLGA NP sistemi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0,05)
gostermistir (Bkz. Tablo 5.11.) Nanog¢oktiirme yontemiyle gelistirilen NP1-TEM kodlu
formiilasyonu, %70.02 £+ 2.6'lik istiin bir % EE sergilemisken, ¢ift emiilsiyon ¢6ziicii
buharlastirma teknigi kullanilarak hazirlanan NP2-TEM kodlu formiilasyon %54.63 + 3.1
oraninda nispeten daha diisiik bir % EE sergilemistir. Bu dikkate deger farklilik hem
TEM'in fizikokimyasal 6zelliklerine hem de ilgili formiilasyon tekniklerinin temel
ozelliklerine dayanarak agiklanabilmektedir. Nano¢dktiirme, bir ilag-polimer ¢ozeltisinin
organik bir ¢oziiclide sulu bir faza hizla difiizyonunu igerir ve bu da aninda ¢okelmeye ve
NP olusumuna yol acar. TEM'in kismi hidrofobisite sergiledigi ve bir dizi organik
¢oziiclide (6rn. DMF, etanol, aseton) ¢oziinebildigi goz dniine alindiginda, bu ortam ilacin
polimerik matrise minimum kayipla etkili bir sekilde dahil edilmesini kolaylastirir. Bu
islem sirasinda suyla nispeten kisa temas siiresi, ilacin hidrolitik bozunmasini1 en aza
indirir; bu, bilinen pH'a bagh kararsizlig1 nedeniyle TEM i¢in 6zellikle kritiktir. Dahasi,
hizli ¢okme kinetigi, ilacin sulu ortama difiize olmadan Once daha iyi molekiiler
hapsetmeye izin verebilir ve bdylece yiikleme verimliligini artirabilir. Tersine, cift
emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma teknigi, TEM'in sulu bir i¢ fazda (genellikle PBS, pH
7,4) ¢oziinmesini gerektirir; bu ¢ézelti daha sonra polimerde ¢6zlinmiis bir organik faza
ve ardindan harici bir sulu faz ile emiilsifiye edilir. Bu ¢ok adimli siireg, polimer
katilagmasindan once ilacin dis sulu ortama yayilma olasiligini artirir. Ayrica TEM'in
fizyolojik pH'ta sulu bir ortama uzun siire maruz kalmasi, bozunma riskini énemli 6l¢iide
artirir ve formiilasyon siireci sirasinda hem fiziksel hem de kimyasal kayba yol acar. Bu
mekanik faktdrler muhtemelen NP2-TEM formiilasyonunda gozlemlenen daha diistik %
EE’e neden olmus olabilir. (Salatin vd., 2017) (Bovone vd., 2022)(Hou vd.,
2019)(Rodriguez de Anda vd., 2019)(Krajcer vd., 2023)(Iturrioz-Rodriguez vd., 2023)

NP1-TEM i¢in %70.02 ve NP2-TEM i¢in %54.63 olarak elde edilen % EE, oral ilag salim
sistemleri i¢in kabul edilebilir araliktadir (Komiir vd., 2025)(Panyam vd., 2004)(Martin-
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Banderas vd., 2012). NP1-TEM igin elde edilen daha yiikksek % EE, o6zellikle doz
acisindan kritik kemoterapotik rejimlerde oral uygulamaya uygunlugunu desteklerken,
NP2-TEM i¢in orta diizeyde elde edilen % EE, yeterli ilag yiiklemesi ve terapotik

tutarlilig1 saglamak i¢in daha fazla formiilasyon optimizasyonu gerektirebilir.
5.2.3 In vitro salim

In vitro salim ¢alismalarinin sonuglar1 Tablo 5.12.’de sunulmustur. Sekil 5.16. ve Sekil
5.17'de ise sirasiyla 72 saatlik ve 24 saatlik kiimiilatif salim grafikleri gosterilmistir.
TEM'in iki NP formiilasyonu arasinda belirgin sekilde farkli bir salim profili ortaya
koymustur. Nanog¢oktiirme yontemi ile hazirlanan NP1-TEM kodlu formiilasyon,
baslangigta hizli bir salim (~1 saatte %30.6) ve ardindan 72 saatte ~%90.9 kiimiilatif
salim oranina kadar uzanan siirekli bir salim sergilemistir. Bu hizli salimi takip eden daha
yavas salim fazi ile iki fazli bir salim deseni sergilemistir. Bu salim davranisi, partikiil
ylizeyine yakin veya lizerinde bulunan ila¢ molekiillerinin hizla salindigi, polimer matris
icinde hapsolanlarin ise zamanla difiizyon kontrolli salima ugradigi nanog¢oktiirme
sistemlerinin 6zellikleriyle tutarlidir. Buna karsilik, ¢ift emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma
teknigi kullanilarak gelistirilen NP2-TEM formiilasyonu, daha kademeli ve kontrollii bir
salim profili sergilemistir. Baslangigta gzlenen hizli salim 6nemli 6l¢iide daha diistiktiir
(~1 saatte %14.9) ve kiimiilatif salim 72 saatte ~%86.6 oranina ulagsmistir. Nanog¢oktiirme
teknigine kiyasla bu fark bu fark muhtemelen TEM'in PLGA c¢ekirdegine daha derin
gomiildiigii ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma tekniginde kullanilan i¢ sulu fazdan
kaynaklandig: diistiniilebilir. Sonug olarak bu durum ilag etkin maddesinin daha belirgin
bir difiizyon bariyeri ile karsilagtigi ve bu da daha yavas salima yol agtigi seklinde
yorumlanabilir.(Jain vd., 2014) (Lee, 2017)(Fang vd., 2015)(Ling vd., 2012)(Nordling-
David vd., 2017).

Her iki NP sisteminden salim, ayni test kosullar1 altinda analiz edilen serbest TEM'e (~1
saatte %95.8) kiyasla 6nemli 6l¢lide daha uzundur ve bu durum PLGA NP sistemlerinin
etkin madde i¢in koruyucu ve diizenleyici roliinii vurgulamaktadir. NP1-TEM'de
gozlemlenen daha hizli salim, baglangigtaki tiimor kiiciiltme veya indiiksiyon rejimleri
gibi hizli terapdtik maruziyetin istendigi durumlarda faydali olabilir. Ote yandan, NP2-
TEM'in kontrollii ve siirdiiriilebilir profili, terapdtik plazma konsantrasyonlarini uzun
siireler boyunca korumak i¢in daha uygun olabilir, boylece dozlama sikligin1 en aza

indirebilir ve potansiyel olarak hasta uyumunu iyilestirebilir. Bu farkliliklar, NP
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sistemleri tasarlanirken elde edilecek salim oranlarinin klinik hedeflerle uyumlu hale
getirilmesinin 6nemini vurgular.(G. Ke vd., 2025) (Lap & Groningen, t.y.)(Ananta vd.,
2016) (Erthal vd., 2023).
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Tablo 5.12

In Vitro Salim Sonuglari

Saat TEM NP1-TEM NP2-TEM
(Ortalama + SS) (Ortalama £ SS) (Ortalama + SS)
1 95.8+1.2 30.6+2.3 149+19
2 99.1+0.9 352+3.2 17.6 £2.6
3 99.1+0.9 40.3+1.8 23.1+£25
4 99.1+£0.9 444 +£3.5 289+1.4
5 99.1+£0.9 499+33 36.4+£3.2
6 99.1+£0.9 56.3+2.7 445+22
7 99.1+£0.9 65.6+1.9 509+1.2
9 99.1+£0.9 71.3+£2.6 56.7+3.3
12 99.1+£0.9 743+24 61.3+23
24 99.1+£0.9 849+23 779+2.9
48 99.1+0.9 87.6+1.2 79.8+2.8
72 99.1+0.9 90.9+33 86.6 2.1
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Sekil 5.16
Temozolomid, NP1-TEM ve NP2-TEM Icin 72 Saatlik Kiimiilatif Salim Grafigi

-~TEM -0-NP1-TEM -o-NP2-TEM
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30 36 42
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Sekil 5.17
Temozolomid, NP1-TEM ve NP2-TEM Icin 24 Saatlik Kiimiilatif Salim Grafigi

-=-TEM -0O-NP1-TEM -0-NP2-TEM

100

(o]
(e ]
L]
Lo}
Lo
(e}

Kiimiilatif Salim (%)

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Zaman (saat)
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5.2.4 Salim Kinetigi

Gelistirilen NP formiilasyonlarindan ila¢ salim mekanizmalarini daha iyi anlamak icin
DDSolver programi kullanilarak Korsmeyer-Peppas, Higuchi ve Weibull dahil olmak
tizere ¢esitli kinetik modellere uygunlugu belirlemek i¢in in vitro salim verileri
kullanilmistir. Salim  kinetigi sonuglar1 Tablo 5.13.’te sunulmustur. DDSolver
programindan elde edilen NP1-TEM kodlu formiilasyon i¢in Korsmeyer-Peppas modeli
grafigi, NP2-TEM kodlu formiilasyon i¢in Korsmeyer-Peppas modeli grafigi, NP1-TEM
kodlu formiilasyon i¢in Higuchi modeli grafigi, NP2-TEM kodlu formiilasyon ig¢in
Higuchi modeli grafigi, NP1-TEM kodlu formiilasyon i¢in Wiebull modeli grafigi ve
NP2-TEM kodlu formiilasyon i¢in Wiebull modeli grafigi sirasiyla Sekil 5.18., Sekil
5.19., Sekil 5.20., Sekil 5.21., Sekil 5.22. ve Sekil 5.23.’te sunulmustur.

Tablo 5.13

Salim Kinetigi Calismast Sonuglari

Model ve denklem

. . Weibull
Korsmeyer-Peppas Higuchi F=100 - {1-Exp[-((t-
Parametre F=kgp +t" F=kn~ (t)*5 Tiy)a]}
NP1- NP2-
TEM TEM NP1-TEM NP2-TEM NP1-TEM NP2-TEM
N_observed 7.000 9.000 11.000 11.000 13.000 13.000
DF 5.000 7.000 10.000 10.000 10.000 10.000
R_obs-pre 0.994 0.990 0.964 0.980 0.986 0.983
Rsqr (R?) 0.989 0.977 0.884 0.959 0.972 0.965
Rsqr_adj 0.987 0.973 0.884 0.959 0.966 0.958
(R adjusted)

MSE 4.516 9.088 66.760 22.251 23.443 31.030
MSE_root 2.125 3.015 8.171 4717 4.842 5.570
Weighting 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

SS 22.578 63.615 667.601 222.507 234.427 310.304

WSS 22.578 63.615 667.601 222.507 234.427 310.304

AIC 25.819 41.376 73.541 61.455 76.943 80.588

MSC 2.822 2.904 1.398 2.704 2.634 2.651

kKP 29.151 12.598 - - - -

n 0.331 0.668 - - - -
kH - - 21.222 16.805 - -

a - - - - 2.544 5.293
B - - - - 0.450 0.594
Ti - - - - 0.400 0.400
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Sekil 5.18

NP1-TEM Kodlu Formiilasyon I¢in Korsmeyer-Peppas Modeli Grafigi. *Observed: Elde Edilen Salim
Profili, Predicted: Beklenen Salum Profili

-#--Observed ——Predicted

Sekil 5.19

NP2-TEM Kodlu Formiilasyon I¢in Korsmeyer-Peppas Modeli Grafigi. *Observed: Elde Edilen Salim
Profili, Predicted: Beklenen Salim Profili

-#--Observed ——Predicted
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Sekil 5.20

NP1-TEM Kodlu Formiilasyon I¢cin Higuchi Modeli Grafigi. *Observed: Elde Edilen Salim Profili,
Predicted: Beklenen Salun Profili

-{+-Observed ——Predicted

Sekil 5.21

NP2-TEM Kodlu Formiilasyon I¢cin Higuchi Modeli Grafigi. *Observed: Elde Edilen Salim Profili,
Predicted: Beklenen Salum Profili

-{-Observed ——Predicted
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Sekil 5.22

NP1-TEM Kodlu Formiilasyon I¢in Wiebull Modeli Grafigi. *Observed: Elde Edilen Salum Profili,
Predicted: Beklenen Salun Profili

-<--Observed ——Predicted

Sekil 5.23

NP2-TEM Kodlu Formiilasyon I¢in Wiebull Modeli Grafigi. *Observed: Elde Edilen Salum Profili,
Predicted: Beklenen Salum Profili

-<--Observed ——Predicted

Test edilen modeller arasinda, Korsmeyer-Peppas modeli hem NP1-TEM hem de NP2-
TEM i¢in en iyi uyumu sagladigi sdylenebilir. Bu durum en yiiksek korelasyon katsayisi
(NP1-TEM igin R? = 0.989 ve NP2-TEM igin 0.977) ve en disiik AIC ve WSS
degerleriyle elde edilmistir. NP1-TEM igin n degeri 0.331 olarak hesaplanmis ve bu deger
ile NP1-TEM kodlu NP formiilasyonundan TEM saliminin fickian difiizyon kontrollii
salima isaret ettigi seklinde yorumlanabilir. NP2-TEM i¢in daha yiiksek bir n degeri olan
0.668 elde edilmis ve NP2-TEM i¢in bu deger shem difiizyonun hem de polimer

gevsemesinin salim siirecine katkida bulundugu Fickian olmayan (anormal) bir salim
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mekanizmasinina sahip oldugu seklinde yorumlanabilir. Bu sonug, NP1-TEM'in belirgin
hizli salim1 takiben siirekli bir salim gosterdigi, NP2-TEM'in ise daha kontrollii ve
kademeli bir profil sergiledigi gbzlenen salnim profilleriyle uyumludur(lsmailovi vd.,

2024). Metin girmek i¢in buraya tiklayin veya dokunun.

Higuchi modeli NP2-TEM i¢in giiclii bir dogrusal korelasyon gostermistir (R? = 0.959).
Bu durum sistemden ilag¢ saliminin agirlikli olarak hidrate olmus polimer matrisi boyunca
difiizyonla yonetildigini diisiindiirmektedir. Buna karsilik, Higuchi modeli NP1-TEM
i¢cin nispeten zayif bir korelasyon gostermistir (R? = 0.884). Bu duru muhtemelen
diflizyonla simirlt bir sistemin varsayimlarindan sapan ilk saatlerdeki hizli salim

davraniginin etkisinden kaynaklanmaktadir (Polat vd., 2025)

Karmasgik salim mekanizmalarin1 tanimlamadaki esnekligiyle bilinen Weibull modeli de
her iki formiilasyon i¢in makul derecede iyi bir uyum gostermistir (NP1-TEM igin R? =
0.966 ve NP2-TEM i¢in 0.958). Sekil parametresi £ her iki durumda da 1'den kiiciik elde
edilmistir (NP1-TEM igin B = 0.450 ve NP2-TEM ig¢in B = 0.594). Bu durum difiizyon
kontrollii bir mekanizma ile tutarli parabolik salim kinetigini katilar niteliktedir; ancak
Korsmeyer-Peppas modeline kiyasla biraz daha yiikksek AIC ve daha diisik MSC
degerleri daha az optimum bir uyum olarakda yorumlanabilir(Oztiirk, Naml1, vd., 2020)

Tiim bu kinetik bulgular birlikte degerlendirildiginde, NP1-TEM formiilasyonundan
TEM saliminin biiyiik olgiide fickian diflizyon ile gerceklestigi ve ilacin dnemli bir
kisminin ylizeye adsorbe halde bulundugu, buna karsilik NP2-TEM formiilasyonunun
daha c¢ok matris yapisina entegre, kontrollii ve uzamis bir salim profili sergiledigi
anlagilmaktadir. Elde edilen veriler, uygulanan formiilasyon yonteminin salim kinetigi
tizerinde belirleyici bir rol oynadigini ve bu kinetik 6zelliklerin terapotik hedeflere gore
(6rnegin hizli ilag salimi gerektiren durumlar ya da uzun siireli plazma diizeyi saglanmasi
istenen tedaviler i¢in) 6zellestirilebilecegini bir kez daha ortaya koymaktadir (Zuo vd.,
2014)(H. Zhang & Gao, 2006).

Iki NP formiilasyonu arasindaki benzerlik analizi sonuglar1 Tablo 5.14.’te sunulmustur.
Benzerlik analizi i¢gin DDSolver programinin model bagimsiz benzerlik faktorii (f2) analiz
yontemi kullanilarak yiiriitilmistir. NP1-TEM ve NP2-TEM arasinda gozlenen f:
degeri, iki ¢dzlinme profili arasindaki benzerligi gostermeyen 50 olan kritik esik degerin
altinda kalan 44.52 olarak hesaplanmistir. Genel olarak olarak, bu veriler NP1-TEM ve

NP2-TEM ig¢in ila¢g salim davranisinin 6nemli dl¢iide farkli oldugunu gostermektedir ve
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bu da formiilasyon tekniginin salim kinetigini diizenlemede 6nemli bir rol oynadigi

sonucunu daha da desteklemektedir.(Jamil & Polli, 2024)

Tablo 5.14
NP1-TEM ve NP2-TEM Formiilasyonlar: Arasinda Benzerlik Faktorii (f2) Analizi Sonuglar:

Istatistiksel Parametreler Degerler
f2 44,520
Bootstrap sayisi 5000.000
Bootstrap ortalamasi 44,520
Bootstrap Medyani 44,520
5% yiizdelik 44,520
95% yiizdelik 44,520
Skewness 1.000
Kurtosis -2.001
%5'lik yiizdelik dilim ;i 50 Hay1r
NP1-TEM ve NP2-TEM'in benzerligi Benzer degildir.

5.3 Kat1 Hal Karakterizasyonu
5.3.1 Termal analiz

TEM, PLGA, NP1-Blank, NP1-TEM, NP2-Blank ve NP2-TEM kodlu 6rneklerin DSC
termogramlari sirastyla Sekil 5.24.; Sekil 5.25., Sekil 5.26., Sekil 5.27., Sekil 5.28. ve
Sekil 5.29°da sunulmustur.

Sekil 5.24

Temozolomid /¢in DSC Termogrami

DSC
mW
60.00:
50.00-
40.00F
30.00¢ Peak 203.08C
onset 194.58C
Endset 202.51C
20.00¢ Heat 1794
Height 46.24mW
10.00¢
-0.00%
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Temp [C]
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Sekil 5.25
PLGA I¢in DSC Termogrami

DsC
mwW
25.00;
20.00
15.00
Peak 44.88C
Onset 42.20C
10.00; Endset 47.48C
Heat -5.51mJ
5.00 Height -0.22mwW
0.00; —
-5.00
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Temp [C]
Sekil 5.26
NP1-Blank I¢in DSC Termogrami
DSC
mwW
240.00-
200.00-
160.00F
Peak 52.39C
120.00¢ Onset 46.29C
80.00C Endset 56.75C
Heat -260.29mJ
40.00F Height -4.79mW
0.00- e
-40.00-
-80.00-
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Temp [C]
Sekil 5.27
NP1-TEM I¢in DSC Termogrami
DsC
mwW
25.00-
20.00-
15.00-
10.00- Peak 52.75C
Onset 49.36C
Endset 53.96C
SO0 eat 7.25mJ
Height -0.26mW
0.00-
O
-5.00-
25.00 50.00 75.00 100.00 125.00 150.00 175.00 200.00 225.00 250.00 275.00 300.00

Temp [C]
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Sekil 5.28
NP2-Blank I¢in DSC Termogrami

DsC
mwW
120.00
100.00-
80.00
60.00-
Peak §1.36C
40.00- onset 47.22C
Endset 55.91C
20.00 Heat -99.93mJ
Height -1.97mwW
0.00F T
-20.00
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Temp [C]
Sekil 5.29

NP2-TEM I¢in DSC Termogrami

DSC

mW

25.00-

20.00-

15.00-

10.00-  peak 52.40C
Onset 49.51C

sog.  Endset 52.76C
Heat -3.02mJ
Helight 0.14mw

0.00- -~

-5.00-

Saf TEM i¢in elde edilen DSC termogrami (Sekil 5.24.) incelendiginde erime noktasina

karsilik gelen 203.08°C'de keskin bir endotermik tepe gozlenmistir ve bu durum literatiire

25.00 50.00 75.00 100.00 125.00 150.00 175.00 200.00 225.00 250.00 275.00 300.00
Temp [C]

gore TEM’in kristalin yapisin1 dogrulanmistir.(H. Zhang & Gao, 2006)

Buna karsilik, PLGA (Sekil 5.25), amorf bir polimerden beklendigi gibi, yaklasik
44 .88°C'lik bir cams1 gegis sicakligi (Tg) gostermis ve amorf yapist kanitlanmigtir.(H.

Zhang & Gao, 2006)

NP1-Blank (Sekil 5.26.) ve NP2-Blank (Sekil 5.28) i¢in elde edilen termogramlarda
strastyla 52.39°C ve 59.36°C'de erime pikleri olmadan Tg’de gegis gostermistir ve bu

durum NP olusumundan sonra PLGA'nin amorf dogasinin korundugu seklinde
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yorumlanabilir. TEM yiiklii NP1-TEM (Sekil 5.27.) ve NP2-TEM (Sekil 5.29) kodlu
formiilasyonlarin DSC termogramlari incelendiginde bos NP’ benzer termogramlar elde
edilmistir. En 6nemli nokta TEM'in karakteristik erime piki hem NP1-TEM hem de NP2-
TEM kodlu formiilasyonlarin termogramlarinda gézlenmemis oldugudur. Bu durué ilacin
polimer matris i¢cinde amorf veya molekiiler olarak dagilmis bir durumda bulundugunu
seklinde  yorumlanabilir ~ Ayrica, termogramlarda gozlenen Tg  degerleri
degerlendirildiginde TEM vyiiklii formiilasyonlarda, 6zellikle NPI-TEM kodlu
formiilasyonda Tg degerinin hafifce arttig1 belirlenmistir. Bu durum ise literatiir bulgulari
1s1ginda  Nanogoktiirme teknigine dayali formiilasyonda daha giiglii ilag-polimer
etkilesimini ve gelismis karisabilirligi gostergesi olarak yorumlanabilir.(Sharma vd.,
2015)

5.3.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi analizi

TEM, PLGA, NP1-Blank, NP1-TEM, NP2-Blank ve NP2-TEM kodlu 6rneklerin FTIR
spektrumlar sirasiyla Sekil 5.30., Sekil 5.31., Sekil 5.32., Sekil 5.33., Sekil 5.34. ve Sekil

5.35’te sunulmustur.

Sekil 5.30
Temozolomid /¢in FTIR Spektrumu
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Sekil 5.31

PLGA I¢in FTIR Spektrumu
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Sekil 5.32

NP1-Blank I¢cin FTIR Spektrumu
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Sekil 5.33
NP1-TEM J¢in FTIR Spektrumu
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Sekil 5.34
NP2-Blank I¢cin FTIR Spektrumu
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Sekil 5.35
NP2-TEM I¢in FTIR Spektrumu
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Saf TEM i¢in elde edilen FTIR spektrumunda (Sekil 5.30.), 1587.42 cm "deki pikler
v(C=0)'ya (amid karbonil) atfedilirken, 1456.6 cm™ ve 1303.8 cm''deki pikler aromatik
ve heterosiklik halkalarin 6(C—N) ve v(C—C) gerilme titresimlerine atfedilebilir. Ek
olarak, 812.03, 734.88 ve 657.73 cm ""de gozlenen bantlar, y(C—H) diizlem dis1 biikiilme
modlarinin gostergesi olup, aromatik bir sistemin varligin1 dogrulamaktadir. Bu bulgular,
TEM i¢in daha 6nce bildirilen FTIR verileriyle biiyiik 6lg¢iide uyumludur (Ahmad &
Ahmad, 2015)

PLGA i¢in elde edilen FTIR spektrumunda (Sekil 5.31.), v(C=0) (ester karbonil) ile
iligkili 1749.44 cm™ seviyesinde keskin ve yogun bir pik ve v(C-O-C) gerilme
titresimleriyle iligkili 1091.71 cm™ bolgesindeki bantlarla karakteristik ester islevselligi
sergilemistir. 2989.66 cm™! ve 2954.95 cm "'deki pikler, polimer yapisinin v(CHs) ve
v(CHz2) gerilmesi ile iliskilidir (Kumar Sahdev vd., 2025)

NP1-Blank i¢in elde edilen FTIR spektrumunda (Sekil 5.32.) PLGA'nin spektrumuna
oldukga benzerlik elde edilmis ve PLGA polimerine ait 1755.22 cm"deki baskin v(C=0)
bant ve giiglii v(C—O-C) piklerini korunmustur. Benzer sekilde, NP2-Blank igin elde
edilen FTIR spektrumu (Sekil 5.34.) PLGA ile neredeyse ayn1 spektrumu gdstermistir.

NP1-TEM i¢in elde edilen FTIR spektrumu (Sekil 5.33.), 3495.01 cm ""de merkezlenen
daha genis bir v(N-H) band1 ve 1755.22 cm'de kaymis bir v(C=0O) tepe noktasi

gostermistir ve bu durum TEM’in amid grubu ile PLGA matrisi arasinda olas1 bir hidrojen
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bag1 oldugunu diisiindiirmiistiir. NP2-TEM ig¢in elde edilen FTIR spektrumu (Sekil 5.35.),
3437.15 cm™de zayif bir v(N-H) bandi sergilemistir. NP2-TEM icin elde edilen
spektrum NP1-TEM igin elde edilen spektrum ile karsilastirildiginda, NP2-TEM’deki
degisikliklerin daha az belirgin oldupu ve bu durumun ¢ift emiilsiyon ¢0ziicii
buharlastirma teknigiyle hazirlanan NP formiilasyonun TEM ile PLGA arasinda nispeten
daha zay1f bir etkilesim oldugunu diisindiirmiistiir. Tiim sonuglar birlikte ele alindiginda,
FTIR verileri TEM'in hem NP1 hem de NP2 sistemlerine basarili bir sekilde dahil
edildigini, NP1-TEM formiilasyonunda daha belirgin spektral kaymalar ve etkilesimlerin
gozlemlendigini gostermektedir. Bu durum muhtemelen nanog¢oktiirme tekniginin
sagladig elverigli dagilim ve molekiiler etkilesim profilinden kaynaklandig: seklinde
yorumlanabilir (Rahdari vd., 2025)(Huang vd., 2018)(Oztiirk & Aygiil, 2020)

5.4 Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Biyolojik Aktivite Calismalar:

5.4.1 Temozolomid yiiklii nanopartikiillerin U-87 MG ve NIH/3T3 hiicre canlihg:

iizerindeki etkileri

TEM, NP1-Blank, NP1-TEM, NP2-Blank ve NP2-TEM i¢in U-87 MG glioblastoma
hiicre hatt1 tizerindeki hiicre canlilig1 grafikleri sirasiyla Sekil 5.36., Sekil 5.37., Sekil
5.38., Sekil 5.39. ve Sekil 5.40.’ta sunulmustur. Ilgili sekillerde canlilik, 24 ve 48 saatlik
tedaviden sonra degerlendirilmis ve sonuglar, ii¢ bagimsiz deneyin (her tedavi grubu i¢in
n=4) ortalamasi + SS olarak sunulmustur. Anlamli farkliliklar *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001, ****p < 0.0001 olarak gosterilmigken, anlamli bir fark yok ise p > 0.05

veya ns olarak gosterilmistir.

NP'lerin U-87 MG glioblastoma hiicre hatt1 {izerindeki kanser karsit1 etkilerinin
degerlendirilmesi igin MTT testi kullanilmistir. Es zamanli olarak, 6rneklerin ayrica
NIH/3T3 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkileride degerlendirilmistir. TEM ve NP
formiilasyonlarinin kanser hiicreleri lizerinde antikanser ajan olarak terapétik etkinligini
gosteren secicilik indeksi (SI), her iki testin ICsg sonuglar1 karsilastirilarak hesaplanmaistir.
NP1-TEM, NP2-TEM, TEM, NP1-Blank ve NP2-Blank'm 400, 100, 10 ve 1 pg.mL™*
konsantrasyonlarindaki sonuglarina gore, U-87 MG hiicre canlilign 24 saatte su
yiizdelerde azalmistir: 80.66, 68.65, 40.59 ve 27.87; 68.41, 46.95, 26.90 ve 17.19; 59.23,
38.03, 7.64 ve 10.98; 32.64, 27.97, 14.88 ve 8.89; 14.59, 9.72, 9.42 ve 3.54. Benzer
sekilde, 48 saatte elde edilen azalmalar sirasiyla %88.95, %92.3, %55.68 ve %41.09;
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%83.18, %70.84, %49.28 ve %27.81; %75.21, %44.71, %12.31 ve %22.27; %42.43,
%29.49, %18.32 ve %16.8; %18.93, %18.99, %18.79 ve %5.98 olarak elde edilmistir.

Sekil 5.36

Temozolomid I¢in U-87 MG Glioblastoma Hiicre Hatti Uzerindeki Hiicre Canliligi Grafigi

Hl 24 saat
1507 B3 48 saat
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S 100-
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Sekil 5.37

NP1-Blank I¢in U-87 MG Glioblastoma Hiicre Hatti Uzerindeki Hiicre Canlilig1 Grafigi

Hl 24 saat
B3 48 saat

150+

100+

50+

Hiicre Canhihgi %

NP1-Blank (mg/ml)
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Sekil 5.38

NP1-TEM I¢in U-87 MG Glioblastoma Hiicre Hatti Uzerindeki Hiicre Canliligi Grafigi
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Sekil 5.39

NP2-Blank I¢in U-87 MG Glioblastoma Hiicre Hatti Uzerindeki Hiicre Canliligi Grafigi

El 24 saat
B3 48 saat
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Hiicre Canliigi %
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Sekil 5.40
NP2-TEM I¢in U-87 MG Glioblastoma Hiicre Hatti Uzerindeki Hiicre Canliligi Grafigi

Hl 24 saat

1507 B8 48 saat

100+

50+

Hiicre Canhlhigi %

NP2-TEM (mg/ml)

TEM, NP1-Blank, NP1-TEM, NP2-Blank ve NP2-TEM i¢in NIH/3T3 hiicre hatti
tizerindeki hiicre canliligi grafikleri sirasiyla Sekil 5.41., Sekil 5.42., Sekil 5.43., Sekil
5.44. ve Sekil 5.45.’te sunulmustur. ilgili sekillerde canlilik, 24 ve 48 saatlik tedaviden
sonra degerlendirilmis ve sonuglar, {ic bagimsiz deneyin (her tedavi grubu icin n=4)
ortalamasi + SS olarak sunulmustur. Anlaml farkliliklar *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001, ****p < 0.0001 olarak gosterilmisken, anlamli bir fark yok ise p > 0.05 veya ns

olarak gosterilmistir.

24 saatlik sonuglarda, 400, 100, 10 ve 1 pg.mL™? konsantrasyonlarindaki NP1-TEM ve
NP2-TEM, NIH/3T3 hiicre canliliginda sirastyla %79,98, %65,66, %28,07 ve %21,13;
72.96, 48.01, 18.99 ve 23.93% oraninda azalmalara neden oldugu belirlenmistir. Benzer
sekilde, 48 saatte %88.13, %93.70, %40.72 ve %46.15; %79.90, %74.32, %39.51 ve
%33.31 oraninda azalmalar tespit edilmistir. 400 ve 100 pg.mL™* TEM konsantrasyonlar1
24 saatte hiicre canlilifinda 9%52.5 ve %20.74 oraninda azalmaya neden olurken, 10 ve 1
ng.mL? sirasiyla %8.65 ve %34.03 oraninda artisa neden olmustur. 48 saatte 400, 100,
10 ve 1 pg.mL? TEM konsantrasyonlar1 hiicre canlihgini sirasiyla %74.19, %44.15,
%19.5 ve %12.48 oraninda azaltmustir. 24 saatte NP1-Blank ve NP2-Blank, 400 ve 100
ng. mL* konsantrasyonlarinda sirastyla %29.6 ve %6.84 ve %0.56 ve %2.11 azalmalara
neden olurken, 10 ve 1 nug. mL*? strastyla %15.17, %18.28; %6.2 ve %2.16 oraninda
artislara neden olmustur. 48 saatte, 400, 100, 10 ve 1 pg. mL™* konsantrasyondaki NP1-
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Blank ve NP2-Blank sirasiyla %41.97, %33.65, %10.57 ve %2.04; %26.35, %19.15,
%7.81 ve %3.17 oraninda azalmaya neden olmustur.

Sekil 5.41

Temozolomid Z¢in NIH/3T3 Hiicre Hatti Uzerindeki Hiicre Canliligt Grafigi

El 24 saat
1507 - B3 48 saat
2
3 100
<
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o 501
E=]
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TEM (mg/ml)
Sekil 5.42

NP1-Blank I¢in NIH/3T3 Hiicre Hatti Uzerindeki Hiicre Canliligi Grafigi

El 24 saat
B3 48 saat

150+

100+

Hiicre Canlihgi %

NP1-Blank (mg/ml)
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Sekil 5.43
NP1-TEM I¢in NIH/3T3 Hiicre Hatti Uzerindeki Hiicre Canliligi Grafigi

Hl 24 saat
1507 B3 48 saat
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B 100-
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NP1-TEM (mg/mi)
Sekil 5.44

NP2-Blank I¢in NIH/3T3 Hiicre Hatti Uzerindeki Hiicre Canliligi Grafigi

I I
o o
N S

NP2-Blank (gg/ml)

Hl 24 saat
1501 B3 48 saat

100+

Hiicre Canlihgi %
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Sekil 5.45
NP2-TEM I¢in NIH/3T3 Hiicre Hatti Uzerindeki Hiicre Canliligi Grafigi

El 24 saat
B8 48 saat

150

100

Hiicre Canhligi %

[3.]
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o o ik
-

H

el ] | 3
___
] |

NP2-TEM (mg/ml)

Hiicre canliligi verilerinden elde edilen TEM, NP1-TEM, NP2-TEM, NP1-Blank ve NP2-
Blank icin ICsp ve segicilik indeksi (SI) degerleri Tablo 5.15.’te sunulmustur. U-87 MG
hiicrelerinde NP1-TEM, NP2-TEM ve TEM igin ICs degerleri 24 saatte 139.51, 243.04
ve 294.43 pg.mL? ve 48 saatte 186.36, 224.29 ve 367.76 ug.mL? olarak elde edilmistir.
NIH/3T3 hiicrelerinde NPI-TEM, NP2-TEM ve TEM i¢in ICso degerleri 24 saatte
186.36, 224.29 ve 367.76 ng.mL* ve 48 saatte 63.25, 128.78 ve 235.87 pg.mL™* olarak
elde edilmistir. NP1-Blank ve NP2-Blank, hem U-87 MG hem de NIH/3T3 hiicrelerinde
24 ve 48. saatlerde 400 pg.mL i asan ICso degerleri sergilemistir.

Tablo 5.15
Hiicre Canliligi Verilerinden Elde Edilen TEM ve Fomiilasyonlar I¢in |Cso ve S| Degerleri

U-87 MG NIH/3T3 Secicilik indeksi
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
TEM 294.43 187.74 367.76 235.88 1.25 1.26
NP1-TEM 139.51 21.85 186.36 63.25 1.34 2.89
NP2-TEM 243.04 107.00 224.29 128.78 0.92 1.20
NP1-Blank > 400 > 400 > 400 > 400 - -
NP2-Blank > 400 > 400 > 400 > 400

Tiim veriler toplu olarak degerlendirildiginde, NP1-TEM'in hem 24 hem de 48 saatte
TEM'e kiyasla daha diisiik bir ICso degerine sahip oldugu ve segiciliginin 6zellikle 48
saatte 2.89 kat daha yiiksek oldugunu belirlenmistir. Daha diisiik ICso degeri, NP1-
TEM'in U-87 MG hiicrelerinin biiylimesini engellemede potansiyel olarak daha yiiksek

bir etkinlige sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, 48 saatte artan segicilik, potansiyel
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terapotik avantajida vurgulamaktadir. Bu veriler, bilesigin kanserli olmayan hiicreler
tizerindeki etkiyi en aza indirirken belirli hiicreleri hedefleme kapasitesine dair ongoriiler

sunmaktadir ve bu durum antikanser ajanlarinin gelistirilmesinde 6nemli bir husustur.
5.4.2 Nanopartikiillerin ROS olusumu iizerindeki etkileri

Inflamasyonlu bir ortamda, antimikrobiyal ve tiimér 6ldiiriicii ROS'un yogun olusumuna
"oksidatif patlama" denir ve cevresel patojenlere karsi birincil savunma hatt1 olarak

onemli bir rol oynar (Droge, 2002)

Son zamanlarda, ROS'un yiikselmesi ve/veya antioksidan mekanizmalarin inhibisyonu
yoluyla oksidatif stresi tetikleyen antikanser tedavilerine 6nemli bir ilgi duyulmaktadir.
Birikmis ROS'un artis1, redoks homeostazini bozarak kanser hiicrelerinde ciddi hasara

yol acbilmektedir.(Kim vd., 2019)

ROS iiretimi sonuglart TEM, NP1-TEM ve NP2-TEM ig¢in sirasiyla Sekil 5.46., Sekil
5.47. ve Sekil 5.48.’de sunulmustur. Sonuglara géore TEM, NP1-TEM ve NP2-TEM tiim
test edilen konsantrasyonlarda ROS iiretimini artirdigi belirlenmistir. TEM, 100 ve 400
ng.mL? konsantrasyonda daha énemli artislara yol agarken, NP1-TEM ve NP2-TEM 10,
100 ve 400 pg.mL? konsantrasyonlarda ROS iiretimini indiiklemistir. Daha diisiik
konsantrasyonlarda NP'ler tarafindan daha yiliksek oranda ROS iiretimi, kanser
hiicrelerine zarar vermede bir avantaj saglayabilir. Ek olarak, bilesiklerin U87-MG
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine benzer bir profille ROS olusumunu indiikledigi

gdzlemlenmistir

Sekil 5.46
TEM ile Uyarilan U87-MG Hiicrelerinde ROS Uretimi

151
m 0

30 dk
B 1 saat
g 1.5 saat

10

2 saat
2.5 saat
5_

I [ II BE 3saat
I&IE 3.5 saat

Kat degisimi

4 saat

TEM (mg/ml)
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Sekil 5.47
NP1-TEM ile Uyarilan U87-MG Hiicrelerinde ROS Uretimi

157 —
I w30 dk
— mm 1 saat
£ 101
) I 1.5 saat
).g, I ! Bl 2 saat
g 54 I mm 2.5 saat
[ B 3 saat
I I 3.5 saat
4 saat
NP1-TEM (mg/ml)
Sekil 5.48
NP2-TEM ile Uyarilan U87-MG Hiicrelerinde ROS Uretimi
157 S
w30 dk
E 101 I Bm 1 saat
@ I 1.5 saat
.§, Bl 2 saat
8 ] I = mm 2.5 saat
= ° ] L - 3
saat
z . 3.5 saat
4 saat

NP2-TEM (mg/ml)
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda, temozolomid yiiklii PLGA nanopartikiilleri hem nanopg¢oktiirme
hem de ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma teknikleri kullanilarak basariyla formiile
edilmistir ve oral glioblastoma multiform terapisi i¢in iki farkli nanoteknolojik stratejinin
kapsamli bir sekilde karsilagtirilmasina olanak saglamistir. Bulgular, nanogoktiirme
teknigi ile tiretilen NP1-TEM kodlu formiilasyonun, ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma
teknigi ile iiretilen NP2-TEM kodlu formiilasyona kiyasla daha kii¢iik boyut, daha
monodispers, daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligi, daha hizli ila¢ salinimi ve istiin
timor seciciligine sahip olmasi gibi avantajlara sahip oldugu belirlenmistir. Kat1 hal
karakterizasyonlar1 (DSC ve FTIR), herhangi bir kimyasal etkilesime neden olmadan
polimer matris i¢inde TEM'nin basarili molekiiler dagilimini dogrulamistir. Yapilan
biyolojik aktivite ¢aligmalarinda, NP1-TEM'in 6nemli 6lglide daha yiiksek bir reaktif
oksijen tiirli {iretimini indiikledigini ve NIH/3T3 fibroblast hiicrelerinde azaltilmig
toksisiteyi korurken U-87 MG glioblastoma hiicrelerine karsit daha fazla sitotoksisite
sergiledigini ve gelismis bir terap6tik indeksi yansittigini vurgulamistir. Tiim bu sonuglar
nanoc¢oktliirme teknigine dayali nanoformiilasyonlarin geleneksel temozolomid
uygulamasiyla iligkili biiylik farmakokinetik ve terapdtik zorluklarin tistesinden gelme
potansiyelini  vurgulamaktadir. Optimize edilmis nanoenkapsiilasyon, hedefli
sitotoksisite ve siirekli ilag salinimini birlestiren yenilik¢i yaklasim, glioblastomaya karsi
temozolomid tabanli tedavileri ilerletmek i¢in umut verici bir platform olusturarak, bu
yikict maligniteden muzdarip hastalar i¢in klinik sonuglar1 potansiyel olarak
tyilestirmektedir. Bu c¢alismanin ilerleyen asamalarinda, hazirlanan nanopartikiillerin
morfolojik analizleri, NMR ve XRD gibi ayrintili kati hal karakterizasyonu, ICH
kilavuzlarina uygun olarak yapilacak stabilite testleri ve in vivo hayvan g¢aligmalar

planlanmaktadir.
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