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OZET

ANTIKANSER OZELLIKTE YENI ILAC TASIYICI SISTEMLERIN
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Mohammed Saad Naji ALI

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2020

Danisman: Do¢. Dr. Ebru BASARAN

Kanser kardiyovaskiler hastaliklardan sonra diinya genelinde en ¢ok 6liime neden
olan hastalik olarak bilinmektedir. Letrozol (LTZ), etkin antikanser 6zellik tasiyan
selektif non-steroidal bir aromataz inhibitériidiir. Sudaki diistik ¢oziintirliigi ve oldukca
fazla yan etkiye sahip olmasi kullanimini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle tez
calismamizda antikanser olarak kullanilmak {izere LTZ’ nin terapdtik etkinligini artirmak
ve yan etkileri en aza indirmek amaciyla yeni ilag¢ tasiyici sistemler olusturulmasi
amaglanmistir. Calismada Eudragit® RS 100 ve Kollidon® SR polimer olarak se¢ilmistir.
LTZ iceren polimerik nanopartikiiller piiskiirterek kurutma yontemi kullanilarak
hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikillerin karakterizasyon caligsmalart kapsaminda
morfolojik 6zellikler, partikil boyutu, partikiil boyutu dagilimi (PdI), zeta potansiyel
degerlerinin belirlenmesi ve in vitro salim ¢alismalar1 ile ortaya konmustur. Ayrica
nanopartikiillerin yapisal ézellikleri DSC, FT-IR, *H-NMR analizleri ile belirlenmistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin kararlilik ¢alismalan {i¢ ay siiresince 5 + 3°C, 25°C + 2°C
(%60 = %5 RN), 40°C = 2°C (%75 = %5 RN) olmak iizere ii¢ farkli ortamda
degerlendirilmistir. Calismalarin sonucunda hazirlanan sistemlerin 24 saate kadar
uzatilmis salim gercgeklestirebildigi ve kararliliklarini ii¢ farkli ortamda saklama siiresi

boyunca koruduklari sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Letrozol, Polimerik nanopartikiiller, Kanser tedavisi, Eudragit®
RS100, Kollidon® SR



ABSRACT

FORMULATION STUDIES OF NOVEL DRUG DELIVERY SYSTEMS FOR
ANTICANCER ACTIVITY
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ebru BASARAN

Cancer is known as the most death-causing disease worldwide after
cardiovascular diseases. Letrozole (LTZ) is a selective non-steroidal aromatase inhibitor
with effective anticancer properties. Its low solubility in water and having lots of side
effects limit its pharmaceutical use. For this reason, the aim of our thesis was, formulation
of novel drug delivery systems in order to increase the therapeutic effect of LTZ while
minimizing the side effects with efficient anticancer activity. In the study, Eudragit® RS
100 and Kollidon® SR were selected as polymers. Polymeric nanoparticles containing
LTZ were prepared using spray drying method. Morphological analyses like particle size,
particle size distribution (Pdl), zeta potential values and in vitro release studies had been
conducted within the scope of the characterization studies of the prepared nanoparticles.
In addition, the structural properties of nanoparticles were determined by DSC, FT-IR,
'H-NMR analyses. Stability of the prepared formulations were evaluated in three different
environments as 5+ 3°C,25°C+2° C (60% £ 5% RN), 40 ° C £ 2 ° C (75% £ 5% RN)
for three months. As the result of the studies, it was concluded that the formulations
prepared could sustain extended release up to 24 hours and maintain their stability in three
different environments during the storage period.

Keywords: Letrozole, Polymeric nanoparticles, Cancer treatment, Eudragit® RS100,
Kollidon® SR.
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ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

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

ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

NMOHAMMED SARD NAYT AL
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1. Giris

Konvansiyonel ilag sekillerinin sik ve tekrarlanan dozda kullanilmalar1 nedeniyle
etkin maddenin kullanilan dozun toksik diizeyin iistiine ¢ikmast durumunda karsimiza
istenmeyen yan etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Bu sorunlarin Gstesinden gelebilmek igin
kontrollii salim sistemleri gelistirlmesine ihtiya¢ duyulmustur. Kontrollii salim sistemleri,
hedefe yonelik bir tedavi sunmasi, kontrollii uzatilmis bir ila¢ salim1 saglamasi, hasta
uyuncunun saglamasi ve dozlama araligimin uzatilmasi gibi Ustlinliikleri tagimasi
nedeniyle etkin bir tedavi yontemine olanak saglamaktadir. Etken maddenin dozlama

araliginin uzatilmasiyla yan etkileri en aza indirilebilmektedir.

Nanoteknoloji yirmi birinci yiizy1l i¢in tip ve eczacilik alaninda umut verici bir
bir bilim dali olarak kabul edilmektedir. Eczacilik alanindaki uygulanan nanobilim,
"FarmasoOtik nanoteknoloji" olarak adlandirilmaktadir. Farmasotik nanoteknoloji;
nanopartikuller, lipozomlar, dendrimerler, polimerik miseller, nanokureler, niozomlar ve
karbon nanottpler gibi ¢esitli ilag tagiyici sistemleriyle, hastaliklara etkin teshis ve tedavi

imkan1 vermektedir.

Nanopartikaller, 1 ile 100 nm arasinda degisen boyutlara sahip kiigiik
malzemelerdir. Ozelliklerine, sekillerine veya boyutlarina bagh olarak farkli siniflara
ayrilabilirler. Nanopartikuller, yiikksek yiizey alan1 ve nano boyutlarindan dolay:1 benzersiz
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptir. Nanopartikiiller, kontrollii salim sistemlerinde
en 1yi ila¢ tasiyict sistemlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Kontrolli salim
sistemlerine dayali tasarlanan etkin madde yiikli nanopartikuller, onkoloji, oftalmoloji,
kardiyoloji, endokrinoloji, immunoloji ve gen hedeflendirme tedavi sistemi gibi birgok

alan ile ilgili calismalar1 bulunmaktadir.

Kanser, kardiyovaskiilar hastaliklardan sonra en ¢ok 6liime neden olan bir hastalik
olarak bilinmektedir. Kanser goriilme orani, diinya genelinde giin gectikce buyimeye
devam etmekte ve bireylerde, ailelerde, topluluklarda ve saglik sistemlerinde blyuk
fiziksel, duygusal ve finansal baskilara neden olmaktadir (WHO, 2017). 2018 yilinda
dinya genelinde 9.5 milyon kansere bagli 6liim ve 18.1 milyon yeni kanser vakasi

belirlenmistir ve bu rakamlar siirekli olarak artmaktadir. Mevcut kanser tedavileri cerrahi



mudahale, kemoterapi ve radyasyon terapisi veya bu seceneklerin kombinasyonu seklinde
uygulanmaktadir (IARC, 2018).

Konvansiyonel kemoterapi ilaglari, hizli bir sekilde ¢ogalan ve bolinen kanser
hicrelerininn ¢ogalmalarin1 durdurma ve yok etme icin DNA sentezi ve mitozu izerine
mudahele ederek etki gostermektedir. Ayrica kullanilan ajanlar segici olmadiklari igin
saglikli ve normal dokulara zarar verir ve bu durum kanser hastalarinin yiiksek 6lim
oranlarmin arkasindaki en onemli nedenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Bunun
disinda, bu ilaclarin timér dokularina biyoerisebilirligi géreceli olarak zayif oldugundan
daha sik ve yiiksek dozlarda kullanilmalar1 gerekebilir ve bunun sonucunda normal ve
saglikli hiicrelerde toksisitenin ve ¢oklu ila¢ direncinin artmasina neden olmaktadir
(Senapati vd., 2018). Bu nedenle, saglikli dokulara zarar vermeden sadece kanserli
hicreleri hedef alabilen ve kontrolli salim saglayan kemoterapétiklerin gelistirilmesine
ve kullanilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ilaglar sayesinde hem terapétik etkinligin

artirllmast hem de istenmeyen yan etkilerin azaltilmasi: miimkiin olacaktir.

Letrozol (LTZ), postmenopozal kadinlarda hormona duyarli meme kanserini
tedavi etmek amaciyla kullanilan Ggtincli generasyonlu selektif non-steroidal bir aromataz
inhibitorudir (Mondal vd., 2008). LTZ, ayrica endometriyum, over ve bazi kanser tiirleri

terapdtiklerinde kullanilabilmesi i¢in halen arastirilmaktadir.

Sunulan bu tez ¢alismasinin amaci, anti kanser ajan1 olan LTZ’Un terapOtik
etkinligini artirmak ve yan etkileri azaltmak amaciyla Eudragit®RS 100 ve Kollidon® SR
polimerleri ile enkapsiile edilmis nanopartikiillerin hazirlanmasidir. Gelistirilen
nanopartikullerin, morfolojik dzellikleri, partikil boyutu, partikiil boyutu dagilimi, zeta
potansiyel degerlerinin belirlenmesi, stabilite ve in vitro salim c¢alismalari incelenmistir.
Ayrica nanopartikiillerin yapisal 6zellikleri DSC, FT-IR, H-NMR analizleri ile

arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla karakterize edilen, sonucu
baz tiirler i¢in 6liimle biten ve bu nedenle de tedavisi i¢in en ¢ok arastirma yapilan ve
¢ok ¢esitli yontemler denenen bir hastaliktir (Olgen vd., 2002). Meme kanseri, lenfoma,
cilt kanseri, akciger kanseri, prostat kanseri ve kolon kanseri dahil olmak tzere 100'den
fazla kanser tiirti bulunmaktadir (Ahmedin vd., 2011).

Kanser hem i¢ hem de dis faktdrlerden kaynaklanabilmektedir. Dis faktorler
arasinda, bulasic1 organizmalar, sagliksiz beslenme, pestisitler, gevresel toksinler ve tiitin
tirlinlerinin tiiketimi yer alirken, i¢ faktorler arasinda ise kalitsal genetik mutasyonlar,

bagisiklik kosullart ve hormonlar yer almaktadir (Mitra vd., 2017).

Kaliim yoluyla kanser ortaya ¢ikma olasiligi cevresel faktorlere gore ¢ok daha
azdir. Genlerin, bazi hastaliklara kars1 yatkinliga neden olup olmadiklar1 konusundaki
arastirmalar halen devam etmektedir. Normalde tiimér gelisimini Onleyen timor
baskilayict genlerdeki bir bozuklugun, kalitimsal olarak aktarilmasi ve sigara gibi bir
karsinojenin ilave katkisi ile bireyler kansere yatkin bir hale gelebilmektedirler. Meme ve
yumurtalik kanseri gibi bazi kanser tiirlerinde, kanserin kalitimsal gecisine ait bazi genler

tespit edilmistir (Yokus ve Cakir, 2012).

Kromozomlar Uzerinde bulunan genler sikica paketlenmis durumda olup bu
genlerin tizerindeki fiziksel veya kimyasal degisimler dogrudan hiicrenin islevini
etkileyebilmektedir. Her ne kadar gende meydana gelen bir hasara bagli olarak DNA
tamir sistemleri genin iglevini yeniden kazandirmaya caligsa da her zaman basari
saglanamamaktadir. Bu durumda genlerin {irlinii olan proteinlerin eksik veya hatali

uretilmesi hiicresel islevlerde bozulmaya yol agmaktadir (Baykara 2016).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, tiimorlerin; viicudun immiin sistemini aktive
etmeden prolifere olan, kendi enerji metabolizmasini olusturdugu, bir tiimér mikroortami
yaratarak normal goriinen bir hiicre repertuart olusturdugu belirlenmistir. Tedaviye
yonelik atilacak adimlar oncesinde tiimoriin davranis paterninin anlasilmasi i¢in ek

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Atasoy ve Basaran, 2019).



2.1.1. Kanser insidansi ve tedavisi

Kanser, bulasict olmayan ve 21. yiizyillda diinya genelinde 6lime neden olan
kardiyovaskiilar hastaliklardan sonra ikinci sirada yer alan bir hastalik olarak
tamimlanmaktadir (Bray vd., 2018). Kiresel olarak kanser vakalar1 her giin artmakta ve
iilkelere, toplumlara ve saglik sistemlere yiik olmaktadir. Ozellikle diisiik ve orta gelirli
tilkelerde saglik sistemlerinin, surekli biylyen kanser insidansinin yonetilmesi igin
gerekli imkanlara sahip olmadiklar1 disiiniilmektedir. Bunun sonucunda, diinya
genelinde c¢ok sayida kanser hastast zamaninda, yiliksek kaliteli tam1 ve tedaviye
erisememekte ve kanser hastalar1 arasinda 6liim oranlarinin artmasina neden olmaktadir
(WHO, 2017). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC), istatistiklerine gore 2018'de
diinya genelinde 18.1 milyon yeni kanser vakasi ve 9.5 milyon kansere bagli 6liim
gerceklestigi bildirilmistir. Diinyada her 5 erkekten biri ve her 6 kadindan biri hayati
boyunca kansere maruz kalabilmaktadir (IARC, 2018).

Akciger, meme ve kolorektal kanserleri insidans agisindan ilk ii¢ kanser tiirtidiir
ve diinya capinda mortalite yiikiinlin iigte birinden sorumludur. Akciger ve meme
kanserleri, yeni vaka sayisi agisindan diinya ¢apinda 6nde gelen kanser tiirleridir; bu
tirlerin her biri igin, 2018'de yaklasik olarak 2.1 milyon tan1 kondugu tahmin
edilmektedir. Bu rakamlar iki kanser turd icin toplam kanser insidans yiikiiniin yaklagik
%23.2'i teskil eder. Kolorektal kanser 1.8 milyon vaka sayisi ile toplam insidansin %
10.2'si teskil ederek en sik karsilasilan Uglinct kanser tirhddr. Prostat kanseri dordinci
(1.3 milyon vaka,% 7.1) ve mide kanseri besinci (1.0 milyon vaka, % 5.7) sirada yer

almaktadirlar (IARC, 2018; DeSantis vd., 2016).

Kanser tedavisi timorin histolojik yapisina, metastazina ve hastalik asamasina
gore belirlenmektedir. Kanser tedavisi hastalar1 tedavi etme, hastaligi kontrol altinda
tutma veya palyatif olarak hastanin yagam siiresini uzatmak ve yasam kalitesini arttirmak
amactyla yapilmaktadir (Ustiindag, 2013). Gunimiizde kanser tedavisinde kullanilan
yaklasimlar, cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, imminoterapi, hormon terapisi,
hedeflenmis terapiler ve gen terapisi gibi biyolojik terapilerin tek basmna veya

kombinasyon seklinde kullanildig1 yaklasimlardan olusmaktadir (Baykara, 2016)



Antikanser ajanlarin farmakolojik olarak kansere kars1 gosterdigi diisiik etkinlik
ve kanserin karmagiklig1 nedeniyle tedavi edilmesi en zor hastaliklardan biri olarak kabul
edilmekte ve bu nedenle ilerlemis kanser vakalar1 i¢cin tam etkin bir tedavi yontemi ortaya
konamamaktadir. (Baykara 2016; Pan vd., 2019). Kemoterapi bugiine kadar yaygin
olarak kullanilmig ve klinik pratikte en etkili ve basarili tedavi yontemi olarak kabul
edilmigtir. Kemoterapinin ana ilkesi hastanin veya konak¢inin normal hiicrelerine zarar
vermeksizin tiimor hiicresinin biiylimesini ve ¢ogalmasini durdurmak veya miimkiinse
onlar1 yok etmektir. Kemoterapotik ilaglarin kanser hiicrelerine kars1 segicilikleri azdir.
Clnkd malign htcre ile normal insan hiicresi arasinda kalitatif bakimdan fazla fark
yoktur. Fark daha cok kantitatif yondedir. Bu nedenle Kemoterapétik ilaglar kanser
hlcrelerini yok ettikleri gibi, normal hicreleri de yok edebilmektedir (Akgiin ve Nebioglu
2006; Steichen vd., 2013). Kemoterapotik ajanlarin ayrica ¢ogu zayif ¢oziiniirliik 6zellikli
ve bu nedenle diisiik biyoyararlanima sahiptir (Rodzinski vd., 2016). Kemoterapotik
kullanimlarina bagli olan bagka bir sorun ise, kontrollii salim ve hedeflenmis bir tedavi
olmamasi, etkin bir tedavi icin yuksek dozlara ihtiya¢ duyulmasi ve bunun sonucunda
toksisitenin artmasidir. Konvansiyonel kemoterapi ile kanser hicrelerini tamamen yok
etmek genellikle mimkin olamamakta ve tedavi slresince ilaca direng gelismesi ile
sonuclanabilmektedir. Bu sorunlarin Ustesinden gelebilmek igin kontrollii salim ve
spesifik hedefleme saglayan ilag tasiyict sistemlere ihtiyag duyulmaktadir (Shirakura
2015; Rodzinski vd., 2016; Pan vd., 2019).



2.2. Letrozol

2.2.1. Tanimi

LTZ, 6zellikle hormona bagli meme kanserlerinin tedavisinde kullanilan bir anti-
kanser maddedir (Annapurna vd., 2019). LTZ, selektif nonsteroidal aromataz
inhibitérlerinin Uglincu jenerasyonunda yer almaktadir. LTZ, postmenopozal kadinlarda
Ostrojen sentezini etkili bir sekilde inhibe eder ve genellikle pozitif hormon reseptériine
bagli meme kanseri adjuvan tedavisinde kullamilmaktadir. (Shuling vd., 2019). LTZ
ayrica metastatik ve lokal ileri meme kanseri, pozitif hormon reseptorii postmenopozal
durumdaki kadin hastalarda ilk basamak tedavide kullanilmaktadir. Tamoksifen
tedavisinden sonra relaps ya da progresyon gosteren meme kanserli postmenopozal
kadinlarin tedavisinde LTZ kullanilmaktadir (http-1). Bunun disinda LTZ ve diger
aromataz inhibitorlerinin over kanseri tedavisi igin yiriitiilen ¢alismalar1 ve denemeleri
olumlu sonuglar vermistir. Ancak giinlimiizde bu amag i¢in yaygin olarak kullanilan bir
aromataz inhibitérii bulunmamaktadir (Heinzelmann-Schwarz vd., 2018). LTZ

antikanser 6zelligi disinda ovulasyon indikasyonu i¢in kullanilabilmektedir (Kar, 2013).

LTZ ilk kez 1998 yilinda, postmenopozal kadinlarda pozitif hormon reseptdriine
bagli veya bilinmeyen meme kanserleri tedavisi i¢in ikinci tedavi plani olarak Amerika
Birlesik Devletleri, Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmstir. 2000 yilinda ise
pozitif hormona bagli ve bilinmeyen, lokal veya metastatik meme kanseri tedavisi igin
LTZ’in ilk ticari sekilleri FDA'ya sunulmustur (Cohen vd., 2002). LTZ, ilk kez Novartis
tarafindan Femara® ticari adiyla piyasaya sunulmustur (Vosooghi vd., 2014; http-1).

2.2.2. Letrozol'iin farmakolojik 6zellikleri

Aromataz enzimi, sitokrom P450 enzim kompleksi stiper ailesinin bir mikrozomal
tyesidir. Aromataz enzimi, 19C'lu androjenlerin aromatik 18C'lu 6strojenik steroidlere
dontistiiriilmesinde birbirini izleyen {i¢ hidroksilasyon reaksiyon basamagi katalize
ederek dstrojenlerin sentezlenmesini saglamaktadir. Ostrojen sentezini engellemek icin
aromataz inhibitdrlerinin ajanlar1 kullanilmaktadir. Ug¢ kusak olarak aromataz
inhibitorleri bulunmaktadir. Birinci kusakta aminoglutetimid yer alirken ikinci kusakta
fadrozol ve formestan yer almaktadir. Ugiincii kusakta ise, anastrozol, LTZ ve eksemestan

olmak Uzere toplam (¢ etken madde yer almaktadir. Anastrozol ve LTZ nonsteroidal
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olurken eksemestan ise steroidal bir ajandir. Birinci kusak ve ikinci kusak aromataz
inhibitorleri diisiik etkinligi ve agir yan etkilerinden dolayr kullanimdan kaldirilmistir.
LTZ ve anastrozol geri doniistimlii, giiclii ve selektif aromataz inhibitorleridir (Holzer
vd., 2006; Requena vd., 2008).

LTZ, androjenlerin periferik dokulardan Gstrojenlere doniistimiinii engeller ve
tim dokularda 6strojen biyosentezinin azalmasina neden olmaktadir. Gastrointestinal
sistemden kolayca ve tamamen emilmektedir. Karacigerde sitokrom P-450 izoenzimleri
(CYP3A4 ve CYP2AG6) tarafindan farmakolojik olarak metabolize edilerek inaktif bir
karbinol metabolitine doniisiir ve daha sonra glukoronit olarak idrarla atilir (Haynes vd.,
2003; Buzdar vd., 2006). LTZ'lin terminal eliminasyon yar1 6mrii yaklasik 2 giindiir ve
ginlik 2.5 mg dozlamadan sonra kararli plazma konsantrasyonuna 2-6 hafta iginde
ulagilir. LTZ biiyiik bir dagilim hacmine (yaklasik 1.9 L / kg) sahiptir ve proteinlere zayif
bir sekilde baglanmaktadir (Al-Shehri vd., 2019).

Uciincii kusak aromataz inhibitorlerinin, pozitif hormon reseptériine (HR+) bagl
meme kanserinin ilerlemesini geciktirme agisindan tamoksifen'den daha iistiin olduklar1
kanitlanmistir (Barnadas vd., 2011). Bazi ¢alismalara gore ise, LTZ, hem in vitro hem de
in vivo olarak terapotik potansiyelleri diger aromataz inhibitorlerine gore yuksektir
(Nantasenamat vd., 2013). Buna gore LTZ hem diger aromataz inhibitorlerine gore hem

de temoksifene gore Ustlnlikler tasimaktadir.
2.2.3. Letrozol'Gin yaygin yan etkileri

LTZ, birgok yan etkilere neden olan bir etken maddedir. Yaygin olarak
olusturdugu bazi yan etkileri arasinda; sicak basmalari, ylizde veya gogiiste sicaklik veya
kizariklik, bas agrisi, bas donmesi, halsizlik, kemik agrisi, kas veya eklem agrisi, kilo
alimi, terleme, kandaki kolesteroliin artmasi, agiz ve dudaklarin enflamasyonu, sa¢ kaybu,

yiiksek kan basinci, ishal ve hazimsizlik seklinde siralanabilmektedir (http-2).
2.2.4. Letrozol'uin fizikokimyasal dzellikleri

LTZ, beyaz ila sarims1 kristal ve pratik olarak kokusuz bir tozdur. Diklorometan
ve metanolda serbestce ¢ozunurken etanolde hafifce ¢ozunir ve suda hemen hemen

¢oziinmez. Molekiil agirligi 285.31, ampirik formili C17H11Ns ve erime derecesi 184°C-
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185°C' araligindadir. LTZ, kimyasal olarak 4,4'-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethylene)bis-
benzonitril, seklinde isimlendirilmektedir (Sekil 2.1) (Buzdar vd., 2006; Bhatnagar,
2014).

Sekil 2.1. Letrozol kimyasal yapist (Buzdar vd., 2006).

2.2.5. Letrozol yukli nanopartikiller ile yapilan calismalar

Nerella vd, yaptigi calismada, LTZ igeren kat1 lipit nanopartikiller hazirlanmistir.
Nanopartikillerin hazirlanmasinda sicak homojenizasyon ve ardindan ultrasonikasyon
yontemi kullanilmistir. Kat1 lipit dolgusu olarak Trimiristin maddesi kullanilmis, ylizey
etkin madde olarak soya fosfatidil kolin ve Tween 80 karigimi kullanilmistir. Caligmanin
sonucunda in vitro salim profili ile 24 saatlik siire boyunca uzatilmis salim saglandigini
gosterilmistir (Nerella vd., 2014).

Saboktakin vd.’lerinin yaptigi ¢calismada, LTZ yUkli biyobozunur nanopartikl
hazirlanmis ve karakterizasyonlart yapilmistir. Calismada emiilsiyon ¢o6zUcu
buharlagtirma  yontemi  kullamilmistir.  Calismanin  sonucunda, LTZ igeren
nanopartikillerin salim siiresi onemli dlglide artmis ve meme kanseri tedavisi icin daha

fazla arastirma potansiyeli tasimistir (Saboktakin vd., 2010).

Mondal vd.’lerinin yaptig1 ¢alismada, LTZ yUKIi biyobozunur nanopartikilleri
tasarlanmistir. Calismada biyolojik olarak pargalanabilen poli (d, 1-laktit-ko glikolit)
polimeri secilmistir. Nanopartikiillerin hazirlama yontemi olarak nano ¢oktiirme yontemi

kullanilmistir (Mondal vd., 2008).

Dey vd, yaptiklar1 ¢alismada, meme kanseri tedavisinde kullanilmak iizere LTZ
yukli  biyobozunur nanopartikiil ilag tasiyict sistem hazirlanmasinda ve

degerlendirmesinde ¢alismistir. Dey, LTZ yUKIU nanopartikiilleri hazirlamak icin poli
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(laktit-ko-glikolit) (PLGA) polimeri kullanmistir. Coziicli ve yiizey etken madde olarak
metilen kloriir ve polivinil alkol kullanilmistir. Formiilasyon, emiilsiyon ¢oziicii
buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikiiller Gzerinde, partikil
boyutu, zeta potansiyeli, kizilotesi ¢alismalari, ilag yiikleme etkinligi ve in vitro salim
calismas1 gergeklestirilmistir. Hazirlanan nanopartikllerin, ortalama boyutu 64 nm ile
255 nm arasinda, ilag yiikleme verimliligi ise (% 68 ile % 82) olarak bulunmustur. Ilacin
ylzdesinin partikiil biyiikliigii ve salim profilini 6nemli 6lgiide etkiledigi gosterilmistir
(p <0.05). LTZ yukli poli (laktit-ko-glikolit) nanopartikillerin salimi 6nemli Slgiide
artmis ve meme kanseri tedavisi i¢in daha fazla arastirmalara ihtiya¢ duyulmustur (Dey
vd., 2009).

Gomathi vd.’lerinin yaptig1 ¢alismada, antikanser 6zellik tasiyan LTZ, capraz
baglama maddesi sodyum tripolifosfat ve kitosan polimeri kullanilarak nanopartikiil
formulasyonu hazirlanmigtir.  Hazirlanan nanopartikiillerin yapisal Ozellikleri ve

karakteristik ozellikleri incelenmistir. (Gomathi vd., 2017).



2.3. Partikiiler Tla¢ Tasiyic1 Sistemler

Kontrollii salim bilimi, 1940'larin ve 1950'lerin baslarina kadar uzanmaktadir.
1950'lerde, deniz antifoulantlarinin kontrollii salim triinleri ilk gelistirilen kontrolli
salimli Urunleri olarak kabul edilmektedir (Rajesh 2016). 1950-1980 yillar1 arasinda
kontrollii oral ve transdermal salim sistemleri gelistirilmesine ve kontrollii salim
mekanizmalariin olusturulmasina odaklaniimigtir. 1980-2010 yillari arasinda uzatilmis
salim saglayan formiilasyonlarin, sifir dereceli salim sistemlerinin ve nanoteknoloji'ye

dayali salim sistemlerinin gelistirilmesine 6nem verilmistir (Park 2015).

Son yillarda, salim 0stinluklerine bagl olarak yeni ilag gelistirilmesinde,
pazarlanmasinda ve taninmasindaki ortaya ¢ikan yiiksek maliyetler ve komplikasyonlarin
ustesinden gelebilmek igin kontrolll salimli ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesine daha

fazla onem verilmistir (Deepu vd., 2014; Jethara, 2015).

Kontrollii ilag salim sistemleri, dolasimda uzun bir siire boyunca éngorulebilir ve
tekrar edilebilir kinetiklerde kontrollii ilag salimini saglamak i¢in tasarlanmistir (Vikas
vd., 2011). Tlacin geleneksel dozaj formunda kullanimlari sik ve tekrarlanan dozda s6z
konusudur. Sisteme salim1 ger¢eklesen etkin maddenin yeter miktarin altina diismesi veya
toksik diizeyin iistiine ¢ikmasi halinde istenmeyen durumlar s6z konusu olabilir (Tuylek,
2017). Bu istenmeyen sorunlarin (stesinden gelebilmek igin kontrollii ilag salim
sistemlerinin kullanimlarina yonelinmektedir. Kontrollu ilag salim sistemleri, dozlama
araliginin azaltilmasi, hastanin terapotik uyuncunun saglanmasi, advers ve istenmeyen
yan etkilerin minimum diizeye indirilmesi, spesifik ve hedefe yonelik tedavi saglanmasi

gibi 6nemli Gstunlukler sergilemektedir.

Kontrollii ilag salim teknolojisi, insan sagligina katkida bulunan multidisiplinli
bilimsel yaklasimlari iceren en Onemli ve en hizli gelisen alanlardan biridir.
Kemoterapdtik ilaglar, immdinosupresanlar, antienflamatuar ajanlar, antibiyotikler,
opioid antagonistler, steroidler, hormonlar, anestezikler ve asilar dahil olmak tizere ¢esitli
ilag siniflar1 kontrollii salim ilag uygulamalarindan faydalanabilmektedir. Kontrolli salim
sistemleri, ilacin arzu edilen sekilde ulasmasini, en uygun zaman boyunca ve en uygun

dozajda durmasini saglamaktadir (Shiwei, 2007).
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2.5. Nanoteknoloji

2.4.1. Tamm

“Nano” terimi eski Yunanca "nannos" kelimesinden gelir ve “ciice” anlamina
gelmektedir. “Nano” bir fiziksel biiyiikliigiin milyarda biri olarak tanimlanmaktadir
(Turgut vd., 2015). Gunimuizde nano sozciigii birgok modern bilimleri i¢in populer bir
etiket haline gelmis ve son zamanlarda nanometre, nano &lcekli, nanobilim,
nanoteknoloji, nanoyapi, nanotiip ve nanorobot gibi terimler artik sozliiklerde goriilmeye
baslamistir. Bunun diginda heniiz genis bir sekilde taninmayan bir¢cok “Nano” 6n ekli
kelimeler, bilimsel yaymlarda kullanilmaktadir. Bunlar arasinda nanoelektronik,
nanokristal, nanoanten, nanokatmanlar, nanofiber, nanomiknatis, nanogoézenekli,

nanolitografi, nanomodelleme, nanokapsiilleme vb, bulunmaktadir (Buzea vd., 2007).

Nanoteknoloji, yaklasik olarak 1 ila 100 nm boyutundaki son derece Klguk
yapilarin, tasarimi, sentezi, karakterizasyonu, kontrolu ve uygulamalari ile ilgilenen
bilimdir (Nikalje, 2017). Nanoteknoloji, maddeyi atom ve molekilleri seviyesinde
manipiile etme ve kontrol etme yetenegine sahip olan bir bilimdir. Nano-06lgekte
malzemelerin 06zellikleri makroskopik Olcekten tamamen farkli olup nano-olgege
yaklastikc¢a birgok 6zel ve yararli olay ve yeni 6zellikler ortaya ¢ikar. Maddeyi nanometre
seviyesinde manipiile ederek ve ortaya ¢ikan farkli ve degisik 6zellikleri, kullanarak yeni
teknolojik nano-6lgekte aygit ve malzemeler iiretilmesi mimkiin olmustur (TUBITAK,
2004).

Sekil 2.2. Bazi nano élgekli yapilar (Nikalje, 2017)
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2.4.2. Tarihge

Nanoteknoloji 6neminin ilk ortaya ¢ikist 1950'lerin sonlarina denk gelmektedir.
Amarikan Nobel Odul’ti sahibi fizikgi Richard P. Feynman, 29 aralik 1959'da Kaliforniya
Teknoloji Enstitiisti’nde yapmis oldugu konusmaya dayanarak nanoteknoloji vizyonu ve
onemi hakkinda bilgi veren ilk kisi olarak bir¢cok nanobilim alanindaki arastirmaci
tarafindan kabul edilmektedir. Feynman, “asagida ¢ok yer var” basligi altinda yaptigi
konusmasinda malzeme ve cihazlarin molekiiler boyutlarda tiretilebilmesi i¢in ongoriilme
ve basarabilme olasiliklar1 hakkinda bahsetmistir. Feynman, ayrica minyatiirize edilmis
enstiriimanlar ile nano yapilarin olgiilebilecegini ve farkli amaglar igin kullanilabilmeleri
hakkinda tahminlerini ve disiincelerini ortaya koymustur. Feynman'nin tarihi
konusmasinda kisaca, bir seyleri kii¢iik boyutlarda manipiile etme ve kontrol etmenin

miimkiin oldugunu vurgulamistir (Ochekpe vd., 2009; Hulla vd., 2015).

Richard P. Feynman, nanoteknolojinin vizyonunu ortaya koymus, ancak
nanoteknoloji terimini kullanmamistir. Feynman’in tarihi konusmasindan yaklasik 15 yil
sonra, Japon bilim adami Dr. Norio Taniguchi, nanometre iizerinde meydana gelen yar1
iletkenlik prosesleri tanimlamak i¢in “nanoteknoloji” terimini ilk kullanan kisi olarak

kabul edilmistir (Hulla vd., 2015).

Nanoteknoloji, esas olarak malzemelerin veya cihazlarin bir atom veya molekul
boyutunda islenmesi, ayrilmasi, birlestirilmesi ve deformasyonundan s6z etmektedir.
Buna bagli olarak bilim adamlar1 on yillarca nanopartikiillerle ¢alismiglar, ancak
partikdllerin boyutunu kuculttikce inceleme ve gérme sorunu ile karsilagsmislardir. Buna
bagli olarak caligmalarin etkinligi ve verimliligi sinirli kalmistir. 1981'de Gerd Binnig ve
Heinrich Rohrer tarafindan Taramali Tiinelleme Mikroskobu’nun icat edilmesi ve daha
sonra 1986'de Gerd Binnig, Calvin Quate ve Christoph Gerber tarafindan Atomik Kuvvet
Mikroskobu’nun icat edilmesiyle, nanoteknolojinin gergek ve altin donemi baslamistir
(Schaming ve Remita 2015). Nanoteknolojinin gelisme siireci Cizelge 2.1.de kisaca
Ozetlenmektedir.
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Cizelge 2.1. Nanoteknolojinin tarihsel gelisimi (Nikalje, 2017).

Tarih Nanoteknolojide gelisme

1959 R. Feynman tarafindan nanoteknolojinin vizyonunun ortaya koymasi
1974 Nanoteknoloji teriminin Taniguchi tarafindan ilk kez kullanilmasi
1981 (IBM) Taramali Tunelleme Mikroskobu’nun icad1

1985 Buckminster fulleren kesfi

1986 Atomik Kuvvet Mikroskobu’nun icad1

1991 Karbon nanotupiiniin kesfedilmesi

1999 R. Freitas tarafindan ilk “Nano Tip” kitabinin yayinlanmasi

2000 Ulusal Nanoteknoloji Girigimi’nin baslatilmasi

Nanometre 6lgekli elektronik cihazlarin teorisini gelistirmek ve karbon nanotiplerin ve

2001 nanotellerin sentezi ve karakterizasyonu icin Nanoteknolojide Feynman Odiili
verilmesi

2004 fleri nanoteknoloji konusunda ilk politika konferansi yapilmast.
Ilk nano mekanik sistemlerin merkezinin kurulmasi

2005-2010 Robotik, 3D ag ve kullanim sirasinda durumlarini degistiren aktif nano iiriinler gibi 3D
Nanosistemler hazirlanmasi.

2011 Molekiiler nanoteknoloji donemi baglamasi

2.4.3. Nanoteknoloji ve kanser tedavisi

Radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi yaklasimlar kanser tedavisinde kullanilan
baslica yontemlerdir. Cerrahi yontemler, kanserli dokunun rezeksiyonundan ibarettir.
Organ kaybi, kanserin tekrarlama riski ve tiim kanser tiplerine uygulanamamasi bu
yontemin sakincalar1 arasinda yer alir. Radyoterapi yonteminde ise, kanser hucreleri
0zgun frekans bandinda ve 0zgun siddette radyasyon ile yakilmaktadir. Kanserli
hiicrelerin yaninda saglikli hiicrelerin de zarar gormesi, radyasyon dagiliminin tiim kanser
hiicrelerine esit yogunlukta olmamasi ve radyasyona maruz kalan dokuda fonksiyon
kayb1 olusmasi1 gibi sakincalar ile karsilasilabilmektedir. Kemoterapide ise kanser
hicreleri Gzerinde toksik etkisi bulunan ilaglar ile 6ldurilmesi, kanser hicrelerinin
cogalmasini saglayan mekanizmalarin ortadan kaldirilmasi ile hedeflenmektedir. Ancak
kemoterapotik ilaglar timor hiicreleri tizerinde etki ettikleri gibi saglikli dokular tizerinde
de etki gostermektedir (Oylar ve Tekin 2011).
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Nanoteknoloji, tip dahil olmak iizere ¢esitli arastirma alanlarinda 6nemli ilgi
gormiistiir. Nanoteknoloji, kanser tedavisinde hem kanserin teshisi hem de tedavisinde
umut verici potansiyel uygulamalara sahiptir. Son ¢alismalarda, ¢esitli nanopartikiillerin
hedeflenen kanser dokusuna verilen ilacin saliminin gelistirmesiyle ilacin yan etkilerinin

minimum diizeye azaltildigi gosterilmistir (Kumari ve Kondapi 2016).

Antikanser maddeleri igceren nanotasiyici sistemler, tiimor hiicresi gogalmasi ve
hayatta kalmasindan sorumlu olan 6zgiin molekiillerin islevine miidahale ederek kanserin
blyumesini engellemektedir. Antikanser iceren nanotasiyici sistemler, saglikli dokulara
zarar vermeden sadece kanser patogenezinden sorumlu olan molekiller Uzerinde etki
gosteririr. Bunun disinda, ilag verimliligi konusunda canli araglar nano 6lgeklendirmeye
kadar tasarlanabilmektedir. ilag hedeflemesinde aktif ve pasif olmak uzere iki tir
hedeflemeden bahsedilebilir (Wang vd., 2008; Atasoy ve Basaran 2019).

Sekil 2.3: Kanser tedavisinde kullanilan kontrollii salim saglayan nano boyutlu ilag tagiyici sistemlere
ornekler (Atasoy ve Basaran 2019).
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2.4.3.1. Nanotagtyiclarla pasif timor hedefleme

Pasif tumor hedefleme, antikanser ilaglarin hastanin viicudundaki kanserli
bolgelerin igine veya gevresinde nasil toplanabilecegini agiklayan yontemlerden biridir.
Pasif timor hedeflemede nanotasiyicilar, ilaclarin gecirgenligini ve hedef bolgede
tutulmasin1  arttirmaktadir  (Sekil 2.4). Cok kicuk boyutlu nanopartikiller kan
damarlarinin endotel duvarinda bulunan tumor dokularina kolayca niifuz etmesini
saglamaktadir. Tahribata ugrayan lenfatikler ve kan vaskiler sistemi, nanopartikillerin
tumor hicrelerinin icinde birikmesine izin vermektedir. Boylece timor hiicrelerinde ilag
konsantrasyonunu artmasina neden olmaktadir (Wang vd., 2008). Deger yandan timor
olmayan bolgeye ve saglikli vaskiler sisteme, nanoparcaciklarin niifuz etmesine izin
vermez ve bunun sonucunda normal ve saglikli hiicrelerin korumasina sebep olmaktadir
(Bergmann vd., 2017).

Sekil 2.4. Nanoparpartikul tasiyic ilaglarla tumorli dokuya pasif hedefleme (Wang vd., 2008).

2.4.3.2. Nanotastyiclarla aktif timor hedefleme

Aktif timor hedeflemede, ilacglar, belirlenen belirli bir timdorin 6zgln
antijenlerine  monoklonal antikorlar yardimiyla dogrudan baglanmaktadir. Aktif
hedeflemede nanopartikiller, kanserli hucre yizeyinde bulunan reseptorlere baglanarak
kanser hicrelerini nanopartikilleri iclerine almaya tesvik ederler. Sonug olarak aktif ve
pasif hedefleme, terapétik orani arttirmakta ve ilacin yan etkileri azaltmasinda yardimc1

olmaktadir (Bergmann vd., 2017).
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2.5. Nanopartikuller

Nanopartikiiller, boyutlar: 1 pm'den daha kiigciik boyutta olan dogal veya sentetik
polimerler, lipitler, fosfolipitler gibi ¢esitli biyolojik olarak bozunabilir malzemelerden
olusan kiigiik pargaciklardir (Giiltekin ve Degim, 2013). Nanopartikuller, terapotik
ajanlarin hedefli bolgeye uygulanmasi ve kontrollii veya uzatilmis salim saglanmasi i¢in
tasarlanabilmektedir (Kumar vd., 2017). Nanopartikuller, etkin madde dozlama sikligini
azaltarak ilacin yan etkilerinin en aza indirilmesinde 6nemli bir potansiyel etki
gostermektedir. Son zamanlarda, nanopartikiillerin gosterdigi yiiksek etkinlik ve tasidigi
tedavi potansiyeli nedeniyle birgok arastirmaciy1 cezbetmistir (Patravale ve
Mandawgade, 2008). Nanopartikiiller kapsaminda en ¢ok kullanilan ilag tastyici sistemler
arasinda  miseller, lipozomlar, dendrimerler, nanokireler ve nanokapsuller

bulunmaktadir. Sekil 2.5. baz1 nanopartikil tastyici sistemleri gostermektedir.

Sekil 2.5. Nanopartikiller: (A) lipozom, (B) misel, (C) fonksiyonellestirilmis (solda) ve ilag enkapsiile
edilmis dendrimerier (sagda), (D) nanokire ve (E) nanokapsil (Demir ve Capan 2013)
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2.5.1. Polimerik nanopartikuller

Polimerik nanopartikuller, ilacin yiiklenmesi, ¢oziinmesi, kapstllenmesi veya bir
nanopartikiil matrisine baglanmasi i¢in 10-1000 nm arasindaki biyolojik olarak uyumlu
olan ve biyolojik olarak pargalanabilen polimerlerden hazirlanan nanotastyici
sistemlerdir (Soppimath vd., 2001; Nagavarma vd., 2012). Polimerik nanopartikdiller,
kolayca biyoparcalanabilme 6zellikleri sayesinde ila¢ saliminda kullanilan en biylk
nanomalzeme kategorisidir. Polimerik nanopartikillerin, salim profilleri, molekuler
agirliklar, yiizey hidrofilikligi / yiikii ve serbest fonksiyonel gruplarinin degistirilmesiyle
kolayca ayarlanabilir (Yang 2015). Polimerik nanopartikiller, yalnizca ilacin toksisitesini
azaltmakla kalmamakta, ayn1 zamanda normal dokular1 gevreleyen antikanser maddelerin
sudaki ¢oOziiniirliigiinii de artirabilmektedir (Louage vd., 2015; Banik vd., 2016).
Nanopartikiillerin polimerik yapilari, etkin maddenin hedeflendirilmesinde uzatilmis ve
kontrolli salim saglanmasinda yardimei olmaktadir. Hedeflenen bolgeye verilisinden
sonra giinler hatta haftalar siiren etkin madde salimina imkan verirler. (Derman vd.,
2013).

Polimerik nanopartikiillerin tagidig iistiinliikler arasinda;

e (esitli yontemlerle ucuz ve kolay imal edilebilme

e Ucucu farmasotik ajanlarin stabilitesinde artis

e Verimlilik ve etkililik agisindan oral ve intravendz konvansiyonel uygulama
yontemlerine gore belirgin iyilesme

e Istenilen bdlgeye daha yiiksek konsantrasyonda farmasétik madde tasinma imkani

e ilag salimmin degistirilmesi ne imkan saglamalar

e Uzun saliml kanser ilaglar1, asilar, kontraseptifler ve hedefli antibiyotiklerin igin
ideal tasiyici sistemler olusturmalari

e Doku mihendisligi gibi ilag salimiyla ilgili diger faaliyetlere kolayca dahil
edilebilmeleri sayilabilmektedir (Selvakumaran ve Muhamad, 2014).
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2.5.1.2. Polimerik nanopartikiil hazirlama yontemleri

Polimerik nanopartikiiller, uygulama amaglarina ve ilacin fizikokimyasal
ozelliklerine bagl olarak ¢esitli yontemlerle sentezlenebilmektedir (Crucho ve Barros
2017). Polimerik nanopartikuller, genellikle monomerlerin polimerizasyonu veya
onceden olusturulmus polimerlerin islenmesiyle hazirlanmaktadir. Uygun bir yontem
secilmesi, belirli bir uygulamada istenen 6zelliklere sahip polimerik nanopartikullerin
elde edilmesi icin hayati bir rol oynamaktadir (Canfarotta vd., 2013; Crucho ve Barros,
2017). Polimerik nanopartikillerin 6nceden olusturulmus polimerlerden hazirlanmasi
icin ¢Oziicti buharlastirma yontemi, tuzla ¢oktlirme yontemi, diyaliz, nano¢oktiirme
yontemi ve siiperkritik akigkan teknoloji yontemi en ¢ok kullanilan yontemlerdir (Rao ve
Geckeler, 2011). Ayrica polimerik nanopartikiller mikroemulsiyon, mini-emilsiyon,
ylzey etkin madde icermeyen emdlsiyon ve yiizeyler arasi polimerizasyon gibi ¢esitli
polimerizasyon yontemleri kullanilarak monomerlerin polimerizasyonu ile dogrudan
hazirlanabilmektedir (Vauthier ve Bouchemal, 2009). Monomerlerin polimerizasyonu ve
hazir polimerlerin dispersiyonu ile nanopartikiil olusturma yontemleri Sekil 2.6.da

gosterilmistir.

Sekil 2.6. Polimerik nanopartikillerin hazirlanmasi igin kullanilan bagslica yontemler (Derman vd., 2013).
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2.5.1.2.1. Coziicii buharlagstirma yontemi

Coziicii buharlagtirma yontemi, polimerik nanopartikulleri hazirlamak igin
gelistirilen ilk yontemdir (Derman vd., 2013). Bu yontemde, polimer ¢Ozeltileri ugucu
coziicliler i¢inde hazirlanip emiilsiyonlar haline getirilmektedir. Ge¢miste, diklorometan
ve kloroform ¢oziiciileri yaygin olarak kullanilirken yeni ¢alismalarda toksikolojik agidan
profili daha iyi olan etil asetat daha ¢ok tercih edilmektedir (Rao ve Geckeler, 2011).
Coziicli buharlastirma yontemi, mevcut literatiirdeki onceden hazirlanmis polimerlerden
polimerik nanopartikillerin hazirlanmast i¢in en yaygin kullanilan yontemdir. Geleneksel
yontemlerde, emiilsiyonlarin olusumu igin tekli emiilsiyon (yag/su) veya ¢ift emdlsiyon
(yag/sulyag) olmak Uzere iki ana yontem uygulanabilmektedir. Emdlsiyon, polimer
¢oziiciisliniin buharlastirilmasi sonucunda nanopartikiil slispansiyonuna
dotstiirilmektedir (Kumari, 2019). Bu yontemler, yiksek hizda homojenizasyon veya
ultrasonifikasiyon ile gergeklestirilmektedir. Coziicii, oda sicakliginda devamli olarak
manyetik karigtirici altinda karistirilarak ve diigiik basing altinda ugurulmaktadir. C6zUcu
buharlagtirildiktan sonra, katilasmis nanopartikiiller yikanip santrifiij ile toplanabilir,
ardindan uzun siireli depolama igin dondurularak kurutulabilmektedir (Pinto Reis vd.,
2006).

2.5.1.2.2. Emuilsifikasyon / ¢ozlict difiizyon yéntemi

Emuilsifikasyon-¢ozicl diflizyon yodntemi, Leroux vd, tarafindan ilk kez
tamtilmistir (Mahapatro ve Singh, 2011). Bu ydntemde polimer diklorometan veya
kloroform gibi bir organik ¢6ziicu icinde ¢ozundurilmektedir. Etkin madde ise polimer
cozeltisi icerisinde c¢ozindurulir veya disperse edilir ve bu karisim jelatin,
poli(vinilalkol), polisorbat-80, poloksamer-188 gibi ¢esitli siirfaktan/emiilsifiye ajani
kullanilarak yag/su emiilsiyonu elde etmek amaciyla sulu faz igerisinde emdlsifiye
edilmektedir. Stabil emiilsiyon olustuktan sonra organik ¢oziicii basing altinda veya
stirekli karigtirma ile buharlastirilir. Suda ¢6ziinen ilag yiiklii nanopartikiilleri hazirlamak
Igin (su/yag/su) yontemi kullanilmaktadir (Mahapatro ve Singh, 2011; Demir ve Capan,
2013). Emaulsifikasyon-¢ozict difiizyon yontemi, yuksek kapsilleme verimliligi,
homojenizasyon gerekmemesi, yiiksek tekrar iiretilebilirligi, 6l¢eklendirme kolayligi,

hazirlama kolaylig1 ve dar boyut dagilim1 gibi bir¢ok istiinliikler tasimaktadir (Tyagi ve
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Pandey, 2016). Suda c¢oOzinlrlik konsantrasyonu arttikga daha kicuk parcacikli
nanopartikillerin boyutlarina ulagilabilmektedir (Mahapatro ve Singh, 2011).

2.5.1.2.3. Tuzla ¢oktiirme (Salting out) yontemi

Bu yontemin prensibi, polimer ve etkin madde ¢6zlcl iginde ¢Oziindurildikten
sonra salting-out ajani ve kolloidal stabilizatorii igeren bir ¢ozelti i¢erisinde karigtirilarak
emulsiyon haline getirilmektedir. Salting-out ajan1 olarak magnezyum Klorir, kalsiyum
klorlr ve magnezyum asetat gibi elektrolitler kullanilabilmektedir. C6zeltide kullanilacak
¢ozicdl su ile karisabilirliligi iyi olmas1 gerektigi i¢in bu 6zelligi tasiyan aseton daha ¢ok
kullanilmaktadir (Vauthier ve Bouchemal, 2009). Bu islemde, tuzlama maddeleri
kapsiillenmis ilag nanopartikillerinin tretiminde oénemli bir rol oynamaktadir. Tuzlar
baslangigta organik fazin sulu ¢ozeltiye karisabilirligini engelleyerek emulsiyon
olusturulmasinda rol oynamaktadir. Daha sonra, ters tuzlama etkisi ile ilacin polimer
matrisine yapismasina yardimei olarak enkapsiilasyon gerceklesmesini saglamaktadir.
Yontemin en 6nemli Ustlnlikleri; yuksek miktarda polimer ve etkin maddenin bir araya
getirilmesi, genel olarak miikkemmel verimler elde edilmesi ve islemin kolay bir sekilde

yiriitiilmesi gibi Gstiinliikler tasimaktadir (Quintanar guerrero vd., 2008; Muthu 2009).

2.5.1.2.4. Nano ¢Oktlirme yontemi

Coziicli degisimi, olarak da adlandirilan nanogoktiirme yontemi Fessi vd.
tarafindan gelistirilen bir yontemdir. Nano ¢Oktlirme yontemi, hem hidrofilik hem de
hidrofobik ilaglarin kapsiillenmesi i¢in kullanilabilmektedir. Bunun disinda, kolay,
karmagik olmayan ve az enerji tliketen bir hazirlama yontemidir. Nano ¢oktirme yontemi,
nanokurelerin Uretiminde uygulanan en basit ve en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir.
Yontemin calisma prensibi olarak, lipofilik ¢ozeltideki, suyla karisabilen, yar1 polar
¢Ozlcunun yer degisimi sonucu polimerin araylizeyde birikmesidir (Shirakura 2015;
Hornig vd., 2009). NanocOktirme yontemi, nanopargaciklardaki ilag yukleme
verimliligini arttirmak veya nanopartikiillerin ortalama partikiil boyutunu azaltmak i¢in

yardimci olabilmektedir (Vauthier ve Bouchemal 2009; Yadav ve Sawant, 2010 ).

2.5.1.2.5. Diyaliz yontemi

Diyaliz yontemi, dar dagilima sahip kiigiik polimerik nanopartiklleri hazirlamak

icin basariyla uygulanan bir yontemdir (Mahalingam ve Krishnamoorthy, 2015).
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Onceden hazirlanmis polimerler ve ilag organik bir ¢ézict iginde ¢oziindtrilur ve uygun
bir molekul agirligina sahip diyaliz tiiplerine yerlestirilir. C6zliclinun diyaliz sonucu yer
degistirmesi ve polimerin ¢ozinirligind  kaybetmesi sonucunda nanopartikiller
olusmaktadir (Amoabediny vd., 2018; Crucho ve ve Barros, 2017; Tang vd., 2016).

2.5.1.2.6. Siiperkritik sivi teknolojisi

Siperkritik haldeki bir madde, superkritik sivi olarak tanimlanmaktadir.
Siiperkritik s1vi teknolojisinde, konvansiyonel yontemlerde kullanilan toksik ¢oziiciilere
veya surfaktanlara ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bunun i¢in siiperkritik sivi yontemi, ¢evreye
kars1 daha giivenli bir yontem ve saf nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in tercih edilen
alternatif bir yontemdir. Sicakligin kolay regiilasyonu, basing kontrolii, yiiksek saflik
derecesinde nanopartikillerin elde edilmesi ve ¢ozicinin minimum dereceye indirilmesi
yontemin tasidigi bazi tstiinliiklerdir (Patel vd., 2017). Yontemin prensibi; polimer ve
etkin madde siiperkritik akigkan iginde ¢oziiniir. Daha sonra 0zel bir cihaz yardimiyla
¢Ozelti plskiirtiiliir, ¢ozeltinin ¢oziicliliigli azaltilarak nanopartikiillerin ¢okmesi saglanir

(Nalbantoglu vd., 2016).

2.5.1.2.7. Puskurterek kurutma yontemi

Piiskiirterek kurutma; sivi fazdan kararli nanopartikillerin Gretilmesi igin
kullanilan tek asamali bir ydntemdir. Onceden hazirlanmis polimer ve ilag su iginde
cozlndurulir ve c¢ozlcl puskarttlerek partikuller toplanir (Mahalingam ve
Krishnamoorthy 2015). islem; atomizasyon, damlaciklarin sicak gaz ile muamelesi ve
katilagtirtlan  tozun ayrilarak toplanmasi olmak {izere temelde {ic adimda
tamamlanmaktadir. Nano boyutlu puskirterek kurutma teknolojisi ise ¢igir agan bir
yenilik olup ¢ozeltilerden nano boyutlarda partikiil eldesini saglamaktadir (Demir ve
Degim, 2016)

2.5.1.2.8. Konvansiyonel emulsiyon polimerizasyon yontemi

Bu konvansiyonel sistemde, ortam; yilizey etken madde, su, suda disiik
¢Oziiniirliigli olan bir monomer ve suda ¢oziinen bir baslatici bilesenlerden olusmaktadir.
Kolloidal stabilizatorler olarak elektrosterik, elektrostatik, sterik veya her ikiside
kullanilabilmektedir. Siirekli sulu fazda ¢6ziinen monomer molekiilii, serbest radikal ya

da iyon olabilen bir baslatict molekiil ile ¢arpistiginda baslatma ortaya ¢ikmaktadir.
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Alternatif olarak, yliksek enerjili 1s1nim yardimiyla monomer molekiilii baglatict bir
radikal haline doniistiiriilebilmektedir. Kati1 parcaciklarin olusumu ve faz ayrimi,
polimerizasyon reaksiyonunun sonlandirilmasindan once veya sonra meydana
gelmektedir (Patel vd., 2017; Pan vd., 2019).

2.5.1.2.9. Mikroemulsiyon polimerizasyon yontemi

Mikroemilsiyon polimerizasyonu, nano Dboyutlu polimer pargaciklarin
hazirlanmast icin yeni ve etkili dikkat ¢eken bir yontemdir. Emiilsiyon ve
mikroemilsiyon polimerizasyonu benzer goriinse de, her iki yontem yliksek molar kutleli
koloidal polimer parcaciklari liretebilir ancak kinetik olarak karsilastirildiginda tamamen
farklidir. Mikroemiilsiyon polimerizasyonunda, sisirilmis miseller igeren termodinamik
olarak kararli bir mikroemiilsiyonun sulu fazina tipik olarak suda ¢6ziinen bir baslatici

eklenmektedir (Rao ve Geckeler 2011).

2.5.1.2.10. Mini-emulsiyon polimerizasyon yontemi

Su, monomer karisimi, yiizey etkin madde, yardimci stabilizator ve baslatici ajan
iceren bir sistemdir. Emiilsiyon polimerizasyonundan temel farki diigitk molekiil agirlikli
bilesiklerden yardimeci stabilizatorlerden yararlanmasi ve yiiksek pargalama cihazlarina

(ultrason vb.) gereksinim duymasidir (Miiderrisoglu ve Comoglu., 2010).

2.5.1.2.11. Yiizeyler arast polimerizasyon yontemi

Yuzeyler arasi polimerizasyon yontemi, iki faz arasindaki arayilizeyde ultra ince
fonksiyonel katmanlarin, kapsiillerin, partikillerin veya polimer iplikciklerinin
sentezlenmesine izin veren bir yontemdir. Genellikle, polimerizasyon, birbiriyle
karismayan iki sivi iginde ¢oziinen iki reaktif monomerlerin arasindaki bir
polikondenzasyon reaksiyonudur. Alternatif olarak, fazlardan sadece bir tanesi bir
reaksiyon baglaticiy1 veya bir katalizorii (6rnegin, asir1 oksitleyici ajan ) igermesi veya
kendisi reaktif bir monomer olmasidir. Bazi c¢aligmalarda, araylizde bir
fotopolimerizasyon igin ultraviyole 1sim1 kullanilmaktadir. Her durumda, monomer
baslaticilarin iki fazda ayrilmasi, lokalize bir reaksiyon ve bir polimer olusumuna neden

olmaktadir (Raaijmakers ve Benes 2016).

22



2.5.1.3. Polimerik nanopartiktllerin karakterizasyonu

flag tastyici olarak kullanilacak nanopartikiillerin karakterizasyonu klinik agidan
cesitli Ozellikler degerlendirilmelidir. Bu 6zellikler arasinda partikiil boyutu, partikul
boyut dagilimi, zeta potansiyel degerleri, partikiil morfolojisi, yiizey 6zellikleri, yapisal
ozellikleri ve c¢ozinlrlik oOzellikleri gibi 6nemli karakterizasyonlar yer almaktadir
(Nalbantoglu vd., 2016; Daglioglu ve Yilmaz, 2018).

Partikiillerin biytkligii; ilag salimi, nanopartikullerin fiziksel stabilitesini ve in
vivo dagilimimi etkilemektedir. Nanopartiklllerin  yuzey yukd ise, polimer
dispersiyonunun fiziksel stabilitesini ve yeniden dagilabilirligini ve in vivo performansini

etkilemektedir (Katmis vd., 2018).

Nanopartikul bazi karakterizasyon ¢aligmalarinda genellikle taramali elektron
mikroskopisi (SEM), transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) ve atomik kuvvet
mikroskopisi gibi gelismis mikroskopik teknikler kullanilarak boyutlari, morfolojisi ve
yuzey vyukleri ile karakterize edilmektedir (Pal vd., 2011). Bunlar disinda,
nanopartikillerin karakterizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan teknikler ve cihazlar;
boyut dislama kromatografisi, sivi kromatografisi, ultrafiltrasyon-santrifiijleme, dinamik
ve statik 151k sacilimi, elektroforetik mobilite ve potansiyometre kullanilabilmektedir.
Ayrica nanopartikiillerin yapisal 6zellikleri arastirtlmasinda X 1smn1 kirinimi (XRD),
diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC), fourier doniistimlii kizil 6tesi (FT-IR) ve niikleer
manyetik rezonans (*H-NMR) gibi teknikler kullanilarak analizleri gerceklestirilmektedir
(Guterres vd., 2007).
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Aseton

Asetonitril

Diyaliz membran
Dotorokloroform
Etanol

Eudragit® RS 100
Kalsiyum Klor(r dihidrat
Kollidon® SR
Letrozol

Metanol

Potasyum klorir
Sodyum bikarbonat

Sodyum klortr

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: R6hm Pharma, Almanya
: Merck, Almanya

: Basf Pharmaceuticals, Almanya
. Sigma, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Riedel de Haén, Almanya
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3.2. Kullamilan Cihazlar

Buzdolab1 . Arcelik No Frost, Turkiye

Diferansiyel Taramali Kalorimetri : Shimadzu DSC-60, Japonya

Distile su cihazi : MilliQ Milipore, Fransa

Etiv : Elektro-mag M 5040BD, Trkiye

Fourier Déoniisiimlii infrared Spektrofotometresi  : Perkin Elmer Spektrum 2000,
Ingiltere

Hassas Terazi : Ohaus, Isvicre

Manyetik Isitict : Heidolph MR 3001K, Almanya
IKA®-Werke, Almanya

Mekanik Karistirict : Heidolph RZR2051 Electronic,
Almanya

Nikleer Manyetik Rezonans Spektrofotometresi  : Ultra Shield CP MAS NMR,
Bruker, Almanya

Parcacik Biiyiikliigii Analiz Cihazi : Zetasizer Nano Series, Ingiltere

pH Metre ‘WTW Profi Lab pH 597, Weilheim,
Almanya

Piiskiirterek Kurutma Cihazi : Biichi B-90, Isvicre

Taramali Elektron Mikroskobu : Carl Zeiss SUPRA 50VP, Almanya

Ultrasonik Banyo : Elma T470/H, Almanya

Vorteks karigtirici : Jeiotech VM96B, Kore

Yiiksek Basingli S1ivi Kromatografisi : Shimadzu 20-A, Japonya

Zeta Potansiyel Analiz Cihazi : Zetasizer Nano Series, Ingiltere
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4, YONTEMLER
4.1. Cahsilacak Maddeler ile Yapilan Calismalar
4.1.1. Letrozol ile Yapilan Cahismalar

4.1.1.1. Termal analiz

LTZ’in termal analizi diferansiyel taramali kalorimetri cihaz1 (DSC; DSC-60,
Shimadzu Scientific Intruments, Columbia, MI, ABD) kullanilarak, basing yardimiyla
kapatilmis aliminyum 6rnek kabinda, 10°C.dk™ sicaklik artisi ile 30-300°C araliginda

aliminyum referansa kars1 gergeklestirilmistir.

4.1.1.2. Fourier doniisiimlii kizil étesi analizi

LTZin fourier FT-IR analizi (Schimadzu IR Prestige, Japonya) cihaz
kullanilarak, 4000-400 cm™ dalga boyu araliginda analiz edilmistir.

4.1.1.3. Nukleer manyetik rezonans analizi

LTZ’in yapisal 6zellikleri, 'H-NMR analiz cihazinda (Ultra-Shield™ CPMAS,
NMR, Brucker, Rheinstetten, Almanya) 25°C’de, ¢6ziicii olarak détorokloroform

kullanilarak incelenmistir.

4.1.1.4. LTZ iin yiiksek basin¢h sivi kromatografisi ile analitik miktar tayini

LTZin analitik miktar tayini yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC;
Shimadzu 20 A, Tokyo, Japonya) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Analizlerde kullanilan
caligma sartlar1 Cizelge 4.1.’de Ozetlenmistir. Elde edilen sonuglarin gilivenilirliginin

saglanmasi amaci ile validasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir (ICH Q2A, 2005).
4.1.1.4.1. Dogrusallik

Dogrusallik, numunedeki analitin konsantrasyonu ile dogru orantili olan deney
sonuglarini kullanilan yontem ile elde etme yetenegidir. Dogrusalligin belirlenmesi igin
en az 5 farkli derisim noktasi ile ¢alisiimalidir (ICH Q2A, 2005). LTZ’tin HPLC
yonteminde kullanilacak standart egrilerinin belirlenmesi amaciyla, 5 mg etkin madde 50
ml metanol i¢inde ¢oziindiiriilerek stok c¢ozelti hazirlanmigtir. Gerekli seyreltmeler

yapilarak 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 png.mL1LTZ kontrsantrasyonlari igerecek
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sekilde hazirlanmistir (n=6). CoOzeltilerden elde edilen pik alanlar1 kullanilarak

kalibrasyon dogrusu olusturulmustur.

Cizelge 4.1. Letrozoltin analitik miktar tayininde kullanilan HPLC ¢alisma sartlar:

Cihaz Shimadzu-20 A

Kolon Shimadzu Shim-Pack CLC-ODS (Kolon Capi: 6.0 mm, Kolon
Uzunlugu: 15.0 cm) (Partikiil Cap: : 5 um, partikiil Boyutu: 100A)

Kolon Sicakhg 25°C

Cozlicu Sistemi Asetonitril:Distile Su [50:50, h/h]

Dedektor Shimadzu Fotodiyot Dizisi

Cahsilan Dalga Boyu 240 nm

Akis Hizi 1.5 mL.dk?

Enjeksiyon Hacmi 20 puL

4.1.1.4.2. Kesinlik

Kesinlik, ayni1 sartlar altinda ayn1 numunenin ¢oklu dérneklemesinden elde edilen
sonuglarin 6l¢iim arasinda dagilma derecesini ifade eder. Tekrarlanabilirlik, ara kesinlik,
tekrar elde edilebilirlik parametreleri ile belirlenir (ICH Q2A, 2005).

Tekrarlanabilirlik, kesinlik parametresini kisa bir zaman araliginda ayni ¢alisma
kosullar1 altinda ifadeder. Tekrarlanabilirligi tespit etmek icin, aymi stok c¢ozelti
kullanilarak hazirlanan 6rneklerin alan 6lgtimii tekrarlanir. Bu islem 3 farkli derisim ile

gerceklestirilmistir (n=3).

Kesinlik ¢alismasinda, LTZ’{in 3 farkli derisimde (20 ug.mL™, 50 ug.mL?, 80
ug.mL ) ¢ozeltileri hazirlanmis ve analizleri gergeklestirilmistir (n=3). Islem ayn1 sartlar
altinda ti¢ farkli giinde tekrarlanmig ve 3 giinde elde edilen test sonuglar ile yontemin

glin-i¢i ve glnler-arasi tekraredilebilirlik degerleri hesaplanmistir.

4.1.1.4.3. Dogruluk

Analitik yontem validasyonunda dogruluk parametresi, analitik yontem ile elde
edilen test sonuglarinin asil degere yakinligini ifade etmektedir. Genel olarak belirlenen
araligin i¢inde yer alan 3 farkli konsantrasyon, en az lcer drnek olmak Uzere 6l¢iim
yapilir. Sonuglar %verim ve her seri i¢in bagil standart sapma olarak hesaplanmaktadir

(ICH Q2A, 2005).
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Dogruluk ¢alismasinda, 3 farkli konsantrasyonda (20 pg.mL™, 50 ng.mL?, 80
pugmL?) LTZ iceren ¢ozelti hazirlanmistir. Her farkli derisim icin 6 kez olglim

yapilmustir.

4.1.1.4.4. Duyarhlik

Analitik yontemde duyarlilik, numunede saptanabilen ancak kesin bir deger
olarak verilemeyen en diisiik analit miktaridir. Saptama sinir1 (LOD) ve tayin siniri
(LOQ) hesaplanarak degerlendirilmektedir (Garcia vd., 2011).

LOD, analizi yapilan maddenin kalitatif olarak tespit edilebildigi en disiik
derisimdir. Bu deger, gorsel degerlendirme, veya sinyal-giiriiltii oran1 ve elde edilen

cevap ile egimin standart sapmasi kullanilarak bulunmaktadir (ICH Q2A, 2005).

LOD degeri ICH klavuzunda yer alan esitlik (4.1) ile hesaplanur.

3,3X0

LOD = (4.1)

Denklem (4.1)’deki o, y ekseni kesim noktasinin standart sapmasini, m ise

korelasyon denkleminin egimini gosterir (ICH Q2A, 2005).

LOQ, analizi yapilan maddenin kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk ile
belirlenebildigi en diisiik derisim olarak tanimlanmaktadir. LOD degerinin belirlenmesi
icin kullanilan yontemler, LOQ i¢in de uygulanabilir.

LOQ degeri ICH klavuzunda yer alan esitlik (4.2) ile hesaplanabilir.

10Xo

LoQ =" (4.2)

Esitlik (4.2)’de yer alan ¢ y ekseni kesim noktasinin standart sapmas1 ve m degeri

de korelasyon esitliginin egimidir (ICH Q2A, 2005).

4.1.1.4.5. Secicilik

Secicilik, karisim igerisindeki tek bir maddenin, diger maddelerin varliginda,
derisiminin tam ve dogru olarak belirlenebilecegini gosteren en Onemli analitik

parametrelerden biridir. Calismada, LTZ i¢cermeyen bos formilasyonlar (placebo) ile

28



LTZ igeren formiilasyonlar analiz edilerek sistemin segiciligi etkin madde icermeyen

formilasyon bilesenleri kullanilarak incelenmistir.

4.1.2. Eudragit® RS 100 ile yapilan ¢alismalar
4.1.2.1. Termal analiz

Tam tartim1 alinan Eudragit® RS 100, basing yardimiyla sikica kapatilmis
aliminyum 6rnek kabinda, 10°C.dk? sicaklik artisi ile 30-300°C araliginda aliiminyum

referansa kars1 DSC cihazi kullanilarak analiz edilmistir.

4.1.2.2. Fourier doniisiimlii kizil étesi analizi

Eudragit® RS 100’in FT-IR analizi 4000-400 cm™ dalga boyu aralizinda
gergeklestirilmistir.

4.1.2.3. Nukleer manyetik rezonans analizi
Eudragit® RS 100’iin yapisal 6zellikleri, *H-NMR analizi ile 25°C + 2°C’de,
¢Ozucu olarak dotorokloroform kullanilarak incelenmistir.

4.1.3. Kollidon® SR ile yapilan ¢calismalar
4.1.3.1. Termal analiz

Kollidon® SR tam tarttim alinarak DSC cihazi ile basing yardimiyla sikica
kapatilmis aliminyum 6rnek kabinda, 10°C.dk* sicaklik artisi ile 30-300°C araliginda

aliminyum referansa kars1 analizi ger¢eklestirilmistir.

4.1.3.2. Fourier doniisiimlii kizil étesi analizi

Kollidon® SR’nin FT-IR analizi 4000-500 cm® dalga boyu araliginda
gerceklestirilmistir.

4.1.3.3. Nukleer manyetik rezonans analizi

Kollidon® SR’nin yapisal dzellikleri, *H-NMR analizi ile 25°C + 2°C’de, ¢dziicii

olarak dotorokloroform kullanilarak incelenmistir.
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4.2. Nanopartikil Formiilasyonlarina Ait Calismalar

4.2.1. Formiilasyonlarin hazirlanisi

Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda puskirterek kurutma yontemi
kullanilmistir (Yenilmez vd., 2011; Basaran vd., 2014; Basaran vd., 2015). Eudragit® RS
100 ile hazirlanan formulasyonun hazirlanmasinda ¢6zlci olarak aseton ve metanol (36:4
h:h) ¢oziicii karisimi segilmistir. Eudragit® RS100’i{in belirlenen miktarlar1 (2 g) ¢oziicl
icinde ¢cozunduruldikten sonra LTZ {in farkli konsantrasyonlardaki miktarlart (%10, %15
ve %20) ¢ozeltilere ilave edilmistir. COzeltiler homojen ve seffaf karisimlara getirildikten
sonra plskiirterek kurutma cihaz1 (Biichi-B90, Nano Spray Dryer, Isvi¢re) yardimiyla

kurutulmus ve toz halde olusan nanopartikiilleri toplanmistir.

Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda
cOziici olarak metanol (250 mL) kullanilmistir. Kollidon® SR formiilasyonunda
kullanilan LTZ konsantrasyonlar1 ve gerceklesen hazirlama asamalar1 Eudragit® RS 100
formiilasyonun ¢alismasinda kullanilan LTZ konsantrasyonlar1 ve uygulanan hazirlama

asamalarinda oldugu gibi Kollidon®SR formiilasyonu ile tekrarlanmustir.

Her iki formilasyon icin toplanan nanopartikiller karakterizasyon galismalar
gergeklesinceye kadar agzi sikici kapali kaplarda oda sicaklifinda saklanmistir.
Formulasyonlar daha sonra stabilite ¢alismalar1 suresince 5°C + 3°C, 25°C + 2°C (%60
* %5 RN), 40°C + 2°C (%75 + %5 RN) stabilite kabinlerinde saklanmustir.

Tum formilasyon c¢alismalarinda piiskiirterek kurutma cihazi igin basing 35 bar,

sicaklik derecesi ise 105°C + 5°C olarak belirlenmistir.

4.2.2. Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyon ¢calismalar:

4.2.2.1. PartikUl sekli analizleri

Nanopartikiillerin yiizey 6zelliklerinin ve sekillerinin belirlenmesi amaci ile SEM
(Carl Zeiss SUPRA 50VP, Oberkochen, Almanya) kullanilmistir.

4.2.2.2. Partikll biiyiikliigii ve partikiil biiyiikliigii dagilimi analizleri

Nanopartikullerin  partikil buaytikligh ve partikil biyikligi dagilimi
(polidisperslik indisi; Pdl) icin, partikillerin distile suda dispersiyonlari hazirlanmis ve
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zeta potansiyel analiz cihaz1 (Malvern Nano ZS; Zetasizer Nano Series, Worcestershire,

Ingiltere) kullanilarak analiz edilmistir. Analizler ii¢ kez tekrarlanmistir.
4.2.2.3. Zeta potansiyel analizleri

Nanopartikiillerin zeta potansiyel degerlerinin belirlenmesi amaci ile partikillerin
distile suda dispersiyonlar1 hazirlanmis ve zeta potansiyel analiz cihaz1 (Malvern Nano
ZS; Zetasizer Nano Series, Worcestershire, ingiltere) kullanilarak veriler elde edilmistir.

Analizler ii¢ kez tekrarlanmistir.
4.2.2.4. Termal analizler

Formiilasyonlarin termal analizleri, DSC cihaz1 kullanilarak, basing yardimiyla
sikica kapatilmis aliminyum 6rnek kabinda,10°C.dk™ sicaklik artisi ile, 30 °C - 300°C
araliginda aliminyum referansa karsi gergeklestirilmistir. Saf etkin maddeye ve saf
polimerlere ait termogramlar referans olarak kullanilarak formiilasyonlarin analiz

sonuglar1 degerlendirilmistir.
4.2.2.5. Fourier doniisiimlii kizil étesi analizi

Formiilasyonlarin FT-IR analizleri, 4000 - 400 cm™ dalga boyu araliginda
gerceklestirilmigtir. Saf etkin maddenin ve saf polimerlerin FT-IR spektrumlari,

formiilasyonlarin analiz sonuglarinin incelenmesinde referans olarak kullanilmistir.
4.2.2.6. Nukleer manyetik rezonans analizleri

Formiilasyonlarin yapisal 6zellikleri, molekiiller arast veya molekiil i¢i olast
degisimleri, 'H-NMR analizi ile, 25°C + 2°C’de, ¢oziicii olarak dotorokloroform
kullanilarak analiz edilmistir. Saf etkin maddenin ve saf polimerlerin ‘H-NMR
spektrumlari, formiilasyonlarin analiz sonuglarinin incelenmesinde referans olarak

kullanilmistir.
4.2.2.7. Miktar tayini

Nanopartikullere yliklenen LTZ {in miktar1 Cizelge 4.1°de yer alan analiz sartlari
kullanilarak HPLC yoéntemi ile incelenmistir (Kumar Jana vd., 2014). Her bir

formilasyon icin tam 5 mg nanopartikil tartilarak, 5 mL metanolda agz1 sikica kapali

tiiplerde ¢oziindiiriilmistiir. Olusan berrak ¢0zelti gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra
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HPLC ile analiz edilerek partikillerde bulunan toplam etkin madde miktari belirlenmistir.

Analizler her bir formulasyon igin ii¢ kez tekrarlanmustir.

4.2.2.8. Nanopartikiil formiilasyonlarina ait in vitro salim ¢alismalart

Nanopartikullere yiklenen LTZ’iin salim profilleri 37°C + 2°C’de pH 7.4 fosfat
tamponu igerisinde 150 rpm karistirma hizinda diyaliz membran i¢inde analiz edilmistir.
Onceden belirlenen zaman araliklarinda 24 saat siire ile 6rnekler alinip HPLC ile analiz

edilerek salim profilleri olusturulmustur. Analizler 3 kez tekrarlanmistir.

4.2.2.9. Nanopartikiil formiilasyonlarinin in vitro salum kinetiklerinin belirlenmesi

Nanopartikullere yiklenen LTZ’{in salim degerleri kullanilarak partikiillerden
salim1 en 1iyi ifade edecek kinetik modelin belirlenmesi amaci ile DDSolver programi

kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir (Zuo vd., 2014).

4.2.3. Nanopartikiil formiilasyonlarina ait stabilite calismalari

Hazirlanan nanopartikiillerin stabilite ¢alismalart kapsaminda formilasyonlar 5°C
1 3°C, 25°C + 2°C (%60 * %5 RN), 40°C £ 2°C (%75 £ %5 RN) stabilite kabinlerine
yerlestirilmistir (ICH Q1A, 2003). Formilasyonlarin stabilite analizleri belirli araliklarda
(0. zaman, 1. ay, 3. ay) gergeklestirilmistir. Formiilasyonlarin stabiliteleri calismalarinda
partikdl biytkligi, partikil blyiikligi dagilimi, zeta potansiyel ve etkin madde miktar

tayini analizleri yapilarak incelenmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Cahsilacak Maddeler ile Yapilan Calismalar
5.1.1. Letrozol ile yapilan ¢alismalar

5.1.1.1. Termal analiz

LTZ’¢ ait DSC termogrami Sekil 5.1.’de sunulmustur.

Sekil 5.1. Letrozol e ait DSC termogrami

LTZiin, DSC analiz cihaz1 ile 30-300 °C araliginda gerceklestirilen termal
analizinde, erime sicakliginin yaklagik olarak 185°C’de basladigi bulunmustur. Saf
LTZ’e ait bulunan DSC sonuglart diger ¢alismalarin sonuclari ile paralel olarak sonug
vermistir (Maniyar vd., 2019). Saf etkin maddeye ait DSC analiz termogrami hazirlanan

formiilasyonlarin analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde referans olarak kullanilmustir.

5.1.1.2. Fourier doniisiimlii kizil otesi analizi

LTZ’ye ait FT-IR analiz spektrumu Sekil 5.2°de sunulmustur. Saf LTZ’ye ait FT-
IR spektrumu incelendiginde 1138 cm™'de N-C amin , 1436.04 cm™'de C-H alkan metil,
1600-1475 cm™'de C=C aromatik, 1690-1640 cm™'de C=N, 1728.22cm™*'de C-H zayif
aromatik, 2231.64 cm™'de C=N zayif nitril, 2951.09 cm™'de N-H amin tuzu ve 3118.90
cm™'de C-H orta siddetli alkan grublarmna ait pikler kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar
onceden yapilan ¢alismalarin sonuglar ile paralel sonuglar vermistir (Dey vd., 2009;
Maniyar vd., 2019; Sheoran vd., 2020). Saf LTZ’ye ait elde edilen FT-IR spektrumu
formiilasyon calismalarinda yapisal degisikliklerin incelenmesinde referans olarak

kullanilmistir.
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Sekil 5.2. Letrozol e ait FT-IR analiz spektrumu

5.1.1.3. Nukleer manyetik rezonans analizi

LTZ’e ait tH-NMR analiz spektrumu Sekil 5.3.’de sunulmustur.

Sekil 5.3. Letrozol e ait *H-NMR analiz spektrumu

Saf etkin maddeye ait *H-NMR analiz sonuglar1, hazirlanan formiilasyonlarin

analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde referans olarak kullanilmistir.
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5.1.1.4. Letrozol’Un yiiksek basin¢cl sivi kromatografisi ile analitik miktar tayini
5.1.1.4.1. Dogrusallik

LTZ metanolde 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg.mL* konsantrasyonlarda
olacak sekilde 10 farkli kosantrasyonda 6 kalibrasyon serisi hazirlanmstir.
Konsantrasyonlara karsilik gelen pik alanlar1 kullamlarak kalibrasyon dogrusu
olusturulmustur. Calismanin sonucunda r? 0.9999 olarak bulunmus ve elde edilen verilere
gore analitik yontemin dogrusalligi kanitlanmistir. Calismanin sonucunda elde edilen

sonuclar Sekil 5.4’de verilmistir.

Dogrusallik
16000000

14000000 y =139108.1x - 58654.6
R? =0.9999

12000000
10000000

8000000

Alan

6000000
4000000
2000000

0
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon [ag.mL-]

Sekil 5.4. LTZ iin miktar tayininde kullanilan standart egri (Ort£=SH; n=6)

5.1.1.4.2. Kesinlik

LTZiin 20, 50, 80 pg.mL? konsantrasyonda 3 farkli ¢ozeltisi metanol
kullanilarak hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 3 kez analiz gergeklestirilmistir
(n=6). Birinci glinde yapilan analizlerin ayn1 miktarlar1 ve ayni sartlar1 altinda ikinci ve
Ucunci gunde analizi tekrarlanmistir. Elde edilen deney sonuglari dogrusallik
calismasinda elde edilen denklemi kullanilarak yontemin kesinligi arastirilmistir.

Kesinlik ¢calismasinda elde edilen sonuglar Cizelge 5.1’de sunulmustur.
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Cizelge 5.1. Kesinlik ¢alismasina ait HPLC analiz sonuglar:

Konsantrasyon (pg.mL™?) Birinci glin ikinci giin Uciincii giin

19.48 20.03 19.62

20 19.41 19.46 20.30

19.53 19.90 20.23

Ortalama 19.47 19.80 20.05
Standart Sapma 0.0578 0.3008 0.3739
Varyasyon Katsayisi 0.2970 1.5190 1.8647
%95 Giiven Araligi 0.1437 0.7471 0.9288
49.60 49.92 49.70

50 49.20 50.21 48.52

50.05 49.82 50.15

Ortalama 49.62 49.99 49.46
Standart Sapma 0.4239 0.2047 0.8409
Varyasyon Katsayisi 0.8544 0.4094 1.7002
%95 Giiven Aralig1 1.0531 0.5084 2.0889
79.26 79.82 79.71

80 79.17 79.2 79.81

79.82 79.74 80.12

Ortalama 79.42 79.59 79.88
Standart Sapma 0.3561 0.3351 0.2165
Varyasyon Katsayisi 0.4484 0.4211 0.2711
%95 Giiven Aralig1 0.8846 0.8325 0.5379

Kesinlik ¢alismasinda kabul edilebilirlik sinir1 varyasyon katsayisinin %2’den
diistik olmasidir (ICH Q2A, 2005). Calismanin sonucunda elde edilen degerlerin kesinligi
hem giin i¢i hem de giinler arasi olarak degerlendirilmistir. Elde edilen degerler kesinlik
degerlerinin kabul edilebilen sinirlar igerisinde bulunmg ve yodntemin kesinligini

dogrulanmistir.

5.1.1.4.3. Dogruluk

Dogruluk ¢alismasinda elde edilen sonuglarin dogrusallik ¢alismalarinda elde
edilen esitlik yardimiyla LTZ konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Teorik konsantrasyonlar
ile bulunan degerler karsilastirilarak yontemin dogrulugu %geri kazanim olarak

hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 5.2°de sunulmustur.

Dogruluk g¢alisamalarinda % geri kazanim verilerinin kabul edilebilirlik sinirt
1%2 olarak belirtilmektedir (ICH Q2A, 2005). Calismamizda elde edilen dogruluk % geri
kazanim degerlerinin timi %98-%102 araliginda degerler alarak kabul edilen sinirlar

arasinda kalmig ve yontemin dogrulugu kanitlanmistir (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.2. Dogruluk ¢alismasina ait HPLC analiz sonug¢lart

Konsantrasyon (pg.mL™) 20 50 80
19.67 49.24 78.44
19.96 49.82 78.36
19.51 48.59 78.38
Bulunan konsantrasyonlar 19.40 48.90 78.56
19.75 48.83 79.00
19.39 49.97 79.90
98.34 98.48 98.06
Geri kazanimlar % 99.78 99.64 97.96
97.55 97.19 97.98
97.00 97.81 98.20
98.77 97.67 98.75
96.95 99.94 99.87
Ortalama 98.0646 98.4532 98.4681
Standart Sapma 1.1113 1.1171 0.7473
Varyasyon Katsayisi 1.9354 1.5468 1.5319
%395 Giiven Arahg: 1.1662 1.1723 0.7843

5.1.1.4.4. Duyarlilik

Duyarlilik ¢alismalarinda Esitlik 4.1. kullanilarak LOD degeri hesaplanmustir.
Calismanin sonucund LOD degeri 0.80 pg.mL? olarak bulunmustur. LOQ degeri ise
Esitlik 4.2. yardimiyla hesaplanmis ve 2.42 pg.mL™? olarak bulunmustur. Dogrusallik
calismasinda belirlenen en diisiik konsantrasyon olan 10 ug.mL™’den oldukea diisiik olan

bu degerler yontemin belirlenen aralikta giivenilir sonuglar verecegini gostermistir.

5.1.1.4.5. Segicilik

LTZtin miktar tayin analizi icin belirlenen HPLC yontemine ait secicilik
calismasi sonucunda; kullanilan yontem ile LTZ miktarinin basari ile analiz edilecegi
kullanilan ¢oziiciiler ve etkin madde igermeyen plasebo formiilasyonlar ile karsilagtirmali
olarak calisilarak ortaya konulmustur. Calismanin sonucunda LTZ’lin segiciligi
ispatlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin HPLC segicilik analiz kromatogramlari Sekil

5.5.’te sunulmustur.
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Sekil 5.5. HPLC secicilik analizi kromatogramlar
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Sekil 5.5. (Devam) HPLC segicilik analizi kromatogramliar
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5.1.2. Eudragit® RS 100 ile yapilan ¢calismalar

5.1.2.1. Termal analiz

Eudragit® RS 100°Gn DSC ile 30-300°C araliginda yapilan termal analizinde,
polimerin amorf yapisina bagli olarak herhangi bir erime pikine rastlanmamuistir.
Eudragit® RS 100’¢ ait DSC termogramin maddenin amorf yapida oldugunu gdstermesi
diger calismalarda elde edilen analiz sonuglart ile dogrulanmaktadir (Pignatello vd., 2001;
Trapani vd., 2007). Eudragit® RS 100’e ait termogram Sekil 5.6.’de sunulmustur.

Sekil 5.6. Eudragit® RS 100 ln DSC analizine ait termogram

5.1.2.2. Fourier doniisiimlii kizil otesi analizi

Eudragit® RS 100’e ait FT-IR analiz spektrumu Sekil 5.7’ de sunulmustur.
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Sekil 5.7. Eudragit® RS 100 e ait FT-IR spektrumu

40



Saf eudragit® RS 100’e ait FT-IR spektrumu incelendiginde 1147.65cm™’de C-O,
1436.97cm™’de CH3, 1728.22 cm™¥’de (C=0) ve 2951.09 cm™’de N-H amin tuzu
gruplarina ait pikler kaydedilmistir (Jain & Singh, 2010). Kaydedilen sinyaller ile dnceki
calismalarin sonuglarina yakin sonuglar elde edilmistir (Lopedota vd., 2009; Pradeep ve
Sreeganesan, 2015). Saf Eudragit® RS 100’e ait FT-IR spektrumu formiilasyonlarin olasi

yapisal degisikliklerinin incelenmesinde referans olarak kullanilmistir.

5.1.2.3. Nukleer manyetik rezonans analizi

Eudragit® RS 100’e ait *H-NMR analiz spektrumu Sekil 5.8’da sunulmustur.

Sekil 5.8. Eudragit® RS 100 'tin *H-NMR analiz spektrumu

'H-NMR analizi, hazirlanan nanopartikiillerde etken madde ile polimer arasindaki
olast etkilesimlerin incelenmesinin yani1 sira bilesiklerin yapisal o6zelliklerinin
incelenmesi amaciyla gergeklestirilmistir (Adibkiaa vd., 2011). Saf Eudragit® RS 100’e
ait 'H-NMR analiz sonuglar1 diger ¢alismalardaki analiz sonuglari ile benzer sonuclar
vermistir (Oztiirk vd., 2017; Yenilmez 2017). Saf Eudragit® RS 100’¢ ait *H-NMR analiz
spektrumlart formiilasyon calismalarinda olas1 yapisal etkilesimlerin incelenmesinde

referans olarak kullanilmistir.
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5.1.3. Kollidon® SR ile yapilan ¢alismalar

5.1.3.1. Termal analiz

Kollidon® SR’nin DSC ile 30-300°C araliginda yapilan termal analizine ait
termogram Sekil 5.9°da sunulmustur. Analiz sonucunda elde edilen termogram
incelendiginde polimerin amorf yapisina bagli olarak herhangi bir erime piki
gdzlenmemistir (Pezzini vd., 2014). Saf Kollidon® SR ’ye ait elde edilen termogram baska
calismalarda elde edilen sonuclar ile paralel bulunmustur (Yurtdas Kirimlioglu ve
Gorgiili, 2019). Kollidon® SR’ye ait DSC termogrami formiilasyonlarn analizlerinde

olusabilecek degisimlerin incelenmesinde referans olarak kullanilmistir.

Sekil 5.9. Kollidon® SR 'nin DSC analizine ait termogram

5.1.3.2. Fourier doniisiimlii kizil otesi analizi

Kollidon® SR’ye ait FT-IR analiz spektrumu Sekil 5.10’de verilmistir. Kollidon®
SR’ye ait FT-IR spektrumu incelendiginde 1020 cm™'de N-C amin, 1232 cm™'de C-O ve
1732 cm™'de C=0 gruplarina ait pikler kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar ile 6nceki
calismalarin sonuglarina benzer sonuclar elde edilmistir (Choiri vd., 2019; Given ve
Yenilmez., 2019). Kollidon® SR’ye ait elde edilen FT-IR spektrumu formiilasyonlarin
analizlerinde olusabilecek yapisal degisimlerin incelenmesinde referans olarak

kullanilmistir.
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Sekil 5.10. Kollidon® SR 'nin FT-IR analiz spektrumu
5.1.3.3. Nukleer manyetik rezonans analizi

Kollidon® SR’ye ait *H-NMR analizine ait spektrum Sekil 5.11°de sunulmustur.

Sekil 5.11. Kollidon® SR 'nin *H-NMR analiz spektrumu
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FT-IR ve H-NMR analizleri giiniimiizde birgok endiistriyel laboratuvarda yaygin
olarak kullanilan araglardir. FT-IR ve !H-NMR analiz teknikleri bilesiklerin
fizikokimyasal 6zellikleri hakkinda bilgi edinmek icin basit ve verimli olarak kullanilan
araglardir (Chalmers ve Everall, 2006). Saf Kollidon® SR’ye ait elde edilen *H-NMR
sonuclart degerlendirilmis ve diger ¢alismalarin sonuglart ile uyumlu oldugu
belirlenmistir (Choiri vd., 2019; Guven ve Yenilmez., 2019). Elde edilen spektrumlar
formiilasyon g¢aligsmalarinda olasi molekiiler ve yapisal degisikliklerin incelenmesinde

referans olarak kullanilmistir.

5.2. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Karakterizasyon Calismalari

5.2.1. Nanopartikullerin hazirlanisi

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda Eudragit® RS 100 ve Kollidon® SR olmak
tizere iki farkli polimer ile galisilmistir. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda puskdrterek
kurutma yontemi kullanilmis ve nanopartikiiller basari ile elde edilmistir (X. Li vd., 2010;
Arpagaus, 2012). Hazirlanan nanopartikiillerin formiilasyon bilesenleri Cizelge 5.3.’de

sunulmustur.

Cizelge 5.3. Hazirlanan polimerik nanopartikiillerin formiilasyon bilesenleri

KOD Eudragit® RS100 Kollidon® SR LTZ Metanol Aseton
(9) (9) (%) (mL) (mL)

ML-PL 2 - - 4 36

ML1 2 - 10 4 36

ML2 2 - 15 4 36

ML3 2 - 20 4 36
MK-PL 2 - 250

MK1 2 10 250

MK2 2 15 250

MK3 2 20 250
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5.2.2. Eudragit® RS 100 ile hazirlanan nanopartikillerin karakterizasyon
calismalari

5.2.2.1. Partikiil sekli analizleri

SEM, nanopartikiillerin yiizeysel 6zellikleri ve partikiil biiyiikliigli ve partikiil
bliytikliik dagilimi hakkinda gorsel olarak bilgi verebilen yliksek teknolojiye sahip bir
arac olarak nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerini belirlemek amaci ile ¢alismalarda

siklikla kullanilmaktadir (Joshi vd., 2008).

Tez ¢alismalar kapsaminda Eudragit® RS 100 ile formiilsyonlarin morfolojik

analizleri SEM kullanilarak elde edilen gorintiler Sekil 5.12.”de sunulmustur.

Analizler sonucunda elde edilen SEM goruntlleri degerlendirildiginde saf etkin
maddenin kristal yapida oldugu ve hazirlanan nanopartikiillerin diizgiin yiizeyli kiiresel
partikiller oldugunu gorilmustiir. Etkin madde yiikklenmis nanopartikillere ait
analizlerde kristal yapiya rastlanmamasi tim LTZ’tin basar ile enkapsiile edildigini
ortaya koymaktadir (Sekil 5.12.) (Matlhola vd., 2015).

Sekil 5.12. Saf etkin maddenin ve Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin SEM gériintiileri
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Sekil 5.12. (Devam) Saf etkin maddenin ve Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarm SEM
goruntdleri
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Sekil 5.12. (Devam) Saf etkin maddenin ve Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarm SEM
goruntileri
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5.2.2.2. Partikiil bityiikliigii ve partikiil biiyiikliigii dagilimi analizleri

Eudragit® RS 100 ile hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biyiikliigii ve partikiil

biiyiikliigii dagilimi analiz sonuglar1 Cizelge 5.4’de sunulmustur.

Cizelge 5.4. Eudragit®RS 100 ile hazirlanan nanopartikillerin partikil biyiikliigii (PB), polidisperslik
indisi (Pdl) ve zeta potansiyel analiz sonuglar: (ZP) (n=3, Ortalama £ SH)

KOD PB (nm) Pdl ZP (mV)

ML-PL 253.0+20.4 0.30+0.04 48.4+1.3
ML1 279.0+10.2 0.30+0.07 47.2+0.6
ML2 280.0+15.0 0.40+0.03 47.240.2
ML3 314.047.5 0.44+0.03 36.1+1.5

Partikiil biiytikliigi ve partikiil biiyltikligl dagilimi analizleri nanopartikiillerin
karakterizasyon ¢aligmalarinda yer alan en 0nemli analizler olarak tanimlanmaktadir.
Partikiil biyikligi ve partikiil biyiikligii dagilimi, ilacin enkapsiilasyonunu, etkin
madde salim kinetigini, tasiyicit sistemin dolasimda kalis siiresini ve formiilasyon
stabilitesini etkileyen 6nemli faktorlerdir (Katmis vd., 2018). Calismamizda hazirlanan
formiilasyonlarin partikiil biiytikliigii ve dagilimi analizleri hemen hazirlanisindan sonra

ve stabilite ¢alismalarinda gergeklestirilmistir.

Analizler sonucunda elde edilen degerlerde partikillerin nanometre boyutunda
(~253 -314nm) olduklar1 gorilmistir (Cizelge 5.4.). Elde edilen partikil boyutu
sonuglar1 degerlendirildiginde LTZ konsantrasyonunun artmasiyla partikiillerin
boyutlariin arttig1 gézlenmistir (Gomathi vd., 2017). Cizelge 5.4.’te bulunan sonuglar
partikil biyiikligi dagilimmnin (Pdl) ~0.3 - 0.5 degerler arasinda yer aldigini ve buna
bagli olarak formiilasyonlarin homojen partikillere sahip olduklarini ortaya koymustur.
Elde edilen sonuclar, stabilite galismalarinda partikil biyiikligii ve partikiil biyiikligii

dagilimindaki olusabilecek degisimlerin incelenmesinde kullanilmstir.
5.2.2.3. Zeta potansiyel analizleri

Zeta potansiyel analizi, partikullerin yuzey yikunu belirleyerek siispande haldeki
nanopartikillerin fiziksel stabilitesini anlamak ve tahmin etmek igin kullanilabilen
nanopartikullerin karakterizasyon ¢alismalarinda 6nemli yer alan bir analizdir (Jiang vd.,
2009). Genel olarak, zeta potansiyel degerleri pozitif 30 mV'den yiiksek veya negatif 30

mV'den diisik olan nanopartikiillerin yuksek stabilite derecesine sahip oldugu
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belirtilmektedir. Zeta potansiyel degerinin +25 mV'den daha diisiik veya -25 mV'den daha
yiksek olmasi1 durumunda stspande haldeki partikiller arasindaki itme giiciiniin zay1f

olmasi nedeniyle agregatlar olusmaktadir (Kumar ve Dixit 2017).

Calismamizda hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyel analiz sonuglar
Cizelge 5.4. sunulmustur. Analizler sonucunda ~+48 - 36mV araliginda degerler alan
formiilasyonlarin siispande hallerinin kararli olduklar1 goriilmiistiir. Elde edilen degerlere
bagli olarak formiilasyonlarin ~ katyonik  ozellikte olduklart  belirlenmistir.
Nanopartikillerin zeta potansiyel degerleri stabilite ¢calismalarinda olas1 degisimlerin

degerlendirilmesinde referans olarak kullanilmistir (Cizelge 5.4.).

5.2.2.4. Termal analizler

DSC, ilag tastyict sistemleri karakterize etmek ve nanotasiyici ilag tasiyici
sistemlerin bilesenleri arasindaki etkilesimleri arastirmak amaciyla farmasotik alanda
siklikla kullanilmaktadir (Montenegro vd., 2018). DSC analizi maddelerin cams1 gegis
sicakliklari, erime ve Kkristallenme noktalart gibi faz gegislerinin incelenmesinde
kullanilmaktadir (Crucho ve Barros, 2017).

Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin termal analizleri DSC cihazi
kullanilarark 30-300°C araliginda gercgeklestirilmis ve elde edilen termogramlar Sekil

5.13’de sunulmustur.

On formiilasyon ¢alismalarimizda saf etkin maddenin erime piki yaklasik 185 °C
olarak belirlenmis ve maddenin kristal yapida oldugunu ortaya koymustur (Sekil 5.1 ve
Sekil 5.13). Saf Eudragit® RS 100 termograminda herhangi bir erime piki goriilmemis ve
amorf yapida oldugu belirlenmistir (Sekil 5.4 ve Sekil 5.13). LTZ ve Eudragit® RS 100’iin
fiziksel karisimina ait elde edilen termogramda LTZ’e ait erime piki gézlenmis ve etkin

madde ile polimer arasinda herhangi bir ge¢imsizlik olmadigi belirlenmistir.

Hazirlanan plasebo ve etkin madde iceren formiilasyonlarin DSC termogramlari
degerlendirildiginde amorf yapida olduklari ve yiiklenen LTZ’nin polimerik yap1 iginde
molekiiler olarak dagilmasi sonucunda formilasyonlara ait termogramlarda LTZ’e ait

herhangi bir erime pikinin gozlenmemistir (Basaran, 2017; Senel vd., 2017).
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Sekil 5.13. Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin ve Kullanilan saf maddelerin DSC
analizlerine ait termogramlar
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Sekil 5.13. (Devam) Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin ve Kullanilan saf maddelerin DSC
analizlerine ait termogramlar
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Sekil 5.13. (Devam) Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin Ve Kullanilan saf maddelerin DSC
analizlerine ait termogramlar

5.2.2.5. Fourier doniisiimlii kizil otesi analizi

FT-IR spektroskopisi, maddenin yapisint molekiiler 6lgekte aydinlatmak igin
gerekli ve o6nemli bir analizdir. Genel olarak bir homopolimer, kopolimer, polimer
kompozit ve polimerik malzemelerdeki bilesenlerin olas1 etkilesimleri ve bag
duzenlemesi FT-IR spektroskopisi kullanilarak kolaylikla aydinlatilabilmaktadir (Barrios
2012).

Calismamizda Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin ve bilesenlerine

ait FT-IR analiz sonuglar1 Sekil 5.14’da verilmistir.

Calismada elde edilen FT-IR spektrumlar1 degerlendirildiginde saf etkin madde
icin 1138 cm™°de N-C amin, 1436.04 cm™*°de C-H alkan metil, 1600-1475 cm™’de C=C
aromatik, 1690-1640 cm™’de C=N, 1728.22cm™’de C-H zayif aromatik, 2231.64 cm™’de
C=N zayif nitril, 2951.09 cm™°de N-H amin tuzu ve 3118.90 cm™’de C-H orta siddetli
alkan grublarina ait pikler kaydedilmistir (Dey vd., 2009; Maniyar vd., 2019; Sheoran
vd., 2020). Kaydedilen piklerden 1138 cm™’de N-C amin, 1600-1475 cm™’de C=C
aromatik, 1690-1640 cm™’de C=N ve 3118.90 cm™’de C-H orta siddetli alkan grublart
LTZ icin karakteristik pikler olarak belirlenmistir. Saf Eudragit® RS100’e ait FT-IR
spektrumu incelendiginde 1147.65cm™’de C-O, 1436.97cm™*de CH3 ve 1728.22 cm™°de
C=0 gruplarina ait pikler karakteristik pikler olarak belirlenmistir (Jain ve Singh, 2010).
Saf LTZ’e ait belirlenen karakteristik pikler fiziksel karisima ait spektrumda gérilmesine
ragmen formiulasyonlara ait FT-IR spektrumlarinda goriilmemektedir. Bu durum etkin
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maddenin polimerik yap1 i¢cinde molekiiler diizeyde dagilmis halde bulundugunu ve yeni
bir sinyalin belirlenmemesi ile de etkin madde ile polimer arasinda kimyasal bir etkilesim
olmadigini ortaya koymaktadir (Gomathi vd., 2017; Garjani vd., 2018). FT-IR sonuglari
DSC analizlerini desteklemektedir (Sekil 5.13, Sekil 5.14).

Sekil 5.14. Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin ve kullanilan saf maddelerin FT-IR analiz
spektrumlari
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Sekil 5.14. (Devam) Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin ve kullanilan saf maddelerin FT-
IR analiz spektrumlar
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Sekil 5.14. (Devam) Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin ve kullanilan saf maddelerin FT-
IR analiz spektrumlar
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Sekil 5.14. (Devam) Eudragit® RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin ve kullanilan saf maddelerin FT-
IR analiz spektrumlart

5.2.2.6. NUkleer manyetik rezonans analizleri

NMR spektroskopisi, molekiillerin kimyasal yapist ve haraketliligi hakkinda
atomlar diizeyinde Onemli bilgiler saglanmasinda kullanilan bir karakterizasyon
yontemidir. Nanotasiyict sitemlerde NMR spektroskopisi analizleri kullanilarak ilag-
polimer arasindaki olasi molekiiler etkilesimleri, dinamikleri, kimyasal yapilari,

baglanma ve degisim siirecleri hakkinda bilgi saglanabilmektedir (Coelho vd., 2015).

Eudragit® RS 100 ile hazirlanan nanopartikiillerin *H-NMR analizlerine ait
spektrumlar Sekil 5.15’de sunulmustur. Yapilan ¢alismanin sonucunda saf LTZ’{in
yapisinda bulunan aromatik yapilara bagli olarak 7-8 ppm arasinda karakteristik sinyaller
belirlenmistir. Saf LTZ’e ait belirlenen karakteristik sinyaller etkin madde iceren
formilasyona ait spektrumlarda da goriilmiis (oklar ile isaretlenmis) ve bu durum etkin
madde ile polimer arasinda kimyasal bir etkilesimin olmadigini ortaya koymustur (Sekil
5.15)).
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Sekil 5.15. Eudragit® RS 100 ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin *H-NMR analiz
Spektrumlart
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Sekil 5.15. (Devam) Eudragit® RS 100 ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin *"H-NMR analiz
Spektrumlart
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Sekil 5.15. (Devam) Eudragit® RS 100 ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin *H-NMR analiz
Spektrumlart
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Sekil 5.15. (Devam) Eudragit® RS 100 ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin *H-NMR analiz
Spektrumlart

5.2.2.7. Eudragit® RS 100 ile hazirlanan nanopartikillerin etkin madde miktar tayini

Eudragit® RS 100 ile hazirlanan nanopartikiillerin etkin madde miktar tayini
Cizelge 4.1.°de belirtilen analiz sartlarinda, HPLC y6ntemi ile belirlenmis ve sonuglar
Cizelge 5.5.’de verilmistir.

Cizelge 5.5. Eudragit® RS 100 ile hazirlanan nanopartikiillerin etkin madde miktar tayini analiz sonuglar
(Ortalama + SH, n=3)

KOD Toplam Etkin Madde Miktann (% (a/a) £SH, n=3)
ML-PL -
ML1 9.66 £ 0.03
ML2 14.37 £ 0.02
ML3 18.62 + 0.05

Caligmanin sonucunda elde edilen sonuclar degerlendirilmis ve nanopartikiillere
yuklenen toplam etkin madde miktar: belirlenerek stabilite ¢alismalarinda degisimin

belirlenmesi amaci ile baslangi¢ deger olarak kullanilmistir.
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5.2.3. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin karakterizasyon calismalar

5.2.3.1. Partikiil sekli analizleri

SEM, nano tasiyci sistemlerin partikil blyiikligi, partikiil biiyikligii dagilimi ve
ylzey sekilleri hakkinda bilgi saglayan en Onemli analizlerden biri olarak kabul

edilmektedir (Fornaguera ve Solans 2018).

Calismamizda Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlarin morfolojik analizleri

SEM ile belirlenmis ve elde edilen gorintiler Sekil 5.16.’de sunulmustur.

Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin karakterizasyon ¢alismalarinda elde
edilen SEM goruntlleri degerlendirildiginde saf etkin maddenin ve fiziksel karisimdaki
LTZ’in kristal yapida oldugu gortlmektedir. Formilasyonlar igin elde edilen SEM
gorantuleri  ise  nanopartikullerin ~ amorf yapida olduklarin1  belirlemistir.
Formiilasyonlarda kristal yapinin ve pirtzli ylzeylerin gérilmemesi yiklenmeyen etkin
maddenin bulunmadigini ortaya koymaktadir (Sekil 5.16.). Polimerik nanopartikillerin
amorf yapida olmasi ilag saliminin siirdiiriilmesinde etkin rol oynamaktadir (Giiven ve

Yenilmez, 2019).

Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin SEM  gériintiilerinin
degerlendirilmesinde gobzlenen partikiillerin ¢ogunlugunun nano boyutta oldugu
belirlenmistir. Ancak mikro boyutunda gozlenen partikiiller de bulunmustur. Buna bagl
olarak Zetasizer cihazi ile yapilan partikiil boyutu analizleri ¢alismasinda siizme islemleri
kullanilarak mikro boyutundaki partikiiller uzaklastirilarak nanoboyutunda veriler elde

edilmistir.

61



Sekil 5.16. Saf etkin maddenin ve Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlarm SEM gorntileri
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Sekil 5.16. (Devam) Saf etkin maddenin ve Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlarm SEM gériintiileri
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Sekil 5.16. (Devam) Saf etkin maddenin ve Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlarm SEM goriintileri
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5.2.3.2. Partikiil bityiikliigii ve partikiil biiyiikliigii dagilimi analizleri

Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biyukligi ve partikiil

blyukligii dagilim analiz sonuglari Cizelge 5.6°de sunulmustur.

Cizelge 5.6. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikillerin partikiil biiyiikliigii (PB), polidisperslik indisi
(PdI) ve zeta potansiyel (ZP) analiz sonuglar: (=3, Ortalama + SH)

KOD PB (nm) Pdl ZP (mV)
MK-PL 270.0+20.6 0.43+0.03 -16.7+1.3
MK1 287.0+14.3 0.47+0.05 -17.3+0.8
MK2 322.0+17.0 0.52:+0.02 -18.3+0.4
MK3 380.0+23.3 0.50+0.05 -21.540.6

Partikil boyutu, ilag tasiyicilarinin ve dozaj formlarinin {izerinde tasidig
fizikokimyasal ve biyofarmasotik Ozellikler nedeniyle farmasotik trunlerin tretiminde
kritik bir proses parametresi olarak sayilmaktadir. Partikil boyutu analizi, nihai dozaj
formlarmin ve ilag tasiyici sistemlerinin kalite kontrolii ¢alismalarinda 6nemli yer
almaktadir (Shekunov vd., 2007). Kicuk partiktller, daha uzun siire yapiskanlik 6zelligi
nedeniyle blylk partikillere gore daha yiksek biyoyararlanim gostermektedir (Al-
Heibshy vd., 2016). Formilasyonun partikil boyutu dagilimi &zellikle kolloidal
sistemlerin fiziksel stabilitesi i¢in 6nemli rol oynamaktadir (Yurtdas Kirimlioglu ve
Gorguli, 2019).

Cailsmada elde edilen sonuglardan partikillerin nanometre boyutunda (~270 -380
nm) ve homojen partikiil biyiikligii dagilimmna (Pdl ~0.4 - 0.5) sahip olduklari
goriilmiistiir (Cizelge 5.6.). Partikillerin, partikiil biiyiikligi dagiliminin 0.7’den yiksek
olmasi partiklllerin genis partikiil biiylikliigii dagilimina sahip olduklarini gosterir ve
zayif stabiliteye isaret etmektedir (Yenilmez . E., 2017; Yurtdas Kirimlioglu ve Gorgiilii.,
2019). Calismamizda bulunan partikiil biyiikligi dagilim degerlerinin hepsi Cizelge
5.4’te goruldigi gibi 0.7'nin altinda bulunmustur. Elde edilen sonuglar, stabilite
caligmalarinda partikul biiytkligi ve dagilhimindaki olasi degisimlerin arastirilmasinda

baslangi¢ degerler olarak kullanilmstir.

5.2.3.3. Zeta potansiyel analizleri

Zeta potansiyeli, kolloidal sistemlerde elektrokinetik potansiyeli i¢in kullanilan

bir kavramdir ve nanotasiyicilarin kararliliklarinin arastirilmasinda 6nemli bir rol
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oynamaktadir (Kumar ve Dixit 2017). Zeta potansiyeli, ayrica nanosistemlerin viicutta
fiziksel ve farmakokinetik Ozelliklerini veya nanopartikillerin kan akisindaki

fagositozunu etkileyebilmektedir (Yurtdas Kirimlioglu ve Oztiirk, 2020).

Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyel analizleri Cizelge

5.6.’de sunulmustur.

Calismanin  sonucunda formiilasyonlar beklendigi gibi anyonik 0zellik
gostermisler (~ -16 - -21mV) ve aldiklar1 yiiksek degerler sayesinde siispande halde
kararl1 olacaklar1 belirlenmistir (Cizelge 5.6.) (Oztiirk vd., 2017).

5.2.3.4. Termal analizler

Kollidon® SR 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin DSC termogramlar1 Sekil

5.17°de sunulmustur.

Caligmanin sonucunda saf etkin madde’ye ve fiziksel karisima ait DSC
termogramlari incelendiginde LTZ’¢e ait erime pikinin ortaya ¢ikmasit maddenin kristal
yapida oldugunu gostermektedir. Amorf yapiya sahip Kollidon® SR (Sekil 5.5.) ile
hazirlanan formulasyonlara ait termogramlarda herhangi bir pikin g6zlenmemesi
sonucunda nanopartikillerin de amorf yapida olduklar1 ve etkin madde ile polimer

arasinda kimyasal etkilesimin bulunmadigini ortaya koymaktadir (Sekil 5.17.).

Sekil 5.17. Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlarin ve Kullanilan saf maddelerin DSC analizlerine
ait termogramlar
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Sekil 5.17. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlarim ve Kullanilan saf maddelerin DSC
analizlerine ait termogramlar
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Sekil 5.17. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlarin ve Kullanilan saf maddelerin DSC
analizlerine ait termogramlar
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5.2.3.5. Fourier doniigiimlii kizil étesi analizi

Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlarin ve bilesenlerine ait FT-IR analiz

sonuglar1 Sekil 5.18’de verilmistir.

Sekil 5.18. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve kullanilan saf maddelerin FT-IR analiz
spektrumlari
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Sekil 5.18. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikillerin ve kullanilan saf maddelerin FT-IR
analiz spektrumlart
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Sekil 5.18. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikillerin ve kullanilan saf maddelerin FT-IR
analiz spektrumlar
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Sekil 5.18. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikillerin ve kullanilan saf maddelerin FT-IR
analiz spektrumlart

FT-IR analizleri, bilesiklerin fomksiyonel gruplart hakkinda bilgi saglayarak
formiilasyonlardaki etken madde ve polimer arasindaki olas1 ekilesimlerin

arastirllmasinda 6nem tasimaktadir (Saito ve lwata, 2012; Mourdikoudis vd., 2018).

Calismada elde edilen FT-IR spektrumlar1 degerlendirildiginde saf LTZ’e ait
spektrumda 1600-1475 cm™’de C=C aromatik, 1690-1640 cm™’de C=N, 1728.22cm™"de
C-H zayif aromatik, 2231.64 cm™’de C=N zayif nitril, 2951.09 cm™’de N-H amin tuzu
ve 3118.90 cm™°de C-H orta siddetli alkan grublarina ait pikler karakteristik pikler olarak
belirlenmistir (Dey vd. 2009; Maniyar vd., 2019; Sheoran vd., 2020). Saf Kollidon® SR’e
ait FT-IR spektrumu incelendiginde 1020 cm™’de N-C amin, 1232 cm™’de C-O ve 1732
cm™’de C=0 gruplarma ait pikler karakteristik pikler olarak belirlenmistir (Choiri vd.,
2019; Guven ve Yenilmez, 2019).

Saf Kollidon® SR’ye ait belirlenen karakteristik pikler tim formilasyonlarda
gorilmistiir. Saf LTZ’e ait karakteristik pikler ise fiziksel karisimda goriilmesine ragmen

formilasyonlara ait FT-IR spektrumlarinda saptanmamistir. Bunun nedeni ise etkin
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maddenin polimerik yap1 i¢cinde molekiiler diizeyde dagilmasi ve etkin madde ile polimer
arasinda kimyasal bir etkilesimin olmamasini agiklamaktadir (Gomathi vd., 2017).

5.2.3.6. Nukleer manyetik rezonans analizleri

NMR analizleri, formilasyondaki maddelerin kimyasal 6zellikleri ve tasiyicilara
yuklenen etkin madde ile yardimci maddeler arasindaki molekiiler etkilesimleri

aciklamak i¢in kullanilmaktadir (Al-Heibshy vd., 2016).

Kollidon® SR ile hazirlanan formiilasyonlarm H-NMR analizlerine ait

spektrumlar Sekil 5.19°da sunulmustur.

Yapilan galismanmin sonucunda saf etken madde yapisinda bulunan aromatik
gruplara bagli olarak 7-8 ppm arasinda karakteristik sinyaller belirlenmistir. Saf LTZ’e
ait belirlenen karakteristik sinyaller etkin madde iceren formuilasyonlara ait
spektrumlarda tespit edilmis (oklar ile isaretlenmis) ve bu durum etkin madde ile polimer
arasinda kimyasal etkilesimin bulunmadigini ortaya koymustur (Yurtdas Kirimlioglu ve
Oztiirk, 2020).

Sekil 5.19. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin *H-NMR analiz spektrumlar
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Sekil 5.19. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin *H-NMR analiz
spektrumlari
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Sekil 5.19. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin *H-NMR analiz
spektrumlar
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Sekil 5.19. (Devam) Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin ve saf maddelerin 'H-NMR analiz
spektrumlari
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5.2.3.7. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin etkin madde miktar tayini
Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin etkin madde miktar analiz sonuglar

Cizelge 5.7.”de verilmistir.

Cizelge 5.7. Kollidon® SR ile hazirlanan nanopartikiillerin etkin madde miktar tayini analiz sonuglari
(Ortalama + SH, n=3)

KOD Toplam Etkin Madde Miktar
(%(a/a) +SH, n=3)
MK-PL
MK1 9.72£0.02
MK?2 14.61 £ 0.04
MK3 19.02 £ 0.06

Gergeklestirilen miktar tayini ¢alismasi sonucunda elde edilen veriler stabilite

calismasinda baslangi¢ degerler olarak belirlenmistir.

5.2.3.8. In vitro salim ¢calismasi

In vitro salim ¢alismasi, LTZ {in davramisin1 ve polimerik nanopartikullerin ilag
salim mekanizmalarinin belirlenmesi amaci ile gerceklestirilmistir. ilacin in vivo
davranigini ve etkin maddenin biyodagilimini tahmin etmek i¢in in vitro salim ¢alismalari
kullanilmaktadir (Balzus vd., 2016). In vitro ¢dziinme/salim testleri, iiriin gelistirme

asamasinda, kalite kontroliinde ve onay islemleri siirecinde 6nemli bir aragtir (Jug vd.,
2018).

Calismamizda Eudragit® RS100 ile hazirlanan ii¢ farkli konsantrasyona sahip
formulasyonlar (ML1, ML2 ve ML3) (Cizelge 5.3.) ve Kollidon® SR ile hazirlanan
formiilasyonlarin (MK1, MK2 ve MK3) (Cizelge 5.3.) 37°C+2°C’de pH 7.4 fosfat
tamponu icerisinde 150 rpm karistirma hizinda diyaliz membran kullanilarak salim
caligmalan gerceklestirilmis ve elde edilen salim profilleri Sekil 5.20.’de sunulmustur

(Alemrayat vd., 2019).

Calismada elde edilen sonuglar incelendiginde partikillerin ylizeyine ve igine
yuklenen etkin madde miktarina bagli olarak iki asamali salim profilleri elde edilmistir
(Basaran, 2017). ilk iki saat icinde nanopartikillerin yiizeyinde bulunan etkin madde
nedeni ile salim hizli bir sekilde gerg¢eklesmis ve yaklasik olarak %30 kumulatif

konsantrasyona ulagmistir. Nanopartikullerin igine ytklenen etkin maddenin salimi ise
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24 saatlik slre boyunca artarak devam etmis ve uzatilmis salim elde edilmistir. Saf

LTZ’iin salim profili referans olarak kullanilmis ve 24 saat soununda ~ % 93 oraninda

salim gergeklestigi goriilmiistiir. Eudragit® RS 100 ile hazirlanan ML1 ve ML3

formulasyonlarindan etkin madde 24 saat soununda ~ % 76 oraninda salimirken ML2

formiilasyonu 24 saat soununda ~ % 73 oranina yaklasmistir. Kollidon® SR ile hazirlanan
formiilasyonlarin MK1, MK2 ve MK3 salim profilleri, Eudragit® RS 100 ile hazirlanan

formiilasyonlara kiyasla biraz daha hizli gergeklesmis ve % kiimdlatif konsantrasyonlari

24 saat sonunda yaklasik olarak %80 seviyesine kadar ulasmistir.
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Sekil 5.20. Saf etkin maddenin ve hazirlanan nanopartikiillere yiiklenen etkin maddeninin in vitro salim
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Sekil 5.30. (Devam) Saf etkin maddenin ve hazirlanan nanopartikillere yiiklenen etkin maddeninin in vitro
salim profilleri

5.2.3.9. Salim kinetik modellerinin degerlendirilmesi

Farmasotik nanopartikillerden ilag saliminin belirlenmesi ve salim kinetiginin
degerlendirilmesi nanopartikillerin karakterizasyonunda biiylik 6nem tasimaktadir.
Kinetik modellerin kullanimi genellikle salimin kontroliinde kullanilabilen salim

mekanizmalarinin aydinlatilmasinda yardimc1 olmaktadir (Barzegar-Jalali vd., 2008).

Tastyicilardan etkin madde salim davranislarinin belirlenmesi amaci ile birgok
matematiksel model kullanilmistir. Matematiksel modeller, farmasétik formiilasyonlarin
tasarlanmasinda ila¢ salim siireglerinin in vitro ve in vivo olarak degerlendirilmelerinde
kullanilan 6nemli bir aragtir (Peppas ve Narasimhan, 2014). Salim kinetiginin
belirlenmesi icin (sifirinc1 derece, birinci derece, Hixson-Crowell, Weibull, Higuchi,
Baker-Lonsdale, Korsmeyer-Peppas ve Hopfenberg vb.) modeller kullanilmaktadir (Dash
vd., 2010).

Calismamizda nanopartikillerden etkin maddenin salim kinetiginin belirlenmesi
icin DDSolver programi kullanilmistir. Calismada sifirmnei derece, birinci derece,
Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson Crowell ve Hopfenberg kinetik modellerinin

uygunluklar1 degerlendirilmistir. Analiz sonuglart Cizelge 5.8.’de sunulmustur.
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Cizelge 5.8. Hazirlanan formiilasyonlarin in vitro salum kinetik modellere uyum analiz sonuglart

Kod Kriterler Sifirmei Birinci Higuchi  Hixon Korsmeyer  Hopfenberg
Derece Derece Crowel Peppas

K 4.501 0.216 20.728 0.051 32.577 0.000

r -1.0027 0.5432 0.5917 0.3624 0.9033 0.4860
ML1 AIC 92.1783 77.3975 76.2767 80.7331 62.6978 79.4005

MSC -0.8945 0.5836 0.6957 0.2500 2.0536 0.3833

n - - - - 0.298 -

K 4.542 0.251 21.275 0.054 34.696 0.000

r -1.3107 0.5587 0.4684 0.3231 0.8663 0.5031
ML2 AlC 93.7637 77.2087 79.0698  81.4860  66.0916 79.2158

MSC -1.0375 0.6180 0.4318 0.1902 1.7297 0.4172

n - - - - 0.281 -

K 4.649 0.229 21.337 0.053 32.180 0.000

r -0.7104 0.7506 0.6686 0.6071 0.8881 0.7194
ML3 AIC 92.4824 73.2279 76.0699 77.7729 66.0381 75.2299

MSC -0.7368 1.1887 0.9045 0.7342 1.9077 0.9885

n - - - - 0.317 -

K 5.000 0.317 23.310 0.058 38.177 0.000

r2 -1.3750 0.6639 0.4659 0.3489 0.8900 0.6219
MK1 AIC 95.3357 75.7822 80.4138  82.3944  65.4378 77.7832

MSC -1.0650 0.8904 0.4272 0.2291 1.9248 0.6903

n - - - - 0.278 -

K 4.846 0.270 22.416 0.056 35.076 0.000

r -0.9760 0.7472 0.5920 0.5347 0.8887 0.7155
MK?2 AIC 93.9828 73.4221 78.2080  79.5220  66.0376 75.4250

MSC -0.8811 1.1750 0.6964 0.5650 1.9134 0.9747

n - - - - 0.300 -

K 4,791 0.232 21.771 0.054 35.076 0.000

r -0.5284 0.8082 0.7304 0.6740 0.9048 0.7842
MK3 AIC 92.1941 71.4393 74.8441 76.7424  65.2525 73.4424

MSC -0.6242 1.4513 1.1108 0.9210 2.0700 1.2510

n - - - - 0.331 -

K 5.643 0.402 26.119 0.063 40.906 0.000

r2 -0.9759 0.9270 0.5886 0.5846 0.8853 0.9178
LTZ AlC 97.0826 64.1019 81.389 81.4878  69.4375 66.1115

MSC -0.8810 2.4170 0.6883 0.6784 1.8835 2.2161

n - - - - 0.300 -
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Elde edilen verilere bagli olarak en diisiik Akaike bilgi kriteri (AIC) ve model
secim kriteri (MSC) ile en yiiksek r? ve K degerlerine sahip olan modeller en uygun salim
modeli olarak se¢ilmistir (Cizelge 5.8.) (Zhang vd., 2010).

Hazirlanan formiilasyonlarin salim modellemesi sonucunda elde edilen en ytiksek
MSC, r? ve K ve en disiik AIC degerleri Korsmeyer-Peppas salim modelinin tiim
formulasyonlar icin uygun oldugunu gostermektedir. Saf etkin maddeye ait salim profili
maddenin ¢oziiniirliigiine bagli olan birinci derece kinetik modeline uyum gostermektedir
(Cizelge 5.8).

Korsmeyer-Peppas modeli, ilag salimmin aydinlatilmasi i¢in Korsmeyer ve
Peppas tarafindan gelistirilen basit bir modeldir. Model, 6zellikle ilagc molekilunin
polimerik bir matristen saliminin agiklanmasi icin gelistirilmistir. Korsmeyer-Peppas
modeli ayn1 zamanda ampirikal bir model olup hem fick yasasina uyan hem de uymayan

salim sistemlerini aydinlatabilmektedir (Preethy vd., 2018; Permanadewi vd., 2019).

Cizelge 5.8°’de elde edilen “n” verileri degerlendirilerek nanopartikillerden
sebestlesen etkin maddenin Fick yasasina gore uygunlugunu arastirilmistir. Fick yasasina
gbre uygun diflzyon gosteren sistemlerin “n” wverileri 0,45’ten kiigiik olmasi
gerekmektedir (Grassi ve Grassi, 2005). Calismamizda elde edilen “n” verileri tiim
formiilasyonlarda 0,45ten kiigiik degerlerde bulunmus ve boylece formiilasyonlarin Fick
yasasina gore uygun diflizyon gosterdikleri sonucu belirlenmistir (Siepmann ve

Siepmann, 2008).
5.2.4. Formiilasyonlarin stabilite calismalar:

Farmasotik bilesiklerin stabilite testi, sicaklik, nem ve 151k gibi cevresel
faktorlerin etkisi altinda herhangi bir ilag¢ {iriin kalitesinin zamana bagli olarak olasi
degisikliklerini inceleyen 6nemli bir arastirmadir. Stabilite ¢alismalar1 genellikle yeni
ilaglarin {irtin gelistirme sirasinda ilag {iriinii i¢in bir raf dmrii olusturmak ve uygun bir

saklama kosulu 6nermek i¢in yapilmaktadir (ICH Q1 A, 2003; Muthu ve Feng, 2009).

Caligmamizda hazirlanan nanopartikiller stabilite ¢alismalarinin yapilmasi igin
sikica kapali kaplara konulmus ve 3 ay boyunca saklanmistir. Formulasyonlar ti¢ farkli
sicaklik derecesinde (5°C + 3°C; 25°C + 2°C (%60 £ %5 RN); 40°C £ 2°C (%75 + %5
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RN) saklanmig ve 0, 1 ve 3 aylik siirelerin sonunda, partikiil biytikligi, partikdl
biiyiikliigii dagilimi, zeta potansiyeli analizleri ve LTZ miktar tayinleri gergeklestirilmis
ve elde edilen sonuglar Cizelge 5.9. Cizelge 5.10. ve Cizelge 5.11.de sunulmustur
(Crucho vd., 2017).

Calismanin sonuglar1 degerlendirdiginde 25°C + 2°C (%60 + %5 RN) ve 40°C +
2°C (%75 = %5 RN)’de saklanan formiilasyonlarin partikiil biyiikligi ve partikiil
biiyiikligii dagiliminin 5°C £ 3°C yani buzdolabinda saklanan formulasyonlara gore biraz
daha fazla degisim gosterdigi gorilmiistir. Ancak her (¢ ortamda saklanan
formulasyonlarin elde edilen sonuglarmin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
sonucunda anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir (p >0.05) (Cizelge 5.9. Cizelge 5.10.
ve Cizelge 5.11).

Caligsmada her ii¢ ortamda saklanan nanopartikllerin zeta potansiyel degerleri de
3 ay siiresince belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 5.9., Cizelge 5.10. ve Cizelge
5.11°de sunulmustur. Calismalarin sonucunda hem anyonik hem de katyonik 6zellikteki
formiilasyonlar i¢in elde edilen degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda elde edilen
farklarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 sonucuna varilmistir (p >0.05) (Cizelge 5.9.

Cizelge 5.10. ve Cizelge 5.11).

Etkin madde miktarindaki degisimler arastirilmasi amaciyla ii¢ farkli ortamda
saklanan formiilasyonlarin LTZ miktar tayin analizleri gerceklestirilmis ve 5°C + 3°C’de
saklanan ML1, ML2, ML3, MK1, MK2 ve MK3 formiilasyonlarin %9.66, %14.37,
%18.62, %9.72, %14.61 ve %19.02 olan baslangi¢ etkin madde miktarlar1 {i¢ ay sonunda
sirastyla %9.51, %14.42, %18.73, %9.63, %14.64 ve %19.1 degerde bulunmus, 25°C +
2°C (%60 + %5)’lik ortamda saklanan formiilasyonlardaki etkin madde miktarlar
sirastyla %9.62, %14.43, %18.71, %9.76, %14.64 ve %18.90 olarak bulunmus, 40°C +
2°C (%75 + %5)’de saklanan formiilasyonlarin (¢ ay sonunda LTZ miktarlar1 sirasiyla
%9.58, %14.46, %18.71, %9.65, %14.54 ve %19.08 olarak belirlenmistir. Elde edilen
veriler arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (p >0.05) ve tim
formiilasyonlarin saklama siiresi boyunca kararli kaldiklar1 sonucuna varilmstir (Cizelge

5.9. Cizelge 5.10. ve Cizelge 5.11).
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Cizelge 5.9. 5°C+3°C 'de saklanan formiilasyonlarin stabilite ¢alismalar: sonucunda elde edilen partikil
biiyiikliigii (PB), polidisperslik indisi (Pdl), Zeta Potansiyel (ZP) ve etkin madde miktar tayini
analiz sonuglart (Ortalama + SH, n=3)

0 Zaman Analizleri PB (nm) Pdl ZP (mV) Toplam LTZ Miktan
(%, ala)

ML-PL 253.0+20.4 0.30+0.04 +48.4+1.3 -

ML1 279.0+10.2 0.30+0.07 +47.240.6 9.66 + 0.03

ML2 280.0+15.0 0.40+0.03 +47.2+0.2 14.37 £ 0.02

ML3 314.0£7.5 0.44+0.03 +36.1+1.5 18.62 + 0.05

MK-PL 270.0+20.6 0.30+0.03 -16.7+1.3 -

MK1 287.0+14.3 0.470+0.05 -17.3+0.8 9.72 £ 0.02

MK2 322.0£17.0 0.52+0.02 -18.3+0.4 14.61 +£0.04

MK3 380.0+23.3 0.50+0.05 -21.5+0.6 19.02 £ 0.06

1. Ay Analizleri PB (nm) Pdl ZP (mV) Toplam LTZ Miktan
(%, a/a)

ML-PL 260.0+12.6 0.40+0.2 +47.240.7 -

ML1 290.0+5.2 0.30+0.06 +46.5+0.6 9.50 £ 0.04

ML2 305.0t£7.4 0.50+0.04 +44.7+1.4 14.45 +0.03

ML3 370.0+£16.4 0.30+0.05 +42.4+0.8 18.69 + 0.03

MK-PL 265.0+17.4 0.47+0.02 -17.5+£1.6 -

MK1 270.0+8.2 0.52+0.06 -17.9+1.4 9.64 £ 0.04

MK2 340.0+13.9 0.55+0.03 -19.6+1.5 14.52 + 0.04

MK3 395.0+16.7 0.60+0.03 -22.240.5 18.92 £ 0.05

3. Ay Analizleri PB (hm) Pdl ZP (mV) Toplam LTZ Miktan
(%, ala)

ML-PL 270.0£17.8 0.45+0.05 +46.4+1.2 -

ML1 290.0+18.4 0.40+0.04 +48.240.7 9.51+ 0.03

ML2 320.0+£10.5 0.50+0.01 +45.2+1.3 14.42 + 0.04

ML3 360.0+16.8 0.54+0.02 +41.1+1.9 18.73 +£0.02

MK-PL 270.0+£20.6 0.44+0.05 -15.5+0.6 -

MK1 295.0+21 0.54+0.06 -18.5£1.2 9.63+0.01

MK2 345.0+25.9 0.60+0.04 -19.6£1.6 14.64 £ 0.02

MK3 410+7.5 0.61+0.05 -20.3+0.4 19.1£0.05
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Cizelge 5.10. 25°C+2°C (%60 £ %5 RN) 'de saklanan formiilasyonlarin stabilite ¢alismalar: sonucunda
elde edilen partikil biiyiikliigii (PB), polidisperslik indisi (Pdl), Zeta Potansiyel (ZP) ve etkin
madde miktar tayini analiz sonuclari (Ortalama = SH, n=3)

0 ZamanAnalizleri

ML-PL
ML1

ML2

ML3
MK-PL
MK1
MK2

MK3

1. Ay Analizleri

ML-PL
ML1
ML2

ML3
MK-PL
MK1
MK?2

MK3
3. Ay Analizleri

ML-PL
ML1
ML2
ML3
MK-PL
MK1
MK?2
MK3

PB (nm)

253.0+20.4
279.0+10.2

280.0%15

314.0£7.5
270.0+20.6
287.0+14.3
322.0£17.0

380.0+£23.3
PB (nm)

245.0+15.2
285.0+10.5
297.0+14.6
347.0+£19.7
255.0%+11.3
310.049.5
358.0+18.5
422.0+15.4

PB (nm)

270+17.8
290+18.4
320£10.5
360+16.8
283+14.3
307+16.4
384+8.9

440£7.5

Pdl

0.30+0.04
0.30+0.07

0.40+0.03

0.44+0.03

0.30+0.03
0.470+0.05

0.52+0.02

0.50+0.05

Pdl

0.34+0.03
0.38+0.01
0.53+0.02
0.60+0.04
0.43+0.04
0.51+0.02
0.60+0.03
0.62+0.04

Pdl

0.38+0.06
0.52+0.02
0.55+0.03
0.48+0.04
0.40+0.02
0.58+0.04
0.63+0.03

0.6+0.02
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ZP (mV)

+48.4+1.3
+47.2+0.6

+47.2+0.2

+36.1£1.5
-16.7£1.3
-17.3+0.8
-18.3+0.4

-21.5+0.6
ZP (mV)

+44.3%1.1
+43.7+1.4
+42.5+0.9
+39.6+1.3
-14.2+1.8
-18.7+0.6
-20.3£1.2
-21.842.2

ZP (mV)

+48.841.2
+46.411.6
+44.241.4
+42.3+0.6
-15.8+2.3
-19.5+1.8
-18.6+0.8

-23.3+2.1

Toplam LTZ Miktar
(%, a/a)

9.66 £ 0.03
14.37 +0.02

18.62 + 0.05

9.72 £0.02
14.61 + 0.04

19.02 + 0.06

Toplam LTZ Miktar
(%, a/a)

9.53+ 0.03
14.35 £ 0.04
18.71 £ 0.02

9.74 +0.05
14.56 £ 0.02
19.07 £ 0.03

Toplam LTZ Miktarn
(%, a/a)
9.62 £ 0.04
14.43 £ 0.02
18.71 + 0.05
9.76 £ 0.04
14.64 £ 0.03

18.90 + 0.07



Cizelge 5.11. 40°C £ 2°C (%75 + %5 RN) 'de saklanan formiilasyonlarmn stabilite ¢alismalar: sonucunda
elde edilen partikil biiyiikliigii (PB), polidisperslik indisi (Pdl), Zeta Potansiyel (ZP) ve etkin
madde miktar tayini analiz sonuclari (Ortalama = SH, n=3)

0 Zaman Analizleri

ML-PL
ML1
ML2
ML3
MK-PL
MK1
MK2

MK3

1. Ay Analizleri

ML-PL
ML1
ML2
ML3
MK-PL
MK1
MK2

MK3

3. Ay Analizleri

ML-PL
ML1
ML2
ML3
MK-PL
MK1
MK2

MK3

PB (nm)

253.0+20.4
279.0+10.2
280.0£15
314.0£7.5
270.0+20.6
287.0%+14.3
322.0+17

380.0+23.3

PB (nm)

220.0+£17.4
288.0+13.8

315.0+16.7
425.0+11.6

268.0+14.5
293.0+2.2

367.0+26.5
432.0+12.4

PB (nm)

276.045.7
286.0+13.8
346.0+16.2

372.0+6.7
259.0+19.3
312.0+12.8

363.0+15.7
437.0+24.8

Pdl

0.30+0.04
0.30+0.07
0.40+0.03
0.44+0.03
0.30+0.03
0.470+0.05
0.52+0.02

0.50+005

Pdl

0.37+0.03
0.42+0.05

0.62+0.02
0.54+0.03

0.30+0.04
0.46+0.05

0.61+0.06
0.50+0.05

Pdl

0.41+0.03
0.46+0.02
0.56+0.06
0.68+0.04
0.48+0.01
0.57+0.02
0.63+0.06
0.69+0.02
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ZP (mV)

+48.4%1.3
+47.2+0.6
+47.240.2
+36.1+1.5
-16.7£1.3
-17.3+0.8
-18.3+0.4

-21.5+0.6

ZP (mV)

+49.4+0.5
+45.8+1.7

+46.2+1.6
+38.7£1.2

-15.5+1.6
-16.4+2.4

-19.2+0.7
-22.8+1.4

ZP (mV)

+47.8+0.8
+46.7+1.6
+43.8+£2.2
+38.4%1.5
-13.8+1.2
-17.8+2.1

-20.7+1.3
-23.8+0.9

Toplam LTZ Miktar
(%, a/a)

9.66 £ 0.03
14.37 +0.02
18.62 £ 0.05

9.72 +0.02
14.61 + 0.04
19.02 £ 0.06

Toplam LTZ Miktan
(%, a/a)

9.55+0.02
14.32 £ 0.06
18.58 + 0.04

9.67 +0.03
14.60 + 0.04
18.85 + 0.05

Toplam LTZ Miktarn
(%, a/a)

9.58 £ 0.06
14.46 £ 0.05
18.71 £ 0.04

9.65+0.03
14.54 + 0.05
19.08 £ 0.06



6. SONUC

Yapilan tez caligmasi kapsaminda, kanser tedavisinde kullanilmak iizere
Eudragit® RS 100 ve Kollidon® SR polimerleri ile LTZ iceren polimerik nanopartikiller
puskirterek kurutma yontemi ile hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin
karakteristik Ozellikleri morfolojik analizler, partikul biytiklagi, partikil biyikligi
dagilimi, zeta potansiyel analizleri, etkin madde miktar tayini, DSC, FT-IR ve 'H-NMR
analizleri ve in vitro salim c¢aligmalar1 ile gergeklestirilmistir. Hazirlanan
nanopartikillerin stabilite c¢alismalar1 5 = 3°C, 25°C + 2°C (%60 + %5 RN) ve
hizlandirilmig stabilite ¢alismalar1 ise 40°C £ 2°C (%75 £ %5 RN)’de 3 ay slresince
analiz edilmistir.

Elde edilen veriler nanopartikiillerin basari ile hazirlandigini ve 3 ay suresince her
l¢ saklama ortaminda stabilitelerini basari ile koruduklarini géstermistir. Analiz sonuglari
degerlendirildiginde hazirlanan formiilasyonlarin kanser tedavisinde kullanilma
potansiyellerinin oldukga yiiksek oldugu sonucuna varilmigtir. Calismanin devami olarak
hazirlanan formiilasyonlarin antikanser Ozellikleri ve etkinlikleri hucre kaltart

calismalar1 ve in vivo uygulamalar ile belirlenecektir.
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