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OZET

Gemsitabin hidrokloriir, meme kanseri tedavisinde kullanilan bir 6n ilag olup Tirkiye ilag
piyasasinda intravendz ¢ozelti formilasyonu (Gemko®) bulunmaktadir. Gemsitabin
hidroklorur intravendz uygulama sonrasi hizla enzimatik bozulmaya ugrayarak inaktif
metabolitine donlusmekte bu durum da etkili bir tedavinin gorulebilmesi igin yiksek doz veya
diger kemoterapdtik ajanlarla kombine halde uygulanmasini gerektirmektedir. Nano
boyuttaki ila¢ tasiyici sistemler kiiglk boyutlari ve hedefleme gibi 6zellikleriyle kanser
tedavisinde daha etkin tedavi saglamalari agisindan dnem tasimaktadirlar. Lipozom ve
polimerik nanopartikiller nano boyuttaki ilag tasiyici sistemlerin énemli iki sinifidir. Bu
sistemlerin ayri ayri gosterdikleri sorunlar yeni ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesini ihtiyag
haline getirmigtir. Lipit polimer hibrit nanopartikiller (LPHNP) c¢ekirdek-kabuk yapisinda
olup, polimerik ¢ekirdek ve lipit/lipit-PEG kabuktan olusmaktadir, 6zellikle fiziksel stabilite
ve biyouyumluluk agisindan polimerik nanopartikul ve lipozomlarin karakteristik 6zelliklerini
gOstermektedirler. Calismada gemsitabin hidroklortr yikli nanopartikl, lipozom ve LPHNP
tasiyici  sistemler hazirlanarak karakterizasyon c¢alismalari  yapilmigtir. LPHNP
formulasyonlarini  hazirlamak igin tespit edilen parametrelerin uygun oranlarinin
belirlenmesi amaciyla deney tasarimi uygulanmigtir. Formulasyonlarin in vitro ortamlarda
salim ¢alismalari yapilmis ve stabiliteleri incelenmigstir. Hazirlanan formalasyonlarin MCF-7
ve MDA-MB-231 hucreleri kullanilarak sitotoksisite ¢caligsmalari yapilmistir ve ICso degerleri
hesaplanmistir. Her iki hiicre tipinde de ticari tirin Gemko®ya goére daha disiik ICso dederi
elde edilmistir. Sprague Dawley cinsi disi sicanlarda meme tumoéri olusturulmustur.
Gemsitabin hidroklortr yiikli LPHNP formilasyonu ve Gemko® siganlara uygulanmis ve 30
gunluk tedavi suresince tumor hacmi degisimi incelenmistir. Gemsitabin hidroklortr yukli
LPHNP formulasyonu uygulanan sigcanlarda tiumor hacimleri ayni dozda ticari preparat
Gemko® uygulanan hayvanlara gore belirgin sekilde kiigiltmistir. Gemsitabin hidroklorir
yUkli LPHNP formiilasyonu ve Gemko® kullanilarak in vivo farmakokinetik calismalar
yapilmistir. Bu calismada ticari preparatina kiyasla daha disuk dozla etkili bir tedavi
saglayan LPHNP formulasyonu gelistiriimis, etkinligi in vitro ve in vivo olarak kanitlanmistir.

Bilim Kodu : 1020

Anahtar Kelimeler : Nanopartikul, lipozom, lipit polimer hibrit nanopartikul,
gemsitabin, meme kanseri
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ABSTRACT

Gemcitabine hydrochloride is widely used for the treatment of breast cancer and is available
as a intravenous solution (Gemko®) in the Turkish drug market. Gemcitabine hydrochloride
is rapidly metabolized into the inactive metabolite after intravenous application thus requires
high-dose or co-administration with other chemotherapeutic agents to be applied for an
effective treatment. Nano-sized drug carrier systems are able to provide a more effective
treatment in the cancer treatment in terms of their small size and targeting specifications.
Liposomes and polymeric nanoparticles are two important classes of the nano-sized drug
carrier systems. To address the limitations of polymeric nanopatrticles and liposomes, a new
generation delivery vehicle of therapeutics has been developed. Lipid polymer hybrid
nanoparticles (LPHNP) are core—shell nanopatrticle structures comprising polymer cores
and lipid/lipid—PEG shells, which exhibit complementary characteristics of both polymeric
nanoparticles and liposomes, particularly in terms of their physical stability and
biocompatibility. In this study, gemcitabine hydrochloride loaded nanoparticle, liposome and
LPHNP systems were prepared and characteristic properties were determined. In order to
determine the appropriate proportions of the detected parameters, design of experiment
was used to prepare LPHNP formulations. In vitro release and stability studies of the
formulations have been carried out. Cytotoxicity studies were performed using the MCF-7
and MDA-MB-231 cells of the prepared formulations and ICso values were calculated. In
both cell types, lower ICso values were obtained than in the market product Gemko®. Breast
tumors were formed in female Sprague Dawley rats. Gemcitabine hydrochloride loaded
LPHNP formulation and Gemko® were administered to rats for 30 days and the tumor
volume was examined. Tumor was significantly reduced in rats treated with gemcitabine
hydrochloride loaded LPHNP formulation compared to commercial product Gemko® at the
same dose. In vivo pharmacokinetic studies were performed using gemcitabine
hydrochloride loaded LPHNP formulation and Gemko®. In this study, a formulation of
LPHNP, which provides an effective treatment with low doses compared to commercial
preparation, has been developed and its efficacy proved in vitro and in vivo.

Science Code : 1020

Key Words : Nanopatrticle, liposome, lipid polymer hybrid nanoparticle,
gemcitabine, breast cancer
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1. GIRIS

Kanser, hucrelerin kontrolsuz sekilde gogalmasi ve yayillmasiyla olugsan ¢cagimizin
en onemli hastaliklarindan biridir. Meme kanseri dinya genelinde kadinlar arasinda
en yaygin gorulen kanser turidur. Meme kanseri tedavisinde konvensiyonel
kemoterapiye siklikla bagvurulmaktadir. Fakat bu tedavi yontemi beraberinde bazi
problemleri de getirmektedir. Kullanilan antikanser ajanin kanserli hucreler ile
beraber saglikh huacreleri de etkilemesi, etkin bir tedavi icin yuksek dozda
kemoterapdtik ajanin uygulanmasinin gerekmesi, bunun sonucunda yan etkilerin
gorulme siddetini artirmasi ve gelisen c¢oklu ilag direncine (MDR) karsi ilacin
etkinliginde azalma goérllmesi konvansiyonel kemoterapi ile tedavideki baslica
sorunlardir. Kanser tedavisinde kullanilan bazi hidrofilik karakterdeki ilaclarin
vucuttaki enzimsel ataklara karsi dayaniksiz olmasi ve kisa biyolojik yari omar
gOstermeleri bu ilaglar ile yapilan tedavide sorun yaratmaktadir. Bu problemin
onlne gecebilmek icin hidrofilik etkin maddelerin nano boyuttaki ila¢ tasiyici

sistemlere yluklenmesi ¢alismalari yapilmaktadir.

Nano boyuttaki ila¢ tasiyici sistemlerin kanser tedavisinde konvansiyonel ilaglara
gore gostermis olduklari Ustunltklerden en 6nemlisi artmis gecirgenlik ve tutulum
(EPR) etkisidir. Nano boyuttaki ilag tagiyici sistemler, boyutlari sayesinde kanser
gibi yeni olusmakta olan dokulari yuksek oranda etkilerken, saglikl dokulara daha
dusuk oranda etki gostermektedir. Bu 6zellikleri sayesinde kanserli dokulara daha
fazla ilag molekulinin tasinabilecegi, sonucta distk doz ile etkili bir tedavinin
gerceklesmesiyle yan etkilerin azalacagi dusunulmektedir. Lipozom ve polimerik
nanopartikiller nano boyuttaki ilag tasiyici sistemlerin 6nemli iki sinifidir. Lipozomlar
polimerik nanopartiklllere gore yuksek biyouyumluluk gosterirken, polimerik
nanopartikiller de lipozomlara goére yuksek fiziksel ve kimyasal stabilite
gostermektedir. Polimerik nanopartikiler ve lipozomal sistemlerde gorilen
problemleri ortadan kaldirmak amaciyla polimerik nanopartikil ve lipozomlarin bir
arada oldugu, her iki tasiyici sistemin avantajlarini gosteren yeni bir tagiyici sistem
olan lipit polimer hibrit nanopartikil (LPHNP) ila¢ tasiyici sistemler son yillarda
oldukga 6nem kazanmigtir. LPHNP ilag tasiyici sistemler, polimerik ¢ekirdek ile lipit

tabakanin elektrostatik etkilesim, hidrofobik etkilesim veya Van der Waals baglari
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ile birlesmeleri sonucu olusan sistemlerdir. LPHNP ila¢ tasiyici sistemin en énemli
avantajlari yukleme kapasitesinin yliksek olmasi, raf 6mru ve dolagim sistemindeki
stabiliteyi artirmasi, kontrolli salim 6zelligi gostermesi, yuksek biyouyumluluk ve
biyoyararlanim gdstermesi ve partikil boyutuna bagh olarak pasif hedeflemeye

olanak saglamasidir.

Tez calismasinda meme kanseri tedavisinde kullanilan bir etkin madde olan
gemsitabin hidroklorlir kullaniimigtir. Gemsitabin hidroklorir, suda ¢6zunurlGgu
yuksek olan bir 6n ilag olup Turkiye ilag piyasasinda intravendz ¢ézelti formulasyonu
(Gemko®) bulunmaktadir. Gemsitabin hidroklorir intraven6z uygulama sonrasi
yuksek oranda ve hizla enzimatik bozulmaya ugrayarak inaktif metabolitine
donusmektedir. Bu durum etkili bir tedavinin goérulebilmesi icin ylksek dozda
kullanilmasini veya diger kemoterapdtik ajanlarla kombine halde uygulanmasini
gerektirmektedir. GUnumuzde galismalar gemsitabin hidroklorariin tedavideki bu
problemlerini azaltabilecek ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesi Uzerine

yapiimaktadir.

Bu kapsamda tez galismasinda; hicre igine kadar girebilen, pasif hedeflemenin
gerceklesebilmesi i¢in uygun boyutlara sahip, gemsitabin hidroklortrin lipozom ve
polimerik nanopartikil formulasyonuna goére yuksek oranda yuklenebildigi, fiziksel
ve kimyasal acidan stabil ayni zamanda in vivo etkinlik agisindan meme kanseri
tedavisinde kombine tedaviye gerek kalmadan ticari (irin Gemko®ya gore disuk
dozda etkin bir tedavinin goéruldugu, vucutta kalis stresi uzun ve antikanser etkinligi

yuksek bir LPHNP formulasyonunun gelistiriimesi amacglanmistir.

Bu calismayla beraber gemsitabin hidroklortr yikli LPHNP formulasyonunun
meme kanseri tedavisi Uzerindeki etkisi ilk kez incelenecek ve ticari Urlnle
karsilastinlacaktir. Hidrofilik 6zellikteki gemsitabin hidroklortr yukli lipozom,
polimerik nanopartikil ve LPHNP formulasyonlarinin gelistiriimesinin  ve
enkapsulasyon etkinligi ve partikil buyudkligu acgisindan optimize edilmesinin

literatlre katki saglamasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Cagimizin en 6nemli hastaliklarindan biri olan kanser, viacut hicrelerinin kontrolstuz
sekilde cogalmasi ve yayilmasiyla olusmaktadir. Dinya Saglik Orgitii (DSO)'nln
raporuna gore kanser vakalarinin sayisi gectigimiz 30 yil igerisinde iki kattan daha
fazla artmigtir. 2012 yilinda 14 milyon yeni kanser vakasinin tesghis edildigi ve 2015
yiinda kanserden kaynaklanan 8,8 milyon olumun gerceklestigi bildirilmektedir
(Dinya Saglik Orgltii, 2017). 2030 yihinda 20,3 milyon yeni kanser vakasi
gorulmesinin beklendigi ve bunlarin 13,2 milyonunun o6limle sonuglanabilecegi
tahmin edilmektedir (Bray ve digerleri, 2012). Kanser gorulme sikhiginin ve kansere
bagli 6lumlerin her gegen gun artmasi, kanseri dGnemli bir halk saglhgdi sorunu haline
getirmektedir. GUnimulzde ylze yakin kanser tlrl oldugu bilinmektedir. Kanser
tedavisinde hormon tedavisi, immunoterapi, kemoterapi, cerrahi tedavi, radyoterapi
gibi cesitli yontemler tek baslarina veya kombine halde kullaniimaktadir. Meme
kanseri kadinlarda gorilen kanser tipleri arasinda birinci sirada yer almaktadir.
Tarkiye Halk Saghgi Kurumu verilerine gore Ulkemizde erkeklerde gorilen ilk Ug
kanser turu sirasiyla akciger, prostat ve kolorektal kanseri iken, kadinlarda goérulen
ilk G¢ kanser turl sirasiyla meme, tiroid ve kolorektal kanseri olarak agiklanmigtir
(Tarkiye Halk Saghgr Kurumu, 2016). Amerika Birlesik Devletlerinde 2017 yilinda
yeni belirlenen kanser vakalari incelendiginde en ¢ok gértlen kanser tlrlerinin
erkeklerde prostat, akciger ve kolorektal kanseri; kadinlarda ise meme, akciger ve

kolorektal kanseri olacagi tahmin edilmektedir (Siegel ve digerleri, 2017).

2.1.1. Meme kanseri

Meme kanseri gunumuzde kadinlarda en sik gorilen kanser turadar. Kadinlarda
kansere bagl olumler incelendiginde akciger kanserinden sonra ikinci sirada
gelmektedir. Ulusal Meme Kanseri Vakfi (NBCF)' nin verilerine gore her 8 kadindan
bir tanesine hayatinin bir bolumunde meme kanseri teghisi konulmaktadir (National
Breast Cancer Foundation, 2017). Meme kanseri teghisi genellikle mamogram ile

rontgen cekilerek yapilmaktadir. Mamogram meme kanserinin erken teshisinde
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buylk 6nem tasimaktadir. Yaslari 50-69 arasi olan kadinlara her yil mamogram ile
kontrol yapilmasinin meme kanserinden meydana gelen 6lumleri % 30 oraninda
azalttigi belirtimektedir (Kerlikowske, 1997).

Meme kanserinden meydana gelen olumlerin ana nedeni, kanserli hicrelerin
metastaza ugrayip baska doku ve organlan etkilemesidir (Weigelt ve digerleri,
2005). Erken teshis metastazi engellemek ve meydana gelen 6limlerin énidne
gecebilmek igin ¢ok 6nemlidir. Kanser hicreleri kan dolagimi sistemi veya lenfatik
yola katilarak bagka doku ve organlara gidebilir (Scully ve digerleri, 2012). Yayiima
cogunlukla kanser hucrelerinin torasik kanal gibi lenfatik yollarin kan ile bulugtugu
yerlerden dolasima gegmesiyle meydana gelmektedir (Wong ve Hynes, 2006).
Baslangicta sut aktaran kanal sistemi (duktus) icinde sinirli olan kanser hicreleri,
sonradan kendi bazal membranlarindan ilerleyip bag dokusu icine gecebilmektedir.
Bu asamada tumor hdcreleri kan damarlari ve lenfatiklerle karisarak metastaz

yapma yetenegdine sahip olurlar (Aydintug, 2004).

2.1.2. Meme kanseri tedavi yontemleri

Gunumuzde meme kanseri tedavisinde en c¢ok uygulanan yontemler cerrahi
(memenin kismen veya tamaminin alinmasi), kemoterapi, radyoterapi, hormon

tedavisi ve immunoterapidir.

Cerrahi tedavi

Meme kanserinde cerrahi en sik uygulanan tedavi yontemi olup, hastaligin lokal
olarak kontrol altina alinmasi amaciyla gerceklestiriimektedir. Ginimuzde meme
kanserinin tedavisinde, daha az radikal islemler uygulanmakta olup genellikle meme
koruyucu cerrahi tercih edilmektedir. Meme koruyucu cerrahi radyoterapi ile birlikte
uygulanmaktadir ve kanserin bulundugu doku ile birlikte cevresinde yeterli miktarda

saglikli dokunun alinmasi ile yapilan cerrahi girisimdir. Cerrahi tedavi sayesinde;

o Primer tumaorun alinmasiyla yeni metastazlar onlenebilir,
o Nekrotik tumor dokusunun uzaklastirilmasi ile kemoterapinin etkinligi
artinlabilir (Kamali Polat ve Soran, 2010).



Hormon tedavisi

Meme kanserinin olusumunda, kadinlik hormonlari 6strojen ve progesteronun etkili
oldugu bilinmektedir. Meme kanseri hastalarinin bazilarinda kanser hucreleri
uzerinde Ostrojen ve progesteron hormonlarinin reseptorleri bulunmaktadir. Meme
dokusu hucrelerindeki reseptorlerine baglanan hormonlar hicre proliferasyonunu
hizlandirir, artmis proliferasyon hizi DNA onarimi igin gerekli olan sureci kisaltarak
karsinogenezin baslamasina neden olur. Tum meme kanserlerinde hormon
reseptor pozitifik % 75 civarinda gorulmektedir. Hormon tedavisinde aromataz
inhibitorleri ve reseptor antagonistleri kullaniimaktadir. Aromataz inhibitorleri
(formestane, aminoglutelimid, letrozole) Ostrojen sentezini inhibe edip plazma
Ostrojen seviyesinin duslk kalmasini saglarken (Karahan ve Kelicen, 2011),
tamoksifen, raloksifen gibi selektif &strojen reseptér modulatorleri dstrojen
reseptorlerine yarismall olarak baglanarak 6strojenin reseptorlere baglanmasini
engellemektedir (An, 2016).

immiinoterapi

Kanser tedavisinde immunoterapi, immun sistemin c¢esitli yontemlerle aktive
edilmesidir. Bu tedavideki amag¢ immun sistemin kanser hicrelerini hedef alarak yok
etmesini saglamaktir. Tedavi daha ¢ok monoklonal antikorlarin kullaniimasiyla
gerceklesmektedir. HER2 (Epidermal buyume faktori reseptord 2) bir buyime
faktori olarak meme kanserlerinin %25-30’'unda ¢ok ylksek oranda eksprese
edilmektedir. Bu tip hastalarda HER2 nin inhibisyonuna ydénelik tedavi uygulanmasi
oldukga uygun bir yaklasimdir (Ladjemi ve digerleri, 2010). Trastuzumab ve

pertuzumab bu tedavi yonteminde kullanilan etkin maddelere érnektir.

Kemoterapi

Kanser tedavisinde kemoterapi hastanin normal hicrelerine zarar vermeden tumor
hdcrelerinin buyumesini, ¢odalmasini ve yayilmasini engellemek igin antikanser
ilaclar ile yapilan tedavidir. Kemoterapdtik ilaglar genellikle kanser hicreleri Uzerine
sitotoksik etki gostermektedir. Kemoterapotik ajanlar sitotoksik etkilerinin yani sira

anjiogenezisin baskilanmasi ve programli hucre 6lumu (apoptozis) uyariimasiyla da



etkinlik gosterebilirler (Salter ve Miller, 2007). Kemoterapi tedavisi tek basina
uygulanabildigi gibi horman tedavisi ve immunoterapi ile birlikte de uygulanabilir.
Pek ¢cok antikanser ilag tek bagina ya da kombine halde meme kanseri tedavisinde
kullaniimaktadir. Meme kanseri tedavisinde siklikla kullanilan etkin madde ve ticari
urunler Cizelge 2.1’de gosterilmigtir (Jahanzeb ve digerleri, 1997; National Cancer
Institute, 2017).

Cizelge 2.1. Meme kanseri tedavisinde kullanilan etkin madde ve ticari drtnlerin

listesi
Etkin madde Uriin
Kapesitabin Xeloda®
Dosetaksel Taxotere®
Doksorubisin Myocet®
Mitomisin ¢ Mitem®
Paklitaksel Taxol®
Vinkristin Vincristine®
5-florourasil Biosyn®
Gemsitabin Gemzar®
Vinorelbin Renovel®
Klorambusil Leurekan®
Mitoksantron Mitoxantrone®

Konvansiyonel kemoterapide gériilen problemler

Konvensiyonel kemoterapdtik ilaglar kanser hucreleri gibi hizla buyime 6zelligine
sahip hdcreleri dldurebilme yetenegine sahiptir. Bu ilaglarin ayni zamanda saglikli
hacreleri de etkilemesi tedavide sorun yaratmakta ve yan etkilerin gorulmesine
neden olmaktadir. Konvensiyonel kemoterapinin uygulanmasinda gorulen bazi
problemler sunlardir (Brigger ve digerleri, 2002; Giordano ve Jatoi, 2005; Mondal ve
digerleri, 2014):



e Vucutta kanser hucrelerine 06zgu olmayan dagilim gostermeleri saglikli
dokularda da yuksek konsantrasyonlarda bulunmalarina sebep olur. Bu durum
yan etkilerin fazla gériilmesi ile sonuclanmaktadir. istenmeyen etkilerin
baglicalari immun sistemin baskilanmasi, mide bulantisi, sa¢ dokilmesi ve
kKisirliktir,

e Dusuk molekul agirhgina sahip kemoterapotik ajanlar vucutta yiksek dagilim
gOstermekte ve vicuttan hizla atilmaktadirlar. Bu durum terapdétik etkinligin
saglanabilmesi igin ilacin yuksek dozlarda uygulanmasini gerektirmektedir. Bu
tekrarlanan ve yuksek dozlar yan etkilerin gorulme sikhgini ve siddetini
artirmaktadir (Kumari ve digerleri, 2016).

e (COzUNnUrligu dusuk olan kemoterapdtik ilaglar agrege olmaya elveriglidir ve
intraven6z uygulama sonrasi kan dolagiminda emboliye neden olabilmektedir.
Bu durum agregasyonun oldugu bdlgede toksisitenin gorilmesine neden
olmaktadir.

e TUmor dokulari arasinda gorulen yuksek hidrostatik basing kemoterapdtik
ajanin timor dokusu disina atiimasina neden olabilmektedir. llag basarili bir
sekilde timor dokusuna ulassa da kanser hucreleri ¢oklu ilag direnci (MDR)

gOsteriyorsa ilacin etkinliginde azalma goérulebilmektedir.

2.2. Nano Boyutlu ilag Tasiyici Sistemler

Gunumuzde nanoteknoloji uygulamalari saglik alaninda 6zellikle hastaliklarin teshis
ve tedavisinde getirdigi avantajlarla hizla yayginlagsmaktadir (Parveen ve digerleri,
2012). Nanotasliyici sistemler boyutlari 10-1000 nm arasinda degigen, farkl formlar
bulunan ve sahip olduklari 6zelliklerle ilag tasiyici olarak kullanilabilen sistemlerdir.
Son yillarda nanopartikiler ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesi ve uygulanmasi
konusunda pek c¢ok galisma yapilmaktadir. Nano boyuttaki ilag tasiyici sistemler
hedef bodlgeye 6zgu ilag hedefleme ve tasinmasi, terapdtik etki elde edilirken
toksisitenin dusuriulmesi ve yluzey modifikasyonuna elverisli olmalari gibi avantajlara
sahiptir (De Jong ve Borm, 2008). Ayrica nano boyuttaki ilag tasiyici sistemler
icerdikleri etkin maddeyi biyolojik ortamdaki enzimatik ataklardan korur ve etkin
maddenin biyolojik bariyerlerden gegebilmesine yardimci olur (Masareddy ve
digerleri, 2011). Nanotaslyici sistemler antikanser ilaglarinin yani sira gen, peptit-

protein ve hormon kokenli pek ¢ok etkin maddenin vicuda verilmesinde de



kullaniimaktadir (Ganta ve digerleri, 2008; Lim ve digerleri, 2012). Sikga kullanilan
nano boyuttaki ilag tasiyici sistemler asagida siralanmigtir (Cho ve digerleri, 2008;
Panzarini ve digerleri, 2013; Vaze, 2016);

e llag-polimer konjugatlari,

e Polimerik nanopartikuller,

e Lipozomlar,

¢ Niozomlar,

e Katl lipit nanopartikuller,

e Dendrimerler,

e Miseller,

e Karbon nanotupler,

¢ Kuantum noktaciklari,

¢ Altin nanopartikuller

Nanotaslyicilar polimerik, lipit, metal ve inorganik nanotasiyicilar olmak Uzere
siniflandirilir. Polimerik nanotasiyicilar polimerik nanopartikuller, polimerik miseller
ve dendrimerler olmak tzere ayrilirken, lipozomlar ve kati lipit nanopartikdller lipit
nanotasiyicilara érnektir. Altin nanopartikiller ve kuantum noktaciklari ise metal ve
inorganik naopartikulere 6rnek olarak verilmektedir (Conniot ve digerleri, 2014).
Nano boyuttaki ilagc tasiyici sistemlerin bazilari sematik olarak Sekil 2.1’de

gOsterilmistir.

Dendrimer Altin nanopartikl

)

)

’ ~

Misel Polimerik nanopartikiil Karbon nanotiip

Sekil 2.1. Nanotasiyici sistemlerin sematize gosterimi (van Rijt ve digerleri, 2014)



Klinik incelemeler, onaylanmis ilaglar ve literaturler incelendiginde tim tasiyici
sistemler icinde lipozomlarin ve polimerik nanopartikulerin en ¢ok kullanilan iki
sistem oldugu goérilmektedir (Lian ve Ho, 2001; Panyam ve Labhasetwar, 2003;

Anselmo ve Mitragotr, 2016).

Son yillarda antikanser ilaglarin lipozom, polimerik naopartikil, dendrimer, misel,
altin nanopartikul, silikon nanopartikil, manyetik nanopartikil, fluren ve kohleat gibi
nano boyuttaki ilag tasiyici sistemlere yluklenmesiyle elde edilen formulasyonlarin
kanser tedavisindeki etkinliklerinin arastirildigi ¢calismalar 6nem kazanmigtir. Tim
bu tasiyici sistemlerde tedavide basari elde edebilmek igin temel stratejiyi artmis
gecirgenlik ve tutunma etkisinin (EPR-enhanced permeation and retention)
saglanmasi olusturmaktadir. Tumor ¢evresinde damarlanma fazla olmakla birlikte
zayif lenfatik dolagsim gorulmektedir. Bunun nedeni fonksiyonunu kaybetmis lenf
damarlanmasi ve c¢ogalan kanser hucrelerinin lenf damarlarina baski
uygulamasidir. Bunun sonucunda siki baglanma vyerleri (tight junctions) ve
endotelyal hucrelerle gevrelenmis normal dokulara kiyasla, kanserli dokularda nano
boyuttaki ila¢g tasiyici sistemler dokular arasindaki sivilarda ylksek oranda
birikebilir. Normal dokulardaki fonksiyonel lenfatik drenaj bu dokularda toksik etkinin
¢ok daha az gorulmesini saglamaktadir (Torchilin, 2011). Sekil 2.2’de nanotasiyici

sistemlerde gozlenen EPR etkisi sematize edilmigtir.

S gigaivinneiti SR, i
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Sekil 2.2. Nanotasiyici sistemlerde EPR etkisinin sematize edilmesi (1-ilag yUkli
nanotagiyici sistem 2- Damar yapisinin bozuldugu yerden ilag tagiyici
sistemin penetre olmasi 3- TUmorlu bdlge 4- Etkin maddenin tumorla
dokuda bdlgesel olarak ylksek konsantrasyon olusturmasi) (Torchilin,
2007)
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Nanotaslyicl sistemlerin kanser tedavisinde sagladiklari avantajlar asagida
belirtiimigtir (Torchilin, 2007; Pérez-Herrero ve Fernandez-Medarde, 2015; Kumari
ve digerleri, 2016):

e Nano boyutlarindan dolayi kanserli dokuda birikebilmeleri (EPR),

e Konvansiyonel kemoterapotik ilaglara gore terapotik pencerelerinin daha genis
olmasi,

e Kontrolli salim gostermeleri sayesinde ilacin kan konsantrasyonun uzun sure
terapotik pencerede kalabilmesi,

o Farkli ilaglarin tek bir tasiyici sisteme yuklenmesi sayesinde kombine etkinligin
olusturulabilmesi,

e Ylzey modifikasyonlarina elverigli olmalari sayesinde aktif hedeflemeyi
gerceklestirebilecek ligantlarin (folat, monoklonal antikorlar, transferrin gibi)
tasiyici sistemlere baglanabilmesi,

e Kanserli dokularda farklilik gésteren gevre sartlarina (ylizey potansiyeli, 1si ve
pH) gore ilaci salan tasiyici sistemler hazirlanabilmesi,

e Hedef hicre igine kadar penetrasyon gosterebilmeleri sayesinde etkinliklerinin
artmasi,

e Suda dusuk ¢oézinurlige sahip antikanser ilacglarin nano boyuttaki ilag tasiyici
sistemlere yuklenmesiyle ¢ozunurluklerinin artmasi, ilacin enzimatik ataklardan

korunmasi

Nanotasiyici sistemlerin boyutunun kanser tedavisinde 6nemi

Antikanser ilaglarin  sitotoksik etkilerinden dolayr saglikh  hadcreleri  de
etkileyebilecekleri dusunuldiginde kanserli hlcrelere nanotasiyici sistemler

sayesinde pasif hedeflemenin gergeklestiriimesi oldukga dnemlidir.

Fagositik hucreler retikuloendotelyal sistemin (RES) ana komponentleridir.
Nanotaslyici sistemler kan dolagimina gegtikten sonra ylzeylerine RES tarafindan
algilanmalarini saglayan proteinler non spesifik olarak baglanabilir. Bu durum
nanotasiyici sistemleri fagosit hicreleri tarafindan ¢ok daha kolay algilanabilir hale
getirir. Kolay algilanabilir hale gelmis nanopartikuller 6zellikle karaciger ve dalakta
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bulunan fagosit sistem hucreleri tarafindan uzaklastirilir. Nanotasiyicilarin boyutu
fagosit hucreleri tarafindan taninmada, hepatik filtrasyon, dokulara difuzyon,
bobreklerden atiim, dolasimda kalis suresi ve dagilimi agisindan 6nemli rol

oynamaktadir.

Genellikle 20 nm’den kuguk boyuta sahip tanecikler bobreklerden atilirken, 50
nm’den kuguk tanecikler safra yoluyla klirense ugramaktadir (Sadat ve digerleri,
2016). Daha buyuk tanecikler ise fagosit sistem hicreleri tarafindan daha ytuksek
oranda tutunurlar. Bu tutunmayi engellemek icin nanotasiyicilarin ylzeylerinin
modifiye edilmesi 6nemlidir. Tagiyici sistemlerin yuzeylerinin pegile edilmesi ilk
gecis etkisini azalttigi ve dolagimdaki yarilanma omrund uzattigi igin siklikla tercih
edilmektedir (Longmire ve digerleri, 2008). Pegile edilmis 100 nm’ den kiguk
tanecikler kanda daha uzun sure kalabilirler ve hepatik filtrasyona daha az ugrarlar.
Literatirlerde 100-200 nm boyutundaki nanotasiyici sistemlerin RES’'ten kagmak
icin ideal olduklar belirlenmistir (Sadat ve digerleri, 2016). Kanser tedavisinde 400
nm’den klguk taneciklerin EPR etkisi sayesinde tiumorli dokuda birikebilecegi
belirtiimigtir (Bae ve Park, 2011).

2.2.1. Polimerik nanopartiktller

Polimerik nanopartikiller 10-1000 nm arasinda boyutlara sahip (Nagavarma ve
digerleri, 2012) icerdikleri bilesenlere ve hazirlanma yontemlerine gére nanokapsull
ya da nanokure olarak siniflandirilan tasiyici sistemlerdir (Guterres ve digerleri,
2007). Nanokapsul formulasyonlarinda ilag polimerik bir membranla
cevrelenmigken, nanokire formulasyonlari etkin maddenin partikGlin iginde
dagildigi matriks sistemlerdir. Sekil 2.3’de nanokapsul ve nanokurelerin sematize

olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Nanokapstul ve nanokuirenin sematik gésterimi (Kumari ve digerleri, 2010)
Polimerik nanopartikdller;

e Vlcut igerisinde ylksek stabilite gostermeleri,

e Dolasim sisteminde kalis surelerinin uzun olmalari,

e Dokuya ylksek penetrasyon gdstermeleri,

e Yuzeylerinin modifikasyona uygun olmalari,

e Kontrol edilebilir salim profilleri gibi 6zellikleriyle pek ¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilmak Uzere arastirmalarin devam ettigi tasiyici sistemlerdir (Wang ve

digerleri, 2008; Natarajan ve Meyyanathan, 2012; Prabhu ve digerleri, 2015).

Polimerik nanopartikillere suda ¢ézunurligu yuksek ilaglarin  yuUklenmesi
asamasinda etkin maddenin dis faza kagmasi sonucu dusuk enkapsulasyon
etkinligi goértlmesine neden olmaktadir ve bu durum formulasyon gelistirmede
onemli bir problemi olusturmaktadir (Cohen-Sela ve digerleri, 2009; Cheow ve
Hadinoto, 2011). Polimerik nanopartikillerin hazirlanmasi temelde iki ana sinifa

ayriimaktadir, uygun olan yontemin sec¢imini polimer ve etkin maddenin
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fizikokimyasal  Ozelliklerine  dayanmaktadir. Polimerik  nanopartikullerin
hazirlanmasinda uygulanan yontemler (Galindo-Rodriguez ve digerleri, 2004; Rao
ve Geckeler, 2011);

1-Monomerlerin polimerizasyonu
e Emulsiyon polimerizasyon
e Yulzeyler arasi polimerizasyon

e Dispersiyon polimerizasyon

2-Polimerilerin dispersiyonu
e Tuzla ¢oktirme
e (COzlcl ugurma
¢ Nanocgoktirme
e Diyaliz

e Super kritik sivi teknolojisi olarak siniflandirilabilir.

Polimerik nanopartikullerin  hazirlanmasinda ¢o6zucu ugurma yontemi ve

nanogoktirme yontemi siklikla kullaniimaktadir.

Cozuicl ucurma yontemi

Uygulanan en eski yontemlerden biridir. Tek emulsiyon ¢6zicl ugurma yontemi ve

cift emulsiyon ¢dzicu ugurma yontemi olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir.

Tek emdilsiyon ¢bziici ugurma ybntemi

Bu ydntemde etkin madde ve polimer dncelikle organik ¢6zUcu igerisinde ¢ézundr.
Etkin maddenin organik fazda ¢o6zunebildigi durumlarda tercih edilir dolayisiyla
hidrofobik ilaglarin hazirlanmasi icin daha uygundur. Organik c¢6zlcu olarak
diklorometan, kloroform gibi su ile karismayan coziciler kullanilabilir. ilag ve
polimerden olusan organik faz ylzey etkin madde igeren sulu faz ile karistirilarak
emdlstfiye edilir. Organik fazin uzaklagmasiyla nanopartiktller olusmaktadir (Khan
ve digerleri, 2016; Kamaly ve digerleri, 2016).
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Cift emdilsiyon ¢bziicl ugurma yéntemi

Suda ¢ézunurligu yliksek etkin maddeler ile ¢calisilirken en ¢ok kullanilan yéntemdir
(Liu ve digerleri, 2010). Bu ydéntemde etkin madde igeren sulu ¢ozelti polimerin
¢6zUundugu organik ¢ozucuye ilave edilir, karistirilarak emulsifiye edilir. Boylece yag
iginde su emulsiyonu (S1/Y) meydana gelir. Olugsan bu primer emulsiyon yuzey etkin
maddeyi igeren ikinci bir sulu faza (S2) ilave edilir ve karistirilir. Béylece su iginde
yag icinde su emulsiyonu (Si1/Y/S2) olusturulur. Son asamada organik c¢ozicl

uzaklastirilarak nanopartiktller elde edilir.

Nanocoktirme yontemi

Cozicu yer degistirme yontemi olarak da adlandirilir ve lipofilik etkin maddeler igin
cogunlukla tercih edilmektedir. Bu yontem polimerin iginde bulundugu organik
¢ozlcunun sulu faza diflze olmasiyla polimerin ¢oktirilmesi esasina
dayanmaktadir. Polimer ve etkin madde su ile karisabilen organik g¢ozuculer
(aseton, asetonitril, etanol) icerisinde ¢ozulur. Bu ¢dzelti manyetik karistirmayla
beraber surfaktan iceren sulu faza yavas yavas ilave edilir. Su ile karigabilen organik
¢6zUcunun suya hizla diftize olmasiyla nanopartikiller kendiliginden olusur. Organik

¢ozlcu uzaklastinlir (Pal ve digerleri, 2011; Nagavarma ve digerleri, 2012).

Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler

Polimerik nanopartikillerin hazirlanmasinda vicut ile uyum goésteren ve toksik
olmayan biyopargalanabilir polimerler tercih edilir. Bu amagla dogal veya sentetik
polimerler kullaniimaktadir (Nagavarma ve digerleri, 2012; Panta ve digerleri, 2014;
Singh, 2016). Polimerik nanopartikullerin hazirlanmasinda kullanilan dogal
polimerler Cizelge 2.2’de (Muhamad ve digerleri, 2014; Panta ve digerleri, 2014),
sentetik polimerler Cizelge 2.3'de (Nagavarma ve digerleri, 2012) ve kopolimerler

Cizelge 2.4’de (Kamaly ve digerleri, 2016) gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Polimerik nanopartikillerin hazirlanmasinda kullanilan dogal polimerler

e Kitozan e Sellloz

e Jelatin e Karegen

e Sodyum aljinat e Pektin

e AlbUmin e Polisakkarit

Cizelge 2.3. Polimerik nanopartikillerin hazirlanmasinda kullanilan sentetik

polimerler
o Polilaktik asit (PLA) e Polikaprolakton (PCL)
¢ Poliglikolik asit (PGA) e Poli glutamik asit
¢ Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) e Poli malik asit
e Polietilen glikol (PEG) e Poli metil metakrilat
e Polianhidritler e Polivinil alkol
e Poli etilen oksit e Poli orto esterler

Cizelge 2.4. Polimerik nanopartikullerin hazirlanmasinda kullanilan kopolimerler

e Polilaktik asit- polietilen glikol (PLA-PEG)
o Polilaktik-ko-glikolik asit-polietilen glikol (PLGA-PEG)

o Polikaprolakton-polietilen glikol (PCL-PEG)

Dogal polimerler ve sentetik polimerler yuksek biyouyumluluk gosterirken, dogal
polimerlerin biyopargalanabilirliklerinin daha yuksek ve daha az toksik oldugu
bilinmektedir (Muhamad ve digerleri, 2014). Dogal polimerlerde elde edildigi
kaynaklardaki  farkliliklardan dolayr seriler arasi fark gozlenebilirken,
mikroorganizma Uremesine de sentetik polimerlere gére daha uygundurlar (Singh,
2016).

Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)’den onay alan polimerlere albimin, polilaktik
asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), polietilen glikol
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(PEG) ve poli metil metakrilat 6rnek verilebilir (Marin ve digerleri, 2013; Jiang ve
Stenzel, 2016).

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

PLGA, polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asit (PGA) kopolimeri olan bir poliesterdir
(Sekil 2.4). PLGA, genellikle esit oranda D- ve L- laktik asit formlarini iceren poli
D,L-laktik-ko-glikolik asit yapisindadir.

0 CHa 0 H
o] o OH
H 0 o)
CH; 0 H o)
m n

Sekil 2.4. PLGA'nin yapisi (m: laktik asit Unitelerinin sayisi, n: glikolik asit Unitelerinin
sayisl) (Taluja ve digerleri, 2007)

PLGA pek ¢ok ¢alismada kuguk molektllerin, hormonlarin, antienflamatuar ilaclarin,
antibiyotik, antikanser, peptit ve proteinlerin tasinmasinda kullaniimaktadir (Hines
ve Kaplan, 2013). Vicuda alindiginda hidrolize ugrar ve biyopargalanabilir 6zellik
gOsteren laktik asit ve glikolik asite donusur. PLGA bu donisumler sonucu metabolik
yolaklarla vicuttan atilir. Sekil 2.5°de PLGA’nin hidrolizi sonucu olusan Urlnler

gOsterilmistir.

o H' O (@)
0 N = g T
CH, o OH
" y OH HO

PLGA Laktik asit Glikolik asit

N/

Metabolik yolaklar

Sekil 2.5. PLGA'nin hidrolizi sonucu olusan urtnler (Kumari ve digerleri, 2010)
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PLA PGA’ya gore ¢cok daha hidrofobik karakterdedir ve PLGA igerisinde PLA orani
arttikga polimer daha hidrofobik hale gelir ve suyu daha az absorbe eder. Bu durum
polimerin daha yavas pargalanmasina ve etkin maddeyi daha yavas salmasina

neden olur. (Makadia ve Siegel, 2011).

PLGA’nin pargalanma urunleri olan PLA ve PGA kan dolasiminda Krebs
dongusuyle kolayca metabolize olabilir. Laktik asit ve glikolik asit karbondioksite
parcalanarak veya su ile beraber idrarla vicuttan atilir (Sinha ve Trehan, 2003). Bu
durum PLGA’nin ilag taslyici olarak kullaniimasinda minimum sistemik toksisite

olusturmasini saglamaktadir.

PLGA polimeri ylizey modifikasyonuna elverisli olmasi, organ ya da hucrelere
hedeflenmede kullaniimasi ve kontrolli salimin saglanmasi gibi 6zelliklere sahiptir.
PLGA'dan olusan nanopartikullerin hazirlanmasinda emulsufikasyon difuzyon
(Kwon ve digerleri, 2001), emdlsiyon ¢dzlci ugurma yontemi (Mainardes ve
Evangelista, 2005) ve nanocoktirme (Govender ve digerleri, 1999) yéntemleri

siklikla kullaniimaktadir.

Piyasada farkli molekul agirliklarinda ve kopolimer bilesenlerinden olusan PLGA
cesitleri bulunmaktadir. Kopolimer oranina ve molekul agirliklarina bagli olarak
polimerin parcalanma suresi birkag aydan birka¢g yila kadar degisiklik
gostermektedir. PLGA genellikle icerdidi laktik asit/glikolik asit oranlarina goére
tanimlanmaktadir. Ornegin PLGA (50:50) kopolimer iceriginin % 50’sini polilaktik
asit % 50’sini poliglikolik asit olusturmaktadir. Kopolimer orani ve molekul agirhgi
elde edilecek tasiyici sistemin karakterizasyonu belirler. Molekal agirhgi artikga elde
edilecek partiktlin boyutu da artmaktadir. Yuksek molekal agirligina sahip
PLGA’larin yuksek vizkoziteye de sahip olmalari nedeniyle kuglk partikdl
buyukliGgune sahip emulsiyon damlaciklarinin elde edilmesi zordur (Mittal ve
digerleri, 2007). PLGA’nin terminal grubunun asit veya ester olmasi da polimerin
karakterini etkilemektedir. Asit terminal gruba sahip olanlar igerdikleri serbest
karboksil grubundan dolay1 daha hidrofilik karakter gosterirken, ester terminal gruba
sahip olanlar daha hidrofobik 6zellik gostermektedir (Yerlikaya ve digerleri, 2013).
Bu durum polimerin pargalanmasini da etkilemektedir. Asit terminal gruba sahip

olanlar sulu ortamda hizla siser ve PLGA’'nin pargalanmasi daha hizli gergeklesir
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(Wischke ve Schwendeman, 2008). PLGA kullanilarak hazirlanan bazi ilaglar ve

icerdikleri etkin maddeler Cizelge 2.5’de gosterilmigtir (Mundargi ve digerleri, 2008).

Cizelge 2.5. Piyasadaki PLGA iceren ilaglara 6rnekler

Etkin madde

Uriin adi

Kullanim alani

Leuprolit asetat

Lupron Depot®

Prostat kanseri

Somatropin Nutropin Depot® Blyume hormonu eksikligi
Buserelin Suprecur® MP Prostat kanseri

Triptorelin asetat Decapeptyl® Prostat kanseri

Oktreotid Sandostatin LAR® Depot | Akromegali

Risperidon Risperidal® Consta™ Antipsikotik

Polimerik nanopartikillerle yapilan calismalar

Yapilan bir ¢alismada gemsitabin hidroklortr yukli PLGA nanopartikilleri oral
yoldan uygulanmak Uzere hazirlanmistir. K562 I[6semi hucreleri ile yapilan
sitotoksisite ¢alismalarinda nanopartikil formilasyonunun tim konsantrasyonlarda
cozelti haline gore daha etkili oldugu belirlenmistir. Siganlara oral yoldan uygulama
sonucu yapilan farmakokinetik ¢alismada ise nanopartikil formUlasyonunun ¢ozelti
haline gore yari dmru 3 kat, egri altinda kalan alanlar incelendiginde ise nanopatikl
formilasyonun ¢ozelti haline gore 21 kat daha ylksek biyoyararlanim gdésterdigi
bulunmustur (Joshi ve digerleri, 2014).

Ahmed ve ark.’nin yaptigi bir calismada atorvastatin yuklu kitozan nanopartikulleri
hazirlanmigtir. Hazirlanan nanopartikller tablet seklindeki ticari Grlin Atorva® ile
etkinliklerini karsilagtirmak icin ayni dozda tavsanlara oral yoldan verilmistir. Ticari
ardndn Cmax degeri 103,3 pg/mL iken, kitozan nanopartikil formalasyonunun Cmax

degeri 219,78 ug/mL olarak bulunmustur. Egri altinda kalan alanlar kiyaslandiginda
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kitozan nanopartikult formalasyonu ticari urine gore yaklasik 2,2 katlik bir artis

meydana getirmigtir (Ahmed ve digerleri, 2015).

Bir diger calismada Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilan donepezil yukla
PLGA nanopartikilleri hazirlanarak donepezilin  ¢ozelti ve nanopartikdl
formulasyonu intraven6z yoldan siganlara uygulanmistir. Siganlarin beyinlerinde
¢cOzelti hali ortalama 6,66 ng/mL Cmax degerine ulasirken, nanopartikil formulasyonu
ortalama 121,68 ng/mL degere ulagsmistir. Beyinde gézlemlenen konsantrasyondan
hareketle hesaplanan egri altinda kalan alanlar (AUC) incelendiginde ¢ozelti hali
434,877 ng*saat/mL degere ulasirken nanopartikil formtlasyonu ¢ok daha yuksek
konsantrasyonlara ulasarak 6583,36 ng*saat/mL degere ulasmistir. Benzer
sonuglar plazma verilerinden de elde edilmis ve nanopartikil formilasyonunun
¢Ozelti haline gore daha yuksek Cmaxve AUC degerleri olusturdugu bulunmustur (Md
ve digerleri, 2014).

Bir baska calismada hidrofobik karakterdeki dstrodiol iceren PLGA nanopartikilleri
hazirlanmistir. Formulasyonlarin hazirlanmasinda farkli molekal agirhgina ve
kopolimer igerigine sahip PLGA’lar kullaniimistir. Molekul agirhgr artikga partikdl
boyutunun arttigi, laktik asit/glikolik asit oraninin artmasinin ise artan hidrofobik
yaplya bagli olarak daha yuksek enkapsulasyon etkinligi elde edilmesini sagladigi
belirtiimistir. Sprague Dawley cinsi sicanlarla yapilan farmakokinetik calismalarda
molekdl agirhginin ve laktik asit/glikolik asit oraninin artmasiyla uzatilmig salim

profili elde edilmistir (Mittal ve digerleri, 2007).

Bir diger calismada cesitli organik ¢ozuculer kullanilarak kanser tedavisinde
kullanilan kostunolid etkin maddesi yukli PLGA nanopartikulleri hazirlanmistir.
Organik ¢ozlcu olarak diklorometan, asetonitril ve aseton kullaniimistir. Yapilan
deneyler sonucunda kullanilan organik ¢ézucunun partikal boyutunu etkiledigi, su
ile karigabilme ozelligi gosteren aseton kullanilarak hazirlanan formilasyonun

basarili sekilde hazirlanamadigdi belirtiimistir (Vineeth ve digerleri, 2014).
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2.2.2. Lipozomlar

Lipozomlar sulu bir ¢ekirdegin etrafinda bir ya da daha fazla fosfolipit cifte
tabakasindan olusan klresel tasiyicilardir. Lipozomlarin sahip olduklari esnek
fizikokimyasal Ozellikler etkileyici bir ilag tasiyici sistem olarak kullaniimalarina
imkan tanimaktadir (Sercombe ve digerleri, 2015). Lipozomlar fosfolipit kureler
olarak da tanimlanmaktadir. Fosfolipitler amfifilik yapida olup yapilarindaki agil
zincirlerinin hidrofobik etkileriyle sulu ¢ozeltiyi bir kabuk gibi sarabilmektedir.
Kesfedildigi yillarda biyolojik membrana benzerlikleri ile ilgili calismalarda
kullaniimig olan lipozomlar, glinimuzde kozmetik alaninda (Rahimpour ve
Hamishehkar, 2012), kanser hastaliklarin tedavisi de dahil farkli hastaliklarin teshis
ve tedavisinde (James ve digerleri, 1994) kullaniimaktadir. Lipozomlarin yapisinin

sematik hali Sekil 2.6’da gosterilmisgtir.

ic sulu kompartman

——> Membran

——> Hidrofilik bélge

Hidrofobik bolge

|—> Hidrofilik bolge

Fosfolipit
—> Hidrokarbon zinciri

— Polar bas grup

Sekil 2.6. Lipozomlarin yapisinin sematik gosterimi (Frézard ve digerleri, 2007)



Lipozom ilag tasiyici sistemlerin getirdigi avantajlar su sekilde siralanabilir

(Immordino ve digerleri, 2006; Daraee ve digerleri, 2016):

e Taslyici sisteme hem hidrofiik hem hidrofobik ilaglarin ayni anda

yuklenebilmesi,

e Yuklenen ilacin ¢ozunarlGgunun artmasi (Pattni ve digerleri, 2015),

e Aktif hedeflendiriimeye ve ylzey modifikasyonuna elverisli olmalari,

e Toksik olmamalari,

e Vlcut ile yiksek biyouyumluluk gdstermeleri,

e Sistemk ya da

gOstermemeleridir.

olmayan uygulamalarda immunojenite

Hidrofilik karakterdeki etkin maddelerin lipozomlara yuklenmesi formulasyon

gelistirmede sorun yaratmaktadir (Xu ve digerleri, 2012). Ayrica dolasim sisteminde

stabilitelerinin dugsuk olmasi, yuklenilen etkin maddenin saklama kosullarinda

sizmasli, kolaylikla oksidasyona ve hidrolize ugramalari gibi problemler de

gorulmektedir (Sharma ve Sharma, 1997; Daraee ve digerleri, 2016). Lipozom

hazirlanmasinda kullanilan fosfolipitlerin pahali olmasi ise bu tasiyici sistemlerin

diger dezavantajlaridir (Akbarzadeh ve digerleri, 2013). Piyasada bulunan lipozomal

ilac tasiyici sistemlere o6rnekler ve icerdikleri etkin maddeler Cizelge 2.6’da

gosterilmistir (Chang ve Yeh, 2012; Pattni ve digerleri, 2015).

Cizelge 2.6. Piyasadaki lipozomal ilag tasiyici sistemlere érnekler

Etkin madde

Uriin adi

Doksorubisin

Doxil®, DaunoXome®, Lipodox®, Caelyx®

Vinkristin silfat

Marqibo®

Amfoterisin B

Ambisome®, Abelcet®, Amphotec®

Sitarabin DepoCyte®
Verteporfin Visudyne®

Morfin siilfat DepoDur®

Hepatit A antijeni virlisi Exapal®
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Onay almis lipozomal ilag tasiyici sistemler incelendiginde daha ¢ok intravenoz
uygulama igin kullanildiklari gorulmektedir. Oral yol, gastrointestinal sistemde
lipitlerin hizla pargalanmasi sonucu biyoyararlanimlarinin disuk olmasindan dolayi
cok fazla tercih edilmemektedir. Géze ve transdermal uygulanan lipozom ilag

sekilleri de bulunmaktadir (Hsin-1 ve Ming-Kung, 2012).

Lipozomlarin hazirlanmasinda bes farkli gruptaki fosfolipitler kullanilmaktadir

(Daraee ve digerleri, 2016):

Dogal kaynaklardan elde edilen fosfolipitler
Dogal kaynaklardan elde edilip modifiye edilen fosfolipitler
Yari sentetik fosfolipitler

Sentetik fosfolipitler

a k> N

Dogal olmayan bas gruplara sahip olan fosfolipitler

Dogal kaynaklardan elde edilen fosfolipitler bitkilerden ve hayvanlardan elde
edilebilmektedir. Bitkisel kaynaklara yumurta, soya, bugday tohumu ve aygicek
tohumu; hayvansal kaynaklara ise sut, soya ve karides ornek verilebilir (Hoogevest
ve Wendel, 2014). Dogal kaynaklardan elde edilen fosfolipitler sentetik ve yari
sentetik fosfolipitlere goére fiyatlarinin uygun olmasindan dolayr farmasoétik
endustride siklikla tercih edilmektedir. Farmasaétik endustride kullanilan fosfolipitler

Cizelge 2.7°de gosterilmistir (Li ve digerleri, 2015).

Cizelge 2.7. Farmasotik endustride kullanilan fosfolipitler

e Fosfotidilkolin e Fosfotidilinositol
¢ Fosfotidiletanolamin o Fosfotidilgliserol
e Fosfotidilserin o Kardiolipin

e Fosfotidik asit

Lipozomlar negatif yukll, pozitif yukli veya nétr olabilir. Lipozom formulasyonu
icerigine oleik asit ilavesi lipozomun negatif yuklenmesini, dioleil trimetilamonyum

propan (DOTAP) ilavesi lipozomun pozitif yuklenmesini saglamaktadir. Pozitif veya
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negatif ylzey yukune sahip lipozomlar kolayca agrege olmazlar ve saklama
kosullarinda nétr hallerine gére daha stabildir. Ozellikle gen tedavisine yonelik
calismalarda katyonik lipozomlar siklikla kullaniimaktadir (Shim ve digerleri, 2013).
Kolesterol de lipozom formulasyonuna giren bir diger dnemli bilesendir. Kolesterol
lipozomun stabilitesini artirir ve yuklenmis ilacin salimini yavaslatir (Tabandeh ve
digerleri, 2013).

Lipozomlari olusturan lipitlerin faz gegis sicakliklari (Tm) bir diger 6nemli
parametredir. Lipitler faz gecis sicakhiginin altinda jel halindeyken, bu sicakhgin
uzerindeki ortamlarda sivi haldedir. Lipitler faz gecis sicakliginin tzerinde su ve
etkin madde gecisine daha elverislidir. Lipozomlara yuklenmis etkin maddenin
disarilya ¢cikmamasi ve formulasyonun stabil kalmasi icin lipozomlar faz gecis

sicakhginin altinda bir sicaklikta saklanmalidir (Pattni ve digerleri, 2015).

Lipozomlar  fonksiyonlarina, tabaka sayisi ve  blyukligine  goére

siniflandiriimaktadir.

Lipozomlar fonksiyonlarina gore (Bibi ve digerleri, 2012; Sercombe ve digerleri,
2015);

e Konvansiyonel lipozomlar

e Stealth lipozomlar

e Ligand hedeflenmis lipozomlar

e Dis uyaranlarla salimi tetiklenen lipozomlar olmak Gzere siniflandirilir.

ik geligtirilen, birinci jenerasyon lipozomlar konvansiyonel (klasik) lipozomlardir.
Yapilarinda anyonik, katyonik, notr fosfolipitler ve kolesterol bulunur. Konvansiyonel
lipozomlar 6zellikle karaciger ve dalakta bulunan RES hcreleri tarafindan hizh
klirense ugrar ve dolasim sisteminden uzaklastirilir. Bu durum lipozomlarin 6zellikle
hedef bolgeye gitmesini engellemekte ve RES hucrelerin fazla oldugu organlarda

toksik etkinin gorulmesine neden olabilmektedir (Allen ve Cullis, 2013).

Lipozomlarin daha uzun sure dolagim sisteminde kalabilmesi igin Stealth lipozomlar
geligtiriimigtir. Stealth lipozomlarin ylzeyleri hidrofilik polimerler ile kaplanmistir,

plazma proteinlerinden daha az etkilenirler ve bu sayede dolagsimda daha uzun sure
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kalabilirler. Lipozomlarin Stealth 6zellik kazanmasi igin en ¢ok kullanilan polimer
PEG’tir. PEG haricinde modifiye edilmis veya edilmemis dekstran, poliamino asit,
pullulan ve ganglioitler de lipozomlara Stealth 06zellik kazandirmak igin
kullaniimaktadir (Nag ve Awasthi, 2013).

Ligand hedeflenmis lipozomlar bir hicre ya da organa hedeflendirilmis
lipozomlardir. Bu amagla monoklonal antikorlar, antijenler, nukleik asitler,
protein/peptitler ve karbonhidratlar kullaniimaktadir (Bertrand ve digerleri, 2014).
Ligand hedeflenmis lipozomlar ile yapilan galismalar 6zellikle kanser tedavisi

Uzerinde yogunlasmistir (Noble ve digerleri, 2014).

Lipozomun boyutu dolasim sisteminde kalis suresini, hem boyutu hem de tabaka
sayisl ise yuklenebilen ila¢c miktarini etkilemektedir (Akbarzadeh ve digerleri, 2013).
Lipozomlar tabaka sayisina gore tek tabakali ve ¢ok tabakali lipozomlar (MLV)
olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Tek tabakali lipozomlar ise kendi igerisinde buyuk
tek tabakali lipozomlar (LUV) ve klguk tek tabakali lipozomlar (SUV) olmak Uzere
ikiye ayrilmaktadir (Sharma ve Sharma, 1997). Kuguk tek tabakali lipozomlarin
partiktl boyutu 20-100 nm arasinda, buyuk tek tabakali lipozomlarin 100 nm’den
blyUk ve ¢ok tabakall lipozomlarin ise partikil boyutu 500 nm’den buyuktur (Pattni
ve digerleri, 2015). Tek tabakali lipozomlarda sulu ¢ekirdegin etrafi tek bir fosfolipit
tabakasindan olusmaktadir. Cok tabakali lipozomlar ise kiglkten blyluge dogru
giden 5-25 tabakadan olugsmaktadir ve tabakalar birbirinden sulu faz ile ayriimigtir.

Sekil 2.7°de tabaka sayisina gore lipozomlar sematize gosterilmigtir.
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@ MLV

=500 nm
5-25 cifte tabaka

QN
) LUV
SUv — B
20-100 nm
tek ifte tabaka
> 100 nm
tek cifte tabaka

Sekil 2.7. Cok tabakali (MLV), buyuk tek tabakali (LUV) ve kuglk tek tabakali (SUV)
lipozomlarin sematize gosterimi (Yang ve digerleri, 2011)

Lipozomlar tg¢ farkl ana yontemle elde edilebilmektedir (Anwekar ve digerleri, 2011;
Wagner ve Vorauer-Uhl, 2010):

1.Mekanik Dispersiyon Yontemleri

e Lipit film hidrasyon yontemi
e Membran ekstruksiyon

e Ultrasonikasyon

e French pres yontemi

e Dondurup ¢ézme yontemi

e Mikroemdulsiyon

2. Cozlcu Dispersiyon Yontemleri

e Eter enjeksiyon
e Etanol enjeksiyon
e Ters faz ugurma yontemi

e Cift emulsiyon yontemi
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3. Deterjan Uzaklagtirma Yontemleri

e Diyaliz yontemi
e Deterjan uzaklastirma yontemi
e Kolon kromotografisi yontemi

e Seyreltme yontemi

Bu yontemler farkli buyukluk ve tabaka sayisina sahip lipozomlarin hazirlanmasinda
kullanilabilmektedir. Lipozomlarin partikil buyukligunin ve tabaka sayisinin
ayarlanabilmesi oldukg¢a 6nemlidir. Cok tabakali lipozomlarin boyutunun ve tabaka
sayisinin kugultulmesi igcin French pres yontemi (Wagner ve Vorauer-Uhl, 2010),
sonikasyon (Huang ve digerleri, 2010) ve ekstriksiyon (Ong ve digerleri, 2016)
yontemi kullaniimaktadir. Bu iglemler sonucunda SUV ve LUV elde edilmektedir.
Cizelge 2.8'de MLV, SUV ve LUV hazirlamada kullanilan yontemler gdsterilmistir
(Wagner ve Vorauer-Uhl, 2010; Akbarzadeh ve digerleri, 2013).

Cizelge 2.8. MLV, SUV ve LUV hazirlamada kullanilan yéntemler

Lipozom tipi Yontem

MLV Lipit film hidrasyon yontemi, eter enjeksiyon yéntemi,
diyaliz yontemi

SUV Sonikasyon yontemi, French pres yontemi, membran
ekstruksiyon yontemi, etanol enjeksiyon yontemi

LUV Dondurup ¢ozme yontemi, deterjan diyaliz yontemi

ila¢c ve kozmetik endiistrisinde biiylk dlgekli tretimde patentli farkli ydntemler de
kullaniimaktadir. Deterjan diyaliz yontemi ve mikro akiskanlastirma yontemi buyuk
Olcekte Uretim yaparken kullanilan tekniklerdir. Deterjan diyaliz yonteminde
LIPOPREP® II-CIS (Diachema, Isvigre) sanayide kullanilirken, mikro
akigkanlagtrma  yonteminde  Mikrofluidizer®  (Massachusetts,  Amerika)

kullaniimaktadir (Anwekar ve digerleri, 2011).
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Lipit film hidrasyon yontemi

Lipit film hidrasyon ydntemi Bangham ve arkadaslar tarafindan gelistiriimistir ve
lipozom hazirlanmasinda sik¢a kullanilan basit bir ydéntemdir. Bu yéntemde lipit/lipit
karigsimi oncelikle organik ¢ozucu igerisinde ¢ozunur. Basing altinda organik ¢dzucu
ucurulur ve lipit film elde edilir. Olusan lipit film tabaka sulu faz ile hidrate edilir,
calkalanir ve lipitler kendiliginden kapanarak lipozomu meydana getirirler. Sekil
2.8'de lipozom hazirlamak i¢in uygulanan lipit film hidrasyon yontemi sematize
edilmistir. Bu yontemle heterojen dagihm gdsteren 1 um’nin Ustunde partikdl
bayuklugune sahip MLV’ler elde edilmektedir (Samad ve digerleri, 2007). Kullanim
amacina gore bu yontem sonucu elde edilen lipozomlarin partikil boyutunu
klgultmek gerekebilir. Titanyum basliklarla yapilan sonikasyon bu amag igin siklikla
kullaniimakta ve etkili sonuglar alinabilmektedir. Ancak baslikli sonikasyon yontemi
sirasinda sicakligin artmasi, etkin madde ve lipit tabakalarin zarar gérmesi, dusuk
enkapsulasyon etkinligi, baslktan metal kontaminasyonu gibi problemler
gorulebilmektedir (Pattni ve digerleri, 2015). Bu yonteme alternatif olarak lipozomun
partikil buyuklaguni kagultmek igin su banyosu ile sonikasyon ve polikarbonat

membranla ekstruksiyon yontemleri de uygulanabilmektedir.

Etkin maddenin

E PN sulu cozeltisi
2 PR 4 A:\
l ~R |f | f \v)
ad i : o =
1/. \\‘. S ( \ — N / \
) | e ) [ > )
§ ¥ f 7
b e - \./ v
S by v Kuru lipit )
Organik ¢dziicl Organik ¢bztictnin tabaka Hidrasyon
icerisinde lipit ucurulmasi
Sonikasyon Santrifij _
v 7 ﬁ Ekstriiksiyon Diyaliz &)
= Homojenizasyon @ © Ultrafiltrasyon
Mikrofludiksiyon o Kolon kromotografisi /"
) \ : N _ =
%_ v{’:_‘\fj\ [—1 Pe © L y
© Lipozom
Calkalama Boyutun Saflagtirma
MLV kugultilmesi LUV veya
SuV

Sekil 2.8. Lipit film hidrasyon yonteminin sematize gosterimi (Lopes ve digerleri,
2013:95)



28

Lipozomlar ile yapilan calismalar

Yapilan bir calismada paklitaksel ve rapamisini tek veya kombine halde igeren
lipozomlar hazirlanmisg, lipozom formulasyonlarinin etkin maddelerin ¢ozelti
hallerine goére meme kanseri hucreleri ve meme kanseri modeli gelistirilen BALB/c
fareler Uzerine etkileri incelenmigtir. Lipit film tabaka yontemiyle hazirlanan
lipozomlarda soya fosfotidilkolin, kolesterol kullaniimis ve formilasyonlar pegile
edilmigtir.  4T1 meme kanseri hucrelerinde yapilan sitotoksisite galismalarinda
rapamisin yuklu lipozomlar ¢ozelti haline gore yaklasik 4,4 kat, paklitaksel iceren
lipozomlar da ¢oOzelti haline gore yaklasik 1,4 kat dusuk dozda ICso degerine
ulasildigi belirtiimistir. in vivo hayvan deneylerinde paklitaksel iceren lipozomun
cozelti haline gore yaklasik 1,8 kat timor bluyumesini yavaslattigi goralmustir (Eloy
ve digerleri, 2016).

2010 yilinda yapilan bir galismada gemsitabin hidroklorar igceren pegile lipozomlar
hazirlanmis ve formilasyonlarin ticari Grin Gemzar®a go6re tiroid kanseri
geligtiriimis fareler (zerinde etkileri incelenmistir. Lipozomlar Gemzar®a gore
yaklasik 10 kat dusuk dozda uygulanmasina ragmen tiroid kanseri tedavisinde ticari
urin ile benzer sonuglar vermigtir. Ayni ¢alismada ticari Urindeki gemsitabin
hidrokloririin yarilanma omru 1 saat bulunmusken lipozom igerisindeki etkin
maddenin yarilanma omru 8 saat bulunmus ve egri altinda kalan alanlar
kiyaslandiginda lipozom formulasyonun yaklagik 7 katlik bir artis gosterdigi

belirtiimigtir (Paolino ve digerleri, 2010).

Bir diger calismada Herpes Simplex virisinde etkili olan antiviral etkili distamisin
iceren lipozomlar hazirlanmistir. HSV1 ve HSV2 hicreleri ile yapilan sitotoksisite
deneyinde distamisin igeren lipozom formulasyonunun ¢6zelti haline gére daha etkili
oldugu bildirilmigtir. Tavsan epidermal hucreleri Uzerinde yapilan sitotoksisite
calismasinda ise lipozom formulasyonun ¢ozelti haline gére ¢ok daha az toksik etki
gosterdigi bulunmustur. Tavsanlarin goézlerine damla halinde ayni dozda uygulanan
¢ozelti ve lipozom formulasyonlari Uzerinde yapilan farmakokinetik calismalar
sonucunda lipozom formulasyonun etkin maddenin yarilanma émrina uzattigi, egri
altinda kalan alanin ise ¢oOzelti haline gore 1,73 kat yuksek oldugu bulunmustur
(Chetoni ve digerleri, 2015).
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Pitrubhakta ve ark.’nin yaptigi bir calismada gemsitabin hidroklorlr iceren ¢ozelti,
lipozom ve pegile lipozom formulasyonu 5 mg /kg dozda intraven6z yoldan siganlara
uygulanmigtir. Cozelti ilag sekli 6. saat sonunda kanda tespit edilemezken lipozom
formUlasyonlari 24. saate kadar belirlenebilmistir. Cozelti, lipozom ve pegile lipozom
formulasyonlarinin AUC degerleri sirasiyla 11,37 yg*saat/mL, 18,87 pg*saat/mL ve
21,37 pg*saat/mL olarak bulunmustur. Ayni ¢calismada yarilanma émdurleri ¢ozelti,
lipozom ve pegile lipozom formulasyonlari igin sirasiyla 1,57 saat, 7,29 saat, 13,86
saat olarak bulunmustur. Pegile lipozom igerisinde gemsitabin hidroklortrin
uygulanmasinin yarilanma Omrinu ve biyoyararlanimi artirdigr belirtilmigtir
(Pitrubhakta ve digerleri, 2012).

Yapilan baska bir calismada dimiristil fosfotidilkolin (DMPC), dipalmitoil
fosfotidilkolin (DPPC) ve disteroil fosfotidilkolinin (DSPC) kullaniimasiyla kolesterol
iceren ve icermeyen lipozomlar hazirlanmig ve formulasyonlarin 30 gin suresince
37°C ve 50°C’deki stabiliteleri incelenmistir. Kolesterol icermeyen formulasyonlarin
stabiliteleri kolesterol iceren formilasyonlara gére disik bulunmustur. Ozellikle faz
gecis sicakligi en dusuk olan DMPC ile hazirlanan kolesterol icermeyen
formUlasyon stabilitesi DPPC ve DSPC ile hazirlanan formulasyonlara gére daha

dusuk oldugu goézlenmistir (Briuglia ve digerleri, 2015).

Diger bir calismada kurkumin yUkli lipozom formulasyonlari soya fosfotidilkolin
(SPC), yumurta fosfotidilkolin (EPC) ve hidrojene soya fosfotidilkolin (HSPC)
kullanilarak hazirlanmistir. HSPC ile hazirlanan formulasyonlarin salim hizi diger iki
formllasyona goére oldukga disuk bulunmustur. Bu durumun gértlmesinde
hidrojene soya fosfotidilkolinin faz gegis sicakliginin diger iki yaga gore daha yuksek
olmasinin etkili oldugu belirtiimistir. Deriden gecis calismalarinda da benzer
sonuglar elde edilmis ve en az gegisi yuksek faz gecis sicakhigina sahip HSPC

formulasyonu gostermistir (Chen ve digerleri, 2012).

Polimerik nanopartikiil ve lipozom ilac tasiyici sistemlerin karsilastiriimasi

Polimerik nanopartikuller ve lipozomlar nano boyuttaki ilag tagiyici sistemlerin iki
onemli sinifidir. Her iki tasiyici sistemde birbirine gore avantaj ve dezavantajlara

sahiptir. Hem lipozomlar hem de polimerik nanopartikiller hidrofilik ve hidrofobik
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karakterdeki etkin maddelerin yuklenmesine elveriglidir. Lipozomlar biyolojik
ortamda ve saklama kosullarinda polimerik nanopartikillere gére daha dusuk
stabilite gostermektedir. Polimerik nanopartikullerin sterilizasyonu lipozomlara gore
daha kolayken, lipozomlar polimerik nanopartikillere gobre daha yuksek
biyouyumluluk gostermektedir. Cizelge 2.9’da lipozom ve polimerik nanaopartikil

ilag tasiyici sistemlerin kargilastiriimasi gorulmektedir (Khan ve digerleri, 2016).

Cizelge 2.9. Lipozom ve polimerik nanopartikil ilag tasiyici sistemlerin
kargilastiriimasi

Parametre Lipozom Polimerik nanopartikul
Paranteral yol ile uygulama Uygun Uygun

Oral yol ile uygulama Uygun degil Uygun

Biyouyumluluk Cok Az

Biyolojik ortamda stabilite Az stabil Cok stabil

Fiziksel stabilite Az stabil Cok stabil

Hidrofilik ilag¢ yuklenmesi Uygun Uygun

Hidrofobik ilag¢ ylklenmesi Uygun Uygun

Sterilizasyon Zor Kolay

2.2.3. Lipit polimer hibrit nanopartiktiller (LPHNP)

Lipozom ve polimerik nanopartiktler sistemlerde gorulen problemleri ortadan
kaldirmak amaciyla lipozom ve polimerik nanopartiklllerin bir arada oldugu, her iki
tasiyici sistemin beraberinde getirdigi avantajlari bulunduran lipit polimer hibrit
nanopartikil (LPHNP) ilag tasiyici sistemler son yillarda olduk¢a 6nem kazanmigstir
(Yang ve digerleri, 2013; Zhao ve digerleri, 2014). LPHNP ilag tasiyici sistemler, lipit
tabaka ile polimerik ¢ekirdegin elektrostatik etkilesim, hidrofobik etkilesim veya Van
der Waals baglari ile birlesmeleri sonucu olusan sistemlerdir (Zhang ve Zhang,
2010; Mandal ve digerleri, 2013) (Sekil 2.9). LPHNP ilag tasiyici sistemlerin kanser
tedavisinde, asi adjuvani olarak, nukleik asit tagsinmasinda, aktif hedeflemede,
genetik hastaliklarin tedavisinde ve teshis amacli goérintilemede kullanimi tGzerinde

arastirmalar devam etmektedir (Bose ve digerleri, 2016). Ozellikle ¢oklu ilag direnci
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gelismis (MDR) ve hayati tehlikesi yuksek olan kanser turlerinin tedavisinde birden
fazla ilag yuklenebilmesine elverisli olmasindan dolayi son yillarda LPHNP ilag
tasiyici sistemlerle yapilan g¢alismalar hiz kazanmistir (Wong ve digerleri, 2006;

Prasad ve digerleri, 2013). LPHNP ilag tasiyici sistemler ¢ kisimdan olugsmaktadir:

1-Polimerik gekirdek
2-Lipit tabaka
3-Hidrofilik polimerik kabuk

Lipit kabuk
Lipit-PEG

Polimerden olusan ~~~
cekirdek

Sekil 2.9. LPHNP ilag tasiyici sistemlerin sematize gosterimi (Hadinoto ve digerleri,
2013)

Polimerik cekirdek tasiyici sistemin iskeletidir mekanik stabiliteyi saglar, etkin
maddenin kontrolli salimini gergeklestirir ve etkin maddenin metabolik bozunmasini
engellemektedir. Ayrica polimerik ¢ekirdek, partikil bayukligtu dagiliminin belirli
sinirlar icinde kalmasini saglamaktadir. Polimerik c¢ekirdegin olusturulmasinda
biyopargalanabilir, biyouyumlu olmalari ve toksik olmamalari nedeniyle PLGA, PCL,
dekstran ve albimin tercih edilmektedir. Lipit tabaka hlcreye penetrasyonu ve
biyouyumlulugu artirmaktadir. Lipit tabakayi olusturmak igin nétral, anyonik ve
katyonik fosfolipitler kullanilabilir. Lesitin, dipalmitoil fosfotidilkolin (DPPC),
dipalmitoil trimetilamonyum propan (DPTAP), dioleil trimetilamonyum propan
(DOTAP) ve dioleil fosfoetanolamin (DOPE) bu lipitlere 6rnektir. Ayrica bu tabaka
etkin maddenin polimerden sizmasini engelleyerek tasiyici sisteme yuklenebilecek
ilagc miktarini artirmaktadir. En distaki hidrofilik polimerik kabuk ise RES hucreleri
tarafindan algilanmayi engelleyip LPHNP ilag tasiyici sistemin fagosite edilmesini

Onleyerek ilacin daha uzun sure dolasim sisteminde kalmasini saglar. Bu amagla
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farkli lipit-PEG turleri kullaniimaktadir (Zhang ve digerleri, 2008; Chan ve digerleri,
2009). Literaturlerde farkh tip ve yapisal 6zellikte LPHNP sistemler gelistirilmistir.
Bu LPHNP sistemlerin tipleri ve yapilarina ait tanimlayici 6zellikler Cizelge 2.10’da

gOsterilmistir.

Cizelge 2.10. Farkl tiplerdeki LPHNP sistemler ve yapisal 6zellikleri

Tip Yapisal ozellik Referans

o Polimer ¢ekirdegin etrafini lipit
Polimer c¢ekirdek-lipit kabuk o Troutier ve digerleri, 2005
tabaka gevrelemisgtir.

_ _ L Bu sistemlerde lipozomun etrafi
Lipozomun polimer igerisine ) ) o i .
. polimer ile ¢cevrelenmistir ve bu Lee ve digerleri, 2007
hapsoldugu sistemler o .
yapllar birbirine baghdir.

icteki gekirdek, lipit tabaka ile
cevrelenmistir. Bu tabakanin

. o o etrafinda polimerik tabaka
Cekirdek kabuk tipi ici bos lipit-

) . o vardir. Polimerik tabakanin Shi ve digerleri, 2011
polimer-lipit nanopartiklleri

diginda lipit ve dis tabakada ise
lipit-PEG tabakasi

bulunmaktadir.

Bu sistemde polimerik
Eritrosit membrani ile kamufle nanopartikulin etrafini ) )
. ) , - o ) Hu ve digerleri,2011
edilmis polimerik nanopartikil eritrositten elde edilen

membrani ¢gevrelemistir.

LPHNP sistemlerin avantajlari asagida verilmistir (Clawson ve digerleri, 2011;

Hadinoto ve digerleri, 2013):

e Ylksek oranda ila¢ yukleme kapasitesi,

e Raf dmru ve dolagim sistemindeki stabiliteyi artirmasi,

e Kontrollt salim 6zelligi gdstermesi,

e Ylksek biyouyumluluk ve biyoyararlanim gdstermesi,

e Ylzey modifikasyonuna elverigli olmasi (folik asit, transferin, antikor vb),

e Partikul boyutuna bagli olarak pasif hedeflenmeye olanak saglamasidir.
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LPHNP hazirlama yontemleri

LPHNP sistemlerin hazirlamasinda iki farkh yontem kullaniimaktadir (Mandal ve
digerleri, 2013).

1. iki basamakl yontem

2. Tek basamakli yontem

Iki basamakli yéntem

LPHNP ilag tagiyici sistemler ilk gelistirildigi yillarda iki basamakli yontem en ¢ok
kullanilan yéntemken gliinimuzde hazirlama basamaginin uzun slre almasi, suda
¢ozlnen ilaglar igin dusuk yukleme kapasitesi gibi problemler goruldigu igin ¢ok
fazla tercih edilmemektedir (Cheow ve Hadinoto, 2011). Bu yontemde polimerik
nanopartikdl ile lipozom ayri ayri hazirlanir daha sonra hidrasyon, sonikasyon veya
ekstruksiyon iglemleri uygulanarak birlesmeleri saglanir. Emulsiyon ¢ozucu ugurma,
nano¢oktirme veya yuksek basingli homojenizasyon yontemleri ile hazirlanmis
polimerik nanopartikil sispansiyonu, kloroform gibi bir organik ¢dzicude ¢ozinmus
ve sonradan ¢6zucusu ugurulmus kuru lipit film tabaka Uzerine ilave edilmesiyle
veya polimerik nanopartikll sispansiyonun hidrate edilmis lipit film tabakaya ilave
edilmesiyle elde edilebilir (Hadinoto ve digerleri, 2013). Her iki hazirlama seklinde
de lipit ile polimerik nanopartikul lipitin faz gegis sicaklhiginin tGzerinde bir sicaklik
ortaminda inkUbasyonu, ultrasonikasyon veya karistirma uygulanmasiyla bir araya
gelmektedir. Sekil 2.10’da LPHNP ilag tasiyici sistem hazirlanirken uygulanan iki
basamakli yontem sematize edilmigtir. Bu yontemde partikul buyuaklagunu etkileyen

faktorler:

e Lipozom olusturma yontemi,

e Lipozom ile polimerik nanopartikulu karigtirma protokold,
e Polimer ve lipitin tipi,

e Lipitin ylUzey yukd,

e Lipozom/polimer orani ve

e inklibasyon sicakh@idir (Troutier ve digerleri, 2005).
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Lipit kureler LPHNP

Sekil 2.10. LPHNP ilag tasiyici sistem hazirlanirken uygulanan iki basamakli
yontemin sematize gosterimi (Hadinoto ve digerleri, 2013)

Tek basamakli yéntem

iki basamakli yéntemin enerji ve zaman agisindan verimliliginin diisiik olmasi bagka
bir hazirlama yonteminin gerekliligini ortaya ¢ikarmigtir. Tek basamakli yontem kisa
siirede hazirlanabilen ve tekrarlanabilirligi yiiksek bir yéntemdir. iki basamakli
yontemin aksine bu yontemde polimerik nanopartikil ve lipozom ayri ayri
uretiimemektedir. Tek basamakli yontemde polimer ve lipit ayni fazda ¢ozelti
icerisinde bulunur. Tek basamakli yontemle LPHNP formulasyonlarinin elde
edilmesinde polimerik nanopartikillerin hazirlanmasinda da sikga basvurulan
modifiye emdllsiyon ¢6zlicli ugurma ve modifiye nanogoktlirme yontemleri
kullaniimaktadir (Mandal ve digerleri, 2013). Modifiye emulsiyon ¢dzicu ugurma
yontemi tek veya c¢ift emulsiyon ¢dzlcu ugurma yontemi olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir ve hidrofilik karakterdeki etkin maddelerin yliklenmesinde modifiye ift

emulsiyon ¢ozucu ugurma yontemi tercih edilmektedir (Cheow ve Hadinoto, 2011).

Tek emdilsiyon ¢bziicli ugurma ybéntemi

Bu yéntem etkin maddenin organik faz igerisinde ¢6zinebildigi durumlarda
uygulanir. Hidrofobik ilaglarin ytklenmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Organik faz
etkin madde ve polimeri igerirken, sulu faz lipiti icermektedir. Organik ¢dzlcu olarak

su ile karismayan kloroform ve diklorometan kullanilabilir. Organik fazin sulu faza
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ilave edilip karngtiriimasiyla su icinde yag (Y/S) emdulsiyonu olusur. Organik fazin
ucurulmasiyla etkin maddenin tutundugu polimer c¢ekirdek lipit ile kaplanir ve
LPHNP’ler kendiliginden olusur (Zhang ve Zhang, 2010). Ayrica alternatif olarak lipit
de polimer ve etkin madde ile beraber ayni fazda ¢6ztnebilir (Hadinoto ve digerleri,

2013). Sekil 2.11°de tek emulsiyon ¢dzlicu ugurma yontemi sematize edilmistir.
Karistirma

Lipit kabuk (
e, [ Lipit-PEG

A . YIS emdlsiyonu
1 <

XU )

Lipit/Lipit-PEG Polimer ve etkin
. , karisimini iceren  madde iceren

Polimerden . sulu faz yagh faz

olusan cekirdek

Sekil 2.11. Tek emulsiyon ¢dzlicii ugurma yonteminin sematize goésterimi (Hadinoto
ve digerleri, 2013)

Cift emdilsiyon ¢bziicl ugurma yéntemi

Bu yontem hidrofilik karakterdeki etkin maddelerle calisilirken kullaniimaktadir.
Etkin madde sulu fazda ¢6zinUr ve bu faz polimer ile lipit iceren organik faza ilave
edilir, karistirihr bdylece yag icinde su (S/Y) emdllsiyonu meydana gelir. Bu
emulsiyon bir kez daha lipit-PEG iceren sulu faz ile emulsifiye edilir ve S/Y/S
emulsiyonu olusur. Daha sonra organik fazin ucurulmasiyla LPHNP ilag tasiyici
sistemler elde edilir (Hadinoto ve digerleri, 2013). Cift emulsiyon ¢6zlclu ugurma
yontemi ile elde edilen LPHNP ilag taslyici sistemler yapisal olarak biraz farklidir.
Bu hazirlama yontemi sonucu sulu g¢ekirdedin etrafinin lipit tabaka ile kaplandigi,
ortada polimer tabakanin bulundugu en dista ise lipit-PEG tabakanin yer aldigi
LPHNP sistemler elde edilmektedir (Hadinoto ve digerleri, 2013). Sekil 2.12’de ¢ift
emulsiyon ¢dzucu ugurma yontemi kullanilarak LPHNP formulasyonlarinin elde

edilmesi gosterilmigtir.
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Sekil 2.12. Cift emulsiyon ¢6ztcl ugurma yontemi kullanilarak LPHNP
formulasyonlarinin elde edilmesi (Hadinoto ve digerleri, 2013)

Nanogbktiirme yéntemi

Bu yontemde birbiriyle ile karigabilen iki ¢ozucu kullanilir ve bu ¢ézuculerden birinde
polimer iyi ¢ozunurken digerinde ¢ézunmez. Lipit/lipit-PEG karigimi sulu fazda
¢o6zlinlrken, etkin madde ve polimer aseton, asetonitril gibi su ile karigabilen bir
organik ¢ozlicl igerisinde ¢ozunur. Lipit/lipit-PEG karisimini iceren sulu fazin
homojen bir karisim olusturmasi igin genelde 65-70°C ye kadar isitiimasi
gerekebilir. Organik faz damla damla sulu faza manyetik karistirma altinda ilave
edilir ve polimeri ¢bzen ¢ézlicunun, polimeri gozmeyen ¢ozicu faza difize olmasiyla
polimerin ¢oktirulmesi saglanir (Zhang ve digerleri, 2008). Sonrada kendiliginden
hidrofobik etkilesimler sayesinde lipidin hidrofobik kuyrugunun polimerle etkilesmesi
ve hidrofilik bas kisminin sulu faza dogru yodnelip c¢ekirdedi cevrelemesiyle
LPHNP’ler olusur (Sekil 2.13). Bu yontemde polimer konsantrasyonu ve organik
fazlarin hacimsel oranlari, partikil blyUkligu ve polidispersite agisindan énemlidir.
Yontemin en buyuk avantaji buyuk Olgekte Uretim icin elverigli olmasidir. Yontem
suda ¢ozunurlagu yuksek ilaglar icin dusik enkapsulasyon etkinligi gostermesinden

dolayi ¢ok elverigli degildir (Hadinoto ve digerleri, 2013).
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Lipit + Lipit-PEG
karisimin sulu
fazdaki cozeltisi

Olusan dispersiyonun
sonike veya homojenize
edilmesi

LPHNP

Sekil 2.13. Nanogoktirme yontemiyle LPHNP formulasyonlarin elde edilmesi
(Mandal ve digerleri, 2013)

LPHNP’lerin stabilitesi

LPHNP’lerin in vivo ortamlari taklit eden kosullarda gergeklestirilen stabilite
¢alismalari (Zhang ve digerleri, 2008; Cheow ve digerleri, 2011) bulunmakla birlikte
saklama kosullarindaki stabiliteleri hakkindaki calismalarin (Garg ve digerleri, 2015)
sayisi oldukgca azdir. Lipit tabakayi olusturan fosfolipitler ayni zamanda surfaktan
gorevi gorup LPHNP formulasyonlarinin stabilitesini artirabilmektedir (Young ve
digerleri, 2003; Mandal ve digerleri, 2013). LPHNP sistemin stabilitesini etkileyen en

onemli faktorler (Thevenot ve digerleri, 2007):

e Sulu fazin pH’si ve iyonik kuvveti,
e Lipitin ¢cekirdeg@in etrafini kaplamasi sirasindaki inkibasyon sicakhgi,

e Vezikll/gekirdek orani

Sulu fazdaki iyonik kuvvetin artmasi genellikle stabiliteyi disurmektedir. Lipidin faz
gegcis sicakliginin Gzerinde ¢alismak lipidin polimerik ¢ekirdegin etrafini kaplamasini
kolaylagtirmaktadir. Vezikul/cekirdek orani ise Es. 2.1'de goruldugu gibi
aciklanmaktadir (Mandal ve digerleri, 2013).
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Lipitin toplam ytzey alani (Av)

Vezikil/Gekirdek = Polimerik gekirdegin toplam ylizey alani (Ap)

(2.1)

Av/Ap orani yluksekse stabil yapinin varligindan bahsedilirken, Av/Ap oraninin disuk
olmasi zamanla agregasyonun meydana gelebileceginin gostergesidir (Mandal ve
digerleri, 2013). LPHNP sistemlerin stabilitesini artirmaya ydnelik uygulanan bir
diger yaklasim formdilasyonlara lipit-PEG ilavesiyle sterik engel olusturmaktir.
Ozellikle uzun zincirli lipit-PEG tirlerinin kullaniimasi daha stabil yapilarin
olusmasini saglayacaktir. Bir bagka yaklagsim da fosfolipitlerle beraber surfaktan
maddelerin kullaniimasidir (Cheow ve Hadinoto, 2011). Bu amag igin d-a-tokoferol
PEG suksinat kullanilabilir.

LPHNP’lerin karakterizasyonu

LPHNP’lerin karakterizasyonunda pek cok fizikokimyasal ve biyolojik yontemler
kullanilabilir. Ozellikle partikil buyukligi, zeta potansiyel ve ylizey morfolojileri
LPHNP’lerin in vivo profillerinin belirlenmesinde 6nemli parametrelerdir.
incelenebilecek parametreler ve kullanilan yéntemler Cizelge 2.11’de gésterilmistir
(Mandal ve digerleri, 2013).
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Cizelge 2.11. LPHNP karakterizasyonunda kullanilan parametreler ve yontemler

Parametre

Yontem

Partikiil biiyikliga dagilimi

Foton korelasyon spektroskopu,

Dinamik 1sik sacilimi

Yuzey yuku Foton korelasyon spektroskopu,
Dinamik 1sik sacilimi
Morfoloji Transmission elektron mikroskopu (TEM)

Taramali elektron mikroskopu (SEM)
Atomik kuvvet mikroskopu (AFM)
Konfokal laser taramali mikroskop (CSLM)

Floresans mikroskopu

Lipit tabaka kalinligi

Kaguk agil x-ray sacilimi (SAXS), TEM

Yuzeylerarasi kimyasal

bilesenler

X-ray fotoelektron spektroskopu (XPS)

Lipit tabakanin akiciligi

Floresans prob yontemi

Lipit kabuk gegisi

Nukleer manyetik rezonans (NMR)

Fourier donugumleri infrared spektroskopu (FTIR)
Diferansiyal taramali kalorimetri (DSC)

Toz x-ray dagilimi (PXRD)

ilag ylikleme kapasitesi

Yuiksek basincli sivi  kromotografisi (HPLC),

Diyaliz, Membran filtrasyon

ilag salimi

HPLC, UV spektroskopu, Ornekleme ve ayirma

yontemi

in vitro hiicre icine gecis

Floresans mikroskopu

Sitotoksisite

MTT hdcre yagsam deneyi
ATP belirleme deneyi

Trypan mauvisi ile renklendirme
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LPHNP ilac tasiyici sistemler ile yapilan calismalar

Yapilan bir galismada dosetaksel yUkll, ylzeyi folat ile modifiye edilmis 25 nm’den
ki¢cuk LPHNP’ler hazirlanmigtir. Hicre kultlrd ¢alismalarinda folat reseptorlerini
fazla sayida Ureten KB kanser hucreleri kullaniimigtir. Floresans boya ile
isaretlenmis folat modifiye edilmis ve edilmemis LPHNP formulasyonlari KB
hlcrelerine uygulandiginda, folat ile modifiye edilmis hicrelerin 3 kat daha fazla
hiicre igine gectigi belirlenmistir. Dosetaksel igeren ticari triin Taxotere® ve LPHNP
formulasyonlarinin KB hucreleri sitotoksiteleri incelendiginde 1Cso dederlerinin yakin
bulundugu hibrit sistem igerisinde etkin maddenin aktivitesini korudugu gézlenmistir.
KB kanser hucrelerinin farelere enjeksiyonu sonucu gelistirilen kanser modeli
verilerine gére LPHNP sisteminin hem folat ile modifiye edilmis hem de edilmemis
haliyle ticari Griin Taxotere® gére gok daha etkili oldugu bulunmustur (Dehaini ve
digerleri, 2016).

Devrim ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada lizozim yUkli nanopartikil ve LPHNP
formUlasyonlari hazirlanmigtir. L929 fare fibroblast hicreleri Uzerinde yapilan
sitotoksisite calismalarinda hem nanopartikil hem de LPHNP sistem benzer
sitotoksisite gosterirken, ayni hicreler ile yapilan hicre igine gegis ¢alismalarinda
hibrit sistemin nanopartikil formtlasyonuna goére hicre ici gecisi artirdi§i sonucu
gozlenmistir. Ayni calismada LPHNP ilag tasiyici sistemin 120 saat sureyle partikul
blyUkligu ve zeta potansiyeli degerlendirilerek distile su, pH 7,4 fosfat tamponu,
DMEM, DMEM + % 10 fetal bovin serum ve fetal bovin serum ortamlarinda stabilitesi
incelenmigtir. 120 saat slresince % 100 fetal bovin serumlu ortam hari¢ hibrit
sisteminin tim ortamlarda stabilitesini korudugu belirtiimistir (Devrim ve digerleri,
2016).

Yapilan bir c¢alismada LPHNP formilasyonlari nanogdktirme ydntemiyle
gelistiriimigtir. Formulasyon igindeki (lipit + lipit-PEG)/polimer kutlece orani ile
lipit/lipit-PEG molar oraninin formilasyon uzerine etkisi incelenmistir. Lipit-PEG
miktari artikga daha klguk boyuttaki partikillerin elde edildigi ve bu partikallerin
fosfat tamponu igerisinde daha iyi stabilite gosterdigi gortlmasgtir. (Lipit + lipit-PEG)/
polimer kutlece orani % 10 oldugunda lipit/lipit-PEG orani ne olursa olsun 1000

nm’den buyuk taneciklerin elde edildigi ve daha kuguk taneciklerin elde edilebilmesi
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icin en azindan (Lipit + lipit-PEG)/ polimer kutlece oraninin % 15 olmasi gerektigi
belirtiimigtir (Chan ve digerleri, 2009).

Baska bir c¢alismada dosetaksel yukli PLGA, PLGA-PEG nanopartikil
formulasyonlari ile PLGA-Lipit-PEG’'ten olusan LPHNP formulasyonlari
hazirlanmistir. En dugsuk yukleme kapasitesi PLGA-PEG’ten olusan nanopartikl
formUlasyonunda goérulirken, en yuksek ylkleme kapasitesine hibrit sistemde
ulasiimigtir. Hibrit sistemden etkin maddenin kontrollt olarak salindigi gozlenmistir.
Hibrit sistem etkin maddenin % 50’sini yaklasik 20 saatte salarken, PLGA-PEG’ten
olusan nanopartiktl formulasyonun yaklasik 10 saatte, sadece PLGA’dan olusan
formulasyon ise yaklasik 7 saatte etkin maddenin % 50’sini saldigi gdzlenmigtir
(Zhang ve digerleri, 2008).

Mandal ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada erlotinib yukli LPHNP formulasyonu
hazirlamislardir.  Lipit-PEG/polimer oraninin artmasinin  partikil boyutunu
istatistiksel agidan anlamli olarak degistirmedigi, lipit/polimer oraninin ise % 32’nin
ustine c¢iktiginda gozle gorilur sekilde agregasyonlarin oldugu sonucuna
ulasiimistir. Formulasyona ilave edilen erlotinib konsantrasyonunun % 20’nin
Uzerine ¢ikmasinin, enkapsulasyon etkinligini dugurdugu ve partikullerin agrege
olduklari belirlenmistir. % 20’nin Ustlindeki konsantrasyonda ise asiri doygunlugun
olustugu ve daha fazla etkin maddenin yliklenemedidi sonucuna varilmisgtir. 2-8°C
de 1 ay suresince yapllan stabilite galismasinda LPHNP formulasyonunun partikdl
boyutunun degismedigi gozlenmigstir. A549 akciger kanseri hdrcreleri ile yapilan
sitotoksisite ¢alismalarinda erlotinib iceren LPHNP formualsyonu, erlotinibin ¢ozelti

haline gore ¢ok daha etkili bulunmustur (Mandal ve digerleri, 2016).

Nanotasivyici sistemlerin stabilitesi

Nano boyuttaki ilag tasiyici sistemlerin agregasyona ugramalari, polimerler ve
lipitlerin hidrolize ugramalari ve etkin maddenin saklama sartlarinda disari sizmasi
nanotasiyici sistemlerin stabilite problemleridir. Nanotaslyici sistemlerin stabilitesini
artirmak igin liyofilizasyon (Ghanbarzadeh ve digerleri, 2013), puskurterek kurutma
(Lo ve digerleri, 2004) ve super kritik sivi teknolojisi (Mishima, 2008) en c¢ok

uygulanan yaklagimlardir.



42

Liyofilizasyon

Liyofilizasyon (dondurarak kurutma) nanotasiyici sistemlerin uzun slre stabil
kalmalarini saglamak igin uygulanan bir islemdir. Bu sistemlerin stabilitesini artirmak
igin suyun uzaklastiriimasi gerekmektedir. Liyofilizasyon oldukga yavas gerceklesen

ve pahali bir yontemdir (Abdelwahed ve digerleri, 2006).

Nanotaslyici sistemlerin liyofilize edilmesindeki énemli nokta islem sonrasinda
yapinin butinliginin korunmasidir. Ozellikle lipit bulunduran tasiyici sistemlerde
liyofilizasyon basamaginda tabakalarda hasar olusabilmektedir. (Chen ve digerleri,
2010). Bu problemi engellemek i¢in formulasyonlara liyoprotektan ve kriyoprotektan

Ozellikte sekerler ilave edilmektedir.

Kriyoprotektanlar ve liyoprotektanlar

Dondurarak kurutma iglemi nanotaslyici sistemler Gzerinde 6zellikle dondurma ve
suyun uzaklagsmasi basamaklarinda stres kosullari olusturmaktadir. Bu durumun
onune gegebilmek igin dondurarak kurutma islemi oncesi formulasyona bazi
yardimci maddeler ilave edilmelidir. Dondurma basamaginda meydana gelen stresi
engellemek icin ilave edilenlere kriyoprotektan, kurutma basamaginin olusturdugu
stresi engellemek igin ilave edilenlere ise liyoprotektan adi veriimektedir.
Nanopartikillerin  dondurarak kurutulmasinda siklikla kullanilan  yardimci

maddelerin bazilari sunlardir (Abdelwahed ve digerleri, 2006):

e Glikoz e Trehaloz e Laktoz
e Slkroz e Polivinil alkol e Mannitol
e Maltoz e Polivinil prolidon e Aerosil
e Sorbitol e Fruktoz e Dekstran
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Kriyoprotektan ve liyoprotektan 6zellikteki maddelerin camsi gegis sicakhginin (TQ’)
yuksek olmasi istenir. Camsi gegis sicakhgli maddenin ozelliklerini kaybedip viskoz
hale gegmeye basladigi sicakliktir. Maddeler camsi gegis sicakhginin altinda amorf
yapidadir. Liyofilizasyonda camsi hale gegme dondurma basamaginda
kristallenmeden sonra meydana gelir. Su buza donusurken konsantrasyon
artmasiyla viskoz bir hal almaktadir. Camsi gegis sicakliginin Gzerinde bir sicaklikta
bu vizkoz yap1 bekletildiginde aniden asiri bir hareketlilik kazanir. Buna bagl olarak
da bozunma yolaklari bu asiri hareketlilikten dolayi aktive olmus olur. Dolayisiyla
yuksek Tg’ degerine sahip olmak stabilite agisindan olduk¢a dnemlidir (Duddu ve
Monte, 1997). Camsi gegcis sicakhginin altindaki sicakliklarda viskozite yuksektir ve
taneciklerin kiimelesme ihtimali azalir. Glikoz gibi monosakkarit yapidaki sekerlere
kargi disakkarit yapidaki trehaloz, sikroz, mannitol ve laktozun liyofilizasyonda
yardimci madde olarak kullaniimalarinin daha basarili sonuglar verdigi literatlrde
belirtiimigtir (Wang, 2000).

Nanotasiyici sistemlerin sterilizasyonu

Nanotaslyici sistemlerin in vivo uygulamalarda steril olmasi ve pirojen icermemesi
istenmektedir. Farmakopelerde genellikle SAL (Sterilite guvence seviyesi) degeri
106 olarak kabul edilmektedir. Bu deder gecerli bir sterilizasyon islemi igin Griinde
mikroorganizma bulunma olasihginin en fazla milyonda bir olmasi gerektigini
gostermektedir (Von  Woedtke ve Kramer, 2008). Mikroorganizma
kontaminasyonuna ekipmanlar, tUretim tesisi ve galisan personel neden olmaktadir.
Nanotaslyici sistemlerin sterilizasyonunda filtrasyon, otoklav ile sterilizasyon,
radyasyon Isimasi, formaldehit ve etilen oksit ile sterilizasyon yontemleri

kullaniimaktadir.

Filtrasyon ile sterilizasyonda 0,22 ym’lik membran filtreler kullaniimaktadir. Yiksek
miktarda urin steril edilecekse oldukga uygun bir ydntemdir fakat bu sterilizasyon
yontemi buylk boyuttaki tanecikler i¢in uygun degildir (Tsukada ve digerleri, 2009).
Otoklav ile sterilizasyon genellikle 121°C sicaklikta 15-20 dakika uygulanmaktadir.
Bu yontemin dezavantaji nanopartikullerin iglem sonucu agrege olmasi ve tagiyici
sistemin yapisinin bozulmasidir (Vetten ve digerleri, 2014). Radyasyon ile

sterilizayonda gama isin1 (y), elektron 1simasi, X-ray ve UV 1s1§i radyasyonu


http://link.springer.com/article/10.1023/A:1012144810067#author-details-1
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kullanilmaktadir. Bu yontem ile sterilizasyonun avantaji kimyasal kullaniimamasi,
Isitma basamaginin olmamasi ve islem sonucunda isima kalintisinin kalmamasidir.
UV 15101 ile sterilizasyon daha ¢ok partikilin yuzeyinde sterlizasyon saglarken,
gama ve elektron 1simasi ile gorulen yuksek penetrasyon sayesinde tanecigin
tumunun sterilizasyonu saglanabilir. Gama ve elektron isimasi ile sterilizasyonda en
blyuk problem yuksek kGy'de nanopartikil materyaline de zarar verebilmesidir.
Gama ve elektron i1simasinda 10 ile 35 arasinda kGy uygulanmasinin yapiyi

bozmadigi belirtiimistir (Maksimenko ve digerleri, 2008).
2.3. Gemsitabin Hidroklorur
2.3.1. Gemsitabin hidrokloriiriin yapisi ve 6zellikleri

Gemsitabin hidroklortr, gemsitabinin hidroklorir tuzudur ve 2’-deoksi-2’,2’-
diflorositidin  monohidroklorir olarak isimlendiriimektedir. Molekul formali
CoH11F2N304 .HCI ve molekdl agirhgr 299,66 g/mol'dur. Biyofarmasatikleri
siniflandirma sistemine gore sinif 3 grubu bir ilagtir. Gemsitabin hidroklorurin pKa
degeri 3.58 ve sudaki ¢dozunurligu 16,8 mg/mL’dir (Joshi ve digerleri, 2014). Beyaz
renkli kristal toz halindedir. Erime derecesi yaklasik 270°C’dir. Suda ¢oézUunur,
metanolde kismen ¢ozunur etanol ve polar organik ¢ozuculerde ¢ozunmemektedir.

Gemsitabin hidroklorGriin molekuler yapisi Sekil 2.14’de gdsterilmektedir.

NHz

A

0 N
HO « HCI

OH F
Sekil 2.14. Gemsitabin hidroklortrin molekuler yapisi (Chen ve digerleri, 2014)
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2.3.2. Gemsitabin hidrokloruriin farmakolojisi ve etki mekanizmasi

Gemsitabin hidroklortr piyasada sadece paranteral intravendz uygulamaya uygun
dozaj sekli bulunmaktadir ve genis spektrumlu bir antitimor ajandir. 1996 yilinda Eli
Lilly and Company (Indianapolis, Indiana, ABD) firmasi tarafindan geligtirilmis ve
FDA’'den onaylanarak pankreas kanseri tedavisinde uygulanmaya baslanmistir.
2004 yilindan itibaren meme kanseri tedavisinde paklitaksel ile kombine olarak
kullaniimaktadir (National Cancer Institute, 2013). Daha sonraki yillarda pankreas,
kuguk hicre digi akciger, mesane ve over kanserinin tedavisinde tek basina veya
diger kemoterapétik ajanlarla kombine halde kullanima sunulmustur (Toschi ve
digerleri, 2005; Martin-Banderas ve digerleri, 2013). Gemsitabin hidroklorir suda
¢6zUnUrligu yuksek olan bir 6n ilagtir, hicre iginde deoksisitidin kinazlar ve
nukleozit kinazlar tarafindan aktif metabolitleri olan gemsitabin difosfat (dFdCDP)
ve gemsitabin trifosfata (dFACTP) donuserek sitotoksik etki gostermektedir (Chung
ve digerleri, 2012; Lansakara ve digerleri, 2012). Sekil 2.15'de gemsitabinin etki

mekanizmasi gosterilmigtir.

Deoksisitidin

Trifosfat g @
emsitabin Mon

Deoksisitidin Kinaz 1 @

4~  Gemsitabin Difosfat = wmp RiPonikieotid 1

Deoksisitidin Rediiktaz
FAUMP €= nonofosfat l
Deaminaz &
Gemsitabin Trifosfat -
Metabolizma
ve itrah 1

DNA Polimeraz

DNA ya Nikleotid
Katilmas:

Sekil 2.15. Gemsitabinin etki mekanizmasi (CDP: sitidin difosfat, dCDP:deoksisitidin
difosfat; FAUMP: florodeoksiuridin monofosfat) (Rx Media Pharma, 2017)
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Gemsitabinin sitotoksik etkisi DNA sentezinin inhibisyonuna neden olan dFdCDP ve
dFdCTP’ye bagh meydana gelmektedir. Bu iki aktif metabolit DNA polimeraz ve
ribonlkleotid redlktazi inhibe eder. Bu aktif metabolitlerin DNA’ya katilmasi DNA
zincirinde hasara ve sonlanmaya neden olur. Bu hata kendini saklayabilir ve
DNA'nin onarilmasi gok daha zor hale gelir (Mini ve digerleri, 2006). Gemsitabinin
difosfat ve trifosfat metaboliti deoksitidin monofosfat deaminaz enzimi sentezini
inhibe eder bu durum aktif metabolitin hiicre icinde daha ¢ok birikmesine neden olur.
Bu enzim hucre igindeki yabanci maddelerin uzaklastirilmasindan sorumludur.
Difosfat metaboliti ayrica deoksitidin kinazlarin aktivitesini artirir, bu durumda aktif
trifosfat metabolitinin daha fazla Uretiimesine yol agar. Tum bunlar sonucunda
gemsitabin DNA sentezi igin gerekli olan deoksinukleotitlerin Uretiimesinden
sorumlu ribontkleotit rediktazi inhibe eder (Tripathy, 2002). Gemsitabin DNA
yapisina girdikten sonra, DNA zincirinde bir nukleotit artis olur. Prensip olarak bu
artis, hdcre 6limune (apoptozis) yol acan ileri dizeyde DNA sentezinin tam
inhibisyonu anlamina gelmektedir. Gemsitabin hidroklorir iceren bazi mistahzarlar

ve Ureten firmalar Cizelge 2.12’de yer almaktadir (Rx Media Pharma, 2017).

Cizelge 2.12. Gemsitabin hidroklortr iceren bazi mustahzarlar ve Ureten firmalar

Mustahzar adi Uretici firma Farmasotik dozu

Gemzar® Lilly 200 ve 1000 mg
Gemcitabine Kabi® Fresenius Kabi 200 ve 1000 mg

Gemful® Teva 200, 1000 ve 2000 mg
Gemko® Kogak 200, 1000, 1400 ve 2000 mg
Gemsibin® Dem ilag 200 ve 1000 mg

Gesita® Sandoz 200 ve 1000 mg

Sitagem® Mustafa Nevzat 200, 1000 ve 2000 mg

Gemsitabin hidrokloririin yan etkileri

Gemsitabin hidroklorur diger antikanser ilaglar gibi pek ¢ok yan etkiye sahiptir. Dar

terapétik pencereye sahip olmasi ve etkin tedavi igin ylksek doz uygulanmasi yan
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etkilerin gorulme giddet ve sikhgini artirmaktadir (Wang ve digerleri, 2014). Bu
istenmeyen etkilerden en ¢ok goérllenleri bulanti, kusma, kemik iliginin
baskilanmasi, anemi, 6dem ve akcigerde toksisite olusturmasidir (Imen ve digerleri,
2006; Soni ve digerleri, 2015).

2.3.3. Gemsitabinin hidrokloriiriin metabolizmasi

Gemsitabin vicuda alindiginda hizla metabolize olup inaktif metabolitlerine
donusmektedir (Derakhshandeh ve Fathi, 2012). Basta kan, bdbrek, karaciger
olmak Uzere pek ¢ok organda sitidin deaminazlarin etkisiyle hizla deaminasyona
ugrayarak inaktif metaboliti 2’,2’-difloro deoksi Uridine (dFdU) dontismektedir (Sekil
2.16). Plazmadaki yarilanma émrt 32-84 dakikadir (Sloat ve digerleri, 2011). Vicut
icerisinde hizla metabolize olarak inaktif metabolitine donustigua icin yuksek doz
uygulanmasini gerekli kilmaktadir. Bu durum yan etkilerin artmasini ve hasta

uyuncunun dismesini de beraberinde getirmektedir.
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Gemsitabin dFduU

Sekil 2.16. Gemsitabinin sitidin deaminazlarin etkisiyle deaminasyona ugrayip
inaktif metabolitine donismesi (Derakhshandeh ve Fathi, 2012)

2.3.4. Gemsitabin hidrokloriiriin uygulama dozu

Gemsitabin  klinikte meme kanseri tedavisinde paklitaksel ile kombine

kullanilmaktadir. 1. gln intravendz infuzyon olarak yaklasik 3 saatlik surede


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24579673
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0954611105005184
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paklitaksel (175 mg/m?) uygulanmasini takiben her bir 21 glnlik kirin 1. ve 8.
gunlerinde 30 dakikalik intravendz inflizyon ile gemsitabin 1250 mg/m? dozunda
hastaya verilmektedir (Gemzar®, 2017). Hastada g6zlenen yan etkilere bagli olarak

bir kur sirasinda veya kurler arasinda doz azaltilmasina gidilebilir.

2.3.5. Gemsitabin hidrokloriiriin farmakokinetik ozellikleri

Gemsitabinin hidroklorur lineer farmakokinetik géstermektedir. Plazma proteinlere
baglanmasi ihmal edilebilir dizeydedir. 70 dakikadan kisa suren inflizyon
sonucunda dagilim hacminin 50 L/m?, daha uzun siren uygulama sonucunda ise
370 L/m? oldugu bulunmustur. Yarilanma 6mri yas ve cinsiyete bagli olarak
degismekle birlikte kisa streli inflzyon sonunda 42-94 dakika, uzun sureli inflizyon
sonucunda ise 245-638 dakika arasinda bulunmustur. Sistemik klirens cinsiyet ve
yasa bagli olarak 30,7 L/saat/m? ile 92,2 L/saat/m? arasinda de@ismektedir.
Kadinlardaki klerens erkeklere gore yaklasik olarak % 25 daha dugiktir. Yasla ile
birlikle hem kadinlarda hem de erkelerde klirens dusmektedir. Renal klerens 2-7
L/saat/m?dir (Gemzar®, 2017). idrarla degismeden atilan gemsitabin orani %
10’dan daha azdir. Uygulamadan sonraki bir hafta i¢erisinde uygulanan gemsitabin
dozunun %92 ile %98'i, bagslica inaktif metaboliti dFdU dénusmus formuyla idrarla
atiimaktadir (Moen ve Wellington, 2005). Yaklasik olarak % 1’lik kismi ise fegesle
atilmaktadir (Tani ve digerleri, 2006).

2.4. Hucre Kultura Galigmalari

Hucre kdalturleri, dokulardan ekstrakte edilen hucrelerin yapay bir ortamda
blyutilmesiyle elde edilmektedir. Hucre kultirid c¢alismalarinda dokulardan
enzimatik veya mekanik yoOntemlerle izole edilen hlcreler kontrol altinda
cogaltiirlar. Hucre kaltird calismalari fizyolojisi ve biyokimyasal &zellikleri
standardize edilmig hucrelerle, ilaglarin etkinlikleri ve toksisitelerinin arastirilmasina

imkan saglar (Antoni ve digerleri, 2015).
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Hiicre kilturd calismalarinin kanser arastirmalari acisidan énemi

Kanser tedavisi arastirmalarinda hicre  kdltirG c¢alismalarina  sikca
basvurulmaktadir. Bu c¢alismalarin kanser tedavisinde saglamig olduklar

avantajlardan bazilari sunlardir (Ferreira ve digerleri, 2013:141):

e Hucreler kolayca Uretilebilir ve hiicreler genetik olarak manupile edilebilir,

e Solid timorlerin heterojen yapisi analizlerini zorlastirmaktadir. Hicre kalttrleri
homojen bir populasyonla ¢alisma imkani saglamaktadir,

e Hucreler, kanserin kokenini olugturan tumorlt yapiya yuksek benzerlik gosterir,

e Hucreler uygulanan ilaca kargi hizli bir sekilde cevap olusturur,

e Pek ¢ok kanser tirunde galigmak igin ¢esitli htcre kalttrleri bulunmaktadir,

e Hucreler uzun bir stre pasajlanip kullanilabilmektedir,

e Deneyler ayni kosullarda gergeklestigi icin tekrarlanabilirligi yuksektir.

Genel itibariyle meme kanseri hucreleri Ostrojen reseptori (ER), progesteron
reseptori (PR) ve HER2 pozitif veya negatif olmasina gore siniflandiriimaktadir.
Meme kanseri arastirmalarinda siklikla kullanilan hicre turleri ve 6zellikleri Cizelge

2.13’de gosterilmigtir (Holliday ve Speirs, 2011).

Cizelge 2.13. Meme kanseri hucreleri ve siniflandiriimasi

Sinif imminoprofil Hiicre ornegi
Luminal A ER*, PR*", HER2" MCF-7, T47D, SUM185
Luminal B ER*, PR*", HER2* BT474, ZR-75

MDA-MB-468, SUM190, BT549,
Basal ER’, PR, HER2

MDA-MB-231, Hs578T, SUM1315
HER2 ER’, PR, HER2" SKBR3, MDA-MB-453

Luminal A, Luminal B ve HER2 grubundaki hicreler daha gok hormon tedavisinde

tercih edilmektedir. Basal sinifindaki hicreler hormon tedavisinde kullaniimaz, ¢ok
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daha direngli ve agresiftir. Hucre proliferasyon ve sitotoksisite galismalarinda
metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT), 2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-
tetrazolyum (XTT), Alamar mavisi ve Trypan mavisi siklikla kullaniimaktadir (Sliwka
ve digerleri, 2016).

2.4.1. Hucre proliferasyon ve sitotoksisite testleri

MTT ve XTT hlcre canhligi ve prolifikasyonu deneylerinde siklikla kullanilan
tetrazolium tuzlaridir (Tsukatani ve digerleri, 2009; Wang ve digerleri, 2010). Her iki
yontemde de huicrelerdeki mitokondiriyal dehidrojenaz enzim aktivitesi hlcre
canhligini 6lgmede kullaniimaktadir. Canli hiicrelerdeki mitokondiriyal dehidrojenaz
enzim aktivitesi sonucu MTT indirgenerek suda ¢6zinmeyen mor formozan
kristallerine donugsurken (Abe ve Matsuki, 2000), XTT indirgenerek suda
¢cbzunebilen turuncu formozan kristallerine donugur (Wang ve digerleri, 2011). Daha

sonra olusan renkli kristaller spektrofotometrik olarak olgulir.

Alamar mavisi (resazurin) oksidasyon-reduksiyon reaksiyonlari sonucu renk
degisikligi meydana gelen bir boyadir. Canl hicrelerdeki mitokondiriyal aktivite
sonucu bu renk degisikligi gerceklesmekte ve hucre canhligi bu renk degisikligi
sonucu florometrik veya kalorimetrik olarak oOl¢ilmektedir (O'Brien ve digerleri,
2000). Alamar mawvisi testi MTT testine goére daha hassas sonuglar verebilmektedir
(Hamid ve digerleri, 2004). Trypan mavisi yonteminde ise 6lU hucreler membran
selektivitelerini kaybetmeleri sonucu stoplazmalari igerisine boyay! absorbe eder,
yasayan hucreler ise boyanmamis olarak kalir. Optik milroskop kullanilarak
boyanmis ve boyanmamis hucreler sayilir ve canlilik orani belirlenir. Bu yontemin
hicre sayisi ¢ok oldugunda sayimin uzun surmesi gibi zorluklari vardir (Avelar-

Freitas ve digerleri, 2014).

2.5. Deney Tasarimi

Farmasotik endustride deney tasarimi (Design of Experiment, DoE) son zamanlarda
oldukga sik kullaniimaya baslanmigtir. Konvansiyonel formulasyon gelistirme
calismalari, her seferde tek faktorun degistirildigi, diger faktorlerin sabit tutuldugu ve

basamak basamak ilerleyen sistemlerdir. Ancak bu sistemlerde faktorler arasi
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etkilesimler incelenmemekte ve ¢ok fazla zaman ve deney sayisina ihtiyag
duyulmaktadir. Deney tasarimi ise formulasyon gelisimindeki birgok parametreyi
optimize eden, bagiml ve bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiyi belirlemek igin
kullanilan bir yontemdir. Deney tasarimi sonucu elde edilen matematiksel modeller
sayesinde sonuglar yorumlanabilir, optimizasyon vyapilarak tasarim araligi
belirlenebilir. DoE daha az deneysel galisma yapma, daha kolay problemi
tanimlama ve O&nleme, kritik parametrelerin tanimlanmasi, optimum faktor
seviyelerinin belirlenebilmesi, olgek buyutme asamasinda proses optimizasyonu

gibi avantajlara sahiptir (Demir ve digerleri, 2017).

Deney tasarimi;

e Tam faktdriyel tasarim,
o Kismi faktoriyel tasarim,
e Plackett-Burman tasarimi,

e Yanit yuzey tasarimlari olarak siniflandirilir (NIST, 2013).

2.5.1. Yanit ylizey tasarimlari

Yanit yuzey tasarimlari bagimsiz degiskenlerle cevaplar arasindaki baglantiyi hizl
bir sekilde elde edilmesini saglayan istatistiksel ve matematiksel temellere dayanan
pek cok farkh alanda kullanilan bir tekniktir (Bezerra ve digerleri, 2008). Yanit ylizey
tasariminda bagimsiz degiskenlere karsi yanit degiskenlerini daha kesin ve dogru
tahmin edebilmek igin etkilesim, karesel (2. dereceden) ya da kubik (3. dereceden)
modeller kurularak gerceklestirilir. Yanit yuzey tasarimlari U¢ grup altinda

incelenmektedir (Zolgharnein ve digerleri, 2013):

1. Box Behnken tasarim
2. Doehlert tasarim

3. Merkezi birlesik tasarim
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Merkezi birlesik tasarim

Bu tasarim iki seviyeli faktoriyel tasarim (tam veya kismi), yildiz noktalar ve ilave
merkez noktalardan olusmaktadir. Yildiz noktalar en duslik ve en yuksek duzey
noktalaridir. Merkez noktalar her faktor icin dusuk ve ylksek seviyelerin ortasidir.
Merkez noktalar dlgumlerin tekrarlanabilirligini dlgmek igin bircok kez tekrarlanir.
Merkezi birlesik tasarim faktoriyel tasarim, aksiyel noktalar ve merkez noktalarinin
tekrarlanmalarindan olusur (Khuri ve Mukhopadhyay, 2010). Sekil 2.17’de merkezi

birlesik tasarimin sematize gosterimi bulunmaktadir.

O & ; . o —8
o e o b m b0
O O - T & — @
@ @
Merkez noktalar ile Merkez noktalar ile Merkezi birlesik tasarim
faktoriyel tasarim aksiyal noktalar

Sekil 2.17. Merkezi birlesik tasarimin sematize gosterimi (Zhao ve digerleri, 2012)

Tasarimdaki toplam deney sayisi 2« + 2k + n ile bulunur. k bagimsiz degisken sayisi
iken n deneyin tekrarlanabilirligini 6lgmek icin kullanilan merkez noktalarin sayisidir
(Kollipara ve digerleri, 2010). Yildiz noktalar merkez noktalara a kadar mesafededir
(Zolgharnein ve digerleri, 2013). a=(2¥*) ile hesaplanir (Cizelge 2.14). a’nin tam
degeri tasarim igin istenen 6zelliklere ve igerdigi faktor sayisina baghdir. - a,-1,0,1,
a olmak Uzere tasarimda her faktér bes seviye igerir.
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Cizelge 2.14. Faktor sayisina gore hesaplanan a degerleri

Faktor sayisi Faktoriyel miktar o degeri

2 22 2214 =1.414
3 23 23/4 =1.682
4 24 244 =2.000

Deney tasarimi sonucu elde edilen cevaplar programa yuklenerek tasarimi ifade
eden en uygun model belirlenir. A, B ve C bagimsiz degiskenler olmak UGzere lineer
modelde bagimsiz degiskenler tek baslarina cevabi etkilerken (A, B ve C), 2FI
(two-factor interaction) modelinde bagimsiz degiskenlerle beraber iki farkli bagimsiz
degdiskenin etkilesimleri de cevabi etkileyebilmektedir (A, B, C, AB, BC, AC). Cubic
ve quadratic modellerde bagimsiz degiskenlerin kendileriyle olan etkilesimlerinin de
(A2, B2 ve C?) cevap lzerine etkisi incelenmektedir. Uygun modelin lack of fit tests
bolindeki Prob>F dederinin istatistiksel olarak anlamsiz olmasi (p>0,05) olmasi
gerekmektedir. Bagimsiz degiskenlerden hangilerinin cevaplar istatistiksel olarak
etkilediginin belirlenmesi igin varyans analizi (ANOVA) program tarafindan yapilir.
Prob>F kismindaki p<0,05 olan bagimsiz degiskenler cevaplar istatistiksel olarak
anlaml derecede etkilemektedir. Bagimsiz degiskenlerden F dederi buyuk olan
cevabi istatistiksel agidan en ¢ok etkilemektedir. Program bagimsiz degiskenlere ve
cevaplara gore 3D yanit yuzey grafikleri gizebilmektedir. Bu grafikler iki bagimsiz

degiskenin etkilesimleriyle birlikte cevaplarin degisimini gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg¢
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

1,2-dioleil-sn-glisero-3-fosfotidilkolin
(DOPC)

1,2-dipalmitoil-sn- glisero-3-fosfotidilkolin

(DPPC)

1,2-disteroil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin
-N-[Metoksi (PEG)-2000] (DSPE-PEG2000)

(Amonyum tuzu)

3-(4-5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-difenil
-tetrazolyum bromit (MTT)

Aseton

Asetonitril

Diklorometan

Diyaliz membran (M.A. 12,400 kDa)
Dulbelco’s Modified Eagles’s Medium
Etanol

Etil asetat

Fetal bovine serum

Gemko®

Gemsitabin hidroklorGr

Klorofom

Kolesterol

Kumarin-6

L-a-Soya fosfatidilkolin

Lutrol F-68

Mannitol

Metanol

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
PVA (M.A. 13-23 kDa)

PVA (M.A. 31-50 kDa)

Avanti Polar Lipids Inc, ABD
Avanti Polar Lipids Inc, ABD

Avanti Polar Lipids Inc, ABD

Life Technologies, ABD

Sigma-Aldrich, Fransa
Sigma-Aldrich, israil
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Capricorn, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Fransa
Capricorn, Almanya

Kogak Farma, Turkiye
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Avanti Polar Lipids Inc, ABD
Sigma-Aldrich, ABD

Avanti Polar Lipids Inc, ABD
BASF, Almanya

Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, israil
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
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Resomer® RG 502 H
Resomer® RG 502
Resomer® RG 503 H
Resomer® RG 504
Resomer® RG 504 H
Resomer® RG 653 H
Resomer® RG 752 H
Sodyum hidroksit

Evonik, Almanya

Evonik, Almanya

Evonik, Almanya

Evonik, Almanya

Evonik, Almanya

Evonik, Almanya

Evonik, Almanya
Sigma-Aldrich, Cek Cumhuriyeti
Steril fosfat tamponu (pH 7,4) Life Technologies, ABD
Trehaloz TUm Ekip ilag, Turkiye

Trypsin-EDTA Capricorn, Almanya
3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler
0,22 um naylon filtre Sartorius, Almanya
96 g6zt plakalar Thermo Scientific, Danimarka
Bidistile su Unitesi Mes mp Minipure®, Tirkiye
C18, 5 ym, 250 x 4.6 mm ters faz kolon Waters, ABD

Diferansiyel tarama kalorimetresi Shimadzu DSC-60, Japonya

Flasklar (25 cm? ve 75 cm?)
Floresan mikroskop

Franz diflzyon hucreleri
FTIR spektrometre

HPLC

HPLC

inkiibatdr

Laminar akis

Liyofilizator

Manyetik karistiric
Otomatik pipet seti

Partiktl buyukltgu élgme cihazi

Partikll buyuklugi ve
zeta potansiyel 6l¢im aleti

-80°C dondurucu

SPL Life Sciences, Kore

Leica, Almanya

Caligkan Cam, Turkiye

Perkin Elmeri, ABD
Hewlett-Packard 1050, Almanya
Agilent 1220 LC, Almanya
Sanyo, Japonya

Clean Air, Almanya

Christ-Alpha 1-2 LD plus, Almanya

Thermo Scientific, Almanya
Eppendorf, Almanya
Sympatec HELOS 0728, Almanya

Malvern Zetasizer Nano, ingilitere

Thermo Scientific, ABD



Mikro plaka okuyucu
pH metre
Rotaevaporator
Santrifaj tlpleri
Santrifdj

SEM

Stabilite kabini

Steril pipet

Su banyosu

Suzme kiti

Tali gérunta tabanli sitometre
TEM

Terazi

Termostatlh isitici
UltrasantrifUj
Ultrasonik banyo

UV spektrofotometre
Vorteks

3.2. Yontem

SpectraMax, ABD
Sartorious, Almanya
Biichi, isvicre

Isolab, Almanya

Allegra X-30R, Almanya
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Quanta 400F Field Emission, ABD

Nive TK 252, Turkiye
Costar, ABD

Nuve, Tarkiye

Alltech, Tarkiye

invitrogen, Kore

FEI Tecnai G? Spirit, ABD
Ohaus®, Cin

Nuve NB 20, Turkiye

Hitachi CS 150GXL, Japonya
Brainsonic 221, Almanya
Shimadzu UV 1700, Japonya
Nuve-NM 110, Tuarkiye

Tez calismalarinda gemsitabin hidroklorir yukli nanopartikil, lipozom ve LPHNP

formuUlasyonlarinin geligtiriimesi, formulasyonlarin karakterizasyonu, hicre kultart

calismalari ve hayvan deneyi ¢calismalari yapiimistir.

3.2.1. Etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri Gizerine yapilan ¢aligmalar

Gemsitabin hidroklorlriin erime derecesi tayini

Gemsitabin hidrokloririn erime derecesi tayini igin Shimadzu DSC-60 (Japonya)

cihazi ile diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) yontemi kullaniimistir. DSC, 6rnek

ve referansin sicakliklarinin ayni olmasi igin gereken 1si miktarinin 6lgimune

dayanan termal analiz yontemidir. Calisma 10°C/dak tarama hizinda 300°C’ye
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kadar yapilmistir. Ornekler 2 mg tartilarak aliminyum 6érnek kaplarina konulmustur.
Bu drnek referans bos hucreye kargi analiz edilmis ve etkin madde termogrami elde
edilmistir.  20-300°C sicakhk araliginda, azot atmosferi altinda deney

gergeklestiriimistir.

Gemsitabin hidrokloririn FTIR analizi

Gemsitabin hidroklorGrin Fourier Transform Infrared (FTIR) spektrumlari Perkin
Elmer Spektrum 400 ATR-FT-IR spektrometresi ile alinmis ve dalga sayisi cm*
cinsinden degerlendirilmigtir. FTIR ile yapilan analizde 6rnek goénderilen infrared
IS191 absorbe eder, farkli dalga boylarinda absorbe edilen enerji élglilerek maddenin
molekuler yapisi ve bilesenleri belirlenir. Farkli dalga boyunda elde edilen
absorbsiyon bantlari her bir madde igin essizdir ve maddelerin taninmasinda

kullanilir.

Gemsitabin hidrokloriiriin ortalama partikil boyutunun ve zeta potansiyelinin

Olculmesi

Etkin maddenin partiktl bayuklGguna olgmek icin Sympatec Helos Particle Sizer
cihazi kullanilmistir. Cihaz 0,1-8750 um arasindaki partikil buyudkligune sahip
tanecikleri 6lgmeye elveriglidir ve calisma prensibi partiktl yluzeyine carpan lazer
1IS1Iginin kirllmasinin belirlenmesidir. Gemsitabin hidrokloruriin ¢ézinmedigi organik
¢6zlcu olan aseton igerisinde disperse edilerek dlgimler yapilmistir. Gemsitabin
hidrokloririin distile su icerisindeki ¢dzeltisinin zeta potansiyeli élgciminde ise

Malvern Zetasizer Nano ZS aleti kullaniimigtir (n=3).

Gemsitabin hidroklorlrin UV spektrofotometeredeki dalga boyu taramasi

Yuksek basingli sivi kromotografisi (HPLC) analizlerine baslanmadan &nce
gemsitabin hidroklortrian UV spektrofotometre kullanilarak maksimum absorbans
gosterdigi dalga boyu ( Amax) belirlenmistir. Dalga boyu taramasi i¢in gemsitabin
hidrokloririn pH 7,4 fosfat tamponu ve sigan plazmasi igerisinde 10 pg/mL
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmig ve 200-900 nm arasinda 1 cm’lik kuvartz

kivetler kullanilarak kore karsi spektrumu alinmistir.
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3.2.2. Gemsitabin hidrokloruriin miktar tayini yontemlerinin gelistirilmesi
Gemsitabin hidroklorGrin miktar tayini UV dedektérld HPLC cihazi ile yapiimistir.
HPLC yontemleri in vitro deneylerde; etkin maddenin enkapsulasyon etkinligi,

yukleme kapasitesi, in vitro salim ¢alismalari ve stabilite testlerinde (Yontem 1) ve

in vivo farmakokinetik gcalismalarda (Yontem 2) kullaniimigtir.

Miktar tayini yontemi (Yontem 1)

Gemsitabin  hidrokloririn  miktarinin  tayin  edildigi in vitro deneylerin
gerceklestiriimesi icin Yontem 1 (Paolino ve digerleri, 2010) uygulanmis ve Hewlett-
Packard Series 1050 HPLC kullaniimistir. in vitro deneyler icin HPLC’de mobil faz
oranlari, akis hizi, enjeksiyon hacmi gibi parametreler degistirilerek en uygun
calisma sartlari belirlenmistir. Gemsitabin hidroklorarin pH 7,4 fosfat tamponu

cozeltisindeki miktar tayini Cizelge 3.1’deki kosullarda gerceklestiriimistir.

Cizelge 3.1. Gemsitabin hidroklortriin HPLC analiz yontemi (Yontem 1)
parametreleri

Kolon Reverse phase-C-18, 5 um, 250x4,6 mm
Mobil faz Asetonitril:su (5:95 h/h)

Akig debisi 1 mL/dakika

Enjeksiyon hacmi 20 uL

Bastirma (attenuation) 2-6

Esik seviyesi (threshold) 2

Pik genisligi (Pk wd) 0,16

Dalga boyu 268 nm

Alilkonma zamani 5,5 dakika

Analitik yéntem validasyonu (Yéntem 1)

Validasyon, kullanilan ydntemin devamli olarak dogru ve guvenilir bir sekilde
beklenen sonuglari verdiginin kanitlanmasi igin yapilmasi gereken iglemler
batunuadur. Validasyon islemleri ile yontemin gecerliligi ve guvenirligi kanitlanmig
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olur. Validasyon calismalari etkin madde enkapsulasyon etkinligi, yukleme
kapasitesi ve diyaliz membran gecis calismalarinda kullanilan pH 7,4 fosfat

tamponunda yapilimigtir.

Dogrusallik

Analitik yéntemin dogrusalligi, belirli bir konsantrasyon araligi icerisindeki
numuneler ile elde edilen yanitin orantili oldugunun ifadesidir. Dogrusallik
parametresini gostermek igin pH 7,4 fosfat tamponu i¢cinde gemsitabin hidrokloririn
stok gozeltileri hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak 10
farkhh derisim (0,01-5 pg/mL) hazirlanmis ve HPLC'ye enjekte edilmistir.
Konsantrasyonlara karsilik gelen pik yukseklikleri bulunmustur. 3 ayri stok
¢gozeltiden elde edilen farkh konsantrasyonlara karsilik elde edilen pik
yuksekliklerine en kiguk kareler yontemi uygulanmistir ve standart dogru denklemi

elde edilmistir. Gerekli istatistiksel parametreler hesaplanmistir.

Dodgruluk ve geri elde

Analiz yonteminin dogrulugu, olculen degerin, gercek degere yakinhgidir. Miktar
tayini ydnteminin dogrulugu geri elde etme yuzdesine baglidir. %95 olasilikla daha
onceden kabul edilen élgutler arasinda kalmalidir. Gemsitabin hidroklortrin pH 7,4
fosfat tamponu igerisinde hazirlanan %80, %100 ve %120 gemsitabin hidroklorar
iceren ¢ozeltilerinde kalibrasyon denklemi kullanilarak geri elde miktarlar

hesaplanmis ve gerekli istatistiksel parametrelerle degerlendirilmistir.

Kesinlik

Kesinlik, bir yontemin birbirini izleyen Olgumleri arasindaki yakinligin derecesini
ifade etmektedir. Analitik yontemin kesinligini tayin etmek amaciyla deney ici ve
deneyler arasi kesinlik galismalari yapiimistir. Kesinlik ortalama, standart sapma ve

varyasyon katsayisi ile degerlendirilmistir.
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» Deney ic¢i kesinlik (Tekrar edilebilirlik)

Gemsitabin hidroklortrin kalibrasyon dogru denklemini olusturmak igin pH 7,4
fosfat tamponu igerisindeki stok ¢dzeltiden 0,2 ug/mL derisimde hazirlanan ¢ozelti
arka arkaya 10 kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglarin ortalamasi,

standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplanmistir.

> Deneyler arasi kesinlik (Tekrar elde edilebilirlik)

Gemsitabin hidroklortrin kalibrasyon denklemini olusturmak i¢in hazirlanan stok
cOzeltiden uygun seyreltmeler yapilarak 0,2; 0,4; 1,2; 5 pg/mL derigimlerde
¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu numuneler birbirini takip eden 3 gln igerisinde 3’er kez
HPLC’ye enjekte edilmigstir. Elde edilen pik ylksekliklerine karsilik gelen derisimlerin

ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplanmistir.

Ozqiinliik ve secicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi saptamasi
gerekmektedir. Formulasyon icindeki yardimci maddelerin ayni dalga boyunda
absorbans gosterip gostermediginin kontrolt yapilmistir. Bu amagla etkin madde
icermeyen nanopartikil, lipozom ve LPHNP formulasyonlari pH 7,4 fosfat tamponu

icinde disperse edilip 268 nm dalga boyunda HPLC’ye enjekte edilmistir.

Duyarlilik ve saptama siniri

Duyarhlik bir analitik yontemin saptayabilecegi en kiguk konsantrasyon degeri olup
saptayabilme siniri (LOD) ve kantitatif olarak tayin edilebilecedi en kuguk
konsantrasyon degeri (LOQ) ile ifade edilir. Duyarhlik ve saptama siniri su

denklemlerle hesaplanir.

Duyarlilik sinirn (LOD)= (3,3 x0)/S
Saptama sinir (LOQ)=(10x o)/ S
o:kalibrasyon araligindaki en dusuk derisimin standart sapmasi

S:kalibrasyon egrisinin egimi
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Gemsitabin  hidrokloririn c¢ozeltisinin  farkli sicaklik kosullarindaki stabilite

calismalari

Gemsitabin  hidrokloririn pH 7,4 fosfat tamponu igindeki 1 pg/mL
konsantrasyondaki ¢ozeltileri stabilite galismalarinda kullaniimigtir. Cozeltilerin 4°C,
25°C ve 37°C sicakliklarda 15 gun sureyle stabiliteleri incelenmistir. Numuneler
baslangi¢ (0. giin), 5. 10. ve 15. gunlerde alinarak miktar tayini Yontemi 1’e goére
HPLC ile tayin edilmistir.

Miktar tayini yontemi (Yontem 2)

Bu yontem in vivo deneylerde kullaniimak igin geligtirilmistir. Miktar tayini yontemine
gecmeden Once gemsitabin hidroklorurin plazmadaki dalga boyu taramasi
yapilmistir. Gemsitabin hidrokloririan in vivo galismalardan elde edilen érneklerle
miktar tayini, literattirde belirtilen HPLC yontemi (Pitrubhakta ve digerleri, 2012)
modifiye edilerek Cizelge 3.2'de belirtilen kosullarda yapilmistir.

Cizelge 3.2. Gemsitabin hidroklortrin biyoanalitik tayininde kullanilan HPLC
yontemi (Yontem 2) parametreleri

Kolon Reverse phase-C-18, 5 um, 250x4,6 mm
Mobil faz Asetonitril:su (5:95 h/h)

Akig debisi 1 mL/dakika

Kolon sicakhgi 30°C

Enjeksiyon hacmi 100 pL

Dalga boyu 268 nm

Alilkonma zamani 5,5 dakika

Analiz igin plazma numunelerinin elde edilmesi

Sprague Dawley turlu siganlardan alinan kan numuneleri heparinli tiplere konarak,
10000 rpm’de 10 dakika santriflij edilmis ve plazmanin ayrilmasi saglanmistir. Elde

edilen plazma toplanip -18°C’de derin dondurucuda saklanmistir.
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Analiz edilecek etkin madde igceren plazma numunesinin hazirlanmasi

Etkin maddenin bidistile su igerisinde farkli derisimlerde ¢ozeltisi hazirlanmistir. 100
ML plazma icerisine etkin madde igeren 200 uL ¢ozelti ve 300 uL asetonitril ilave
edilerek numuneler hazirlanmigtir. Numuneler 30 saniye vorteks karistirici ile
kanstinimistir ve 10000 rpm’de 10 dakika santriflj edilmigtir. Stpernatant kisim
alinip 0,22 pym’lik membran filtreden stzulmustir. Hazirlanan bu analiz numunesinin
100 pL’si HPLC sistemine enjekte edilerek analiz edilmistir. in vivo ¢alismalar icin
Agilent 1220 LC HPLC kullaniimigtir.

Biyoanalitik yéntemin validasyonu (Yéntem 2)

Kullanilan yontemin kabul edilebilirligini saglayan validasyon parametrelerinden;
dogrusallik, dogruluk, 6zgunlik, ekstraksiyon etkinligi, plazma numunelerinin

stabilitesi, duyarlilik ve saptama sinir1 incelenmistir.

Dogrusallik

Dogrusallik, belirli bir konsantrasyon araligi icerisindeki numuneler ile elde edilen
yanitin orantili oldugunun ifadesidir. Gemsitabin hidrokloririn plazma igerisindeki
12 farkh derisimde (0,2-10 pg/mL) 3 ayri seri ¢ozeltisi hazirlanmistir ve HPLC’ye
enjekte edilmistir. Konsantrasyonlara karsilik gelen pik alanlari bulunmustur.
Gemsitabin hidroklortrin farkli konsantrasyonlara karsilik elde edilen pik alanlarina
en kuguk kareler yontemi uygulanmigtir ve standart dogru denklemi elde edilmigtir.

Gerekli istatistiksel parametreler hesaplanmistir.

Dogruluk

Analiz yonteminin dogrulugu, olgulen degerin, gercek degere yakinhgidir. Miktar

tayini yonteminin dogrulugu geri elde etme yuzdesine baghdir.
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Ekstraksiyon etkinligi (Geri elde)

Gemsitabin hidrokloririin plazma igerisinde hazirlanan %80, %100 ve %120
gemsitabin hidroklorir igceren ¢ozeltileri HPLC’ye enjekte edilmis ve elde edilen pik
alanlarindan  kalibrasyon  denklemi  kullanilarak  ekstraksiyon  etkinligi

hesaplanmistir.

Kesinlik

Kesinlik, bir yontemin birbirini izleyen olgumleri arasindaki yakinligin derecesini
ifade etmektedir. Analitik yontemin kesinligini tayin etmek amaciyla deney ici ve
deneyler arasi kesinlik calismalari yapiimistir. Kesinlik ortalama, standart sapma ve

varyasyon katsayisi ile degerlendirilmistir.

> Deney ici kesinlik (Tekrar edilebilirlik)

Gemsitabin hidroklorlirin kalibrasyon dogru denklemini olusturmak icin sigan
plazmasi icerisindeki stok ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan
cesitli derisimdeki ¢ozeltilerden segilen 3 ug/mL derisimdeki hazirlanan ¢ozeltisi
arka arkaya 10 kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglarin ortalamasi,

standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplanmigtir.

» Deneyler arasi kesinlik (Tekrar elde edilebilirlik)

Gemsitabin hidroklortrin plazma igerisinde 0,4; 1; 2; 5 ug/mL derisimlerde
cozeltileri hazirlanmistir. Bu numuneler birbirini takip eden 3 gun igerisinde 3’er kez
HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen pik alanlarina kargilik gelen derigimlerin

ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplanmistir.

Ozqiinliik ve secicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi saptamasi

gerekmektedir. Numune iginde var olan diger maddelerin ayni dalga boyunda
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saptanip saptanmadiginin kontroll yapiimistir. Bu amagcla etkin madde icermeyen

LPHNP formulasyonu 268 nm dalga boyunda HPLC’ye enjekte edilmistir.

Duyarlilik ve saptama siniri

Duyarhlik bir analitik yontemin saptayabileceg@i en kiguk konsantrasyon degeri olup
saptayabilme siniri (LOD) ve kantitatif olarak tayin edilebilecedi en kuguk
konsantrasyon deg@eri (LOQ) ile ifade edilir. Duyarlilik ve saptama siniri asagidaki

denklemlerle hesaplanir.

Duyarhlik sinirt (LOD)= (3,3 x0)/S
Saptama sinir (LOQ)=(10x o)/ S
o:kalibrasyon araligindaki en dusuk derisimin standart sapmasi

S:kalibrasyon egrisinin egimi

Plazma 6rneklerinin stabilitesi

Gemsitabin hidroklortrin plazma igerisinde 0,4; 1 ve 5 ug/mL derisimdeki ornekleri
hazirlanmig -18°C’de 2 ay boyunca bekletilmigtir. Numuneler baslangi¢ (0.gun), 15.
30. ve 60. glinde alinarak miktar tayini Yontem 2’ye gore HPLC ile tayin edilmistir.

3.3. Formiulasyon Galismalari

3.3.1. Etkin madde yardimci madde etkilesimleri

Gemsitabin hidroklorur ile hazirlanan nanopartikil, lipozom ve LPHNP
formUlasyonlarinda kullanilan maddeler arasinda etkilesim olup olmadiginin
incelenmesi igin diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) analizi yapilmistir.

DSC analizi

Calismalar 10°C/dak tarama hizinda 300°C’ye kadar yapilmistir. Nanopartikdl,

lipozom ve LPHNP formulasyonlarini hazirlamada kullanilan yardimci maddelerin

tek baglarina ve etkin madde igeren fiziksel karisimlari ile liyofilize formulasyonlarin
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termogramlari incelenmigtir. Ornekler 2 mg tartilarak aliminyum &érnek kaplarina
konulmustur. Aluminyum kapak kapatilarak aletin isitma hicresine yerlestirilimistir.

20-300°C sicaklik araliginda, azot atmosferi altinda deneyler gergeklestiriimistir.

3.3.2. Gemsitabin hidroklorur igeren nanopartikul hazirlama yontemi

Gemsitabin hidroklortr yUkli nanopartikillerin  hazirlanmasinda modifiye ¢ift
emulsiyon ¢dzlcu ugurma ydontemi (Mondalek ve digerleri, 2008; Shi ve digerleri,
2013) kullanilmigtir. Formulasyonlarin hazirlanmasinda farkh laktik asit/glikolik asit
iceren, farkh molekul agirligina ve farkli terminal gruba sahip PLGA'lar denenmisgtir.
PLGA farkh ¢o6zicu/¢dzicu karnigimlari icinde ¢ozilmis ve organik ¢odziculerin

nanopartikullerin karakterizasyon Uzerine etkileri incelenmisgtir.

Bu yontemde etkin madde yuzey etkin madde iceren (PVA veya Lutrol F-68) sulu
¢Ozelti (S1) icinde ¢ozulmugstir. Etkin madde igeren ¢ozelti organik ¢dzlcu igerisinde
¢6zinen PLGA c¢ozeltisine (Y) ilave edilmistir, ultrasonik homojenizator ile sonike
edilmis ve S1/Y primer emulsiyonu elde edilmigtir. Olusan primer emulsiyon DSPE-
PEG ve PVA'nin sulu ¢oOzeltisine (S2) ilave edilerek, ultrasonik homojenizator ile
sonike edilmis ve S1/Y/S2 emdulsiyonlari olusturulmustur. Vakum altinda ¢alistirilan
evaporator ile organik ¢ozicu uzaklastiriimis ve 18000 rpm’de yapilan santrifij
islemi sonucunda nanopartiktllerin ¢oktlrlilmesi saglanmistir. Stpernatant kisim
uzaklastirildiktan sonra elde edilen ¢Okelek liyoprotektan igeren sulu ¢ozelti ile
dagitiimistir ve -55°C de 40 saat liyofilize edilmistir. Sekil 3.1’de modifiye gift

emulsiyon ¢ozucu ugurma yontemi sematize edilmistir.
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Primer emiilsiyonun
olusmasi
ic sulu faz S4 s
(Gemsitabin hidroklordr + PVA SyY S,/YIS,
veya Lutrol F-68 igeren sulu  s—fedp e -
cozelti) c @
9
= c
Z S L2
Y ﬁ S,/Y/S, emiilsiyonunun
Yagh faz E olugmasi
(PLGA’nin organik ¢ozlc @ ¢
icindeki ¢ozeltisi)
Sz
Dis sulu faz o— ‘f ‘f 4‘ ‘f
(DSPE-PEG ve PVA iceren ==
sulu gozelti) . .
Nanopartikller -——‘ .

Organik ¢dzlicinin
uzaklastiriimasi

Sekil 3.1. Modifiye ¢ift emilsiyon ¢ozicl ugurma yontemi ile nanopartikullerin
hazirlanmasi (Miladi ve digerleri, 2014)

3.3.3. Gemsitabin hidroklorur igeren nanopartikil formulasyonlarinin

geligtiriimesi lizerine ¢caligmalar

Nanopartikul hazirlamada kullanilan PLGA’lar ve o6zellikleri

Gemsitabin hidroklortr iceren nanopartikiller hazirlanirken farkli laktik asit/glikolik
asit icerigine, farkli molekul agirliklarina ve farkli terminal fonksiyonel gruplara sahip
PLGA’lar kullaniimistir. Bu PLGA’lar ve fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.3'de

verilmistir.
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Cizelge 3.3. PLGA polimerlerine ait fizikokimyasal 6zellikler

Ticari Adi Polimer Molekiil Vizkozite | Terminal
Agirhg (dL/g) Fonksiyonel Grubu

Poli (laktik-ko- 7-17kDa | 0,16-0,24 | Alkil ester
ResomerRG 502 | ok asit) 50:50

Poli (laktik-ko- 7-17 kDa 0,16-0,24 | Serbest karboksilik asit
Resomer RG 502 H | i vk asit) 50:50
Resomer RG 503 H | Poli (laktik-ko- 24-38 kDa | 0,32-0,44 | Serbest karboksilik asit

glikolik asit) 50:50

Poli (laktik-ko- 38-54 kDa | 0,45-0,60 | Alkil ester
ResomerRG 504 | i olik asit) 50:50

Poli (laktik-ko- 38-54 kDa | 0,45-0,60 | Serbest karboksilik asit
Resomer RG S04 H | i olik asit) 50:50
Resomer RG 653 H Poli (laktik-ko- 24-38 kDa | 0,32-0,44 | Serbest karboksilik asit

glikolik asit) 65:35

Poli (laktik-ko- 4-15 kDa 0,14-0,22 | Serbest karboksilik asit
Resomer RG 752 H | iiolik asit) 75:25

Gemsitabin hidrokloriir iceren nanopartikil formilasyonlarinda vapilan 0n

calismalar

Gemsitabin hidroklorir iceren nanopartikil formilasyonu hazirlamak Uzere 6n
calismalar yapilmistir. Modifiye ¢ift emulsiyon ¢dzicl ugurma yéntemi kullanilarak
formuUlasyonlar hazirlanmigtir. Bu galismalarda PLGA miktarinin ve kullanilan yuzey
etkin maddenin formulasyon Uzerindeki etkisi incelenmigtir. Primer ve gift emulsiyon
olusturulmasi sirasinda tum formulasyonlarda 60’ar saniye ultrasonik homojenizator
uygulanmistir. On deneme galismalarinda liyofilizasyon basamaginda liyoprotektan
kullaniimamigtir. Cizelge 3.4.’te on calisma formulasyonlarina ait bilgilere yer

verilmigtir.
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Cizelge 3.4. Gemsitabin hidroklorur iceren nanopartiktl formialasyonlarinda yapilan
on galigmalar

O-NP1 | O-NP2 O-NP3 O-NP4 | O-NP5 | O-NP6
N PLGA 50:50
I 25 50 75 100 50 50
OBy (7-17 kDa) (mg)
C 10
g’ ~ Diklorometan (mL) 5 5 5 5 5 5
Gemsitabin
2 2 2 2 2 2
hidroklorir (mg)
PVA
N 10 10 10 10
L (13-23 kDa) (mg)
2 E
? N PVA
o 10
— (31-50 kDa) (mg)
Lutrol F-68 (mg) - - - - - 10
N PVA
S 150 150 150 150
S (13-23 kDa) (mg)
= €
» 19 PVA
@ - 150 150
(@] (31-50 kDa) (mg)

On calismalar sonucunda liyofilizasyon isleminin nanopartikllerin partikiil boyutunu
artirdigi bunu engellemek igin liyoprotektan kullaniimasi gerektigi sonucuna
ulagilmistir. PLGA konsantrasyonun artmasinin enkapsulasyon etkinligini artirdid,
yuksek molekul agirlikhh PVA ile hazirlanan formulasyonun daha ylksek
enkapsulasyon etkinligi gosterdigi ve i¢ fazda farkh bir strfaktan olarak Lutrol F-68
kullanildiginda 400 nm’den buyuk partikillerin elde edildigi gozlenmigtir.
Nanopartikil formulasyonlarini hazirlamada organik faz olarak sadece DCM
kullanildiginda partikil boyutunun buylk oldugu gdézlenmis ve bundan sonraki
calismalarda DCM:ACE (1:1 h/h) karisimi organik ¢ézucl olarak kullaniimigtir. PVA
(13-23 kDa) surfaktan olarak kullanildiginda dusik enkapsulasyon etkinligi ve blyuk
partiktl boyutu elde edilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda slrfaktan olarak i¢ ve dis

fazda PVA (31-50 kDa) kullaniimasina karar verilmistir.
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Gemsitabin hidroklorir yukli nanopartikill formulasyonlari gelistirme calismalari

Nanopartikullerin hazirlanmasindaki 6n ¢alismalardan elde edilen veriler sonucunda
formUlasyon gelistirme calismalarina gecilmistir. Bu calismadaki amag¢ yuksek

enkapsulasyon etkinligi ve dugsuk partikul boyutu elde edebilmektir. Bu asamada;

° PLGA miktarinin etkisi,

° Etkin madde miktarinin etkisi,

o Asit veya ester yapidaki PLGA polimerinin etkisi,

o Organik ¢dzlcu/gcodzicu karisiminin etkisi,
o PLGA polimerinin molekul agirliginin etkisi,
J PLGA polimerinin laktik asit/glikolik asit oraninin etkisinin incelenmesine

yonelik galigmalar yapilmistir.

PLGA miktarinin etkisi

PLGA miktarinin etkisini incelemek i¢cin PLGA 50:50 (7-17 kDa) asit terminal

fonksiyonel gruba sahip polimer kullaniimistir. Hazirlanan formulasyonlara ait

bilgiler Cizelge 3.5’de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Farkli PLGA miktarlari kullanilarak hazirlanan formulasyonlar

160 mg (NP1)
PLGA 50:50 (7-17 kDa) (Asit) | 240 mg (NP2)
Organik faz
320 mg (NP3)
Organik ¢ozucu 4 mL DCM:ACE (1:1 h/h)
_ Gemsitabin hidroklorur 4 mg
I¢ sulu faz
PVA (31-50 kDa) (%1) 1,6 mL
Dig sulufaz | PVA (31-50 kDa) (%2) 6 mL

Bu calisma sonucunda PLGA miktari artikga enkapsulasyon etkinliginin arttigi
bulunmustur. 320 mg PLGA kullanilarak hazirlanan nanopartikillerin partikdl
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boyutunun 240 mg PLGA kullanilarak hazirlanan formulasyona gore buyuk oldugu
g6zlenmis ve bundan sonraki galismalara 240 mg polimer kullanilarak devam

edilmesine karar verilmistir.

Etkin madde miktarinin etkisi

Etkin madde miktarinin etkisini incelemeye yonelik hazirlanan nanopartiktllerde 4
mg ve 2 mg etkin madde iceren formulasyonlar hazirlanmistir. Cizelge 3.6’da etkin
madde etkisini incelemeye yonelik hazirlanan formulasyonlara ait bilgiler yer

almaktadir.

Cizelge 3.6. Farkli miktarda etkin madde kullanilarak hazirlanan formulasyonlar

PLGA 50:50 (7-17 kDa) (Asit) | 240 mg
Organik faz
Organik ¢ozucu 4 mL DCM:ACE (1:1 h/h)
T iy 4 mg (NP2)
_ Gemsitabin hidroklorir
ic sulu faz 2 mg (NP4)
PVA (31-50 kDa) (%1) 1,6 mL
Dis sulu faz PVA (31-50 kDa) (%2) 6 mL

Bu deney sonucunda formulasyonlar arasinda % enkapsulasyon etkinligi ve partikil
blyukligu acgisindan anlamli fark gozlenmemis, etkin madde gemsitabin
hidroklorariin pahal olmasindan dolayl bundan sonraki ¢alismalarda 2 mg etkin

madde kullaniimasina karar verilmistir.

Farkli terminal gruba sahip PLGA kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar

Farkli terminal gruba sahip PLGA seciminin formulasyonlar Uzerine etkisinin
incelenmesi icin PLGA 50:50 polimerinin asit veya ester terminal gruba sahip
polimerleri kullaniimigtir. PLGA’nin farkli terminal fonksiyonel gruba sahip
polimerleri kullanilarak hazirlanan formulasyonlara ait bilgiler Cizelge 3.7'de

verilmigtir.
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Cizelge 3.7. Farkl terminal fonksiyonel gruba sahip PLGA polimeri kullanilarak
hazirlanan formulasyonlar

PLGA 50:50 (7-17 kDa) (Asit) 240 mg (NP4)
PLGA 50:50 (38-54 kDa) (Asit) 240 mg (NP5)
Organik faz PLGA 50:50 (7-17 kDa) (Ester) 240 mg (NP6)
PLGA 50:50 (38-54 kDa) (Ester) 240 mg (NP7)
Organik ¢ozlcu 4 mL DCM:ACE (1:1 h/h)
Gemsitabin hidroklorlr 2 mg
ic sulu faz
PVA (31-50 kDa) (%1) 1,6 mL
Dis sulu faz PVA (31-50 kDa) (%2) 6 mL

Asit terminal fonksiyonel gruba sahip PLGA polimerleri segiminin hidrofilik

karakterdeki gemsitabin hidroklortrun tasiyici sisteme yuklenmesinde gerek partikul

boyutu gerekse enkapsulasyon etkinligi agisindan daha iyi sonuglar verdigi

g6zlenmis ve bundan sonraki galismalarda asit terminal gruba sahip PLGA

polimerlerinin kullaniimasina karar verilmigtir.

Organik ¢Oziicl/céziicli karisimlarinin etkisi

Farkli organik ¢o6zucu/gdzicu karigimlarinin  formulasyonlar Gzerine etkisini

incelemek icin polimer olarak PLGA 50:50 (7-17 kDa) kullaniimistir. Farkli organik

¢bzucl/gozucu karigimlar kullanilarak hazirlanan formilasyonlara ait bilgiler
Cizelge 3.8’de belirtilmigtir.
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Cizelge 3.8. Organik ¢ozucl/¢dzicu karigimlarinin etkisi incelemeye yonelik
hazirlanan formulasyonlar

PLGA 50:50 (7-17 kDa) (Asit) | 240 mg
Organik ¢ozucu 4 mL DCM (NP8)
4 mL Aseton (NP9)
Organik faz 4 mL Etil asetat (NP10)
4 mL DCM:Etil asetat (1:1 h/h) (NP11)
4 mL DCM:ACE (1:1 h/h) (NP4)
4 mL DCM:ACE (1:2 h/h) (NP12)
4 mL DCM:ACE (1:4 h/h) (NP13)
) Gemsitabin hidroklorar 2 mg
I¢ sulu faz
PVA (31-50 kDa) (%1) 1,6 mL
Dis sulu faz PVA (31-50 kDa) (%2) 6 mL

Organik ¢ozlcu olarak sadece etil asetat ve sadece diklorometan kullanilan
formUlasyonlarda partikil buydklaga yiksek bulunmustur. Sadece aseton
kullanildidinda stabil bir primer emulsiyonun hazirlanamadidi, enkapsulasyon
etkinliginin dustugu goérulmuastur. Farkl organik ¢dzucu karigimlart kullanilan
formuUlasyonlar igerisinde partikul buyudkligu ve enkapsulasyon etkinligi agisindan
DCM:ACE (1:1 h/h) ve (1:2 h/h) karisimlari uygun bulunmustur ve ilerleyen
¢alismalarda bu ¢6zucu karigimlari kullaniimigtir. Organik ¢ézicu olarak DCM:ACE
(2:1 h/h) ve (1:2 h/h) kansimlar kullanildiginda farkh molekdl agirligina ve farkli
laktik asit/glikolik asit oranina sahip PLGA polimerlerinin formilasyonlar Gzerindeki

etkisi incelenmigtir.

Farkli moleklil agirligina sahip PLGA kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar

Polimerin molekul agirhginin formilasyonlar Uzerindeki etkisini incelemek igin
organik ¢ozucu olarak DCM:ACE (1:1 h/h) ve (1:2 h/h) karnigimlari kullanilimigtir.
Formulasyonlarda PLGA 50:50’nin farkli molekal agirhgina sahip polimerleri
(7-17 kDa, 24-38 kDa ve 38-54 kDa) kullaniimistir. PLGA’nin farkli molekdl agirhkli
polimerleri kullanilarak hazirlanan formualasyonlara ait bilgiler Cizelge 3.9'da

verilmigtir.
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Cizelge 3.9. Farkli molekul agirligina sahip PLGA’lar kullanilarak hazirlanan
formulasyonlar

DCM:ACE DCM:ACE
(1:1 h/h) (1:2 h/h)

PLGA 50:50 (7-17 kDa) (Asit) | 240 mg (NP4) 240 mg (NP12)

PLGA 50:50 (24-38 kDa) (Asit) | 240 mg (NP14) | 240 mg (NP15)

Organik faz
PLGA 50:50 (38-54 kDa) (Asit) | 240 mg (NP5) 240 mg (NP16)
Organik ¢6zucl 4 mL 4 mL

) Gemsitabin hidroklorir 2mg 2mg

I¢ sulu faz
PVA (31-50 kDa) (%1) 1,6 mL 1,6 mL

Dig sulu faz | PVA (31-50 kDa) (%2) 6 mL 6 mL

Farkli molekdl agirhgina sahip PLGA'lar kullanilarak hazirlanan formulasyonlardan
elde edilen veriler sonucunda polimerin molekul agirhg arttikga tasiyici sistemin
partikul boyutunun ve gemsitabin hidrokloririn enkapsulasyon etkinliginin arttigi
g6zlenmistir. Bu asamadan sonra farkl laktik asit/glikolik asit oranina sahip polimer

kullaniminin formulasyonlar Gzerine etkisi incelenmistir.

Farkli laktik asit/qlikolik asit oranina sahip PLGA polimeri kullanilarak hazirlanan

formiilasyonlar

Polimerin farkli laktik asit/glikolik asit oranina sahip olmasinin formulasyonlar
Uzerindeki etkisini incelemek igin organik ¢ozicu olarak DCM:ACE (1:1 h/h) ve
(1:2 h/n) kansimlari kullanilmigtir. Farkh laktik asit/gilikolik asit oranina sahip
formuUlasyonlarinin hazirlanmasi igin PLGA 50:50, PLGA 65:35 ve PLGA 75:25

polimerleri kullaniimistir. Formulasyonlara ait bilgiler Cizelge 3.10’da gdsterilmigtir.
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Cizelge 3.10. Farkli laktik asit/glikolik asit oranina sahip PLGA polimeri kullanilarak
hazirlanan formulasyonlar

DCM:ACE DCM:ACE
(1:1 h/h) (1:2 h/h)

PLGA 50:50 (24-38 kDa) (Asit) | 240 mg (NP14) | 240 mg (NP15)

PLGA 65:35 (24-38 kDa) (Asit) | 240 mg (NP17) 240 mg (NP19)

Organik faz
PLGA 75:25 (4-15 kDa) (Asit) 240 mg (NP18) 240 mg (NP20)
Organik ¢6zucl 4 mL 4 mL

) Gemsitabin hidroklorir 2mg 2 mg

I¢ sulu faz
PVA (31-50 kDa) (%1) 1,6 mL 1,6 mL

Dig sulufaz | PVA (31-50 kDa) (%2) 6 mL 6 mL

Her iki organik ¢o6zicu karigsimi kullanildiginda da PLGA igerisindeki laktik
asit/glikolik asit orani artikga enkapsulasyon etkinliginin dustigu ve partikll

boyutunun arttigi belirlenmigtir.

Farkl laktik asit/glikolik asit oranlarina sahip polimer karigimlari kullaniimasinin
formuUlasyonlarin partikil bUyUkliglu ve enkapsllasyon etkinligi Uzerine etkisi
incelenmigtir. En ylksek enkapsulasyon etkinligi gosteren PLGA 50:50 polimeri ile
PLGA 65:35 ve PLGA 75:25 polimeri (1:1 a/a) karigimlari kullaniimigtir. PLGA 50:50
ile PLGA 65:35 (1:1 al/a) karisimindan hazirlanan formulasyon en yuksek
enkapsulasyon etkinligi gostermis ve bu formulasyon pegile edilmistir.

Formulasyonlara ait bilgiler Cizelge 3.11’de verilmistir.
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Cizelge 3.11. PLGA 50:50/PLGA 65:35 ve PLGA 50:50/PLGA 75:25 polimer
karigimlari kullanilarak hazirlanan formulasyonlara ait bilgiler

NP21 NP22 PEG NP21
PLGA 50:50 (38-54 kDa) (Asit) 120 mg 120 mg 120 mg
PLGA 65:35 (24-38 kDa) (Asit) 120 mg - 120 mg
Organik faz
PLGA 75:25 (4-15 kDa) (Asit) - 120 mg -
Organik ¢oztcl (DCM:ACE) (1:2 h/h) 4 mL 4 mL 4 mL
Gemsitabin hidroklorar 2mg 2 mg 2 mg
ic sulu faz
PVA (31-50 KDa) (%1) 1.6mL | 1,6mL 1,6 mL
PVA (31-50 KDa) (%2) 6 mL 6 mL 6 mL
Dis sulu faz
DSPE-PEG2000 - - 15 mg
3.3.4. Gemsitabin hidrokloriir  igceren lipozom formiilasyonlarinin

gelistirilmesi Uzerine galigmalar

Lipozom formilasyonlarinin hazirlanmasinda lipit film hidrasyon yoéntemi
(Pitrubhakta ve digerleri, 2012; Alinaghi ve digerleri, 2014) kullaniimistir. Bu
yontemde farkli fosfotidilkolin turleri kolesterol ile beraber kloroform/metanol
karisiminda armut tipi cam balon igerisinde farkli molar oranlarda ¢ozulmustar.
Organik ¢ozlcu karisimi vakum altinda evaporatdrde ugurulmustur ve lipit tabaka
elde edilmistir. Lipit tabaka gemsitabin hidroklorur igeren pH 7,4 fosfat tamponu ile
hidrate edilmis ve 45°C deki su banyosunda 1 saat bekletildikten sonra 30 dk
ultrasonik banyoda sonike edilerek MLV tipi lipozomlar olusturulmustur. Olusan
lipozomlara partikul boyutunu kugultmek icin ekstriksiyon iglemi uygulanmigtir. Bu
amacla lipozomlar sirasiyla 800, 400 ve 200 nm'lik polikarbonat membran
filtrelerden 10’ar defa gecirilerek SUV tipi lipozomlar elde edilmigtir. Stspande
haldeki lipozomlara 50000 rpm’de 45 dakika santriflj uygulanmis ve cokmeleri
saglanmistir. Elde edilen ¢okelek liyoprotektan iceren sulu ¢ozelti ile dagitiimis ve
-55°C de 40 saat liyofilize edilmigtir. Sekil 3.2’de lipit film hidrasyon yontemiyle

lipozomlarin hazirlanisi gosterilmistir.
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Fosfotidilkolin + kolesterol+
DSPE-PEG'in

kloroform/metanol i¢indeki
¢ozeltisi

Gemsitabin hidroklorlr
iceren pH 7,4 fosfat tamponu
(=] =
Evaporasyy

Lipit film tabaka

pH 7.4 fosfat tamponu ¢ézeltisinin lipit film
tabaka Uzerine ilave edilmesi

Sonikasyon
Ekiruksiyon
Hidrasyon ve Elde edilen MLV tipi SUV tipi lipozomlar

calkalama lipozomlar

Sekil 3.2. Lipit film hidrasyon yontemi ile lipozomlarin hazirlanmasi (Avanti Polar
Lipids, 2017)

Hazirlanan lipozom formulasyonlarinda;

e Ekstriksiyon isleminin,
e Liyofilizasyon isleminin,
e Fosfotidilkolin/kolesterol farkli molar oranlarinin,

o Farkli tipteki fosfotidilkolinlerin etkisi incelenmigtir.

Lipozom hazirlamada kullanilan fosfotidilkolinler ve ozellikleri

Gemsitabin hidroklorur igeren lipozomlar hazirlanirken soya fosfotidilkolin (SPC),
dipalmitoil fosfotidilkolin (DPPC) ve dioleil fosfotidilkolin (DOPC) kullaniimistir. Bu
fosfotidilkolinlere ait fizikokimyasal 6zellikler Cizelge 3.12’de, kimyasal yapilari ise

Sekil 3.3'de gosterilmigtir.
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Cizelge 3.12. Kullanilan fosfotidilkolinlere ait fizikokimyasal 6zellikler

Lipit C=C doymamis bag Faz gecis Hidrokarbon zinciri
sayisl sicakhgi uzunlugu

DPPC |0 41°C 16

DOPC |2 -17°C 18

SPC 4 45°C 18

0

0
0 0
ANV AAAAA AP )
0 ) 'EI{;. Uvmﬂ:“
|

(4]
X 0P 0~ DPPC
O H 0 e

Sekil 3.3. DPPC, DOPC ve SPC’nin kimyasal yapisi

Lipozom formulasyonlarinda yapilan 6n calismalar

Lipozomlarda yapilan 6n denemelerde formulasyonlar lipit film hidrasyon yontemi

kullanilarak hazirlanmistir. Bu formulasyonlarda lipit

formilasyonlara etkin madde ilave edilmemistir. Lipozomlar Uzerine ekstriksiyon
isleminin etkisi incelenmistir. On denemelerin gergeklestirildigi formilasyonlarda

liyofilizasyon isleminde liyoprotektan ilave edilmemistir. Formulasyonlara ait bilgiler

Cizelge 3.13’de gosterilmistir.

olarak SPC kullaniimig ve
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Cizelge 3.13. Lipozom formulasyonunda yapilan 6n ¢alismalara ait bilgiler

O-LP1 O-LP2
SPC:kolesterol SPC:kolesterol
Yag fazi (4:1 molar orant) (4:2 molar orant)

Kloroform:metanol (3:1 h/h) (2 mL)

Hidrasyon fazi | pH 7,4 fosfat tamponu (5 mL)

On denemelerde lipozomlarin partikiil boyutunu kugiltmek icin ekstriiksiyon
igsleminin gerekli oldugu ve lipozomlarin liyoprotektan ilave edilmeden
gerceklestirilen liyofilizasyon islemine kargi dayaniksiz oldugu sonucuna

ulasiimigtir.

Gemsitabin hidroklorir iceren lipozom formulasyonlari gelistirme calismalari

Farkli molar oranlarda soya fosfotidilkolin/kolesterol karisimi kullanilarak lipozom
formuUlasyonlari hazirlanmigtir. Bu formilasyonlara ait bilgiler Cizelge 3.14’de yer

almistir.

Cizelge 3.14. Farkh SPC:kolesterol molar oranlari ile hazirlanan formulasyonlar

SPC:kolesterol (4:1, molar orani) LP1

SPC:kolesterol (4:2, molar orani) LP2

Yag fazi
SPC:kolesterol (4:4, molar orani) LP3
Kloroform:metanol (3:1, h/h) 2 mL
Gemesitabin hidroklorur 4 mg
Hidrasyon fazi
pH 7,4 fosfat tamponu 5mL

Lipozom formulasyonlari igerisindeki kolesterolin molar orani arttikga
enkapsulasyon etkinliginin dustigu, disuk molar oranda kolesterol kullanildiginda

ise partikul bayuaklaguanin arttigr belirlenmigtir. Fosfotidilkolin:kolesterol molar orani
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4:2 olan formulasyon partikul buyuklugu ve enkapsulasyon etkinligi agisindan uygun
bulunmustur. Farkl yaglarin lipozom formulasyonu Uzerine etkisini incelemek igin
dipalmitoil fosfotidilkolin (DPPC) ve dioleil fosfotidilkolin (DOPC) kolesterol ile ayri
ayri 4:2 molar oraninda kullanilip lipozomlarin hazirlanmasina karar verilmistir. Bu
yaglar igerisinde en yuksek enkapsulasyon etkinligi gosteren soya fosfotidilkolin
(SPC) kullanilan formulasyon pegile edilmigtir. Formulasyonlara ait bilgiler Cizelge

3.15’de verilmistir.

Cizelge 3.15. Farkl fosfotidilkolinler kullanilarak hazirlanan ve pegile edilen lipozom
formulasyonlari

Hidrasyon fazi (pH 7,4
Yag fazi (Kloroform:metanol 3:1 h/h) (2 mL)
fosfat tamponu) (5 mL)

DSPE-PEG2000 Gemsitabin hidroklorur
LP2 SPC:kolesterol (4:2 molar orani) - 4 mg
LP4 DOPC:kolesterol (4:2 molar orani) | - 4 mg
LP5 DPPC:kolesterol (4:2 molar orani) | - 4 mg
PEG LP2 | SPC:kolesterol (4:2 molar orant) 15 mg 4 mg

Bu asamadan sonra hem nanopartikil hem de lipozom taslyici sistemlerin
Ozelliklerini tasiyan lipit polimer hibrit nanopartiktl (LPHNP) ilag tasiyici sistemlerin

hazirlanmasina gecilmistir.

3.3.5. Gemsitabin hidroklorur igeren LPHNP formiilasyonlarinin geligtirilmesi

lizerine galismalar

Gemsitabin hidroklortr yukli LPHNP formulasyonlarinin hazirlanmasinda modifiye
c¢ift emdlsiyon ¢6zicl ugurma yontemi (Wang ve digerleri, 2012; Cheow ve
Hadinoto, 2011) ve modifiye nanog¢oktirme ydntemi (Chan ve digerleri, 2009;
Mandal ve digerleri, 2013) kullanilmigtir. LPHNP  formulasyonlarinin
geligtiriimesinde kullanilan modifiye ¢ift emulsiyon ¢dzictu ugurma yontemi iki farkl

sekilde (Yontem1 ve Yontem 2) uygulanmistir.
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Modifiye cift emulsiyon c¢ozicl ucurma yontemi ile LPHNP’lerin hazirlanmasi

(Yontem 1)

Bu yontemde etkin madde gemsitabin hidroklorir PVA’nin sulu ¢dzeltisinde (S1)
¢ozulmustur. Etkin madde iceren ¢ozelti organik ¢dzucu igerisinde ¢ozinen PLGA
ve soya fosfotidilkolin iceren ¢ozeltiye (Y) ilave edilmig ve ultrasonik homojenizator
ile kanigtirilarak ve S1/Y primer emdulsiyonu elde edilmigtir. Olusan primer emulsiyon
DSPE-PEG iceren PVA’nin sulu ¢odzeltisine (S2) ilave edilmis ve ultrasonik
homojenizator ile birkez daha karistiriimis ve S1/Y/S2 emulsiyonlari olusturulmustur.
Vakum altinda galistirilan evaporator ile organik ¢ézucu uzaklastiriimis ve 18000
rom’de yapilan santrifij islemi ile LPHNP’lerin ¢oktlurdlmesi saglanmistir. Sekil
3.4’de Yontem 1 sematize edilmistir. SUpernatant kisim uzaklastirildiktan sonra elde
edilen ¢okelek liyoprotektan igeren sulu ¢ozelti ile dagitiimistir ve -55°C de 40 saat

liyofilize edilmistir.

Yagl faz (Y)
PLGA + soya fosfotidilkolinin
organik ¢dzucl icindeki

ic sulu faz (S;) Dis sulu faz (S,)

Ozeltisi
Gemsitabin hidroklorir + PVA ¢ \f SyY \ 7 P¥a DSEE-DEG 7
iceren sulu ¢ézelti emdlsiyonu iceren sulu cézelti
wallaV | Il ey
Emiilsifikasyon | @ (%) (59 e oo Evaporasyon
e _—’ ® ¢ — -
Q|99 e wle
== D, LD,
S,/Y primer S4/YIS; emilsiyonunun LPHNP
emdlsiyonun olugmasi olusmasi

Sekil 3.4. Modifiye ¢ift emilsiyon ¢ozucl ugurma yontemi (Yontem 1) (Fan ve
digerleri, 2013)

Modifiye cift emilsiyon coziici ucurma yontemi ile LPHNP’lerin hazirlanmasi

(Yontem 2)

Bu yontemde etkin madde gemsitabin hidroklorir PVA’nin sulu ¢dzeltisinde (Si)
¢ozulmustur. Etkin madde iceren ¢ozelti organik ¢ozucu igerisinde ¢ozinen PLGA
cozeltisine (Y) ilave edilmis ve ultrasonik homojenizator ile karistirilarak ve Si/Y

primer emulsiyonu elde edilmistir. Olusan primer emulsiyon soya fosfotidilkolin ve
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DSPE-PEG igeren PVA'nin sulu c¢ozeltisine (S2) ilave edilmig, ultrasonik
homojenizator ile karistirlmis ve Si1/Y/Sz2 emulsiyonlari olusturulmustur. Vakum
altinda calistirilan evaporator ile organik ¢ézticl uzaklastiriimis ve 18000 rpm’de
santrifij edilerek LPHNP’lerin ¢okturilmesi saglanmistir. Sekil 3.5’'de Yontem 2
sematize edilmigtir. SUpernatant kisim uzaklastirildiktan sonra elde edilen ¢okelek

liyoprotektan igeren sulu ¢ozelti ile dagitilmistir ve -55°C de 40 saat liyofilize

edilmigtir.
Dis sulu faz (S,)
Yagli faz (Y) PVA + soya fosfotidilkolin
i¢ sulu faz (S,) P'I'.QA’pl'n.orgapi!ﬁv . \j S,Y \j +PSP_E-PEG iceren sulu \j
Gemsitabin hidroklorir + ¢0zlicti icindeki cozeltisi cozelti

emiulsiyonu

PVA iceren sulu ¢dzelti Cr\ {'\: gr\ n:

Emilsifikasyon| & GQ - i Evaporasyon
® >l * . >
0 e e (O T oo
== g . S, D,
S4/Y primer S4/YIS, emiilsiyonunun LPHNP
emllsiyonun olugsmasi olusmasi

Sekil 3.5. Modifiye ¢ift emilsiyon ¢6ztcl ugurma yontemi (Yontem 2) (Fan ve
digerleri, 2013)

Modifiye nanocoktirme yontemi ile LPHNP’lerin hazirlanmasi

Gemsitabin hidroklorur distile suda ¢6zulmus ve ¢ozeltinin Uzerine asetonitril ilave
edilmistir. Bu ¢ozeltiye PLGA’nin asetonitril icerisindeki ¢ozeltisi eklenmistir. DSPE-
PEG ve soya fosfotidilkolinin %4 etanol igeren sulu ¢dzeltisi hazirlanmis, 65°C’ye
kadar isitilmistir. Bu ¢oOzeltiye gemsitabin hidroklorir ve PLGA igeren ¢ozelti
manyetik karigtirici altinda damla damla ilave edilmistir. Elde edilen karigim 3 dakika
vorteks karistiriciyla sonrasinda ise organik ¢6zicUnin ugurulmasi igin 2 saat
manyetik karistiriciyla karistirlmistir. Elde edilen stspansiyon 18000 rpm’de
santrifij edilerek LPHNP’lerin ¢oktlrilmesi saglanmistir. Sekil 3.6’da modifiye
nanogoktirme ydntemi sematize edilmigtir. Stpernatant kisim uzaklastirildiktan
sonra elde edilen ¢okelek liyoprotektan iceren sulu ¢ozelti ile dagitiimistir ve -55°C

de 40 saat liyofilize edilmistir.
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Gemsitabin hidroklorir ile
PLGAnIn asetonitril/su
karisimi icindeki ¢ozeltisi B

Organik ¢6zlcunun ucurulmasi

LPHNP

Soya fosfotidilkolin + DSPE-PEG'in
%4 etanol iceren sulu ¢ozeltisi

Sekil 3.6. LPHNP’lerin nanogOktirme yontemi ile hazirlanmasi (Klippstein ve
digerleri, 2015)

LPHNP formulasyonlarinda yapilan 6n calismalar

On calismalarda modifiye cift emiilsiyon ¢oéziici ugurma ydéntemleri (Yontem 1 ve
Yontem 2) ile modifiye nanogoktirme ydntemi kiyaslanmigtir. Farkli molekal
agirhgina sahip PLGA 50:50 polimerleri kullaniimis soya fosfotidikolinin (SPC) farkl
fazlara (organik faz ve dis sulu faz) ilave edilmesinin formulasyonlar Gzerine etkisi
incelenmigtir. Literatlr verilerinden hareketle SPC/PLGA kitlece orani %20
kullanarak formulasyonlarin hazirlanmasina karar verilmigtir. Yontem 1 kullanilarak
hazirlanan formulasyonlar (soya fosfotidilkolinin organik faza ilave edildigi) Cizelge
3.16’da ve Yontem 2 (soya fosfotidilkolinin dis sulu faza ilave edildigi) kullanilarak
hazirlanan formulasyonlar Cizelge 3.17°de gosterilmistir. Modifiye nanog¢oktirme

yontemi ile hazirlanan formulasyona ait bilgiler Cizelge 3.18’de belirtilmigtir.
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Cizelge 3.16. Yontem 1 kullanilarak hazirlanan LPHNP formulasyonlari

PLGA 50:50 (7-17 kDa) (Asit) | 120 mg (O-LPHNP1)
PLGA 50:50 (38-54 kDa) (Asit) | 120 mg (O-LPHNP2)

Organik faz ——
Soya fosfotidilkolin 24 mg
Organik ¢ozucl 2 mL (DCM:ACE) (1:2 h/h)
. Gemsitabin hidroklorUr 4 mg
I¢ sulu faz
PVA (31-50 kDa) (%1) 0,8 mL
Dis sulu faz PVA (31-50 kDa) (%2) 3mL

Cizelge 3.17. Yontem 2 kullanilarak hazirlanan LPHNP formulasyonlari

PLGA 50:50 (7-17 kDa) (Asit) 120 mg (O-LPHNP3)
Organik faz PLGA 50:50 (38-54 kDa) (Asit) | 120 mg (O-LPHNP4)
Organik ¢ozucl 2 mL (DCM:ACE) (1:2 h/h)
. Gemsitabin hidroklorur 4 mg
I¢ sulu faz
PVA (31-50 kDa) (%1) 0,8 mL
Soya fosfotidilkolin 24 mg
Dis sulu faz
PVA (31-50 kDa) (%2) 3mL

Cizelge 3.18. Modifiye nanoc¢okturme yontemiyle hazirlanan LPHNP

formulasyonlari

PLGA 50:50 (38-54 kDa) (Asit) | 120 mg (O-LPHNPS5)
Organik faz Organik ¢6zlcu 2 mL asetonitril
4 mg
Gemsitabin hidroklorur
(Distile su/asetonitril karisimi iginde)
Sulu faz
Soya fosfotidilkolin 24 mg
%4 etanol

Modifiye nanogoktirme yontemi ile hazirlanan LPHNP formilasyonunda modifiye

¢ift emulsiyon ¢6zlcl ugurma yontemleri (Yontem 1 ve Yontem 2) ile hazirlanan

formUlasyonlara gore dusuk enkapsulasyon etkinligi ve yuksek partikil boyutu
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gozlenmigtir. Modifiye cift emulsiyon ¢ozicu ugurma yontemleri incelendiginde
Yontem 1’in Yontem 2'ye gore enkapsulasyon etkinligini ve partikul buyuklugu
acisindan daha basarili sonuglar verdigi goéralmustir. Bundan sonraki ¢calismalarda
LPHNP formdlasyonlarinin hazirlanmasinda Yontem 1'in kullanilmasina karar

verilmigtir.

Optimum nanopartikil formualasyonunda oldugu gibi PLGA 50:50, PLGA 65:35 ve
PLGA 75:25

hazirlanmigtir. Formulasyonlara ait bilgiler Cizelge 3.19'da belirtiimistir.

ile (1.1 a/a) oraninda karistirlarak LPHNP fomulasyonlari

Cizelge 3.19. PLGA 50:50/PLGA 65:35 ve PLGA 50:50/PLGA 75:25 karigimlari ile
hazirlanan LPHNP formulasyonlari

O-LPHNP6 O-LPHNP7

PLGA 50:50 (38-54 kDa) (Asit) 60 mg 60 mg
PLGA 65:35 (24-38 kDa) (Asit) 60 mg

Organik faz |PLGA 75:25 (4-15 kDa) (Asit) 60 mg
Soya fosfotidilkolin 24 mg 24 mg
Organik ¢ézucu DCM:ACE (1:2 h/h) | 2 mL 2mL

. Gemsitabin hidroklorir 4 mg 4 mg

I¢ sulu faz
PVA (31-50 KDa) (%1) 0,8 mL 0,8 mL

Dis sulu faz | PVA (31-50 KDa) (%2) 3mL 3mL

PLGA 50:50/PLGA 65:35 (1:1 a/a) olusan karigimla hazirlanan formulasyonun
(O-LPHNPG) PLGA 50:50/PLGA 75:25 (1:1 al/a) polimer karigimi kullanilan
formilasyona gore (O-LPHNP7) enkapsilasyon etkinligi yiksek bulunmustur.
Bundan sonraki ¢alismalarda PLGA 50:50 ve PLGA 65:35 polimer karisimlarinin
kullaniimasina karar verilmigtir. LPHNP sistemini olusturan son kisim DSPE-PEG
ile kaplama iglemidir. En ylksek enkapsulasyon etkinligi elde edilen (O-LPHNP6)
formilasyonu pegile edilmis ve iki farkli liyoprotektan (trehaloz ve mannitol)
kullanilarak liyofilize edilmigtir. Formulasyonlara ait bilgiler Cizelge 3.20°de

gosterilmigtir.
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Cizelge 3.20. LPHNP formulasyonlarinda farkli liyoprotektanlarin etkisi

O-LPHNPS O-LPHNP9
PLGA 50:50 (38-54 kDa) (Asit) 60 mg 60 mg
PLGA 65:35 (24-38 kDa) (Asit) 60 mg 60 mg
Organik faz
Soya fosfotidilkolin 24 mg 24 mg
Organik ¢ozici DCM:ACE (1:2 h/h) 2mL 2mL
] Gemsitabin hidroklorir 4 mg 4 mg
Ic sulu faz
PVA (31-50 KDa) (%1) 0,8 mL 0,8 mL
DSPE-PEG2000 13,11 mg 13,11 mg
Dis sulu faz
PVA (31-50 KDa) (%2) 3mL 3mL
Mannitol (%10) 1,5mL -
Liyofilizasyon
Trehaloz (%10) - 1,5mL

Trehaloz kullanarak liyofilize edilen formulasyonda mannitol kullanarak liyofilize
edilene gore daha kuguk partikal bayUkligu ve dusuk polidispersite indeksi elde
edilmistir. Bu asamadan sonraki formulasyon gelistirme calismalarinda
liyoprotektan olarak trehaloz kullaniimistir. Bu sonuglar dogrultusunda deney

tasarimi kullanilarak LPHNP formulasyonlari hazirlanmigtir.

Deney tasarimi uygulanarak hazirlanan LPHNP formiilasyonlari

On denemeler ve literatlir incelemelerine gére LPHNP formdlasyonlari hazirlamak
icin dnemli olan bagdimsiz parametreler ile alt ve Ust limitler belirlenmistir. LPHNP
formilasyonlarini hazirlamak igin tespit edilen parametrelerin uygun oranlarinin
belilenmesi amaciyla yanit yuzey tasarimlari yontemlerinden merkezi birlesik
tasarim yontemi kullanilmigtir. Desing-Expert Version 6.0.6 DoE programi

kullanilarak deney tasarimi yapilmigtir.
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Deney tasarimindaki bagimsiz parametreler,
A: PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani

B: % Soya fosfatidilkolin/PLGA orani
C: DSPE-PEG miktandir.

Bagimli parametreler,
Y1: % enkapsulasyon etkinligi,
Y2: Partikdl baydklaga,

Y3: 24 saatteki % kimulatif etkin madde salimi kullaniimistir.

LPHNP formulasyonu hazirlanirken uygulanan deney tasarimdaki bagimsiz

degdiskenler ve kullanilan limitler Cizelge 3.21°de verilmigtir.

Cizelge 3.21. LPHNP formulasyonu hazirlanirken uygulanan deney tasarimdaki
bagimsiz degiskenler ve kullanilan limitler

Alt limit Ust limit
PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani 0,5 1,5
% SPC/PLGA orani %10 %30
DSPE-PEG miktari 5 mg 15 mg

Merkezi birlesik yanit ylzey deney tasarimina gore tasarim yapilmigtir. Bagimsiz
degisken sayisi k, n tekrarlanan merkez noktalar olmak Uzere tasarimdaki toplam
deney sayisi 2 + 2k + n ile bulunmustur. Deney tasarimindaki bagimsiz degisken
sayisi (k) 3’'tur. Merkezi birlesik deney tasariminda 6 tane tekrarlanan merkez nokta,
6 tane (2*bagdimsiz dedisken sayisi, 2*3=6) aksiyal nokta ve 8 tanesi
(2bagimsiz degisken sayisi 23=8) de faktoriyel noktalar olmak lzere toplam 20 (8+6+6=20)
deney yapilmasi tasarlanmistir. a degderi 2%4=1,682 (2¥4, 2%4=1,682) olarak
bulunmustur. Cizelge 3.22’de deney tasarimina ait kodlanmis ve normal seviyeler
gosterilmigtir.
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Cizelge 3.22. Merkezi birlesik deney tasarimina ait kodlanmis ve normal seviyeler

KODLANMIS SEVIYELER NORMAL SEVIYELER
Formiilasyon | Nokta Yerlegimi PLGA 50:50/ % SPC/PLGA DSPE-PEG PLGA 50:50/ % SPC/PLGA DSPE-PEG
65:35 orani orani miktari (mg) 65:35 orani orani miktari (mg)
LPHNP1 0 0 0 1,00 20,00 10,00
LPHNP2 0 0 0 1,00 20,00 10,00
LPHNP3 Merkez 0 0 0 1,00 20,00 10,00
LPHNP4 Noktalar 0 0 0 1,00 20,00 10,00
LPHNP5 0 0 0 1,00 20,00 10,00
LPHNP6 0 0 0 1,00 20,00 10,00
LPHNP7 1,682 0 0 1,84 20,00 10,00
LPHNPS8 0 1,682 0 1,00 36,82 10,00
LPHNP9 Aksiyal 0 0 1,682 1,00 20,00 18,41
LPHNP10 Noktalar -1,682 0 0 0,16 20,00 10,00
LPHNP11 0 -1,682 0 1,00 3,18 10,00
LPHNP12 0 0 -1,682 1,00 20,00 1,59
LPHNP13 -1 -1 -1 0,50 10,00 5,00
LPHNP14 -1 -1 1 0,50 10,00 15,00
LPHNP15 -1 1 -1 0,50 30,00 5,00
LPHNP16 Faktoriyel -1 1 1 0,50 30,00 15,00
LPHNP17 Noktalar 1 1 1 1,50 30,00 15,00
LPHNP18 1 1 -1 1,50 30,00 5,00
LPHNP19 1 -1 1 1,50 10,00 15,00
LPHNP20 1 -1 -1 1,50 10,00 5,00
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3.4. Gelistirilen Nanopartikiil, Lipozom ve LPHNP Formiilasyonlari Uzerinde

Yapilan in Vitro Kontroller

3.4.1. Partikil buyuklugu ve dagihmi

Formulasyonlarin partiktl bayuklugu ve dagilimi Malvern Zetasizer Nano ZS aleti
ile élgtlmustir. Cihazin partikal buyukltgua élgim arahigi 0,3 nm-10 uym arasindadir.
Cihaz partikdl buydklaga ve dagihmini dlgerken Dynamic Light Scattering (DLS)
(Dinamik Isik Sacilimi) teknigini kullanmaktadir. Bu teknik Brown hareketleri
gerceklestiren partikullerin  farkh difuzyon Ozellik gostermelerinin  6lgimuine
dayanmaktadir. Disperse haldeki partikiller tGzererine lazer 1sin1 gonderildiginde
partikiller sahip olduklari Brown hareketleri sayesinde 1s1§1 farki siddetlerde
sacarlar. Brown hareketlerinin hizina gore bu sacilimlar farkhlik gostermektedir ve
Stokes-Einstein esitligi kullanilarak partikil buyudklugu hesaplanmaktadir (Malvern,
2017). Distile su icinde nanopartikil, lipozom ve LPHNP formilasyonlari disperse
edilerek partikal  buyuklugu  olgme  kuvetine  konulmus ve  Olgumler

gerceklestiriimistir. Deneyler Ug¢ paralel tekrar edilmistir (n=3).

3.4.2. Zeta potansiyeli 6lgumleri

Nanopartikil, lipozom ve LPHNP formuilasyonlarinin zeta potansiyel olgimleri
Malvern Zetasizer Nano ZS aleti kullanilarak yapilmistir. Cihaz zeta potansiyeli
Olcimunde elektroforez calisma prensibini kullanmaktadir. Elektroforez partikullerin
elektriksel alandaki hareketlerini ifade etmektedir. Zeta potansiyel hlcreleri iki
elektrottan olugmaktadir. Bir elektriksel alan elektrotlara uygulandiginda net yuke
sahip tanecikler karsit yike sahip elektroda dogru hizla hareke eder. Taneciklerin
bu hareketi zeta potansiyelleri ile baglantiidir ve c¢esitli modellemelerle
hesaplanmaktadir. Nanopartikil, lipozom ve LPHNP formilasyonlari distile su
icinde disperse edilerek alette 6lgum yapilmistir. Deneyler Gg paralel tekrar edilmistir
(n=3).
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3.4.3. Yuzde enkapsilasyon etkinligi (%EE)

Enkapsulasyon etkinligi hesaplamak i¢in 5 mg liyofilize haldeki nanopartikl,
lipozom ve LPHNP formulasyonu tartilarak 5 mL organik ¢ézicu igerisinde disperse
edilmistir. Nanopartikil ve LPHNP formulasyonlarini disperse etmek igin
diklorometan, lipozom formulasyonlarini disperse etmek icin kloroform organik
¢ozucu olarak kullanilmistir. Dispersiyon 1 dk vorteks karigtiricida karistirildiktan
sonra 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir. Uzerine 10 mL pH 7,4 fosfat
tamponu ilave edilerek 10 dakika vorteks karistici karistirilmis ve 1 saat mekanik
calkalayici ile galkalanmigtir. Calkalama iglemi sonucunda organik faz ile sulu fazin
ayriimasi saglanmistir. Ustteki sulu kisim 0,22 um'lik membran filtreden suzilerek

HPLC'de analiz edilmigtir. Deneyler Ug¢ paralel tekrar edilmigstir (n=3).

% enkapsulasyon etkinligi, analizle elde edilen etkin madde miktarinin, baglangicta
formilasyona ilave edilen etkin madde miktarina ylzdece oranidir. %
enkapsulasyon etkinligini hesaplamak icin kullanilan esitlik asagida gosterilmigtir
(Es. 3.1).

Pratikte analiz edilen etkin madde miktari
%EE=

- Toplam ilave edilen etkin madde miktari x 100

(Es. 3.1)
3.4.4. Yiizde ilag yiiklenmesi (%iY)
Yuzde ilag yuklenmesi formulasyonlar icindeki toplam etkin madde miktarinin,
formulasyonlarin toplam kitlesine ylizdece oranidir. Buna goére % ilag yuklenmesini

hesaplamak i¢in kullanilan esitlik séyledir (Es. 3.2).

o%iy= Formulasyonun igindeki toplam etkin madde miktari « 100
o7 Formulasyonun toplam kutlesi

(Es. 3.2)
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3.4.5. in vitro salim galigmalari
in vitro salim yéntemini belirlemek icin nanopartikil formiilasyonlari kullanilmis ve
iki farkli salim yéntemi denenmistir. Bu yontemler Franz difizyon hicresi yontemi

ve diyaliz tip yontemidir.

Franz difizyon hiicresi yontemi

Franz difizyon hicresi yontemi kullanilarak gergeklestirilen in vitro salim deneyleri
su banyosunda 37+1°C’de pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde yapilmistir. 12400 Da
selliloz membran kullaniimigtir. Membranlar bir gece pH 7,4 fosfat tamponu
icerisinde bekletilmistir. Diyaliz membran Franz hicrelerinin ortasina yerlestirilmistir.
Hucrelerin alt kismina (reseptér kompartman) pH 7,4 fosfat tamponu (2,5 mL), Ust
kismina (donor kompartman) pH 7,4 fosfat tamponu igindeki etkin madde ¢ozeltisi,
liyofilize haldeki nanopartikil, lipozom ve LPHNP dispersiyonlari (2 mg/mL)
koyulmustur. Sekil 3.7'de Franz diflizyon hlicresinin sematik gésterimi vardir. Deney
ortam sicakligi sabit tutulup sabit karistirma hizinda gergeklestirilmistir. Belirli
zamanlarda (0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 12; 24. saat) alt kisimdan ornekler alinmig 0,22 pm’lik
membran filtreden siiziilmis ve HPLC’de analiz edilmistir. Ornekler alindiktan sonra
cekilen 6rnek hacmi kadar alt kisma pH 7,4 fosfat tamponu ilave edilmigtir. Deneyler

uc paralel tekrar edilmistir (n=3).

Dondr kompartman —D,J L\

/D 4 Diyaliz membran
— |

I = Reseptdr kompartman
Omek alinan kisim

Sekil 3.7. Franz difuzyon hicresinin sematik gdsterimi (Permegear, 2017).
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Diyaliz tiip yontemi

Diyaliz tip yonteminde diyaliz membran 24 saat boyunca pH 7,4 fosfat tamponunda
islatiimigtir. Bu yontemde 12400 kDa seliloz membran igerisine 3 mL liyofilize
nanopartikil suspansiyonu (6 mg/mL) konulmus ve membranin her iki ucu
baglanmistir. Elde edilen diyaliz torbasi 20 mL pH 7,4 fosfat tamponu ortamina
birakilmis belirli zamanlarda (0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 12; 24. saat) 1 mL’lik érnekler
alinarak 0,22 ym’lik membran filtreden suzilmuis ve HPLC’de analiz edilmistir. Sekil
3.8'de diyaliz tip yontemi sematize edilmistir. Ornekler alindiktan sonra cekilen
ornek hacmi kadar ortama pH 7,4 fosfat tamponu ilave edilmigtir. Deney 37+£1°C
sicaklikta sabit karistirma hizinda gerceklestiriimistir. Deneyler G¢ paralel tekrar

edilmistir (n=3).

L 0° ° o
o
°o o e
FEA °
o -~ o ° ~ (-]
° ° o
o =e %o
o © o o 9
‘ o ol 2
; s ° o °
llac yuqu ) 4 - =
nanopartikiller B °, o Lo
o
- D, = JF
\S 2t Z w2 2
Diyaliz baslangici Diyaliz sonu

Sekil 3.8. Diyaliz tip yontemi sematik gosterimi (Liu ve digerleri, 2016)

Her iki ydontemde de nanopartikil formulasyonlarinda benzer sonuglar elde
edilmigtir. Kolay hazirlanabilmesi, daha az yer kaplamasi ve ¢ok sayida salim
deneyi yapmaya daha elverigli oldugu icin Franz difizyon hlicresi yontemiyle salim
calismalarina devam edilmesine karar verilmigtir. Zamana karsi elde edilen
kimaulatif salim profilleri sonuglarindan gemsitabin hidroklortr yukli nanopartikul,
lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin salim kinetikleri belirlenmistir. Bu amagla
DDSolver programi kullaniimistir. Salim kinetiklerinin belirlenmesinde Cizelge

3.23'deki denklemlerden faydalaniimigtir.



93

Cizelge 3.23. Salim kinetiklerinin belirlenmesinde kullanilan esgitlikler (Siswanto ve
digerleri, 2015)

Model Esitlik

1.derece F=100 [1-Exp(-k1 t)]

Higuchi F=kn t0

Hixson-Crowell F=100 [1-(1-knc t)9]
Hopfenberg F=100 [1-(2-kns )"

Weibull F=100 {1-Exp[-(t?)/a]}
Korsmeyer-Peppas F=kkp t"

Baker-Lonsdale 3/2 [1-(1-F/100)@]-F/100=ksL t

3.4.6. Stabilite galigmalari

Gemsitabin hidroklorar yUkli nanopatikdl, lipozom ve LPHNP formulasyonlari

Uzerinde in vitro ve in vivo stabilite ¢galismalari yapilmistir.

in vitro stabilite testleri

Gemsitabin hidroklorlr igeren liyofilize haldeki pegile nanopartikil, lipozom ve
LPHNP formulasyonlari 4°C, 25+2°C/%60+5 bagil nem ortamlarinda 12 ay ve
404£2°C/%75+5 bagil nem ortamlarinda 6 ay sureyle bekletiimis ve stabilite
calismalari gercgeklestiriimistir. Farkli kosullarda saklanan formulasyonlardaki
gemsitabin hidroklortr miktari, partikal buyukligu ve zeta potansiyeli dl¢tlerek TEM
(Transmission Electron Microscopy) ve SEM (Scanning Electron Microscopy)
goruntilemeleri yapilmistir. Ayrica formulasyonlarin her bir saklama kosulundaki
yuzde bozunmadan kalan etkin madde miktarlarindan hareketle raf omdurleri

belirlenmistir.
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Formlilasyonlardaki gemsitabin hidrokloriir ylizdesi

Gemsitabin hidroklorir iceren liyofilize nanopartikll, lipozom ve LPHNP
formUlasyonlarindaki etkin madde miktari baslangi¢ (0. gun), 1., 2., 3., 4., 5., 6., 9.
ve 12. aylarda HPLC yontemi ile tayin edilmistir. Baglangica gore, farkli zamanlarda
formuUlasyonlar igerisindeki gemsitabin hidroklorar miktarlarindan hareketle % kalan

etkin madde hesaplanmigtir.

Formdilasyonlarin partikil blydkliga ve dagilimi

Gemsitabin hidroklorir iceren liyofilize nanopartikll, lipozom ve LPHNP
formuUlasyonlarinin partikil bayukligu ve dagilimi Malvern Zetasizer Nano ZS aleti
ile baglangi¢ (0. gun), 1., 2., 3., 4., 5., 6., 9. ve 12. aylarda tayin edilmistir.
Formdilasyonlarin zeta potansiyeli

Gemsitabin hidroklorir iceren liyofilize nanopartikul, lipozom ve LPHNP
formUlasyonlarinin zeta potansiyelleri Malvern Zetasizer Nano ZS aleti ile baglangig

(0.gun), 1., 2., 3.,4.,5., 6., 9. ve 12. aylarda tayin edilmigtir.

Formiulasyonlarin in vivo ortami taklit eden farkli ortamlardaki stabilite testlerinin

degerlendiriimesi

Fosfat tamponu (pH 7,4), FBS ve %90 fosfat tamponu + %10 FBS ortamlari
icerisindeki liyofilize lipozom, nanopartikil ve LPHNP formulasyonlari 5 gin
suresince 37+1°C de su banyosunda bekletilmistir. Belirli araliklarla érnekler alinip

partiktl bayukltgu, dagilimi ve zeta potansiyeli dlgimleri yapilmistir.

3.4.7. Formiulasyonlarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Formulasyonlarin TEM goriintileri

Gemsitabin hidroklortr yukli nanopatikul, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin

sekilleri TEM (Transmission Electron Microscopy ) ile gériintilenmistir. Olglimler
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Orta Dogu Teknik Universitesi TEM Laboratuvari’'nda gergeklesmistir. Kullanilan
TEM cihazinin markasi FEI Tecnai G? Spirit Bio Twin’dir. TEM ile goériintileme
yapmak igin distile su icerisinde stspande haldeki bir damla nanopartikil, lipozom
ve LPHPN formulasyonu karbon kapli bakir grid Gzerine damlatiimis ve partikilerin

karbon materyale yapigsmasi saglanmigtir. TEM’de 120 kV’da inceleme yapilmistir.

Formiulasyonlarin SEM goéruntuleri

Gemsitabin hidroklortr yUkli nanopatikil, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin
sekilleri ve yuzey Ozellikleri SEM (Quanta 400F Field Emission SEM, ylksek
¢6zUnUrlUklG taramali elektron mikroskobu) cihazi kullanilarak incelenmistir.
Liyofilize haldeki formulasyonlardaki liyoprotektanin nanotasiyicilarin SEM ile
goruntilenmesini engelledigi tespit edilmigtir. Goruntlilemenin gergeklestirilebilmesi
icin liyofilizasyon islemi uygulanmamis formulasyonlar hazirlanmis ve 25°C
sicaklikta 48 saat kurutulmustur. Formulasyonlar, iki tarafi yapiskan bant aracihgi
ile metal levhalar Uzerine sabitlenmis, altin-paladyum karisimi ile kaplanarak

fotograflari ¢ekilmigtir.

3.5. Hucre Kiiltiira Galigmalari

Deneylerde MCF-7 ve MDA-MB-231 olmak Uzere iki tip meme kanseri hicre dizisi
kullaniimigtir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hucre dizileri ATCC’den (American Tissue
Culture Collection) alinmistir. Hucreler %10 serum, %100 U/ml penisilin ve 100
pug/ml streptomisin iceren DMEM’li besi yerinde 37 C’de %5 karbondioksit igeren
inkUbatorde kdaltire edilmistir. BUtin deneylerde blyume fazindaki htcreler
kullanilmistir. Hiicre kiltiri calismalari Gazi Universitesi Eczacilik Fakdiltesi

Farmakoloji Anabilim Dal’nda gergeklestiriimistir.

3.5.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerinde gemsitabinin hidrokloririin

sitotoksik etkilerinin MTT testi ile degerlendirilmesi

MTT testi ile gemsitabin hidrokloriir ¢ézeltisi, ticari Griin Gemko® ve gemsitabin
hidroklorir igceren nanopartikual, lipozomlar ve LPHNP formulasyonlarinin

sitotoksisiteleri degerlendirilmigtir. MTT hlcrenin mitokondriyal aktivitesinden
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hareketle sitotoksisiteyi 6lcmeye dayanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. 96
cukurlu plakalarin her gukuruna 5x102 hiicre olacak sekilde MCF-7 ve MDA-MB-231
hicreleri ekilmistir. Hlicre yogunlugu %70-80 olduktan sonra hicrelerin besi yeri
fenol kirmizisi icermeyen besi yeri ile degistiriimistir. Artan konsantrasyonlarda
(0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 pM, 100 pM, 1000 pM) hazirlanan gemsitabin hidroklorur
cozeltisi, Gemko® ve gemsitabin hidrokloriir yikli nanapartikiil, lipozom, LPHNP
formuUlasyonlari hicrelere verilmis ve %5 karbondioksit igceren inktbatérde 37°C’de
72 saat inkube edilmistir. 72 saatin sonunda hucrelerin Uzerindeki besi yeri
uzaklastirilmis ve hucreler bir kez PBS ile yikanmigtir. Hicrelerin Gzerine 200 pL
fenol kirmizisi igermeyen besi yeri konulduktan sonra her bir gukura 50 yL MTT
solisyonu (1 g/L, PBS de hazirlanmig) eklenmistir. Ayrica (-) kontrol olarak bos lg¢
cukura sadece 200 uL besi yeri ve bagka bos l¢ gukura da 200 pL besi yeri + 50 L
MTT solusyonu ilave edilmistir. Hlcreler 3 saat MTT solusyonu ile inktbe edildikten
sonra suUpernatant atilmigtir ve her bir gukura (tepkime sonrasi olusan mor renkli
formazan kristallerinin Uzerine) 160 pL DMSO ilave edilmis ve formazan
kristallerinin ¢éztinmesi icin ¢alkalayicida 10 dakika bekletilmistir. 570 nm’de plaka
okuyucu kullanilarak her bir gukurun absorbans degeri ol¢liimustir. GraphPad
Prism 5 programi kullanilarak logaritmik konsantrasyona karsi absorbans degerleri
girilmig ve nonlinear regresyon yapilarak gemsitabin hidroklorur ¢ozeltisi, ticari trin
Gemko® ve gemsitabin hidroklorir yukli formilasyonlarin ICso  degerleri
hesaplanmistir. Her iki hiicre icin, sadece kanser hicreleri ve besi yeri iceren kontrol
gruplan belirlenmistir. Ayrica etkin madde icermeyen nanopartikul, lipozom ve
LPHNP formulasyonlari da nanotagiyici sistemlerin sitotoksisitelerinin incelenmesi

icin hucrelere uygulanmistir.

3.5.2. Formiulasyonlarin hiicre igine gecis deneyleri

Floresan goruntuleme

1x10* MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicresi 96 gukurlu cam plakanin her bir kuyucuguna
ekilmigtir. Ertesi gln hicreler kumarin-6 c¢ozeltisi, etkin madde igermeyen
kumarin-6 yUkll lipozom, nanopartiktl ve LPHNP formulasyonlari ile 4 saat boyunca
inkiibe edilmistir (100 ug/mL). 4 saat sonunda hucreler PBS ile 2 kez yikanmigtir.

Hucreler %?2’lik paraformaldehit ile 15 dakika fikse edilmis ve sonrasinda
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%0,1 Triton X-100 ile 5 dakika permeabilize edilmistir. NUkleik asitleri boyamak igin
hicreler 0,1 ug/mL DAPI ¢ozeltisi ile 5 dakika inkliibe edilmistir. Floresan isima Leica
DMIL floresan mikroskop ile gortntilenmis ve Leica DFC 420C kamera ile kayit
edilmistir. Kullanilan hicrelerin faz kontrast mikroskop goérintileri Resim 3.1 (MCF-

7 meme kanseri hicresi) ve Resim 3.2’de (MDA-MB-231 meme kanseri hucresi)

verilmigtir.

Resim 3.1. MCF-7 hucrelerinin Leica mikroskoptaki faz kontrast gortntuleri

Resim 3.2. MDA-MB-231 hucrelerinin Leica mikroskoptaki faz kontrast goruntuleri

Floresan siddetinin élcimu

1x10* MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicresi 96 gukurlu cam plakanin her bir kuyucuguna
ekilmigtir. Ertesi gln hlcrelerin besi yeri yeni besi yeri ile degistiriimis ve hucreler
kumarin-6 ¢ozeltisi, etkin madde igermeyen kumarin-6 yUkli lipozom, nanopartikdil
ve LPHNP formulasyonlari ile 4 saat boyunca inkibe edilmistir (100 pg/mL).
inkiibasyon sonrasinda hiicreler 3 kez PBS ile yikanmistir. Hicreler %2’lik

paraformaldehit ile 15 dakika fikse edilmis ve hlcrelerin igindeki floresan yogunlugu
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SpectraMax® i3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices) kullanilarak

OlcUimustar.

Formulasyonlardan etkilenen hucre sayisinin belirlenmesi

Kumarin-6 c¢oOzeltisini, etkin madde icermeyen kumarin-6 yUklu lipozom,
nanopartikil ve LPHNP formulasyonu igine alan hicre sayisinin dedeksiyonu Tali
Image-Based Cytometer (Life Sciences) kullanilarak gergeklestirilmistir. 2x10°
MCF-7 ve MDA-MB-231 hucresi 12 gukurlu plakanin her bir kuyucuguna ekilmistir.
Ertesi guin hucrelerin besi yeri yeni besi yeri ile degistiriimis ve hucreler kumarin-6
¢ozeltisi, kumarin-6 yuklu lipozom, nanopartikil ve LPHNP formulasyonlari ile 4 saat
boyunca inkibe edilmistir (100 uyg/mL). Daha sonra hucreler tripsinlenmis ve 10
dakika 400 x g'de santriflj edilmigtir. Santrifij sonrasi pellet 50 pL PBS ile
resuspande edilmis ve ornekler Tali sisteminin slaytlarina ylklenerek analiz

edilmistir. Resim 3.3’de Tali Image-Based Cytometer cihazinin gorintisu verilmistir.

Resim 3.3. Tali Image-Based Cytometer cihazi



99

3.6. Ticari Uriin Gemko® ve Gemsitabin Hidrokloriir Yiklii LPHNP

Formiilasyonlari ile Yapilan in Vivo Galigsmalar

in vivo calismalarda kullanilan hayvanlar

Sprague Dawley cinsi disi siganlar kullaniimistir. in vivo deneyler, Giilhane Askeri
Tip Akademisi Komutanhigi Hayvan Deneyleri Etik Kurul Baskanhdrndan karar no
(14/188) ile onay alinarak yapilmistir. Deneyler Gilhane Egitim ve Arastirma
Hastanesi (Gulhane Askeri Tip Akademisi) Fizyoloji Anabilim Dali Deney Hayvanlari

Arastirma Laboratuvar’'nda gercgeklestirilmigtir.

Hayvanlarda meme kanseri modelinin olusturulmasi

Hayvanlarda kanser modelinin olusturulmasi igin imbred disi Sprague Dawley
sicanlar kullaniimistir. Hayvanlara dogumlarinin 21. guninde 50 mg/kg dozda
nitrozo metil tre (NMU) intraperitonel olarak uygulanmigtir. NMU uygulanmasindan
yaklasik 3-4 ay sonra hayvanlarda meme kanserinin gelistigi gozlenmigtir.

Resim 3.4’de meme tumoru gelisen bir sican gosterilmigtir.

Resim 3.4. Meme tUmora gelismis bir sigan
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Meme tumori olusan hayvanlara uygulanan tedavi

Hayvanlarda meme timori, 200 mm3 hacme ulastiyi zaman tedavilere
baslanmigtir. TUmor hacminin hesaplanmasinda Es. 3.3 kullaniimigtir. Tedavi igin
timor gelisen hayvanlara ticari Griin Gemko® ve gemsitabin hidroklorir yUkli
LPHNP formulasyonlari Cizelge 3.24’de belirtilen dozlarda verilmigtir. Gemsitabin
hidroklorir yukli LPHNP formulasyonlari hayvanlara verilmeden dnce UV is1di
altinda 2 saat sterilize edilmistir. Tedavi 30 giun boyunca 3 gunde bir defa
intraperitonel yol ile uygulanmigtir. Hayvanlara ticari urin serum fizyolojik ¢ozeltisi
icinde c¢ozulerek, LPHNP formulasyonlari ise disperse edilerek verilmistir.
Hayvanlarin her uygulama oncesi agirlik degisimleri gozlenmis ve tumor hacimleri
dijital kumpas kullanilarak olgtlmastir. Kiyaslama yapmak amaciyla higbir
uygulama yapilmayan tumorlt hayvanlar kontrol grubu olarak kullaniimistir. Resim
3.5'de dijital kumpasla tumor boyutlari Olgllen bir hayvan, Resim 3.6'de ise

intraperitonel yoldan ilaglarin uygulanmasi gosterilmistir.
V:0,5x (W2 xL)

V: Timor hacmi (mm3)

W:TUmorun kisa kenarinin uzunlugu (mm)

L: TUmorin uzun kenarinin uzunlugu (mm)

(Es. 3.3)
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Resim 3.5. Dijital kumpas kullanarak timér boyutlarinin élgtiimesi

Cizelge 3.24. Sicanlara uygulanan gemsitabin hidroklorir iceren LPHNP
formulasyonlari, ticari Grin Gemko® dozlari ve deney gruplari

Grup 1 Kontrol

Grup 2 Gemko® (5 mg/kg)
Grup 3 Gemko® (50 mg/kg)
Grup 4 LPHNP (5 mg/kg)
Grup 5 LPHNP (10 mg/kg)
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Resim 3.6. intraperitonel yoldan hayvanlara formiilasyonlarin uygulanmasi

Histopatolojik calismalar

30 gunluk uygulama sonucu tedavi géren tUmorlu siganlarin timor bolgelerinde
ornek alinmig ve patolojik incelemeye gonderilmistir. Sagliklh ve kanser geligen
meme dokusundan da érnekler alinarak tedavi grubuyla kiyaslama yapabilmek igin
patolojik inceleme yapilmistir. Ornekler %10’luk tamponlu formol iginde
bekletiimistir. Parafin bloklardan elde edilen kesitler Hematoksilen-Eozin ile
boyanmistir. Preparatlar Nikon Eclipse E400 1sik mikroskobu ile incelenmistir.

Deneyler GATA Patoloji Bliminde gergeklestirilmistir.

Farmakokinetik calismalar

Farmakokinetik galigmalarda altisar adet saglikli 200£10 gram agirlhiginda 3-4 aylik
disi Sprague Dawley sigan kullaniimistir. Hayvanlara 10 mg/kg dozda gemsitabin
hidroklorlr igeren ticari tGriin Gemko® ve LPHNP formiilasyonlari intraperitonel
yoldan verilmigtir. Belirli zamanlarda (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 12; 24; 48 ve 72. saat)
kuyruk veninden kan 6rnegi alinip heparinli tiplere konulmus ve 10000 rpm’de 10
dakika santrifuj edilerek plazmalar ayriimigtir. Alinan dérnekler analiz edilinceye
kadar -18°C sicaklikta saklanmistir. Resim 3.4’de kuyruk veninden kan alinan bir
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hayvan gosterilmistir. Plazmadaki gemsitabin hidroklorir analizleri HPLC’de
yapilmigtir. Farmakokinetik parametrelerin belirlenmesi igin Kinetica® Version 5.0

programi kullaniimigtir.

Resim 3.7. Siganlarin kuyruk veninden kan alinmasi

3.7. Sonuglarin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglar GraphPad Prism adli istatistik programi kullanilarak t testi ve
tek yonlu varyans analizi (ANOVA) yontemi Tukey Kkarsilastirimali testi ile

istatistiksel olarak degderlendirilmistir.
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4. BULGULAR
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4.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Calismalar

4.1.1. Gemsitabin hidrokloruriin erime derecesi tayini

Gemsitabin hidrokloririin erime derecesi tayini diferansiyel taramali kalorimetri

(DSC) yontemi kullanilarak Bolum 3.2.1'de anlatildigi gibi yapilmistir. Gemsitabin

hidrokloririn DSC termogrami Sekil 4.1’de verilmistir. Gemsitabin hidroklortr

268°C’de endotermik pik vermistir.

vy Thermal Analysis Result

5.00f
0.00

<5.00:

Peak
Onset
Endset
Heat

-10.00:
Gemsitabin hidroklorur

-15.00
10000 ' : " 200.00
Temp [C]

Sekil 4.1. Gemsitabin hidroklortriin erime derecesi tayini

4.1.2. Gemsitabin hidrokloriiriin FTIR analizi

268.12C
250.06C
277.04C
-252 20m.J
-126.100/g

300.00

Gemsitabin hidroklortran fourier transform infrared (FTIR) spektrumlari Bolium

3.2.1’de anlatildigi gibi alinmis ve dalga sayisi cm™ cinsinden degerlendirilmistir.

Gemsitabin hidroklorurin FTIR spektrumu Sekil 4.2’de ve yapisinda bulunan baglar

Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.2. Gemsitabin hidroklorlre ait FTIR spekturumu

Cizelge 4.1. Gemsitabin hidroklortr yapisinda bulunan baglar

Gemsitabin hidroklortrin FTIR Spektrumu | Gemsitabin hidroklorlr yapisinda bulunan baglar
3384 cm? -NH2 bag!

3250-3077 cm =C-H

1675 cm? C=0 bagi

1197 cm? C-0O bagi

4.1.3. Gemsitabin hidroklorurun ortalama partikil boyutunun ve zeta

potansiyelinin élglilmesi

Etkin maddenin ortalama partikil boyutunun Olgiimesi deneyi Bolim 3.2.1°de
anlatildigi gibi yapiimistir. Lazer difraksiyon yontemi ile dlgim yapan Sympatec
Helos Particle Sizer cihazinda gemsitabin hidroklortrin ortalama partikl buyaklagu
12043 pm bulunmustur. Gemsitabin hidrokloririn partikil boyutunu ve dagilimini
gosteren grafik Sekil 4.3'de verilmistir. Gemsitabin hidrokloririin distile su
icerisindeki ¢ozeltisinin zeta potansiyeli pozitiftir ve 5,80+1,22 mV olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.3. Gemsitabin hidroklorire ait partikil buyUklGgu ve dagilimi

4.1.4. Gemsitabin hidrokloririin UV spektrofotometredeki dalga boyu

taramasi

Etkin maddenin pH 7,4 fosfat tamponu ve sigan plazmasi ortamlari igerisindeki
maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunun belirlenmesi ¢aligmalari Bolum
3.2.1°de belirtildigi gibi yapiimistir. Gemsitabin hidrokloririn her iki ortamda da
maksimum absorbans verdigi dalga boyunun (Amax) 268 nm oldugu goérulmustur.
Gemsitabin hidrokloririin pH 7,4 fosfat tamponu igindeki ¢ozeltisinin spektrum
grafigi Sekil 4.4'de, sican plazmasi igerisindeki spektrum grafigi Sekil 4.5’de

gosterilmigtir.
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Sekil 4.4. Gemsitabin hidroklortran pH 7,4 fosfat tamponu ¢ozeltisi icindeki
spektrum grafigi

T A T T R R R

1,000

2 0,500
0,000
0,101 P S S S S S A S S SR R
200,00 400,00 600,00 800,00 900,00
nm.
No. PV Wavelength Abs. Description

1 i 268,00 0,320

2 Q 962,00 0,002

3 L+) 456,00 0,007

4 [+] 250,00 0,269

Sekil 4.5. Gemsitabin hidroklortrin sigan plazmasi igindeki ¢ozeltisinin spektrum
grafigi
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4.2. Gemsitabin Hidrokloriirin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesi

4.2.1. Miktar tayini yontemi (Yontem 1) validasyonu

Gemsitabin hidrokloririn pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki miktar tayinine ait
validasyon calismalari HPLC aleti kullanilarak Bolum 3.2.2°de anlatildigi gibi
gergeklestiriimistir.

Dogrusallik

Gemsitabin hidroklortrin pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki 0,01 pg/mL -5 pg/mL
konsantrasyon araliginda 10 farkli numune hazirlanarak dogrusallik parametresi
degerlendirilmigtir. 3 ayr seri ¢ozeltisi hazirlanmis ve HPLC’ye enjekte edilmistir.
Konsantrasyonlara karsilik gelen pik alanlari bulunmus ve grafige gecirilmistir. Sekil

4.6’da kalibrasyon dogrusu gosterilmistir.

900
800 =
700
600

500

—

400

300

Pik yiiksekligi (mm)

200
y =163,3x + 0,3147

100 R?=0,9999

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (ag/mL)

Sekil 4.6. Gemsitabin hidroklortrin pH 7,4 fosfat tamponundaki kalibrasyon
dogrusu
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Dogruluk ve geri elde

Gemsitabin hidroklortrin pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde hazirlanan %80, %100
ve %120 gemsitabin hidroklorar iceren ¢ozeltilerinde kalibrasyon denklemi
kullanilarak geri elde miktarlari hesaplanmis ve gerekli istatistiksel parametrelerle

degerlendirilmistir. Hesaplanan degerler Cizelge 4.2'de gosterilmigtir.

Cizelge 4.2. Gemsitabin hidroklorturan pH 7,4 fosfat tamponundaki dogruluk ve geri
elde sonuglari

Cozeltideki Cozeltideki Hesapla bulunan

gemsitabin gemsitabin gemsitabin hidroklorir % Geri Varyasyon

hidrokloriir hidroklorir derigimi derisimi (ug/mL) elde katsayisi

ylizdesi (ng/mL) (Ort = SS)

%80 0,32 0,327 £ 0,005 %102 1,53

%100 0,40 0,394 + 0,005 %99 1,17

%120 0,48 0,468 £ 0,002 %98 0,49
Kesinlik

Deney ici ve deneyler arasi kesinlik olmak Uzere iki farkli parametre incelenmistir.

Kesinlik ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayisi ile degerlendirilmistir.

Deney ici kesinlik (Tekrar edilebilirlik)

Gemsitabin hidroklortrin pH 7,4 fosfat tamponu igerisindeki stok c¢ozeltisinden
0,2 pg/mL derisimde hazirlanan ¢ozelti arka arkaya 10 kez HPLC’ye enjekte
edilmigtir. Elde edilen sonuglarin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon
katsayisi hesaplanmistir. Cizelge 4.3'de gemsitabin hidrokloririn pH 7,4 fosfat

tamponu igindeki deney igi kesinlik sonuglari gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Gemsitabin hidroklortrin pH 7,4 fosfat tamponu igindeki deney igi
kesinlik sonuglari

" Ge.r'nsitgb.in. hidro.k!or.i]r Hesapla bulunan derisimler
Ornek No ¢ozeltisinin derigimi (ug/mL)
(pg/mL)
1 0,2 0,203
2 0,2 0,204
3 0,2 0,208
4 0,2 0,206
5 0,2 0,200
6 0,2 0,203
7 0,2 0,210
8 0,2 0,207
9 0,2 0,206
10 0,2 0,203
ORT 0,205
Standart sapma 0,003
Varyasyon katsayisi 1,37

Deneyler arasi kesinlik (Tekrar elde edilebilirlik)

Gemsitabin hidroklorariin pH 7,4 fosfat tamponundaki farkli konsantrasyonlarindaki
cozeltileri birbirini takip eden 3 gun icerisinde 3’er kez HPLC’ye enjekte edilmistir.
Elde edilen pik yuksekliklerine karsilik gelen derisimlerin ortalamasi, standart
sapmas! ve varyasyon katsayisi hesaplanmigtir. Deneyler arasi kesinlige ait

sonuglar Cizelge 4.4’de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.4. Gemsitabin hidroklorurin pH 7,4 fosfat tamponundaki deneyler arasi
kesinlik sonuglari

. . .. . . Varyasyon
Derigim (ug/mL) 1. Giin 2. Gun 3. Gun ORT SS katsayisi
5,0 5,16 5,03 5,18 5,12 0,07 1,30
1,2 1,22 1,22 1,27 1,24 0,02 1,91
0,4 0,409 0,409 0,423 0,414 0,007 1,60
0,2 0,205 0,206 0,205 0,205 0,001 0,23
Ozgiinliik ve secicilik
Kullanilan analiz yénteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi

saptayabildiginin, formulasyon igindeki yardimci maddelerin ayni dalga boyunda
absorbans gosterip gostermediginin kontroll yapiimistir. Etkin madde, gemsitabin
hidroklorir icermeyen nanopartikil, lipozom ve LPHNP formilasyonuna ait

kromotogramlar Sekil 4.7-Sekil 4.10 arasinda gosterilmistir.

Gemesitabin HCI

Sekil 4.7. Gemsitabin hidroklortrin pH 7,4 fosfat tamponundaki kromatogram
(1,2 ug/mL)
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Sekil 4.8. Etkin madde igermeyen nanopartikul formulasyonuna ait kromatogram

Sekil 4.9. Etkin madde igermeyen lipozom formulasyonuna ait kromatogram
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Sekil 4.10. Etkin madde icermeyen LPHNP formulasyonuna ait kromatogram

Duyarlilik ve saptama siniri

Geligtirilen analitik yontemin duyarhlik siniri (LOD) ve saptama siniri (LOQ)
hesaplanmistir. Analitik yontemin duyarlilik siniri (LOD) 5,430 ng/mL, saptama siniri
(LOQ) 16,454 ng/mL olarak bulunmustur.

Gemsitabin hidrokloriiriin  cozeltisinin  farkli sicaklik kosullarindaki stabilite

calismalari

Gemsitabin  hidrokloririn pH 7,4 fosfat tamponu igindeki 1 pg/mL
konsantrasyondaki ¢ozeltileri stabilite ¢alismalarinda kullaniimistir. Cozeltiler 4°C,
25°C ve 37°C sicakliklarda 15 gun sureyle bekletiimis ve stabiliteleri incelenmistir.
Numuneler baglangi¢ (0. gun), 5. 10. ve 15. glnlerde alinarak miktar tayini ydontemi
1’e gore HPLC ile tayin edilmistir. Her bir zamana ait drneklerin ortalama geri elde,
% geri elde, standart sapma ve bagil standart sapma degerleri belirlenmistir.
Gemsitabin hidrokloririin pH 7,4 fosfat tamponu igindeki ¢ozeltilerine ait farkh
sicakliklardaki stabilite sonuclari Cizelge 4.5 — Cizelge 4.7 arasinda yer almaktadir.
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Cizelge 4.5. Gemsitabin hidroklortrin pH 7,4 fosfat tamponu igindeki ¢ézeltisinin
4°C’deki stabilite sonuglar

Konsantrasyon Geri elde _
Zaman (Giin) % geri elde | SS BSS
(ng/mL) ORT (ug/mL)
0 1,0 1,02 102 0,02 0,020
5 1,0 0,97 97 0,03 0,026
10 1,0 0,99 99 0,02 0,019
15 1,0 1,03 103 0,02 0,014

Cizelge 4.6. Gemsitabin hidroklortrin pH 7,4 fosfat tamponu igindeki ¢ozeltisinin
25°C’deki stabilite sonuglari

Konsantrasyon Geri elde _
Zaman (Gun) % geri elde | SS BSS
(Mg/mL) ORT (pg/mL)
0 1,0 0,97 97 0,02 0,016
5 1,0 1,01 101 0,02 0,022
10 1,0 0,98 98 0,02 0,018
15 1,0 1,02 102 0,02 0,019

Cizelge 4.7. Gemsitabin hidroklortrin pH 7,4 fosfat tamponu igindeki ¢ézeltisinin
37°C’deki stabilite sonuglari

Konsantrasyon Geri elde _
Zaman (Giin) % geri elde | SS BSS
(ug/mL) ORT (ug/mL)
0 1,0 0,99 99 0,02 0,019
5 1,0 1,03 103 0,02 0,016
10 1,0 1,02 102 0,02 0,022
15 1,0 0,97 97 0,01 0,015
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4.2.2. Miktar tayini yontemi (Yontem 2) validasyonu (Biyoanalitik yontem

validasyonu)

Hayvan deneylerinde plazmadaki gemsitabin hidroklorirun miktar tayinine ait
validasyon calismalari HPLC aleti kullanilarak Bolum 3.2.2°de anlatildigi gibi
gerceklestirilmigtir.

Dogrusallik

Gemsitabin hidroklorurin sican plazmasinda 0,2 pyg/mL-10 pg/mL konsantrasyon
araliginda 12 farkh numune hazirlanarak dogrusallik parametresi degerlendirilmistir.
3 ayn seri ¢ozeltisi hazirlanmis ve HPLC’ye enjekte edilmistir. Konsantrasyonlara
karsilik gelen pik alanlari bulunmus ve grafige gegcirilmigtir. En kuguk kareler
yontemine gore degerlendirilmis, standart dogru denklemi bulunmus ve dogrusalhigi

kanitlanmistir. Sekil 4.11’de kalibrasyon dogrusuna ait grafik gosterilmistir.

120000

100000

80000

60000

Pik alani

40000 -

20000 . y = 11203x - 371,87
R? = 0,9998

0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.11. Gemsitabin hidroklorlrin sigan plazmasindaki kalibrasyon dogrusu
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Dogruluk ve ekstraksiyon etkinligi

Sigcan plazmasi igerisinde hazirlanan %80, %100 ve %120 gemsitabin hidroklortr
iceren ¢oOzeltilerden kalibrasyon denklemi kullanilarak ekstraksiyon etkinligi
hesaplanmis ve gerekli istatistiksel parametrelerle degerlendirilmistir. Hesaplanan

degerler Cizelge 4.8’de gosterilmigtir.

Cizelge 4.8. Gemsitabin hidroklortrin plazma igindeki ¢ozeltisinden ekstraksiyon
etkinligi hesaplari

Cozeltideki Cozeltideki Hesapla bulunan

gemsitabin gemsitabin gemsitabin hidrokloriir | % Ekstraksiyon | Varyasyon

hidroklorur hidrokloriir derigimi derigimi (ug/mL) etkinligi kaysayisi

ylizdesi (ng/mL) (Ort £ SS)

%80 0,8 0,796 + 0,010 %100 1,27

%100 1,0 1,026 + 0,014 %103 1,37

%120 1,2 1,178 £ 0,016 %98 1,36
Kesinlik

Deney ici ve deneyler arasi kesinlik olmak Uzere iki farkli parametre incelenmistir.
Kesinlik ortalama, standart sapma ve varyasyon Kkatsayisi degerleri ile

degerlendirilmistir.

Deney ici kesinlik (Tekrar edilebilirlik)

Gemsitabin hidroklorrin plazma igerisindeki stok ¢ézeltisinden 3 ug/mL derisimde
hazirlanan ¢ozelti arka arkaya 10 kez HPLC'ye enjekte edilmistir. Elde edilen
sonuglarin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplanmistir.
Cizelge 4.9'da gemsitabin hidroklorurun plazma i¢indeki deney ici kesinlik sonugclari

gOsterilmigtir.
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Cizelge 4.9. Gemsitabin hidroklorurin plazma igindeki deney igi kesinlik sonuglari

Gemesitabin hidroklorur

Hesapla bulunan derisimler

Ornek No gézelti(iig/i:]nﬁ)erisimi (ug/mL)

1 3,00 3,018

2 3,00 2,912

3 3,00 2,972

4 3,00 2,991

5 3,00 2,983

6 3,00 3,003

7 3,00 3,041

8 3,00 2,987

9 3,00 3,032

10 3,00 3,058

ORT 3,000
Standart sapma 0,042
Varyasyon katsayisi 1,38

Deneyler arasi kesinlik (Tekrar elde edilebilirlik)

Gemsitabin hidroklortrin plazmadaki farkli

konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri

birbirini takip eden 3 gun icerisinde 3’er kez HPLC’ye enjekte edilmistir. Elde edilen

pik alanlarina karsilik gelen derigimlerin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon

katsayisi hesaplanmigtir. Deneyler arasi kesinlige ait sonuglar Cizelge 4.10’da

gosterilmisgtir.
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Cizelge 4.10. Gemsitabin hidroklortrin plazma igindeki deneyler arasi kesinlik

sonuglari
. . . . . Varyasyon
Derigim (ug/mL) 1. Gin 2. Gun 3. Gun ORT SS katsayisi
5,0 5,16 5,02 5,13 5,10 0,06 1,17
2,0 2,14 2,02 2,08 2,08 0,05 2,36
1,0 0,99 1,01 1,02 1,01 0,01 1,18
0,4 0,41 0,40 0,41 0,407 0,008 1,97
Ozgiinliik ve secicilik
Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz etmek istenilen maddeyi

saptayabildiginin, formulasyon igindeki yardimci maddelerin ayni dalga boyunda

absorbans gosterip gostermediginin kontroll yapilmistir. Etkin madde ve gemsitabin

hidroklorur icermeyen LPHNP formulasyonuna ait kromotogramlar Sekil 4.12 ve

Sekil 4.13'de gosterilmigtir.

mall

=]

Gemsitabin HCI

min

Sekil 4.12. Plazmadaki gemsitabin hidroklorure ait kromatogram
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Sekil 4.13. Etkin madde icermeyen LPHNP formulasyonuna ait kromatogram

Duyarlilik ve saptama siniri

Analitik yontemin duyarliik siniri (LOD) 13,6 ng/mL, saptama siniri (LOQ) 41,5

ng/mL olarak bulunmustur.

Plazma orneklerinin stabilitesi

Farkli konsantrasyonlarda gemsitabin hidroklorur iceren plazma orneklerinin 60

gunluk stabilite sonuglari Cizelge 4.11 — Cizelge 4.13 arasinda gosterilmigtir.

Cizelge 4.11. Plazmadaki 0,4 ug/mL derigsimdeki gemsitabin hidroklorurun stabilitesi

Zaman | Konsantrasyon | Geri elde % Ekstraksiyon SS BSS
(Giin) (ug/mL) Ort (ug/mL) | verimi

0 0,4 0,407 102 0,004 0,010
15 0,4 0,397 99 0,009 0,022
30 0,4 0,402 101 0,013 0,032
60 0,4 0,398 100 0,013 0,032
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Cizelge 4.12. Plazmadaki 1 ug/mL derisimdeki gemsitabin hidroklortrin stabilitesi

Zaman Konsantrasyon | Geri elde % Ekstraksiyon SS BSS
(Giin) (Mg/mL) Ort (ug/mL) | verimi

0 1,0 1,02 102 0,03 0,003
15 1,0 0,98 98 0,04 0,037
30 1,0 1,04 104 0,03 0,031
60 1,0 0,97 97 0,03 0,031

Cizelge 4.13. Plazmadaki 5 pg/mL derisimdeki gemsitabin hidroklorurin stabilitesi

Zaman Konsantrasyon | Geri elde % Ekstraksiyon SS BSS
(Giin) (Hg/mL) Ort (ug/mL) | verimi
0 5,0 5,09 102 0,09 0,017
15 5,0 5,06 101 0,11 0,021
30 5,0 4,92 98 0,12 0,025
60 5,0 4,98 100 0,09 0,018
4.3. Formiilasyon Caligmalari
4.3.1. Etkin madde yardimci madde etkilegsimleri
DSC analizi
Deneyler Bolum 3.3.1°de anlatildigi gibi yapilmigs ve etkin madde ile

formUlasyonlarda kullanilan yardimci maddeler arasinda etkilesim olup olmadigi

incelenmigtir. Deneyler sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.14-Sekil 4.16

arasinda gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Gemsitabin hidroklorir, mannitol, PLGA, liyofilize nanopartiktl formulasyonu ve PLGA-gemsitabin hidroklorur fiziksel
karigsimina ait DSC termogrami
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Sekil 4.15. Gemsitabin hidroklorir, soya fosfotidilkolin, mannitol, kolesterol, liyofilize lipozom formulasyonu ve soya fosfotilkolin-
gemsitabin hidroklorur fiziksel karisimina ait DSC termogrami
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Sekil 4.16. Gemsitabin hidroklorir, PLGA, soya fosfotidilkolin, DSPE-PEG, trehaloz, liyofilize LPHNP formulasyonuna ve soya
fosfotidilkolin-PLGA-gemsitabin hidrokloririn fiziksel karisimina ait DSC termogrami
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4.3.2. Geligtirilen nanopartikiil formilasyonlarina ait sonuglar

Gemsitabin hidroklorlir iceren nanopartikil formiulasyonlarinda vapilan 0n

calismalar

Nanopartikiller formulasyonlarinin gelistiriimesi sirasinda yapilan 6n denemelerde
PLGA miktarinin etkisi ile i¢ ve dis sulu fazda kullanilan ylzey etkin maddelerin farkli
olmasinin  etkisi Gemsitabin  hidroklorar nanopartikul

incelenmisgtir. yuklu

formUlasyonlarinda gergeklestirilen 6n c¢alismalara ait partikil buyUklagad,
polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyeli, % enkapsulasyon etkinligi (%EE) ve %
ilag ylklemeye (%IY) ait sonuglar Cizelge 4.14'de verilmistir. Ayrica bu
formuUlasyonlarda liyofilizasyon igleminin partikul bayuklugu, PDI ve zeta potansiyeli

uzerindeki etkisi de incelenmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.14. Nanopartikul formulasyonlarinda yapilan 6n ¢alismalara ait sonuglar

Partikll Zeta )

buyikligii | PDI potansiveli | (%EE) (%I1Y)

(nm) (mV)
O-NP1 2915 0,130 + 0,009 -12,8+0,3 0,094 + 0,001 0,014 + 0,000
O-NP2 3267 0,307 £ 0,058 -16,0+0,7 0,294 £ 0,004 0,019 £ 0,000
O-NP3 362 + 10 0,270 + 0,033 -154+0,5 0,467 + 0,007 0,020 + 0,000
O-NP4 391 + 21 0,381 £ 0,015 -16,5+0,2 0,627 + 0,007 0,023 + 0,000
O-NP5 260 + 4 0,215 £ 0,045 -18,7+0,3 0,363 £ 0,006 0,019 £ 0,000
O-NP6 421 +5 0,273 + 0,058 -13,1+1,1 0,277 + 0,004 0,018 + 0,000
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Cizelge 4.15. Nanopartikll formulasyonlarinda yapilan én ¢alismalarda
liyofilizasyonun etkisi

P?rt.!kul! . PD Zeta potansiyel

bayudklugu (nm) (mV)
O-NP2 258+ 3 0,174 £ 0,025 -16,5+1,7 c
O-NP4 274 £ 6 0,262 + 0,013 -144+£0,5 % g
O-NP5 248+ 4 0,167 +0,017 |-164%1,9 E g
O-NP6 3205 0,241 + 0,046 -13,0+£0,3 -
O-NP2 326 +7 0,307 + 0,058 -16,0 £ 0,7 c
O-NP4 391 + 21 0,381 + 0,015 -16,5+0,2 % %
O-NP5 260+ 4 0,215 + 0,045 -18,7+0,3 % §
O-NP6 4215 0,273 + 0,058 -13,1+1,1 -

Gemsitabin hidroklorir iceren nanopartikiil formilasyonlari gelistirme calismalari

Nanopartikuller Uzerinde yapilan 6n denemeler sonucunda hem i¢ sulu hem de dis
sulu fazda yuksek molekul agirhgina sahip PVA (31-50 kDa) kullaniminin partikil
buyukligu ve enkapsulasyon etkinligi acisindan daha basarih sonuclar verdigi
gorulmus ve bundan sonraki ¢alismalarda ylzey etkin madde olarak PVA (31-50
kDa) kullaniimasina karar verilmigtir. Ayrica ilerleyen galismalarda liyofilizasyon
islemi sonucunda nanopartiklil formualasyonlarinin partikil boyutunun bldylimesini
engellemek igin liyoprotektan (mannitol) kullaniimistir. Nanopartikil formtlasyonu
gelistirme calismalarinda PLGA miktarinin etkisi, etkin madde miktarinin etkisi, asit
veya ester yapidaki PLGA polimerinin etkisi, organik ¢dzicu/¢ézicu karigiminin
etkisi, PLGA polimerinin molekdl agirhginin  etkisi, PLGA polimerinin laktik

asit/glikolik asit oraninin formulasyonlar GUzerindeki etkisi incelenmistir.
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PLGA miktarinin etkisi

PLGA miktarinin etkisi incelemek igin asit terminal fonksiyonel gruba sahip PLGA
50:50 (7-17 kDa) polimeriyle ¢alisiimistir. Formulasyonlarda 160 mg, 240 mg ve 320
mg polimer kullaniimistir. Cizelge 4.16’'da PLGA miktarinin etkisini incelemeye
yonelik hazirlanan formulasyonlarin partikal bayukltgu, polidispersite indeksi (PDI),

zeta potansiyeli, %EE ve %lY ait sonuglar gdsterilmistir.

Cizelge 4.16. Farkli PLGA miktarlari kullanilarak hazirlanan formulasyonlara ait
sonuglar

NP1 (160 mg)

NP2 (240 mg)

NP3 (320 mg)

Partikdl bayuklGagi (nm) [ 2115 232+ 10 284 + 222
PDI 0,163 + 0,035 0,248 + 0,032 0,302 + 0,148
Zeta potansiyeli (mV) -122+21 -16,6 £1,2 -143+1,7
%EE 4,82 +0,28 6,47 + 0,58 8,29 + 0,042
%lY 0,141 + 0,008 0,123 + 0,011 0,119 £ 0,001

3 NP2-NP3 arasindaki farki, ® NP1-NP2 arasindaki farki gostermektedir (p<0,05).

Etkin madde miktarinin etkisi

Etkin madde miktarinin etkisini incelemeye yonelik hazirlanan nanopartikillerde
4 mg ve 2 mg gemsitabin hidroklorur kullanilan formulasyonlar hazirlanmigtir.
Cizelge 4.17'de etkin madde etkisini incelemeye ydnelik hazirlanan formulasyonlara

ait sonuclar yer almaktadir.
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Cizelge 4.17. Farkl miktarda etkin madde kullanilarak hazirlanan formulasyonlara

ait sonuclar
NP2 (4 mg) NP4 (2 mg)
Partikdl baydkliga (nm) | 232+ 10 21313
PDI 0,248 + 0,032 0,130 + 0,026
Zeta potansiyeli (mV) -16,6 £1,2 -11,6£0,3
%EE 6,47 + 0,58 6,92 + 0,48
%IY 0,123 £ 0,011 0,064 + 0,005

Farkli terminal gruba sahip PLGA kullanilarak hazirlanan formUilasyonlar

Farkli terminal gruba sahip PLGA seciminin formulasyonlar Uzerine etkisinin
incelenmesi icin PLGA 50:50 polimerinin asit veya ester terminal gruba sahip
polimerleri kullaniimigtir. PLGA’nin farkli terminal fonksiyonel gruba sahip
polimerleri kullanilarak hazirlanan formulasyonlara ait sonuclar Cizelge 4.18'de

verilmigtir.

Cizelge 4.18. Farkli terminal fonksiyonel gruba sahip PLGA polimeri kullanilarak
hazirlanan formulasyonlara ait sonuglar

NP4 NP5 NP6 NP7
(7-17 kDa (38-54 kDa (7-17 kDa (38-54 kDa
Asit) Asit) Ester) Ester)
Partikal 213+ 3 235+ 7 244 + 13 262 + 14°
buydkliglu (nm)
PDI 0,130+ 0,026 |0,104+0,021 |0,225+0,025 | 0,157 + 0,032
Zeta potansiyeli | 445, g3 9.6+009 133+04 138+1.4
(mV)
%EE 6,92 + 0,48 7,91+0,74 3,94 + 0,222 4,63 +0,29°
%IY 0,064 + 0,005 | 0,076 +0,007 | 0,036+ 0,002 |0,042 + 0,003

3 NP4-NP6 arasindaki farki, ® NP5-NP7 arasindaki farki gostermektedir (p<0,05).
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Organik ¢oziicli/gdziicl karisimlarinin etkisi

Farkli organik ¢o6zucl/¢dzicu karisimlarinin  formulasyonlar Gzerine etkisini
incelemek icin polimer olarak PLGA 50:50 (7-17 kDa) kullaniimigtir.

Formulasyonlara ait sonuglar Cizelge 4.19’da belirtilmigtir.

Cizelge 4.19. Organik ¢ozucu/¢ozucu karigimlarinin etkisi incelemeye yonelik
hazirlanan formulasyonlara ait sonuglar

Partikdl Zeta )

blyuakligu PDI potansiyeli %EE %lY

(nm) (mV)
NP8 486 + 24 0,342 + 0,156 | -18,4+2,4 4,87 £ 0,07 0,045 + 0,001
(DCM) ’ ' ’ ' ’ ' ' '
NP9 246+ 9 0,221 +0,048 | -21,7+0,6 1,67 £ 0,01 0,041 + 0,000
(ACE)
NP10 2527 0,181 +0,032 | -16,7 £ 0,7 3,32+ 0,09 0,031 + 0,001
(EA)
NP11 270+ 4 0,244 £ 0,052 | -15,6 £ 0,6 4,38 +0,11 0,038 + 0,001
(DCM: EA 1:1 h/h) ’ ' ’ ' ’ ' ' '
NP4 2133 0,130 £ 0,026 | -11,6 + 0,3 6,92 + 0,482 0,064 + 0,005
(DCM:ACE 1:1 h/h) ’ ' ’ ' ’ ' ' '
NP12

231+10 0,225+0,040 | -19,2+1,6 12,0 £ 0,4° 0,107 + 0,004
(DCM:ACE 1:2 h/h) * * * * *
NP13 237 £ 17 0,270+0,047 | -14,0+1,9 4,21 £ 0,15°¢ 0,045 + 0,000
(DCM:ACE 1:4 h/h) ’ ' ' ' ' ' ' '

a2 NP4-NP12 arasindaki farki, ® NP12-NP13 arasindaki farki, ¢ NP4-NP13 arasindaki farki
goOstermektedir (p<0,05).

Farkli molekdil agirligina sahip PLGA lar kullanilarak hazirlanan formUilasyonlar

Polimerin molekul agirhginin formulasyonlar Uzerindeki etkisini incelemek igin
organik ¢6zucu olarak DCM:ACE (1:1 h/h) ve (1:2 h/h) karisimlari kullaniimigtir.
Formulasyonlarin hazirlanmasinda PLGA 50:50’nin farkli molekul agirhgina sahip
polimerleriyle (7-17 kDa, 24-38 kDa ve 38-54 kDa) calisiimistir. PLGA’'nin farkh
molekdl agirlikh polimerleri kullanilarak hazirlanan formilasyonlara ait sonuglar

Cizelge 4.20’de verilmistir.
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Cizelge 4.20. Farkli molekll agirligina sahip PLGA'lar kullanilarak hazirlanan
formulasyonlara ait sonuglar

Partikal Zeta
biyukligi | PDI potansiyeli | %EE %lY
(nm) (mV)
NP4
g (PLGA 7-17 213+ 3 0,130 £ 0,026 -11,6 £0,3 6,92 £ 0,48 0,064 £ 0,005
<+ | kDa)
b
| NP14
8 (PLGA 24-38 231 £ 62 0,086 £ 0,011 -18,4+0,6 7,87 £0,38 0,073 £ 0,004
< kDa)
S NP5
\D./ (PLGA 38-54 235+ 7P 0,104 £ 0,021 -9,60+£0,9 7,91 +£0,74 0,076 £ 0,007
kDa)
NP12
= (PLGA 7-17 231 +10 0,225 £ 0,040 -19,2+1,6 12,0+x04 0,107 £ 0,004
= | kDa)
N | NP15
w (PLGA 24-38 239+ 13 0,297 £ 0,122 -12,5+0,6 12,7+£0,9 0,179 £ 0,015
@) kDa)
<
S | NP16
8 (PLGA 38-54 245 £ 23 0,311 £ 0,097 -124£1,0 14,0 £ 0,3¢ 0,244 = 0,006
< | kDa)

a2 NP4-NP14 arasindaki farki, ® NP4-NP5 arasindaki farki, ¢ NP12-NP16 arasindaki farki
goOstermektedir (p<0,05).

Farkli laktik asit/glikolik asit oranina sahip PLGA polimeri kullanilarak hazirlanan

formiilasyonlar

Polimerin farkli laktik asit/glikolik asit oranina sahip olmasinin formulasyonlar
Uzerindeki etkisini incelemek igin organik ¢ozticl olarak DCM:ACE (1:1 h/h) ve (1:2
h/h) karisimlart  kullaniimigtir.  Farkh laktik asit/gilikolik asit oranina sahip
formUlasyonlarin hazirlanmasi igin PLGA 50:50, PLGA 65:35 ve PLGA 75:25
polimerleriyle ¢alsiimistir. Formulasyonlara ait sonuglar Cizelge 4.21'de
gosterilmisgtir.
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Cizelge 4.21. Farkl laktik asit/glikolik asit oranina sahip PLGA polimeri kullanilarak
hazirlanan formulasyonlara ait sonuglar

Partikal Zeta .
blyukIigu PDI potansiyel | %EE %lY
(nm) i (mV)
< NP14 231+6 0,086 + 0,011 -18,4+0,6 | 7,87 £0,38? 0,073 + 0,004
= (PLGA 50:50) - AR e e AR
—
" NP17
LLl - b
2 (PLGA 65:35) 2357 0,069 + 0,025 16,0+ 0,4 | 5,45+0,86 0,046 + 0,002
S
8 NP13 2395 0,190 + 0,056 -12,7+£1,1 | 3,92 +0,16¢ 0,037 + 0,002
— | (PLGA 75:25) - e B R A
— NP1S 239+13 0,297 £ 0,122 -12,5+0,6 | 12,7 +0,9¢ 0,179 £ 0,015
< (PLGA 50:50) - e e e T
e
N
Ny NP19 245+ 3 0,164 + 0,028 -13,6 £0,4 | 9,48 £ 0,75° 0,103 + 0,008
8 (PLGA 65:35) - T e R T
<
LE) NP20 265 * 6 0,204 + 0,036 -148+0,9 | 7,51 +0,32f 0,082 + 0,003
a (PLGA 75:25) B ' - e e ' -

aNP14-NP17 arasindaki farki, ® NP17-NP18 arasindaki farki, ¢ NP14-NP18 arasindaki farki,
dNP15-NP19 arasindaki farki, ¢ NP19-NP20 arasindaki farki, ' NP15-NP20 arsindaki farki
goOstermektedir (p<0,05).

Bundan sonraki basamakta yuksek enkapsulasyon etkinligi gosteren PLGA 50:50
(38-54 kDa) polimeri PLGA 65:35 ve PLGA 75:25 polimerleri ile ayri ayn 1:1

oraninda (a/a) karistirilarak formulasyonlar hazirlanmigtir. Ayrica en yuksek

enkapsulasyon etkinligi gosteren PLGA 50:50/PLGA 65:35 polimer karisimi

kullanilarak hazirlanan formulasyon pegile edilmistir. Formulasyonlara ait sonuglar

Cizelge 4.22’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.22. PLGA 50:50/PLGA 65:35 ve PLGA 50:50/PLGA 75:25 polimer
karigimlari kullanilarak hazirlanan formulasyonlara ait sonuglar

Partikal Zeta .
blydklugu | PDI potansiyeli | %EE %lY
(nm) (mV)
NP21
(PLGA 50:50/PLGA | 267 +10 0,241+0,019 | -13,8+0,8 18,0 £0,7° 0,163 + 0,006
65:35)
NP22
(PLGA 50:50/PLGA | 276+26 0,390+0,022 | -19,1+1,0 11,1+0,6 0,101 + 0,006
75:25)
PEG NP21
(PLGA 50:50/PLGA | 215+ 42 0,128 £0,023 | -17,7+0,8 188+ 15 0,167 £ 0,013
65:35)

@ NP21-PEG NP21 arasindaki farki, ® NP21-NP22 arasindaki farki géstermektedir (p<0,05).

4.3.3. Geligtirilen lipozom formulasyonlarina ait sonuglar

Lipozomlarla vyapilan c¢alismalarda formdilasyonlara ait

partikal

bayuklagu,

polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyeli, % enkapsulasyon etkinligi (%EE) ve %

ilag ylkleme (%IY) parametreleri incelenmistir.

Lipozom formulasyonlarinda yapilan 6n calismalar

Lipozomlara ait 6n galismalarda yag olarak SPC kullaniimig ve etkin madde ilave

edilmemigtir. Ekstriksiyon isleminin formulasyonlar Gzerindeki etkisi incelenmistir.

On denemeler icin hazirlanan bu formilasyonlarda liyofilizasyon isleminde

liyoprotektan ilave edilmemistir. Formulasyonlara ait sonuglar Cizelge 4.23'de

gOsterilmigtir.
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Cizelge 4.23. Lipozom formulasyonunda yapilan 6n ¢alismalara ait sonuglar

Ekstriiksiyon isleminde kullanilan membran filtre
boyutu
Liyofilizasyon
. sonrasi
Hidrasyondan 800 nm 400 nm 200 nm (Liyoprotektan
sonrasi ;
ilave
edilmemis)
Partikdl
o buyUklGgu | 1808 + 278 622 + 122 384 +43 184 +5 546 + 81
a | (nm)
=
O
PDI 1,000 + 0,000 | 0,537 £+0,105 | 0,284 +0,094 | 0,134 +0,009 | 0,725+ 0,099
Partikl
blyukligu | 1096 + 345 543 + 70 355 + 36 176 + 8 494 + 69
N
a | (hm)
=
@)
PDI 0,725+0,188 | 0,481 +0,147 | 0,267 +£0,071 | 0,104 +0,022 | 0,524 £ 0,141

Gemsitabin hidroklorir iceren lipozom formulasyonlari gelistirme calismalari

Farkli molar oranlarinda soya fosfotidilkolin/kolesterol karigsimi kullanilarak lipozom

formulasyonlari hazirlanmistir. Bu formulasyonlara ait sonuglar Cizelge 4.24'de yer

almistir.

Cizelge 4.24. Farkli SPC:kolesterol molar oranlari ile hazirlanan formualasyonlara ait
sonuglar

LP1
(SPC:kolesterol 4:1)

LP2
(SPC:kolesterol 4:2)

LP3
(SPC:kolesterol 4:4)

Partiktl bayGkIGga
(nm)

289+ 34

219 + 262

191 £ 10P

PDI 0,399 + 0,053 0,196 + 0,092 0,192 + 0,021
Zeta potansiyeli 1143406 147405 156+1,3
(mV)

%EE 262+ 14 23,8+ 1,00 12.9 + 0,6
%IY 0,501 + 0,028 0,444 + 0,007 0,235 + 0,010

a LP1-LP2 arasindaki farki, ° LP1-LP3 arasindaki farki, ¢ LP2-LP3 arasindaki farki
gostermektedir (p<0,05).
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Farkl fosfotidilkolin turlerinin lipozom formulasyonu Gzerine etkisini incelemek igin
soya fosfotidilkolin (SPC), dipalmitoil fosfotidilkolin (DPPC) ve dioleil fosfotidilkolin
(DOPC) kolesterol ile ayri ayri 4:2 molar oraninda kullanilarak lipozom
formulasyonlari hazirlanmigtir. Bu formulasyonlar incelendiginde en yuksek
enkapsulasyon etkinligi gosteren SPC/kolesterol (4:2 molar orani) kullanilarak
hazirlanan formilasyon pegile edilmistir. Formulasyonlara ait sonuglar Cizelge

4.25’de gosterilmisgtir.

Cizelge 4.25. Farkl fosfotidilkolinler kullanilarak hazirlanan lipozom
formualasyonlarina ait sonuglar

Partikdl Zeta )
blyuklGgu | PDI potansiyeli | %EE %lY
(nm) (mV)

LP2

- a
(SPC:kolesterol 4:2) 219 +26 0,196 + 0,092 14,7 £ 0,5 23,8 +1,02 | 0,442 £0,021

LP4

+ + - + +2.9b +
(DOPC:kolesterol 4:2) 225 +24 0,285 + 0,080 19,0+ 1,1 222+29 0,393 + 0,051

LP5

+ + - + +
(DPPC:kolesterol 4:2) 203 +17 0,263 + 0,040 19,9+1,3 16,2+ 2,8 0,255 + 0,043

PEG LP2

(SPC:kolesterol 4:2) 206 *18 0,266 £0,040 | -23,1+1,0 26,1+0,2 | 0,511£0,016

& LP2-LP5 arasindaki farki,  LP4-LP5 arasindaki farki gostermektedir (p<0,05).

Gemsitabin hidroklortr yukli lipozom formulasyonlarinin liyofilizasyon islemi 6ncesi
ve liyofilizasyon iglemi sonrasi partikil blyUkligu ve polidispersite indeksi (PDI)
sonuglari Cizelge 4.26'da verilmigtir. Liyofilizasyon isleminde liyoprotektan
kullanilan ve kullaniimayan lipozom formulasyonuna ait fotograf Resim 4.1’de

gosterilmisgtir.
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Cizelge 4.26. Gemsitabin hidroklordr iceren lipozom formulasyonlarinda
liyofilizasyon igsleminin 6ncesi ve sonrasina ait sonuglar

Partikil buyUkIGga (nm)

Polidispersite indeksi

Liyofilizasyon

Liyofilizasyon

Liyofilizasyon

Liyofilizasyon

(SPC:kolesterol 4:2)

oncesi sonrasi oncesi sonrasi
I(_glgc:kolesterol 4:1) 190+ 4 289 + 34 0,048 + 0,033 | 0,399 + 0,053
I(_gPZC:koIesteroI 4:2) 183+8 219 +26 0,065 + 0,028 | 0,196 + 0,092
I(_gP3C:koIestero| 4:0) 177+ 4 191+ 10 0,077 £ 0,041 | 0,192 + 0,021
I(géPC:kolesterol 4:2) 184 +7 225 +24 0,086 + 0,018 | 0,285 + 0,080
I(_IIDDIEPC:koIesterol 4:2) 182 + 15 203 +17 0,089 + 0,025 | 0,263 £ 0,040
PEG LP2 179 £ 16 206 +18 0,095 + 0,011 | 0,266 + 0,040

Resim 4.1. (A) Liyoprotektan icermeyen ve (B) liyoprotektan iceren liyofilize
lipozom formulasyonlarina ait géruntu
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4.3.4. Gemsitabin hidroklorir iceren LPHNP formiilasyonlarina ait sonuglar

LPHNP formulasyonlarinda yapilan 6n calismalar

Gemsitabin hidroklortr yuklU LPHNP formulasyonlarina ait 6n c¢alismalarda
modifiye ¢ift emilsiyon ¢bézicl ugurma yontemleri (Yontem 1 ve Yontem 2) ile
modifiye nanogoktirme yontemi kiyaslanmistir. Formulasyonlarda partikdl
blyuklugu, polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyeli, % enkapsulasyon etkinligi
(%BEE) ve % ilag yikleme (%IY) parametreleri incelenmistir. Bu U¢ ydntemin
kullaniimasiyla hazirlanan 6n formilasyonlara ait sonuglar Cizelge 4.27°de

gOsterilmistir.

Cizelge 4.27. iki farkli cift emiilsiyon ¢dziicli ugurma ve nanogoktiirme ydntemi ile
hazirlanan formulasyonlara ait sonuglar

Partikul Zeta )
bUyUklugu PDI potansiyel %EE %lY
(nm) (mV)
O-LPHNP1 225 + 12 0,284 +0,051 |-124+04 214+06 | 0,262+ 0,004
(Yontem 1)
O-LPHNP2 234+ 18 0,253+0,052 |-13.7+0,8 245+09 | 0,316 + 0,006
(Yontem 1)
O-LPHNP3 257 + 28 0422+0,084 |-124+04 17511 | 0,214+ 0,007
(Yontem 2)
O-LPHNPA 280 + 27 0,398 + 0,055 | -12,7+0,4 208+1,3 | 0,262 +0,008
(Yontem 2)
O-LPHNPS 476 £ 80 0,722 +0,060 | -20,0+1,2 7.90+0,20 | 0,098 + 0,001
(Nanogoktirme)

Nanogokturme yontemiyle hazirlanan formalasyon, modifiye gift emulsiyon ¢dzicu
ucurma yontemleri ile hazirlanan formuilasyonlara goére oldukga duslk
enkapsulasyon etkinligi gdstermistir (%7,90+0,20). Modifiye ¢ift emdulsiyon
yontemiyle hazirlanan formulasyonlar incelendiginde Yoéntem 1 kullanilarak
hazirlanan formulasyonlar Yontem 2 kullanilarak hazirlanan formulasyonlara gore

partikll buyUkligu ve enkapsulasyon etkinligi acgisindan daha basarili sonuglar
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vermigtir. Bundan sonraki calismalarda Yontem 1 kullanilarak formulasyonlarin

hazirlanmasina karar verilmistir.

PLGA 50:50/PLGA 65:35 ve PLGA 50:50/PLGA 75:25 polimerlerinin 1:1 (a/a)
karisimiyla hazirlanan 6n deneme LPHNP formulasyonlarina ait sonuglar Cizelge

4.28’de gosterilmisgtir.

Cizelge 4.28. PLGA 50:50/PLGA 65:35 ve PLGA 50:50/PLGA 75:25 polimerlerinin
karigsimiyla hazirlanan 6n deneme LPHNP formulasyonlarina ait

sonuglar

O-LPHNP6 O-LPHNP7
PLGA 50:50/PLGA 65:35 | PLGA 50:50/PLGA 75:25
1:1 (a/a) 1:1 (a/a)

Partikdl blydklaga (nm) | 241 + 16 255+ 12

PDI 0,377 £ 0,023 0,315+ 0,013

Zeta potansiyeli (mV) -154 £1,7 -21,6 £0,7

%EE 31,8+1,2 22,6 +0,7

%lY 0,410 £ 0,012 0,290 £ 0,006

PLGA 50:50/PLGA 65:35 polimerleri 1:1 (a/a) karistinldigi formuilasyonda
(O-LPHNPS6) en yiiksek % enkapstllasyon etkinligi gdozlenmistir (%31,8+1,2). Bu
formUlasyon pegile edilmis ve liyofilizasyon isleminde iki farkli liyoprotektan
(mannitol ve trehaloz) kullaniimistir. Bu formilasyonlara asit sonuglar

Cizelge 4.29'da yer almaktadir.
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Cizelge 4.29. Farkli liyoprotektanlar kullanilarak hazirlanan LPHNP formulasyonlari

O-LPHNP8 O-LPHNP9
(Mannitol) (Trehaloz)
Partikul blydkliga (nm) | 232 + 24 213 +11
PDI 0,350 + 0,047 0,126 + 0,026
Zeta potansiyeli (mV) -185+1,7 -21,0+£1,8
%EE 32,1+0,6 33,6+1,0
%lY 0,442 + 0,010 0,485+ 0,018

Trehaloz kullanilarak hazirlanan formilasyonda (O-LPHNP9) mannitol kullanilarak
hazirlanan formilasyona gore (O-LPHNP8) daha kigik partikil blyGklugi
(2134£11 nm) ve daha kuguk PDI degeri (0,126+0,026) dederi elde edilmistir. Bundan
sonra deney tasarimi kullanilarak hazirlanacak formilasyonlarda trehaloz

kullaniimasina karar verilmistir.

Deney tasarimi uyqulanarak hazirlanan LPHNP formulasyonlari

LPHNP formulasyonlarinin hazirlanmasinda DoE programi kullanilarak merkezi
birlesik tasarim yontemi ile 20 formulasyon hazirlanmistir. Bu formulasyonlarin
partiktl bayuklugu, polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyeli, % enkapsulasyon
etkinligi (%EE) ve % ilag yiiklenmesi (%IY) parametreleri incelenmistir.

Formulasyonlara ait sonuclar Cizelge 4.30’da gdsterilmistir.



139

Cizelge 4.30. Deney tasarimi ile hazirlanmis LPHNP formulasyonlarina ait sonuglar

Partikdl Zeta )

blyakligu PDI potansiyel %EE %lY

(nm) (mV)
LPHNP1 221+3 0,198 + 0,020 -245+0,8 32314 0,454 + 0,011
LPHNP2 2294 0,178 + 0,036 -18,1+0,9 31,7+1,8 0,422 + 0,021
LPHNP3 225+ 7 0,129 + 0,044 -20,5+0,7 30,1+£0,7 0,401 + 0,016
LPHNP4 2309 0,146 + 0,036 -18,3+0,7 30,6 £0,9 0,397 £ 0,012
LPHNP5 226+ 8 0,198 + 0,020 -22,2+0,7 30,1+1,1 0,438 £ 0,012
LPHNP6 2215 0,178 + 0,036 -23,3+1,3 30,9+0,8 0,470 + 0,026
LPHNP7 233+ 18 0,172 £ 0,061 -17,0+2,5 343+1,2 0,494 + 0,018
LPHNPS8 248 + 29 0,286 + 0,042 -195+1,1 37,8+0,3 0,605 + 0,005
LPHNP9 269 + 23 0,203 £+ 0,026 -17,9+0,7 29,0+1,5 0,445 + 0,022
LPHNP10 | 233%20 0,196 + 0,041 -18,1+0,9 30,5+0,4 0,512 + 0,006
LPHNP11 | 2137 0,190 + 0,081 -20,5+1,0 27,1+2.1 0,340 + 0,039
LPHNP12 |190%9 0,188 + 0,033 -23,6+0,8 33,4+0,9 0,520 + 0,014
LPHNP13 | 185%9 0,195 + 0,027 -19,8+2,0 36,2+1,0 0,519 + 0,016
LPHNP14 | 2409 0,156 + 0,062 -21,0+£0,9 26,2+1,0 0,323+ 0,018
LPHNP15 | 224 +14 0,168 + 0,019 -23,7+0,8 37,4+£0,7 0,625 + 0,011
LPHNP16 | 275%24 0,284 + 0,080 -16,7+1,5 21,4+0,5 0,287 + 0,011
LPHNP17 237 £ 16 0,219 + 0,048 -18,1+0,9 452 + 2.3 0,743 £ 0,034
LPHNP18 | 207 +£13 0,173+ 0,024 -18,0+ 1,3 36,4+0,6 0,561 + 0,017
LPHNP19 | 251 +21 0,245 £+ 0,036 -18,5+2,7 30,1+1,4 0,441 + 0,022
LPHNP20 | 2077 0,178 £ 0,013 -22,3+0,9 20,8+1,7 0,273 + 0,027

Deney tasarimi uygulanarak hazirlanan gemsitabin hidrokloriir yikli LPHNP

formiilasyonlarin istatistiksel analizi

Deney tasariminda elde edilen LPHNP formulasyonlarinin % enkapstlasyon
etkinligi, partikil buydkliga ve 24 saat sonunda salinan % kumdalatif gemsitabin
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hidroklorur cevap olarak incelenmigtir ve sonuglar Cizelge 4.31'de gosterilmistir.
Formulasyondaki bagimsiz degiskenlerden hangilerinin cevaplari istatistiksel olarak

etkiledigi ANOVA testi sonucu belirlenmistir.

Cizelge 4.31. Deney tasarimi ile elde edilen LPHNP formulasyonlarina ait faktor
icerikleri ve cevaplar

FAKTORLER CEVAPLAR

PLGA % SPC/ DSPE-PEG | %EE bartiki % Kiimilatif

50:50/PLGA | PLGA orani | miktan (mg) bjrmﬂ 5t (o) SSZ';;"” (24

65:35 orani y 9

) ®) © (vD) (V2 v3)
LPHNPL | 1,00 20,00 10,00 323+14 22143 59,0 3,7
LPHNP2 | 1,00 20,00 10,00 31,7418 220 + 4 59,9+ 3,0
LPHNP3 | 1,00 20,00 10,00 30,1407 205+ 7 57,7+1,1
LPHNP4 | 1,00 20,00 10,00 30,6 £ 0,9 230+ 9 60,0 £ 2,3
LPHNP5 | 1,00 20,00 10,00 30,1+ 1,1 226 + 8 60,137
LPHNP6 | 1,00 20,00 10,00 30,9408 22145 55,6 + 3,0
LPHNP7 | 1,84 20,00 10,00 34,3+1,2 233 + 18 734+2,0
LPHNPS | 1,00 36,82 10,00 37,8403 248 + 29 58,4 +3,0
LPHNPY | 1,00 20,00 18,41 290+15 269 + 23 62,5+ 5,0
LPHNP10 | 0,16 20,00 10,00 30,5+ 0,4 233 £ 20 40,9+3,1
LPHNP1L | 1,00 3,18 10,00 27,1421 213+7 57,2+2,9
LPHNP12 | 1,00 20,00 1,59 33,4£0,9 190+ 9 61,1+1,6
LPHNP13 | 0,50 10,00 5,00 36,2+ 1,0 185+9 39,718
LPHNP14 | 0,50 10,00 15,00 262+1,0 240+ 9 58,9+5,0
LPHNP15 | 0,50 30,00 5,00 37,4+07 224 + 14 58,4+1,9
LPHNP16 | 0,50 30,00 15,00 214+05 275 + 24 46,0£2,6
LPHNP17 | 1,50 30,00 15,00 452+23 237 + 16 62,312
LPHNP18 | 1,50 30,00 5,00 36,4+ 0,6 207 + 13 739+1,4
LPHNP19 | 1,50 10,00 15,00 30,1+ 1,4 251 + 21 73,732
LPHNP20 | 1,50 10,00 5,00 20,8+1,7 2077 68,1+ 4,2

Deney tasariminda PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani, SPC/PLGA yuzdesi, DSPE-
PEG miktari bagimsiz degisken, % enkapsulasyon etkinligi, partiktl bayukligu ve
% salinan madde miktari cevap olarak kullanildiginda elde edilen istatistiksel analiz

sonuglarl Cizelge 4.32-Cizelge 4.34 arasinda belirtiimigtir. Formulasyondaki
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bagimsiz degiskenlerin etkileri sonucu belirlenen % enkapsulasyon etkinligi, partikdl
baydkligu ve % kumulatif salinan madde miktarini tanimlayan matematiksel

modeller Es. 4.1 - Es. 4.3 arasinda gosterilmistir.

Deney tasarimi ile elde edilen LPHNP formiilasyonlarindaki bagimsiz dediskenlerin

cevaplar lizerine etkisi

Cizelge 4.32. Merkezi birlesik tasarimin % enkapsulasyon etkinligi cevabi igin

ANOVA sonuglari

Kareler | Serbestlik | Ortalama
Hata Kaynagi . F Degeri Prob>F

Toplami | Derecesi Kareler
Model 584 6 97,4 89,5 <0,0001*
A 22,9 1 22,9 21,1 0,0005
B 149 1 149 137 <0,0001*
C 17,1 1 17,1 15,8 0,0016
AB 147 1 147 135 <0,0001*
AC 243 1 243 223 <0,0001*
BC 5,28 1 5,28 4,85 0,0463
Residual

14,2 13 1,09
(Kalintr)
Lack of fit

10,2 8 1,27 1,61 0,3108
(Uyum Eksikligi)
Pure Error

3,95 5 0,79
(Hata)
Total (Genel

599 19
Toplam)
R? 0,9764

*"Prob > F" degerleri 0,05'den kiglk olan terimler anlamli deder olarak kabul edilmistir.

% enkapsulasyon etkinligi cevabi incelendiginde 2FI modeli Desing-Expert Version
6.0.6 programi tarafindan uygun model olarak segilmigtir. Modelde A,B,C, AB, AC

ve BC terimlerinin anlamli etkili oldugu bulunmustur.



142

Y1=60,6-36,6*A-0,37*B - 2,11*C + 0,86*AB + 2,21*AC — 0,02*BC

(Es. 4.1)

Y1: % enkapsulasyon etkinligi

A: PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani
B: % SPC/PLGA orani

C: DSPE-PEG miktar

% enkapsulasyon etkinligi cevabi igin istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip

bagimsiz degiskenlere ait ylzey cevap grafikleri Sekil 4.17°de gdsterilmistir.
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(A=PLGA50:50/PLGA 65:35 orani X %SPC/PLGA orani etkilesimi, B
PLGA50:50/PLGA 65:35 orani X DSPE-PEG miktari etkilesimi,

Sekil 4.17. % enkapsulasyon etkinligi cevabi igin yluzey cevap grafikleri
C=%SPC/PLGA orani X DSPE-PEG miktari etkilesimi)
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Cizelge 4.33. Merkezi birlesik tasarimin partikal buydklaga cevabi icin ANOVA

sonuglari

Kareler | Serbestlik | Ortalama
Hata Kaynagi _ F Degeri Prob>F

Toplami | Derecesi Kareler
Model 9373 6 1562 80,8 <0,0001*
A 35,4 1 35,4 1,83 0,1989
B 1034 1 1034 53,5 <0,0001*
C 7167 1 7167 371 <0,0001*
AB 968 1 968 50,0 <0,0001*
AC 128 1 128 6,62 0,0232
BC 40,5 1 40,5 2,09 0,1716
Residual

251 13 19,3
(Kalintr)
Lack of fit

178 8 22,3 1,52 0,3352

(Uyum Eksikligi)
Pure Error

73,3 5 14,7
(Hata)
Total (Genel

9625 19
Toplam)
R? 0,9739

*"Prob > F" degerleri 0,05'den kiglk olan terimler anlamli deger olarak kabul edilmistir.

Partiktl buyuklugu cevabi incelendiginde 2FI modeli Desing-Expert Version 6.0.6
programi tarafindan uygun model olarak segilmistir. Modelde B,C, AB ve AC

terimlerinin anlaml etkili oldugu bulunmustur.

Y2=99,2 + 3,562*B + 7,08*C — 2,20*AB - 1,6*AC

Y2: Partikul buyuklugu
A: PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani
B: % SPC/PLGA orani
C: DSPE-PEG miktar

(Es. 4.2)
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Partiktl buydklugu cevabi igin istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip bagimsiz

degiskenlere ait yuzey cevap grafikleri Sekil 4.18’de gosterilmistir.

Partikil buyuklugi (nm)

Partikiil biiyiikligi (nm)

249.514
239.663
229811
219959
210.107
30.00
1.50
sy 200
° 'S\A 1.25 \
'
O/A 20.00 700 A o®
4 P
o 15.00 015 \G
N, o°
4 10.0070.50 oD
F%
\'G
P?
25672 T

243.265

229811

216.357

202.902

500 050

Sekil 4.18. Partikul buyuklugu cevabi igin ylzey cevap grafikleri

(A= PLGA50:50/PLGA 65:35 orani X %SPC/PLGA orani etkilesimi, B=
PLGA50:50/PLGA 65:35 orani X DSPE-PEG miktari etkilesimi)
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Cizelge 4.34. Merkezi birlesik tasarimin % kiumulatif salinan madde cevabi igin

ANOVA sonuglari

Kareler | Serbestlik | Ortalama
Hata Kaynagi ) F Degeri Prob>F

Toplami | Derecesi Kareler
Model 1567 6 261 44,4 <0,0001*
A 1231 1 1231 210 <0,0001*
B 0,36 1 0,36 0,061 0,8083
C 0,73 1 0,73 0,12 0,7304
AB 16,2 1 16,2 0,277 0,1203
AC 20,5 1 20,5 3,49 0,0846
BC 298 1 298 50,7 <0,0001*
Residual

76,4 13 5,88
(Kalintr)
Lack of fit

60,6 8 7,57 2,40 0,1751
(Uyum Eksikligi)
Pure Error

15,8 5 3,16
(Hata)
Total (Genel

1643 19
Toplam)
R? 0,9535

*"Prob > F" degerleri 0,05'den kiglk olan terimler anlamli deger olarak kabul edilmistir.

% kumulatif salinan madde cevabi incelendiginde 2FI modeli Desing-Expert Version
6.0.6 programi tarafindan uygun model olarak secilmigtir. Modelde A ve BC
terimlerinin anlaml etkili oldugu bulunmustur.

Y3=3,07 + 31,1*A- 0,29"BC

(Es. 4.3)
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Y3: % kumulatif salinan gemsitabin hidroklorur
A: PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani

B: % SPC/PLGA orani

C: DSPE-PEG miktar

% kumdulatif salinan madde cevabi igin istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip

bagimsiz degiskenlere ait ylzey cevap grafigi Sekil 4.19’da gosterilmigtir.

59.1776

56.0121

528466

Kumulatif salinana madde yizdesi

Sekil 4.19. % kimdlatif salinan madde cevabi igin yluzey cevap grafigi

4.3.5. Nanopartikil, lipozom ve LPHNP formilasyonlarina ait in vitro salim

calismalari

Gemsitabin hidroklorur yukli nanopartikil, lipozom ve LPHNP formulasyonlarina ait

calismalar Bolum 3.4.5°'de anlatildigi gibi yapiimistir.
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Gemsitabin hidroklorir yukli nanopartikill formulasyonlarina ait sonuclar

PLGA 65:35 kullanilarak hazirlanan nanopartikil formulasyonunda (NP17) Franz
difuzyon hucresi yontemi ile diyaliz tup yontemi kiyaslanmigtir. Her iki yonteme ait

salim profilleri Sekil 4.20’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.20. Nanopartikil formilasyonunda (NP17) Franz difGzyon hlcresi yontemi
ve diyaliz tup yontemi kullanilarak elde edilen salim profilleri

Farkli molekil agirliklarina sahip PLGA polimerleri kullanilarak hazirlanan

nanopartikll formiilasyonlari

Molekul agirhginin salim Gzerine etkisinin incelenmesi igin PLGA 50:50 7-17 kDa,
24-38 KDa ve 38-54 kDa molekdl agirligina sahip polimerleri kullanilarak
formulasyonlar hazirlanmistir. Sekil 4.21’de farkh molekil agirhigina sahip polimerler

ile hazirlanan formulasyonlara ait salim profilleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.21. Farkl molekul agirliklarina sahip PLGA polimeriyle hazirlanan
nanopartikul formulasyonlarina ait salim profilleri

6. saatin sonunda PLGA 50:50 (7-17 kDa), PLGA 50:50 (24-38 kDa) ve PLGA 50:50
(38-54 kDa) kullanilarak hazirlanan formilasyondan sirasiyla %83,612,3;
%80,8+1,5 ve %76,2+4,6'lik gemsitabin hidroklorar salimi goértulmustir. 24. saatin
sonunda ise PLGA 50:50 (7-17 kDa) kullanilarak hazirlanan formulasyondan
%95,1+1,4 ve PLGA 50:50 (38-54 kDa) kullanilarak hazirlanan formulasyonlardan
%93,7+6,8’lik etkin madde c¢ikigi vardir.

Farkli laktik asit/glikolik asit oranina sahip PLGA polimerleri kullanilarak hazirlanan

nanopartikl formilasyonlari

Laktik asit/glikolik asit oraninin salim Gzerine etkisinin incelenmesi igin PLGA 50:50,
PLGA 65:35 ve PLGA 75:25 polimerleri kullanilarak formulasyonlar hazirlanmigtir.
Sekil 4.22°de farkh laktik asit/glikolik asit oranina sahip polimerler ile hazirlanan

formilasyonlara ait salim profilleri gésterilmistir.
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Sekil 4.22. Farkl laktik asit/glikolik asit oranina sahip PLGA polimerleri kullanilarak
hazirlanan nanopartikul formulasyonlarina ait salim profilleri

6. saatin sonunda PLGA 50:50 (24-38 kDa) (NP15), PLGA 65:35 (24-38 kDa)
(NP19) ve PLGA 75:25 (4-15 kDa) (NP20) kullanilarak hazirlanan formuilasyondan
siraslyla %80,8+1,5; %65,1+5,6 ve %50,7+2,4’luk gemsitabin hidroklorar salimi
gorulmastir. 24. saatin sonunda ise NP15, NP19 ve NP20 formulasyonlarindan
%94,0+2,3; %73,11+4,8 ve %57,514,3’lUk etkin madde cikigi vardir.

PLGA 50:50 (38-54 kDa) polimerinin PLGA 65:35 ve PLGA 75:25 polimerleriyle 1/1
oraninda (a/a) karisimlari kullanilarak hazirlanan formulasyonlar ile pegile

nanopartikil formilasyonuna ait salim profilleri Sekil 4.23’de yer almaktadir.
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Sekil 4.23. PLGA 50:50 polimerinin PLGA 65:35 ve PLGA 75:25 polimeriyle 1/1 (a/a)
oraninda karigimlari kullanilarak hazirlanan formualasyonlar ile pegile
nanopartikul formilasyonuna ait salim profilleri

Farkl laktik asit/glikolik asit iceren PLGA polimerlerinin karisimlari kullanilarak
hazirlanan formualasyonlardan NP21, NP22 ve PEG NP21 formulasyonlarindan 6.
saatin sonunda sirasiyla %73,5+3,0; %65,7+2,0 ve %79,8+3,7’lik gemsitabin
hidroklorir salimi gergceklesmistir. 24. saatin sonunda ise NP21, NP22 ve PEG
NP21 formulasyonlarindan sirasiyla %81,5+2,2; %72,4+1,9 ve %83,4+3,7’lik etkin

madde ¢ikigI gdzlenmistir.

Gemsitabin hidroklorir yukli lipozom formulasyonlarina ait sonuclar

Gemsitabin hidroklorlr iceren lipozom formdilasyonlarinda farkli SPC:kolesterol
molar oranlarinin (4:1, 4:2, 4:4) ve farkh yaglarin salim Uzerine etkisi incelenmistir.
SPC:kolesterol farkh molar oranlari ile hazirlanan formualasyonlarin salim profilleri
Sekil 4.24°de, farkh yaglar kullanilarak hazirlanan ve pegile edilen lipozom

formulasyonlarina ait salim profilleri Sekil 4.25’de gdsterilmigtir.
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Sekil 4.24. SPC:kolesterol farkli molar oranlari kullanilarak hazirlanan
formulasyonlara ait salim profilleri

Farkli SPC:kolesterol kullanilarak hazirlanan lipozom formulasyonlardan LP1, LP2
ve LP3 formulasyonlarindan 6. saatin sonunda sirasiyla %78,5+5,8; %75,1+1,5 ve
%74,915,6’'lik gemsitabin hidroklortr salimi gergeklesmistir. 24. saatin sonunda ise
LP1, LP2 ve LP3 formulasyonlarindan sirasiyla %89,0+6,3; %86,7+3,8 ve
%384,2+6,2’lik etkin madde c¢ikigI gozlenmigtir.
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Sekil 4.25. Farkh yaglar kullanilarak hazirlanan ve pegile edilen lipozom
formuUlasyonlarina ait salim profilleri

Farkl yaglar kullanilarak hazirlanan ve pegile edilen lipozom formulasyonlari LP2,
LP4, LP5 ve PEG LP2 formilasyonlari 6. saatin sonunda sirasiyla %75,1+1,50;
%87,1+5,1; %86,51+4,4 ve %82,6+4,0’'lik etkin madde ¢ikisi gostermigtir. 24. saatin
sonunda ise LP2, LP4, LP5 ve PEG LP2 formulasyonlarindan %86,7+3,8;
%97,5£3,1; %94,915,2 ve %91,913,2’lik gemsitabin hidroklortr salimi géraimustur.

Gemsitabin hidroklorir yikli LPHNP formiilasyonlarina ait sonuclar

Deney tasarimiyla hazirlanan  gemsitabin  hidroklorar  yuklG  LPHNP
formilasyonlarindan merkez noktalara ait formulasyonlarin salim profili  Sekil
4.26'da, aksiyal noktalara ait formualasyonlarin salim profilleri Sekil 4.27°'de ve

faktoriyel noktalara ait formulasyonlarin salim profilleri Sekil 4.28’de gdsterilmigtir.
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Sekil 4.26. Gemsitabin hidroklorlr yukli LPHNP formulasyonlarinin merkez

noktalara ait salim profilleri

Deney tasarimi sonucu elde edilen LPHNP formulasyonlarina ait merkez noktalar
benzer salim profilleri gostermistir. 6. saat sonunda merkez noktalar %50,5 ile
%54,7 arasli etkin madde ¢ikisi gostermistir. 24. saat sonunda ise merkez noktalara

ait formulasyonlardan %/55,6 ile %60,1 arasinda gemsitabin hidroklorur salimi

goralmustar.
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Sekil 4.27. Gemsitabin hidroklorir yukli LPHNP formulasyonlarinin aksiyal
noktalara ait salim profilleri

Deney tasarimi ile elde edilen formulasyonlarin kimdulatif salinan gemsitabin
hidroklorir sonuglari incelendiginde bagimsiz degiskenlerden PLGA 50:50/PLGA
65:35 oraninin salimi istatistiksel olarak anlamli derecede etkiledigi gorulmustur.
LPHNP7 formulasyonunda PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani 1,84’tur ve en yuksek
yuzdede etkin madde salimi gostermistir. Bu formllasyonunun 6. ve 24. saat
sonundaki kimulatif salinan etkin madde yuzdeleri sirasiyla %68,9+0,9 ve
%73,412,0'dir. En dusuk ylUzdede salim gésteren LPHNP10 formulasyonunda
PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani en duguktur ve 0,16’dir. LPHNP10 formdlasyonu 6.
ve 24. saat sonunda etkin maddeyi sirasiyla %34,812,2 ve %40,9+3,1 oraninda

salmistir.
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Sekil 4.28. Gemsitabin hidroklorlr yukli LPHNP formulasyonlarinin faktoriyel
noktalara ait salim profilleri

Deney tasarimi kullanilarak hazirlanan faktoriyel noktalara ait formulasyonlar
incelendiginde PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani 0,5 olan formdilasyonlarin
(LPHNP13, LPHNP14, LPHNP15 ve LPHNP16) 24 saat sonundaki % kumdulatif
salinan etkin madde oranlarinin dusuk oldugu ve %39,7 ile %58,9 arasinda degistigi
gozlenmigtir. PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani 1,5 olan formulasyonlar (LPHNP17,
LPHNP18, LPHNP19 ve LPHNP20) ise daha ylksek yuzdeli salim gostermistir ve
24 saat sonunda % kumdulatif salinan etkin madde oranlari %62,3 ile %73,9 arasinda

degismektedir.

Gemsitabin hidroklorir cozeltisi ve optimum formiilasyonlara ait salim profilleri

Gemsitabin hidroklorurin pH 7,4 fosfat tamponu igerisindeki ¢ozeltisi ile gemsitabin
hidroklorar yukli en ylksek enkapsulasyon etkinligi gostermis pegile nanopartikdil
(PEG NP21), lipozom (PEG LP2) ve LPHNP17 formulasyonlarina ait salim profilleri
Sekil 4.29'da gosterilmigtir.
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Sekil 4.29. Gemsitabin hidroklorlr ¢ozeltisi ile pegile nanopartikdl, lipozom ve
optimum LPHNP formulasyonlarina ait salim profilleri

Gemsitabin hidroklorir ¢ozeltisi 6. saat sonunda yaklasik olarak tamami reseptor
kompartmanda toplanmistir. Pegile lipozom formulasyonu (PEG LP2), pegile
nanopartikil formilasyonu (PEG NP21) ve LPHNP17 formilasyonu 6. saat
sonunda ise sirasiyla %82,6+4,0; %79,8+3,7 ve %53,6£2,0'ik gemsitabin
hidroklorir salimi gostermistir. 24. saat sonunda ise PEG LP2, PEG NP21 ve
LPHNP17 formulasyonlarindan sirasiyla %91,9+3,2; %83,4+3,7 ve %62,3%1,2

oraninda kamudlatif etkin madde salimi gergeklesmistir.

Cizelge 4.35’de pegile nanopartikul (PEG NP21), pegile lipozom (PEG LP2) ve en
yuksek enkapstlasyon etkinligi goésteren LPHNP17 formulasyonlarinin hesaplanan
salim kinetiklerine ait r?, Akaike bilgi kriteri (AIC) ve model segme kriteri (MSC)

degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 4.35. Pegile edilmis nanopartikil, lipozom ve optimum LPHNP
formilasyonlarinin hesaplanan salim kinetiklerine ait r?, AIC ve MSC

degerleri
PEG NP21 PEG LP2
(Pegile nanopartikil | (Pegile lipozom LPHNP17
formulasyonu) formulasyonu)
r? 0,900 + 0,019 0,947 + 0,009 0,862 + 0,025
1. derece AlIC [43,1+1,1 400+1,1 26,2+ 1,8
MSC | 2,03 £ 0,19 2,67 £ 0,16 1,61 +0,37
r? 0,754 + 0,034 0,919 + 0,016 0,975+ 0,011
Higuchi AIC [49,4+0,7 43,0+ 1,6 192121
MSC | 1,12+ 0,14 2,24 + 0,19 3,07 £ 0,36
r? 0,820 + 0,011 0,952 + 0,013 0,888 + 0,033
Hixson-Crowell AIC |472+0,2 39,3+1,5 253+21
MSC | 1,43 + 0,06 2,77 £ 0,26 1,85+0,44
r? 0,800 + 0,004 0,954 + 0,012 0,851 + 0,027
Hopfenberg AIC |48,7+0,3 39,7+15 27,3121
MSC | 1,22 + 0,02 2,72 £0,25 1,49 + 0,35
r? 0,949 + 0,002 0,992 + 0,002 0,992 + 0,003
Weibull AIC [(39,1+04 26,4+ 2,3 129+1,6
MSC | 2,59 £ 0,04 4,61+0,36 4,31+0,34
r? 0,987 + 0,008 0,991 + 0,003 0,982 + 0,002
Korsmeyer-Peppas | AIC | 12,4 +3,7 12,0+ 1,3 17,0+ 0,3
MSC | 4,00 + 0,92 3,87 £0,39 3,561+0,13
r? 0,920 + 0,000 0,955 + 0,003 0,934 + 0,003
Baker-Lonsdale AIC |415+0,3 39,0+£0,5 23,0+ 0,6
MSC | 2,25 + 0,00 2,81 £0,07 2,32 £ 0,05

Nanopartikil, lipozom ve LPHNP formulasyonlart Weibull ve Korsmeyer-Peppas
salim kinetikleri modellerine uyumlu bulunmus yiiksek r? degeri gostermistir.
Formulasyonlarin Weibull modeli i¢in B degerleri ve Korsmeyer-Peppas modeli igin

hesaplanan n degerleri Cizelge 4.36’da yer almaktadir.
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Cizelge 4.36. Formulasyonlarin Weibull modeli igin B degeri ve Korsmeyer-Peppas
modeli igin hesaplanan n degeri

PEG NP21 PEG LP2 LPHNP17

B (Weibull) 0,829 + 0,026 0,832+ 0,014 0,791 + 0,069

E(Korsmeyer' 0,677 + 0,029 0,674 + 0,037 0,624 + 0,070
eppas)

4.3.6. Stabilite caligmalari

in vitro stabilite deneylerine ait bulgular

Stabilite testleri Bolim 3.4.6’da anlatildigi gibi yapilmistir. Gemsitabin hidroklortr
yukll pegile nanopartikil, pegile lipozom ve optimum LPHNP formulasyonlarinin
4°C, 25+2°C/%60+5 bagil nem ortamlarinda 12 ay ve 40£2°C/%75+5 bagil nem

ortamlarinda 6 ay sureyle bekletilmis ve stabilite galismalari gergeklestirilmigtir.

Nanopartikiil formilasyonunun farkli saklama kogsullarindaki stabilitesi

Gemsitabin hidroklortr yUukli pegile nanopartikil formulasyonunun (PEG NP21)
stabilite testleri sirasinda farkli saklama kosullarindaki partikil buyuklugu, PDI
degerleri, zeta potansiyelleri ve % kalan ilag oranlari hesaplanmistir. Nanopartikdl
formUlasyonunun 4°C sicakliktaki 12 aylik stabilite sonuglar Cizelge 4.37’de,
2512°C/%60+5 bagil nem ortamindaki 12 aylik stabilite sonuglari Cizelge 4.38’de
ve 40£2°C/%7515 bagil nem ortamindaki 6 aylik stabilite sonuglari Cizelge 4.39’da

gosterilmisgtir.
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Cizelge 4.37. Pegile nanopartikil formulasyonunun (PEG NP21) 4°C sicaklktaki

stabilitesi
Zaman Partikul buyukluga | PDI Zeta potansiyeli | % kalan ilag
(nm) (mV)
Baslangig | 215+ 4 0,129 £+ 0,023 | -17,7+£0,8 100
1. Ay 215+ 9 0,135+ 0,035 |-14,5+0,7 97,322
2. Ay 2187 0,119 +0,029 |-17,6 £0,7 80,6 + 3,6
3. Ay 218+ 14 0,204 £ 0,019 |-22,9+0,9 72,1+3/4
4. Ay 220 £ 12 0,212+ 0,035 | -17,9+0,6 60,5+1,2
5. Ay 225+ 16 0,187 £ 0,025 | -16,0+0,6 57,9+04
6. Ay 226 + 10 0,227 £ 0,028 |-18,9+0,6 56,2+ 0,9
9. Ay 237 £ 13 0,255+0,029 [-21,1+0,5 51,8+ 0,5
12. Ay 250 + 17 0,353 £ 0,047 |-20,1+0,8 46,6 £ 2,0

Gemsitabin hidroklortr yukli pegile nanopartikil formtlasyonunun 4°C sicaklikta
partikil bayukligu degisimleri Sekil 4.30°da, formulasyon igindeki % kalan ilag

oranlari ise Sekil 4.31’de gosterilmistir.
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Sekil 4.30. Gemsitabin hidroklorlr yUkli pegile nanopartikil formdlasyonunun
(PEG NP21) 4°C sicaklikta partikul buyuklaga degisimleri (*p<0,05)
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Sekil 4.31. Gemsitabin hidroklorur yuklt pegile nanopartikul formulasyonunun
(PEG NP21) 4°C sicaklikta % kalan ilag oranlari (***p<0,0001)
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Cizelge 4.38. Pegile nanopartikil formulasyonunun (PEG NP21) 25+2°C/%60+5
bagil nem ortamindaki stabilitesi

Zaman Partikul buyukluga | PDI Zeta potansiyeli | % kalan ilag
(nm) (mV)

Baslangig | 215+ 4 0,129 £+ 0,023 | -17,7+£0,8 100

1. Ay 215+ 5 0,177 £ 0,048 | -159+1,2 974 +11
2. Ay 224 +9 0,281 +0,027 |-16,1+1,0 70,1+0,8
3. Ay 239 +12 0,394 £ 0,099 |-16,6 £ 0,6 66,0 + 1,5
4. Ay 243 £ 17 0,376 + 0,046 |-16,4+1,2 56,0+ 0,8
5. Ay 248 + 19 0,239 +£0,027 |-17,5+0,6 50,7+ 0,8
6. Ay 253+ 19 0,222 £ 0,022 |-18,5+0,5 48,0+ 1,6
9. Ay 266 + 27 0,298 + 0,045 [ -17,9+0,3 427+16
12. Ay 341+ 20 0,497 £ 0,069 |-155+0,8 39,3+2,1

Gemsitabin hidroklortr yukllu pegile nanopartikil formulasyonunun 25+2°C/%60+5
badil nem ortamindaki partikil buyukligu degisimleri Sekil 4.32'de, formulasyon

icindeki % kalan ilag oranlari ise Sekil 4.33’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.32. Gemsitabin hidroklorur yiklt pegile nanopartikul formulasyonunun
(PEG NP21) 25£2°C/%6015 bagil nem ortamindaki partiktl bayukltgu
degisimleri (*p<0,05; ***p<0,0001)
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Sekil 4.33. Gemsitabin hidroklorur yUklU pegile nanopartikul formulasyonunun
(PEG NP21) 251£2°C/%60+5 bagil nem ortamindaki % kalan ilag oranlari
(***p<0,0001)
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Cizelge 4.39. Pegile nanopartikil formulasyonunun (PEG NP21) 40£2°C/%75+5
bagil nem ortamindaki stabilitesi

Zaman Partikul buyukluga | PDI Zeta potansiyeli | % kalan ilag
(nm) (mV)

Baslangig | 215+ 4 0,129 £+ 0,023 | -17,7+£0,8 100

1. Ay 241+8 0,263 + 0,067 |[-11,9+ 1,1 81,6+1,5
2. Ay 267 + 16 0,303 +£0,029 |-11,2 +1,2 51,3+2,4
3. Ay 328 + 67 0,501 +0,124 |-13,8+1,6 48,6 +1,0
4. Ay 342 + 26 0,418 £ 0,041 | -15,6 £ 2,1 43,1+25
5. Ay 356 + 27 0,452 £ 0,043 |-15,2+2,2 349+17
6. Ay 360+ 18 0,408 £ 0,057 |-11,6 £ 1,1 34,0+0,8

Gemsitabin hidroklortr yukli pegile nanopartiktl formulasyonunun 40+£2°C/%75+5
bagil nem ortamindaki partikal buydklaga degisimleri Sekil 4.34’de, formilasyon

icindeki % kalan ilag oranlari ise Sekil 4.35’de gosterilmistir.
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Sekil 4.34. Gemsitabin hidroklorur yiklt pegile nanopartikul formulasyonunun
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(PEG NP21) 40£2°C/%75%5 bagil nem ortamindaki partiktl bayuklagu
degisimleri (**p<0,01; ***p<0,0001)
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Sekil 4.35. Gemsitabin hidroklortr yUkli pegile nanopartikil formilasyonunun

(PEG NP21) 40£2°C/%75%5 bagil nem ortamindaki % kalan ilag oranlari

(***p<0,0001)
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Lipozom formiilasyonunun farkli saklama kogullardaki stabilitesi

Gemsitabin hidroklortr yUkllu pegile lipozom formulasyonunun (PEG LP2) stabilite
testleri sirasinda farkli saklama kosullarindaki partikul buyuklagu, PDI degerleri,
zeta potansiyelleri ve % kalan ilag oranlari hesaplanmistir. Lipozom
formUlasyonunun 4°C sicakliktaki 12 aylik stabilite sonuglari Cizelge 4.40’da,
2512°C/%6015 badil nem ortamindaki 12 aylik stabilite sonuglari Cizelge 4.41°de
ve 40+2°C/%75+5 bagil nem ortamindaki 6 aylik stabilite sonuclari Cizelge 4.42°de

gosterilmigtir.

Cizelge 4.40. Pegile lipozom formulasyonunun (PEG LP2) 4°C sicakliktaki stabilitesi

Zaman Partikal buyuklugu | PDI Zeta potansiyeli | % kalan ilag
(nm) (mV)

Baslangi¢ | 206 + 18 0,266 £ 0,040 | -23,1+1,0 100

1. Ay 207 £ 18 0,404 £0,053 |-27,1+1,6 90,7+2,1
2. Ay 229+ 18 0,533 +0,086 |-18,6 +1,6 74,9+0,9
3. Ay 268 + 57 0,473 +0,119 |-204+1,1 68,1+1,8
4. Ay 365+ 77 0,541+ 0,070 |-18,6 £ 0,6 58,3+1,5
5. Ay 378 £ 60 0,462 + 0,094 | -21,3+0,6 54,8 +2,3
6. Ay 416 + 88 0,465+ 0,075 |-21,6+0,4 50,4+1,1
9. Ay 532 + 61 0,582 +0,044 |-21,3+1,1 42,7+2,1
12. Ay 651 + 47 0,630 £0,109 |-21,7+1,5 3756+1.4

Gemsitabin hidroklortr yukli pegile lipozom formulasyonlarinin 4°C sicakliktaki
partikil buyukligu degisimleri Sekil 4.36’da, formulasyon igindeki % kalan ilag

oranlari ise Sekil 4.37’de gosterilmistir.
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Sekil 4.36. Gemsitabin hidroklorlr yUkli pegile lipozom formilasyonunun
(PEG LP2) 4°C sicaklikta partikul buyuaklagu degisimleri (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,0001)
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Sekil 4.37. Gemsitabin hidroklorur yUkli pegile lipozom formilasyonunun
(PEG LP2) 4°C sicaklikta % kalan ila¢ oranlari (***p<0,0001)
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Cizelge 4.41. Pegile lipozom formulasyonunun (PEG LP2) 25+2°C/%60+5 bagil

nem ortamindaki stabilitesi

Zaman Partiktl buyuklaga | PDI Zeta potansiyeli | % kalan ilag
(nm) (mV)

Baslangi¢ | 206 + 18 0,266 + 0,040 | -23,1+£1,0 100

1. Ay 278 £ 30 0,414 + 0,066 | -27,2+1,4 76,1+14
2. Ay 346 + 48 0,553 +0,075 |-16,7+2/4 67,9+0,6
3. Ay 400+ 74 0,662 + 0,058 |-20,2+1,2 63,7+0,8
4. Ay 682 + 100 0,688 £ 0,180 |-22,6 £ 0,7 53,4+1,0
5. Ay 698 £ 79 0,592+0,173 |-20,6 £ 0,7 48,3+ 2,8
6. Ay 717 £ 117 0,612 £ 0,140 | -26,8+0,8 42,9+17
9. Ay 966 + 113 0,738 +0,148 |-27,3+1,4 349+1,8
12. Ay 991 + 155 0,925+0,118 |-28,0+ 1,3 32,6+1,6

Gemsitabin hidroklorur yukli pegile lipozom formulasyonunun 25+2°C/%60+5 bagil
nem ortamindaki partikil buyuklugu degisimleri Sekil 4.38'de, formulasyon igindeki

% kalan ilag oranlari ise Sekil 4.39'da gosterilmistir.
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Sekil 4.39. Gemsitabin hidroklorlr yUkli pegile lipozom formualasyonunun
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Cizelge 4.42. Pegile lipozom formulasyonunun (PEG LP2) 40+2°C/%75+5 bagil

nem ortamindaki stabilitesi

Zaman Partikul buyukluga | PDI Zeta potansiyeli | % kalan ilag
(nm) (mV)

Baslangi¢ | 206 + 18 0,266 + 0,040 | -23,1+£1,0 100

1. Ay 365 + 28 0,447 £ 0,050 |-24,2+25 60,9+ 0,7
2. Ay 479+ 74 0,551 +0,080 |-15,5+1,5 52,4+29
3. Ay 707 £ 80 0,728 £ 0,040 |-24,6 +0,6 42,4 +0,7
4. Ay 874 + 118 0,623 +0,091 |-26,9+1,3 355+1,2
5. Ay 1224 + 276 0,806 + 0,100 |-26,8+ 1,4 30,427
6. Ay 1294 + 253 0,831 +0,058 |-25,7+1,5 27,8127

Gemsitabin hidroklorur yuklu pegile lipozom formulasyonunun 40+2°C/%75+5 bagil
nem ortamindaki partikl bayUkligu degisimleri Sekil 4.40°'da, formulasyon icindeki

% kalan ilag oranlari ise Sekil 4.41’de gosterilmistir.
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Sekil 4.40. Gemsitabin hidroklorur yUkla pegile lipozom formulasyonunun
(PEG LP2) 40+2°C/%75%5 bagdil nem ortamindaki partikul bayuklagu
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LPHNP formiilasyonunun farkli saklama kogullardaki stabilitesi

Gemsitabin hidroklorlr yukli LPHNP formilasyonunun (LPHNP17) stabilite testleri
sirasinda farkli saklama kosullarindaki partikil bayuklugu, PDI degerleri, zeta
potansiyelleri ve % kalan ila¢ oranlari hesaplanmistir. LPHNP formulasyonunun 4°C
sicakliktaki 12 aylik stabilite sonuglar Cizelge 4.43’de, 251£2°C/%6045 bagil nem
ortamindaki 12 aylik stabilite sonuglari Cizelge 4.44’de ve 40+2°C/%7545 bagil nem

ortamindaki 6 aylik stabilite sonuglari Cizelge 4.45°de gosterilmistir.

Cizelge 4.43. LPHNP (LPHNP17) formulasyonunun 4°C sicakliktaki stabilitesi

Zaman Partiktl buyudklaga | PDI Zeta potansiyeli | % kalan ilag
(nm) (mV)

Baslangi¢ | 216 £ 10 0,155+ 0,033 | -20,6 £ 1,3 100

1. Ay 222 + 4 0,236 + 0,028 | -19,8+0,9 98,3+ 1,1
2. Ay 222 +13 0,149 £ 0,025 | -15,5+0,6 96,6 + 1,2
3. Ay 226 + 9 0,162 £ 0,030 |-16,4+ 1,1 94,4 +0,3
4. Ay 227 £ 12 0,188 +0,016 |-22,6 +0,9 92,8+1,9
5. Ay 242 +9 0,257 £ 0,030 |-23,7+1,2 91,7+0,9
6. Ay 253 + 22 0,232 £ 0,027 |-23,7+0,5 90,8+0,5
9. Ay 257 £ 17 0,232+0,017 [-17,5+04 884+14
12. Ay 264 + 14 0,269 £ 0,038 | -22,6 +1,5 82,5+2,8

Gemsitabin hidroklorir yiklia LPHNP formulasyonunun 4°C sicakliktaki partikdl
blayuklugu degisimleri Sekil 4.42'de, formulasyon igindeki % kalan ilag oranlari ise

Sekil 4.43’'de gosterilmigtir.
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Sekil 4.42. Gemsitabin hidroklorur yukli LPHNP formulasyonunun (LPHNP17) 4°C
sicakhktaki partikl bayUklugu degisimleri (*p<0,05)

100+

*kk

804

60+

% kalan ilac

404

20+

0=

%

S
%@
Q,'D-

3 @ R 3 W

Zaman (Ay)

BORODREREBO

Baslangic
1.Ay

2 Ay
3.Ay

4 Ay

5. Ay
6.Ay

9 Ay
12.Ay

Sekil 4.43. Gemsitabin hidroklorur yukli LPHNP formulasyonunun (LPHNP17) 4°C
sicakliktaki % kalan ilag oranlar (**p<0,01;***p<0,0001)
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Cizelge 4.44. LPHNP formulasyonunun (LPHNP17) 25£2°C/%6045 bagil nem
ortamindaki stabilitesi

Zaman Partiktl buyuklaga | PDI Zeta potansiyeli | % kalan ilag
(nm) (mV)

Baslangi¢ | 216 £ 10 0,155+ 0,033 |-20,6 £ 1,3 100

1. Ay 238 £ 19 0,267 £ 0,045 | -19,5+0,9 95,1+0,7
2. Ay 242 + 4 0,240 £ 0,028 |-16,2+ 1,4 772+14
3. Ay 254 + 7 0,272 £ 0,026 |-18,7+0,8 72,2+0,6
4. Ay 254 + 18 0,235+0,027 |-17,7+0,9 70,4 +£0,7
5. Ay 258 + 9 0,285+ 0,042 |-23,9+2,1 68,6 + 0,9
6. Ay 280+ 18 0,283 £ 0,036 |-23,0+0,5 66,3+ 0,8
9. Ay 285 + 28 0,249 £ 0,008 |-17,2+0,6 65,1+ 1,3
12. Ay 334 +13 0,379 £ 0,056 |-17,3+0,7 60,8 + 2,8

Gemsitabin hidroklorir yukli LPHNP formulasyonunun 25+2°C/%60+5 bagil nem
ortamindaki partiktl buyUkligu degisimleri Sekil 4.44’'de, formullasyon icindeki %

kalan ilag oranlari ise Sekil 4.45'de gdsterilmistir.
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Sekil 4.44. Gemsitabin hidroklorur yukli LPHNP formulasyonunun (LPHNP17)
25+2°C/%60+45 bagil nem ortamindaki partikil buydkligu degisimleri
(**p<0,01; **p<0,0001)
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Sekil 4.45. Gemsitabin hidroklortr yikli LPHNP formualasyonunun (LPHNP17)
2512°C/%60+5 bagil nem ortamindaki % kalan ilag oranlari (**p<0,01;
***n<0,0001)
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Cizelge 4.45. LPHNP formulasyonunun (LPHNP17) 40£2°C/%7545 bagil nem
ortamindaki stabilitesi

Zaman Partiktl buyuklaga | PDI Zeta potansiyeli | % kalan ilag
(nm) (mV)

Baslangi¢ | 216 £ 10 0,155+ 0,033 |-20,6 £ 1,3 100

1. Ay 249+ 9 0,161+ 0,049 [ -18,4+0,9 79,3+1,6
2. Ay 261+ 11 0,286 + 0,044 | -16,6 £ 0,7 59,0+2,3
3. Ay 280 + 12 0,349 +0,041 |-15,7+0,7 544 +0,5
4. Ay 301 +25 0,442 + 0,049 [-19,3+0,5 43,3+1,8
5. Ay 329 +42 0,476 £ 0,056 |-22,6 +0,8 38,3+1,6
6. Ay 336 + 54 0,648 £ 0,061 |-20,8 + 1,1 36,3+0,7

Gemsitabin hidroklorur yukli LPHNP formulasyonun 40+2°C/%75+5 bagil nem
ortamindaki partiktl buyUkligu degisimleri Sekil 4.46'da, formulasyon icindeki %

kalan ilag oranlari ise Sekil 4.47’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.46. Gemsitabin hidroklorur yukli LPHNP formulasyonunun (LPHNP17)
40+£2°C/%7515 bagil nem ortamindaki partiktl bayakligu degisimleri
(*p<0,05; **p<0,01)
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Sekil 4.47. Gemsitabin hidroklorlr yUukli LPHNP formulasyonunun (LPHNP17)
40+2°C/%75+5 bagil nem ortamindaki % kalan ilag oranlari
(***p<0,0001)

Gemsitabin hidroklordr yUkli nanopartikil (PEG NP21) , lipozom (PEG LP2) ve

LPHNP17 formulasyonlarinin  4°C, 25+2°C/%60+5 bagil

nem ortami ve

40+2°C/%75+5 bagil nem ortamindaki raf dmarleri hesaplanmis ve Cizelge 4.46’da

gOsterilmistir.

Cizelge 4.46. Formulasyonlarin farkli saklama kosullarindaki raf dmdarleri

Formulasyon

Raf omru (Ay)

4°C 25+2°C/%6015 401£2°C/%75+5
bagil nem ortami | bagil nem ortami
PEG NP21 1,61 1,31 0,58
(Nanopartikdl)
PEG LP2 1,28 1,16 0,53
(Lipozom)
LPHNP17 7,02 2,79 0,61
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Formulasyonlarin in vivoyu taklit eden farkli ortamlardaki stabilite deneyleri ait

bulgular

Fosfat tamponu (pH 7,4), FBS ve %90 fosfat tamponu + %10 FBS ortamlari
icerisindeki liyofilize nanopartikul (PEG NP21), lipozom (PEG LP2) ve LPHNP17

formUlasyonlari 5 gun suresince 37+1°C’de sicakliktaki su banyosu ortaminda

bekletilmistir. Belirli araliklarla (baslangig, 1, 2, 3, 4 ve 5. gun) érnekler alinip partikdil

bayuklugu, dagihmi ve zeta potansiyelleri dlgumleri yapilmistir.

Nanopartikiil formiilasyonuna ait farkli ortamlardaki stabilite sonuclari

Pegile nanopartikil formulasyonunun (PEG NP21) farkli ortamlardaki partikil

bayuklugu, PDI ve zeta potansiyeli 6lgum sonuglari Cizelge 4.47-Cizelge 4.49

arasinda gosterilmigtir.

Cizelge 4.47. %100 fosfat tamponu icerisindeki nanopartiktl formuilasyonu

Zaman Partikal buyuklugu (nm) | PDI Zeta potansiyeli (mV)
Baslangic | 205+5 0,098 £ 0,018 -13,8+1,1
1. gin 210+ 8 0,094 + 0,026 -13,2+£0,7
2.gln 213+ 9 0,166 + 0,031 -13,6 £ 0,8
3. gin 2137 0,168 + 0,017 -14,7 £2,8
4. gin 21317 0,164 + 0,024 -15,8 £1,8
5. glin 214 +10 0,134 £ 0,035 -18,3+1,0
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Cizelge 4.48. %90 fosfat tamponu/%10 fetal bovin serum ortami igerisindeki
nanopartikul formalasyonu

Zaman Partikal buyuklugl (nm) | PDI Zeta potansiyeli (mV)
Baslangic | 207 £ 10 0,114 £ 0,024 -17,2+1,5
1. gin 216+ 9 0,212 + 0,032 -153+2,1
2.gln 216 + 11 0,260 + 0,045 -176+1,4
3. giln 225+ 14 0,333 £ 0,041 -225+1,4
4. gin 252 +12 0,397 + 0,076 -21,4+0,7
5. glin 258 + 18 0,352 + 0,069 -22,2+0,8

Cizelge 4.49. %100 fetal bovin serum ortami igerisindeki nanopartikul formulasyonu

Zaman Partikal buyuklugu (nm) | PDI Zeta potansiyeli (mV)
Baslangic | 208 + 10 0,120 £ 0,021 -14,7 £+ 2,8
1. gin 210+ 8 0,331 £ 0,033 -16,6 £1,1
2.gln 222 + 17 0,465 + 0,149 -24,2+0,8
3. gin 253 + 21 0,558 + 0,159 -229+1,2
4. gin 281 +19 0,547 + 0,099 -25,8+1,0
5. glin 354 + 20 0,447 + 0,166 -24,3+1,8

Lipozom formiilasyonuna ait farkli ortamlardaki stabilite sonuclari

Pegile lipozom formulasyonunun (PEG LP2) farkli ortamlardaki partiktl bayuklagu,
PDI ve zeta potansiyeli dlgim sonuglari Cizelge 4.50 - Cizelge 4.52 arasinda
gosterilmisgtir.
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Cizelge 4.50. %100 fosfat tamponu igerisindeki lipozom formulasyonu

Zaman Partikul buyuklaga (nm) | PDI Zeta potansiyeli (mV)
Baglangic | 186+ 5 0,069 £ 0,019 -13,5+2,0
1. glin 189+ 6 0,092 + 0,026 -13,0+0,6
2.gln 196 + 7 0,261 + 0,022 -14,4+0,5
3. gln 199+ 8 0,219 £ 0,032 -16,0+£2,0
4. gln 203 £ 17 0,192 + 0,025 -17,7+£1,5
5. gln 209+8 0,253 + 0,043 -17,9+0,9

Cizelge 4.51. %90 fosfat tamponu/%10 fetal bovin serum ortami igerisindeki lipozom

formulasyonu

Zaman Partikal buyuklugu (nm) | PDI Zeta potansiyeli (mV)
Baslangic | 188 + 10 0,234 + 0,052 244 +15
1. gin 192 + 13 0,498 + 0,082 -23,8+2,6
2.gln 203+ 10 0,481 + 0,073 -25,0 £ 1,1
3. gin 219+ 10 0,619 £ 0,072 -26,2+1,2
4. gin 318 £ 22 0,705+ 0,119 -27,0+£0,8
5. glin 705 + 35 0,613 £ 0,144 -239+1,8

Cizelge 4.52. %100 fetal bovin serum ortami igerisindeki lipozom formulasyonu

Zaman Partikal buyuklugu (nm) | PDI Zeta potansiyeli (mV)
Baglangic | 217 £13 0,332 + 0,067 -23,6 £1,5
1. gun 264 +78 0,561 £ 0,099 -241+0,9
2.gln 403 + 82 0,635 £ 0,039 -23,5+0,8
3.gln 1182 + 204 0,882 + 0,104 -25,4+£0,5
4. gin 1405 + 411 0,905 + 0,105 -25,6+1,2
5. gln 1520 + 465 0,895 £ 0,162 -240+1,9
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LPHNP formiilasyonuna ait farkli ortamlardaki stabilite sonuglari

LPHNP17 formulasyonunun farkli ortamlardaki partiktl bayikligu, PDI ve zeta

potansiyeli 6lcim sonuglari Cizelge 4.53 - Cizelge 4.55 arasinda gosterilmigtir.

Cizelge 4.53. %100 fosfat tamponu igerisindeki LPHNP formulasyonu

Zaman Partikal buyaklaga (nm) | PDI Zeta potansiyeli (mV)
Baslangic | 223 +13 0,149 £ 0,021 -14,4+0,9
1. gun 230+ 15 0,154 + 0,018 -14,3+1,6
2. glin 2306 0,209 £ 0,013 -18,4 £ 0,6
3. gin 240+ 13 0,181 £ 0,026 -145+19
4. gin 240 £ 16 0,166 + 0,026 -155+1,4
5. gilin 249 + 17 0,200 + 0,018 -182+1,4

Cizelge 4.54. %90 fosfat tamponu/%10 fetal bovin serum ortami i¢erisindeki LPHNP

formulasyonu

Zaman Partikul buyuklaga (nm) | PDI Zeta potansiyeli (mV)
Baslangic | 241+ 12 0,198 + 0,061 -19,4+1.4
1. glin 256 + 11 0,283 + 0,056 -19,8 £ 0,7
2.gln 255+ 6 0,309 £ 0,033 -24,1+0,8
3. giln 253 + 26 0,350 + 0,026 -26,3+1,2
4. glin 300+13 0,324 £ 0,100 -26,1+1,0
5. gilin 502 + 50 0,382 + 0,110 -27,8+15
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Cizelge 4.55. %100 fetal bovin serum ortami igerisindeki LPHNP formulasyonu

Zaman Partikul buyuklaga (nm) | PDI Zeta potansiyeli (mV)
Baslangic | 248 + 14 0,198 + 0,061 -19,4+1,4
1. glin 281 + 41 0,421 £ 0,068 -15,5+0,2
2. glin 374 + 34 0,559 + 0,102 -23,6£0,3
3.gln 456 + 26 0,704 + 0,068 -23,8+0,3
4. gliin 493 + 34 0,578 £ 0,118 -248+0,9
5. glin 616 + 92 0,636 + 0,062 -244+20

4.3.7. Formulasyonlarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Formulasyonlarin TEM goéruntuleri

On deneme nanopartikiil formiilasyonlarinin TEM gériintiileri

Nanopartikillere ait 6n ¢alismalarda i¢ sulu fazda yluzey etkin madde olarak PVA
31-50 kDa kullanilan formilasyonun  (O-NP5) ve Lutrol F-68 kullanilan
formulasyonun (O-NP6) TEM gérintileri alinmistir. Resim 4.2’de bu

formulasyonlara ait TEM goruntuleri gdsterilmigtir.

Resim 4.2. A=0-NP5 ve B= O-NP6 formilasyonlarinin TEM géruntiileri
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Nanopartikiil formiilasyonlarinin stabilite deneylerine ait TEM gbriintiileri

Resim 4.3'de gemsitabin hidroklortr yukli pegile nanopartikll formilasyonunun

stabilite deneyinin baglangicindaki TEM goéruntuleri verilmigtir.

PEG
tabakasi

Resim 4.3. Pegile nanopartikul formulasyonunun (PEG NP21) stabilite deneyinin
baslangicindaki TEM goruntileri

Gemsitabin hidroklortr yukli pegile nanopartikil formulasyonunun 4°C sicakliktaki
6 ay, 25+2°C/%60+5 bagil nem ortaminda 6 ay ve 40+2°C/%75+5 bagil nem
ortaminda 3 ay saklandiktan sonra c¢ekilen TEM goruntlleri Resim 4.4’de

gOsterilmigtir.
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Resim 4.4. Nanopartikil formulasyonunun (PEG NP21) 4°C sicakliktaki 6 ay,
25+2°C/%60+5 bagil nem ortaminda 6 ay ve 40+2°C/%755 bagil nem
ortaminda 3 ay saklandiktan sonra ¢ekilen TEM goruntuleri
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Gemsitabin hidroklorir yUkli pegile nanopartikiil formilasyonunun 4°C sicakliktaki
12 ay, 25£2°C/%60+5 bagil nem ortaminda 12 ay ve 40+£2°C/%75+5 bagil nem
ortaminda 6 ay saklandiktan sonra c¢ekilen TEM goruntileri Resim 4.5de

gosterilmistir.
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Resim 4.5. Nanopartikul formalasyonunun (PEG NP21) 4°C sicakliktaki 12 ay,
2512°C/%60+5 bagil nem ortaminda 12 ay ve 40+2°C/%75+5 bagil nem
ortaminda 6 ay saklandiktan sonra ¢ekilen TEM goruntuleri
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Lipozom formiilasyonlarinin stabilite deneylerine ait TEM gdériintiileri

Gemsitabin hidroklortr yUkli pegile lipozom formilasyonunun stabilite deneyinin

baslangicindaki TEM goéruntuleri Resim 4.6’da verilmistir.

. ——i2000m |

Resim 4.6. Pegile lipozom formulasyonunun (PEG LP2) stabilite deneyinin
baslangicindaki TEM goéruntileri

Gemsitabin hidroklortr yuklu pegile lipozom formulasyonunun 4°C sicakliktaki 6 ay,
25+2°C/%6045 bagil nem ortaminda 6 ay ve 40+2°C/%75+5 bagil nem ortaminda

3 ay saklandiktan sonra ¢ekilen TEM goruntuleri Resim 4.7'de gosterilmistir.
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Resim 4.7. Lipozom formulasyonunun (PEG LP2) 4°C sicakliktaki 6 ay,
25+2°C/%60+5 bagil nem ortaminda 6 ay ve 40+2°C/%755 bagil nem
ortaminda 3 ay saklandiktan sonra ¢ekilen TEM goruntuleri
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Gemsitabin hidroklortr yukli pegile lipozom formulasyonlarinin 4°C sicakliktaki 12
ay, 25+2°C/%60+5 badil nem ortaminda 12 ay ve 40+2°C/%75+5 bagil nem
ortaminda 6 ay saklandiktan sonra c¢ekilen TEM goruntileri Resim 4.8'de

gosterilmistir.
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Resim 4.8. Lipozom formulasyonlarinin (PEG LP2) 4°C sicakliktaki 12 ay,
2512°C/%6045 bagil nem ortaminda 12 ay ve 40+2°C/%755 bagil nem
ortaminda 6 ay saklandiktan sonra ¢ekilen TEM goruntuleri
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On deneme LPHNP formiilasyonlarinin TEM gériintiileri

LPHNP’lere ait 6n c¢alismalarda soya fosfotidilkolinin yagl faza ilave edildigi
formulasyon (O-LPHNP2) ile soya fosfotidilkolinin dig sulu faza ilave ediligi
formilasyonun (O-LPHNP4) TEM gérintileri alinmigtir. Resim 4.9'da bu

formulasyonlara ait TEM goéruntuleri gosterilmigtir.

Resim 4.9. A=Soya fosfotidilkolinin yagh faza ilavesiyle hazirlanan LPHNP
formilasyonu (O-LPHNP 2) ve B=Soya fosfotidilkolinin dig sulu faza
ilave edilmesiyle hazirlanan LPHNP formilasyona (O-LPHNP 4) ait
TEM goruntileri

LPHNP formtilasyonlarinin stabilite deneylerine ait TEM gériintiileri

Gemsitabin hidroklorar yukli LPHNP formuilasyonunun (LPHNP17) stabilite

deneyinin baglangicindaki TEM goéruntuleri Resim 4.10’da verilmistir.
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Resim 4.10. LPHNP formulasyonunun (LPHNP17) stabilite deneyinin
baslangicindaki TEM goruntaleri

Gemsitabin hidroklorir yukli LPHNP formulasyonunun 4°C sicakliktaki 6 ay,
2512°C/%6045 bagil nem ortaminda 6 ay ve 40+2°C/%75+5 bagil nem ortaminda

3 ay saklandiktan sonra ¢ekilen TEM goruntuleri Resim 4.11’de gdsterilmistir.
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Resim 4.11. LPHNP formilasyonunun (LPHNP17) 4°C sicakliktaki 6 ay,
2512°C/%6045 bagil nem ortaminda 6 ay ve 40£2°C/%75x5 bagil nem
ortaminda 3 ay saklandiktan sonra ¢ekilen TEM goruntuleri
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Gemsitabin hidroklortr yukli LPHNP formualasyonunun 4°C sicakliktaki 12 ay,
2512°C/%6045 bagil nem ortaminda 12 ay ve 40£2°C/%7515 bagil nem ortaminda

6 ay saklandiktan sonra ¢ekilen TEM gorUntileri Resim 4.12’de gdsterilmistir.

Ae z| epjipedis O

Ae "z| epuiwepo
wiau 16eq GF09%/0.CF5C

Ae ‘g epuiweuo

wiau 1I6eq GFG/%/0.CF0V

Resim 4.12. LPHNP formulasyonunun (LPHNP17) 4°C sicakliktaki 12 ay,
2512°C/%60+5 bagil nem ortaminda 12 ay ve 40+2°C/%75x5 bagil
nem ortaminda 6 ay saklandiktan sonra g¢ekilen TEM goruntuleri
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Stabilite kabininde bekletilen nanopartikil (PEG NP21), lipozom (PEG LP2) ve
LPHNP17 formulasyonlarinin 4°C sicaklikta 6 ay sonundaki fiziksel halleri Resim
4.13'de, 25+2°C/%60+5 badil nem ortaminda 6 ay sonundaki fiziksel halleri Resim
4.14'de gosterilmistir.

Resim 4.13. Formulasyonlarin 4°C sicakliktaki saklanmalarinin 6 ay sonundaki
halleri (Sol Ust resim nanopartikul formulasyonu=PEG NP21, sag Ust
resim lipozom formulasyonu=PEG LP2, alttaki resim LPHNP
formulasyonu=LPHNP17)
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Resim 4.14. Formilasyonlarin 25+2°C/%60+5 bagil nem ortaminda
saklanmalarinin 6 ay sonundaki halleri (Sol Gst resim nanopartikul
formulasyonu=PEG NP21, sag ust resim lipozom formulasyonu=PEG
LP2, alttaki resim LPHNP formulasyonu=LPHNP17)

Formulasyonlarin SEM goruntuleri

Nanopartikul, lipozom ve LPHNP formulasyonlarina liyoprotektan ilave edildiginde
nanotasiyici sistemlerin SEM goruntuleri alinamamigtir. Bu durumun énune gegmek
igin liyoprotektan igcermeyen formulasyonlar hazirlanmig, kurutulmus ve SEM

goruntuleri ¢cekilmigtir.

Nanopartikil formilasyonlarina ait SEM gértintileri

Nanopartikul formulasyonuna ait SEM goruntileri Resim 4.15'de gdsterilmigtir.
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20.00 kV[100000 x| 2.5 |10.2 mm METU CENTRAL LAB

spo'.t WD
20.00 kV| 200000 x | 2.5 110.2 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.15. Nanopartikil formllasyonuna (PEG NP21) ait SEM goruntileri
(Ust taraftaki resim x100000) (Alt taraftaki resim x200000)
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Lipozom formlilasyonlarina ait SEM gériintlileri

Lipozom formulasyonuna ait SEM gortntuleri Resim 4.16’da gosterilmigtir.

mag spot| WD | 200 nm
ETD | 20.00 kV] 400 000 x| 2.5 | 9.9 mm METU CENTRAL LAB

i,

det HV

(Ust taraftaki resim x400000) (Alt taraftaki resim x200000)
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LPHNP formiilasyonlarina ait SEM goériintiileri

LPHNP formulasyonuna ait SEM goéruntileri Resim 4.17°de gosterilmigstir

det HV mag |spot| WD 5pm
ETD|20.00 kV[20 000 x| 2.5 |10.1 mm METU CENTRAL LAB

det HV ‘ mag |spot| WD 1 pm

ETD|20.00 kV

Resim 4.17. LPHNP formUlasyonuna (LPHNP17) ait SEM goruntuleri
(Ust taraftaki resim x20000) (Alt taraftaki resim x100000)

100000 x | 2.5 |10.1 mm METU CENTRAL LAB
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4.4. Hiicre Kulturii Galigsmalarina Ait Sonuglar

4.4.1. Sitotoksisite testi (MTT)

Gemsitabin hidrokloriir ¢ozeltisi, ticari Grlin Gemko® ¢ozeltisi, slispande haldeki
gemsitabin hidroklortr yUkli nanopartikil (PEG NP21), lipozom (PEG LP2) ve
LPHNP17 formulasyonlarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerine
farkli konsantrasyonlarda uygulanmalari sonucu Leica DMIL floresan mikroskop

kullanilarak elde edilen goruntuler Resim 4.18- Resim 4.26 arasinda gosterilmistir.

Kontrol 1uM

Resim 4.18. Farkl konsantrasyonlardaki gemsitabin hidroklortr ¢ozeltisinin MCF-7
hicrelerine uygulanmasi sonucu elde edilen géruntuler
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Kontrol 0,01 uM

10 uM 100 pM 1000 uM

Resim 4.19. Farkli konsantrasyonlardaki Gemko® ¢ozeltisinin MCF-7 hiicrelerine
uygulanmasi sonucu elde edilen goruntuler

0,1 uM

Kontrol

10 uM 100 pM 1000 uM

Resim 4.20. Gemsitabin hidroklorur iceren nanopartikil formulasyonunun farkh
konsantrasyonlarda MCF-7 hticrelerine uygulanmasi sonucu elde
edilen goérintaler
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Kontrol

Resim 4.21. Gemsitabin hidroklorur igeren lipozom formulasyonunun farkl
konsantrasyonlarda MCF-7 hlcrelerine uygulanmasi sonucu elde
edilen goruntuler

Kontrol

Resim 4.22. Gemsitabin hidroklorur iceren LPHNP formulasyonunun farkli
konsantrasyonlarda MCF-7 huicrelerine uygulanmasi sonucu elde
edilen goérintaler
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Kontrol

Resim 4.23. Farkl konsantrasyonlardaki gemsitabin hidroklorur ¢ozeltisinin
MDA-MB-231 hicrelerine uygulanmasi sonucu elde edilen goruntuler

Resim 4.24. Farkli konsantrasyonlardaki Gemko® ¢ozeltisinin MDA-MB-231
hlcrelerine uygulanmasi sonucu elde edilen goruntaler
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Kontrol

0,1 uM 1M

§ . .

10 pM 100 pM 1000 uM

Resim 4.25. Gemsitabin hidroklorlr igeren nanopartiktl formalasyonunun farkl
konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hlicrelerine uygulanmasi sonucu
elde edilen goruntuler

Kontrol 0,01 uM 0,1 pM

10 pM 100 uM 1000 pM

Resim 4.26. Gemsitabin hidroklorur iceren lipozom formulasyonunun farkh
konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hlcrelerine uygulanmasi sonucu
elde edilen goéruntiler
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Kontrol 0,01 pM 0,1 uM

100 M 1000 uM

Resim 4.27. Gemsitabin hidroklorlr iceren LPHNP formulasyonunun farkli

konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hucrelerine uygulanmasi sonucu
elde edilen goéruntuler

Etkin madde igermeyen lipozom, nanopartiktl ve LPHNP formulasyonlari ile kontrol
grubuna ait MCF-7 ve MDA-MB-231 hucreleri ile yapilan MTT testi sonucu elde
edilen % canlilk grafikleri Sekil 4.48'de gosterilmigtir.

A e
100+ 1007 —m—
80- 80+
;50' EGD'
§ §
2 4 2 4
20 20+
< S & & & & 8
& &8 o équ & &
& <

Sekil 4.48. Etkin madde igermeyen lipozom, nanopartikil ve LPHNP formulasyonlari
ile kontrol grubuna ait MTT testi sonucu elde edilen % canlilik grafikleri
(A= MCF-7 hucreleri, B= MDA-MB-231 hucreleri)
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Gemsitabin hidrokloriir ¢ézeltisi, ticari Grin Gemko® ¢ozeltisi, slispande haldeki
gemsitabin hidroklorlr yukli nanopartikil, lipozom ve LPHNP formilasyonlarinin
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerine farkli konsantrasyonlarda

uygulanmalari sonucu elde edilen % canlilik bar grafikleri Sekil 4.49 ve $Sekil 4.50°de
gosterilmisgtir.

100 i
El Gemsitabin hidroklorir
80- cozeltisi
B Gemko®
= e Bl Nanopartikiil
:Eu s
o El LPHNP
= 401 .
20+
- L L
0,01 0.1 1 10 100 1000
Gemsitabin hidrokloriir konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.49. Gemsitabin hidroklorlr ¢ozeltisi, ticari Urin Gemko® ¢ozeltisi, slispande
haldeki gemsitabin hidroklorur yuklli nanopartikul, lipozom ve LPHNP
formulasyonlarinin MCF-7 meme kanseri hicrelerine farkli

konsantrasyonlarda uygulanmalari sonucu elde edilen % canlhlik bar
grafikleri

MCF-7 hiicrelerine ticari Griin Gemko® ve gemsitabin hidrokloriir ¢ozeltisi 1 yM
konsantrasyonda uygulandiginda hucrelerin canlihk orani sirasiyla %69,4 ve
%61,8'dir. Gemsitabin hidroklorlir i¢ceren nanopartikil, lipozom ve LPHNP
formuUlasyonlari ise 1 yM kosantrasyonlarda etkin madde igcerecek sekilde MCF-7
hlcrelerine uygulandiginda canlilik orani sirasiyla %48,7; %51,0 ve %38,7°dir. TUm
formUlasyonlarda artan konsantrasyona bagh olarak % canlilik orani dismektedir.

1000 uM konsantrasyonda formulasyonlar uygulandiginda % canlilik orani yaklagik
%10 civarindadir.
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1004 z @ Gemsitabin hidrokloriir
gozeltisi
80+ 1 B Gemko®
Bl Nanopartikiil
= 60- =
< @l LPHNP
o z
2 401
20+
0- L L L
0,01 0.1 1 10 100 1000
Gemsitabin hidrokloriir konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.50. Gemsitabin hidroklorlr ¢ozeltisi, ticari Urin Gemko® ¢ozeltisi, slispande
haldeki gemsitabin hidroklorur yuklu nanopartikil, lipozom ve LPHNP
formulasyonlarinin MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerine farkli

konsantrasyonlarda uygulanmalari sonucu elde edilen % canhlik bar
grafikleri

MDA-MB-231 hiicrelerine ticari tirin Gemko® ve gemsitabin hidroklorir gozeltisi 1
MM konsantrasyonda uygulandiginda hucrelerin canlilik orani sirasiyla %65,7 ve
%66,7 olarak bulunmustur. Gemsitabin hidroklorlr igeren nanopartikl, lipozom ve
LPHNP formulasyonlari ise 1 uM kosantrasyonlarda etkin madde icerecek sekilde
MDA-MB-231 hucrelerine uygulandiginda canhlik orani sirasiyla %42,3; %43,6 ve
%34,3'dur. Tum formulasyonlarda artan konsantrasyona bagh olarak % canhlik
orani digmektedir. 1000 yM konsantrasyonda formulasyonlar uygulandiginda %
canlihk orani %10 ve altindaki degerlerdedir.

Sekil 4.51°de MCF-7 hlcrelerinden, Sekil 4.52’de MDA-MB-231 hiicrelerinden elde

edilen ICso deg@erleri ve gruplarin istatistiksel agidan kiyaslanmalari gosterilmigtir.
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2.0+

1.5-

ICs0 (M)

Gemsitabin hidrokloriir
cozeltisi

Gemko®
Nanopartikuil
Lipozom

LPHNP

Sekil 4.51. MCF-7 hucrelerinden elde edilen ICso de@erleri (***p<0,0001)

ICs0 (M)

B Gemsitabin hidrokloriir
cozeltisi

Gemko®

Nanopartikiil

Lipozom

LPHNP

sgon

Sekil 4.52. MDA-MB-231 hucrelerinden elde edilen ICso degerleri (***p<0,0001)
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4.4.2. Formulasyonlarin hiicre igine gegis deneyleri

Deneyler Bolum 3.5.2’de anlatildigi gibi yapilmistir.

Floresan goruntuleme

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerine kumarin-6 ¢ézeltisi, etkin madde
icermeyen kumarin-6 yuklu nanopartikul, lipozom ve LPHNP formulasyonlari
uygulanmig ve deney sonucu elde edilen goruntiler Resim 4.28 - Resim 4.31

arasinda gosterilmigtir.

B
T
©)]
=
Faz kontras goruntlsu Kumarin-6 ¢ozeltisi DAPI Merge
o
oy
0
=
<
0
=
Faz kontras goruntiist Kumarin-6 cozeltisi DAPI Merge

Resim 4.28. Kumarin-6 ¢ozeltisinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hucrelerindeki floresan
mikroskobundaki gortintusi
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MCF-7

Kumarin-6 yukli DAPI Merge
nanopartikil formalasyonu

\
(& - L TER

Faz kontras goruntusu Kumarin-6 yuklt DAPI Merge
nanopartikil formilasyonu

MDA-MD-231

Resim 4.29. Kumarin-6 yukli nanopartikil formilasyonunun MCF-7 ve
MDA-MB-231 hicrelerindeki floresan mikroskobundaki gorintlsu

.
v v

iy
L
@)
=
Faz kontras goruntisu Kumarin-6 yuklu lipozom DAPI Merge
formulasyonu
™
N
@)
-
<
@)
=
Faz kontras goruntusu Kumarin-6 yUklt lipozom DAPI Merge

formilasyonu

Resim 4.30. Kumarin-6 yukli lipozom formulasyonunun MCF-7 ve MDA-MB-231
hicrelerindeki floresan mikroskobundaki goruntisu
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N~
w
@)
=
Faz kontras géruntusu Kumarin-6 yukli LPHNP DAPI Merge
formulasyonu
50 pm
.'?"K»y?' F
©
o
a]
= E >
R\ il fj
Faz kontras géruntusu Kumarin-6 yuklu LPHNP DAPI Merge

formalasyonu

Resim 4.31. Kumarin-6 yukli LPHNP formulasyonunun MCF-7 ve MDA-MB-231
hicrelerindeki floresan mikroskobundaki gorintisu

Floresan siddetinin 6lcimu

Kumarin-6 ¢ozeltisi, etkin madde igermeyen kumarin-6 yukld, lipozom, nanopartikil
ve LPHNP formilasyonlarinin 4 saat sonunda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
gosterdikleri floresan siddetleri Sekil 4.53’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.53. Kumarin-6 yukli nanopartikil, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin
gosterdikleri floresan siddetleri (A=MCF-7 hucreleri, B=MDA-MB-231
hicreleri)

Formiulasyonlardan etkilenen % hiicre oraninin belirlenmesi

15 dakika, 1 saat ve 4 saat sonunda etkin madde icermeyen kumarin-6 yuklu
lipozom, nanopartikil ve LPHNP formulasyonlarinin hucreleri hangi oranda
etkiledigi incelenmistir. Formulasyonlara ait farkli zamanlara karsi % etkilenen hucre

orani Sekil 4.54’de gosterilmistir.
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Sekil 4.54. Zamana karsi etkilenen % hucre orani (A=MCF-7 hucreleri,
B=MDA-MB-231 hucreleri)
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4.5. Ticari Uriin Gemko® ve Gemsitabin Hidrokloriir Yiikli LPHNP

Formiilasyonlari ile Yapilan in Vivo Calismalar
Hayvan deneyleri Bolum 3.6’da anlatildigi gibi yapilmigtir. Deney hayvanlarinin
tedavi suresi icindeki agirlik degisimleri ve tUmor hacmi degisimleri incelenmisg,
istatistiksel olarak degerlendirilmigtir.

4.5.1. Hayvanlarin agirliklarinin degisimi

Kontrol grubu ve ilag verilen hayvanlarin tedavi suiresince agirliklarindaki degisimler

Sekil 4.55’'de gosterilmigtir.

250

200 -
T [
S 150
2
i:‘ —o—Kontrol
o 100 - 5 mg/kg Gemko®
< 50 mg/kg Gemko®

5 mg/kg LPHNP
50 - —#—10 mg/kg LPHNP
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10

Uygulama sayisi

Sekil 4.55. Hayvanlarin tedavi suresince agirliklarindaki degisimler (n=6)

Hayvan gruplarinin tedavi dncesi ve sonrasi agdirlik degisimlerinin bar grafikleri Sekil

4.56’da gosterilmigtir.
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E 40
m B 50 mg/kg Gemko®
E"..- 2 B Kontrol
£ ’ Bl 5 mg/kg Gemko®
z B 5 mag/kg LPHNP
2 0- @8 10 mg/kg LPHNP
—
=
o -20-
<

404

Tedavi sonrasi

Sekil 4.56. Hayvan gruplarinin tedavi 6ncesi ve sonrasi agirlik degisimlerinin bar
grafikleri

4.5.2. Tumor hacimlerinin degisimi

Hayvanlarin tedavi suresince tumor hacimlerinin  degisimi  Sekil 4.57°de
gOsterilmistir. Kontrol grubundaki bir hayvanin 30 gin sonundaki goruntistu Resim

4.32'de yer almaktadir.
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1400 -
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1200 4 —#=—5 mg/kg Gemko®
= —4—50 mg/kg Gemko® T T i >
g 1000 - 5 mg/kg LPHNP N //
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Q 4
©
e
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£
=
= 400

200

0 T T T T

0 2 4 6 8 10
Uygulama sayisi

Sekil 4.57. Hayvanlarin tedavi suresince tumor hacimlerinin degisimi

Resim 4.32. Kontrol grubundaki bir hayvanin 30. glin sonundaki goruntusu

Tedavi sonrasi hayvan gruplarinin timoér hacimlerinin istatistiksel degerlendiriimesi
Sekil 4.58'de gdsterilmigtir.
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Sekil 4.58. Tedavi sonrasi hayvan gruplarinin timor hacimlerinin istatistiksel
degerlendiriimesi

Tum hayvan gruplarinin tumor hacmi degisimlerinin tedaviye baslangi¢ hallerine

gore istatistiksel agidan degerlendiriimesi Sekil 4.59°da yer almistir.
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Sekil 4.59. Tum hayvan gruplarinin uygulamalar sonrasi timér hacmi degerlerinin

tedavi baslangicina gore istatistiksel agidan degerlendirilmesi (*p<0,05;
**p<0,01)

4.5.3. Histopatolojik caligmalar

Tedavi sonucu alinan yaniti kiyaslayabilmek icin saglikli meme dokusundan ve
tedavi uygulanmamig tUumor gelisen sicanin meme dokusundan Kkesitler alinip
incelenmigstir. Resim 4.33-Resim 4.34’de saglikli sigan meme dokusu, Resim 4.35-
Resim 4.36’da tedavi uygulanmamis kanser gelisen sigcanlardan alinan meme
dokusu ve Resim 4.37-Resim 4.38’de gemsitabin hidroklorar yukla LPHNP

formulasyonu ile tedavi uygulanan siganin meme dokusu gdosterilmigtir.
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Resim 4.33. Saglikli sigan meme dokusu goruntisu (x100) (Oklar duktus yapilarini
gOstermektedir)

Resim 4.34. Saglikli sican meme dokusu goéruntust (x200) (Ok duktus yapisini
gOstermektedir)
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Resim 4.36. Tedavi uygulanmamis siganlarda meme tUmori gorantisu (x100)



Resim 4.37. LPHNP formulasyonu ile tedavi uygulanan sigcanin meme dokusu
gOruntisu (x100)

Resim 4.38. LPHNP formulasyonu ile tedavi uygulanan siganin meme dokusu
goruntisu (x40)



4.5.4. Farmakokinetik caligmalar
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Farmakokinetik calismalarda saglkli 20010 gram agirlhiginda 3-4 aylik disi Sprague

Dawley sicanlar kullanilmigtir. Hayvanlara 10 mg/kg dozda gemsitabin hidroklorur

iceren ticari Uriin Gemko® ve LPHNP formilasyonlari intraperitonel yoldan

verilmistir. Gemko® ve LPHNP formilasyonu uygulanan her bir hayvana ait zamana

karsi plazmada tespit edilen gemsitabin hidroklorlr konsantrasyonlari Sekil 4.60 ve

Sekil 4.61°de verilmistir. Hayvan plazmalarindan zamana kargi tespit edilen

ortalama gemsitabin hidroklortr konsantrasyonlari ise Sekil 4.62°da gosterilmigtir.

800 -
n
I Hayvan 1 Hayvan 2
- 600 +
E |ﬂ —e—Hayvan 3 Hayvan 4
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S 400 -
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S
< 200 -
\’\
o E—
O ‘/“/ T T 1
0 20 40 60
Zaman (Saat)

Sekil 4.60. Ticari Griin Gemko® uygulanan hayvanlardan elde edilen konsantrasyon-

zaman profilleri (n=6)
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Sekil 4.61. Gemsitabin hidroklortr yukli LPHNP formulasyonu uygulanan
hayvanlardan elde edilen konsantrasyon-zaman profilleri (n=6)
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®
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Sekil 4.62. Saglikh hayvanlardan elde edilen ortalama konsantrasyon-zaman

profilleri (n=6)
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Plazma konsantrasyon zaman verileri kullanilarak hesaplanan farmakokinetik

parametreler Cizelge 4.56’da gdosterilmistir.

Cizelge 4.56. 10 mg/kg dozda gemsitabin hidroklortr iceren LPHNP formulasyonu
ve ticari Griin Gemko®'ya ait farmakokinetik parametreler

Gemko® LPHNP
Cmax (Ng/mL) 652 + 51 1595 + 134
tmax (Saat) 1 4
AUCo-t 2997 £ 362 21729 + 327
AUCo-00 (Ng*saat/mL) 3744 + 263 25262 + 1107
tu2 (saat) 3,69 £ 0,87 15,5+0,8
MRT(saat) 5,60+1,01 243+ 2,7
ka (saat?) 0,187 + 0,048 0,045 + 0,002
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5. TARTISMA

Bu bodlumde tez kapsaminda vyapilan deneysel calismalarin sonuglari
degerlendirilmigtir. Bu amagla etkin maddenin miktar tayini igin gelistirilen HPLC
yontemi ve analitik yontemin validasyonu,  teknolojik olarak uygun olan
formUlasyonlarin eldesi igin gergeklestiriien o6nformilasyon ve formilasyon
calismalari tartisiimistir. Etkin madde iceren formilasyonlara ait stabilite
calismalarinin ve hicre Kkultiri deneylerinin sonuglari incelenmigtir. Ayrica
geligtirilen LPHNP formulasyonunun siganlarda olusturulan timorlt doku Uzerindeki
etkisi ile ticari Grandn Kkarsilastirlmasi ve farmakokinetik degerlendiriimesi

yapimigtir.

5.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Galismalar

Etkin madde gemsitabin hidrokloririn safliginin ve formilasyonlarda degismeden
kaldiginin gosterilmesi icin karsilastirma yapilabilmesi amaciyla formulasyon
¢alismalarina baglamadan 6nce fizikokimyasal 6zellikleri incelenmigstir. Bu amagla
erime derecesi tayini, FTIR analizi, partikil buyUkligu analizi ve etkin maddenin

zeta potansiyeli 6lgimu yapilmistir.

5.1.1. Gemsitabin hidrokloruriin erime derecesi tayini

Erime derecesi, maddelerin safligini da gdsteren her maddeye 6zgu bir 6zelliktir.
DSC termograminda gemsitabin hidroklortrin erime noktasi 268°C’dir (Sekil 4.1)

ve bu degerin literatur ile uyumlu oldugu bulunmustur (Dubey ve digerleri, 2015).

5.1.2. Gemsitabin hidrokloriiriin FTIR analizi

FTIR spektrumu sonucunda 3384 cm‘de gbézlenen amin gerilim bandi (-NH2) ve
1675 cm‘de gbzlenen ireido grubuna ait karbonil grubu (C=0) gerilim bandi
belirlenmistir. Bu sonuglarin literattr verileri ile benzer oldugu gorulmustur (Vandana
ve Sahoo, 2010).
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5.1.3. Gemsitabin hidroklorurin ortalama partikil boyutunun ve zeta

potansiyelinin olgllmesi

Etkin maddenin fiziksel karakterizasyonu igin gemsitabin hidroklortrin partikul
bayuklagu analizi yapilmistir. Lazer difraksiyon yontemi ile dlgum yapan Sympatec
Helos Particle Sizer cihazinda gemsitabin hidroklortrin ortalama partiktl buyaklagu
12013 pum bulunmustur. Gemsitabin hidrokloririn sulu ¢ozelti igerisindeki zeta
potansiyeli pozitiftir ve 5,80£1,22 mV olarak bulunmustur. Gemsitabin hidroklorGrin
zeta potansiyeli degerinin pozitif olmasi literatlr verileriyle de uyumludur (Reddy ve
Couvreur, 2008; Arias ve digerleri, 2009).

5.1.4. Gemsitabin hidrokloriiriin UV spektrofotometredeki dalga boyu

taramasi

Etkin maddenin pH 7,4 fosfat tamponu ve sigan plazmasi ortamlari igerisindeki
maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunun belirlenmesi c¢aligmalari
sonucunda gemsitabin hidroklorlrin her iki ortamda da maksimum absorbans
verdigi dalga boyunun (Amax) 268 nm oldugu goérulmuastiur. Bu sonuglar litaratar
verileri ile uyumludur. Das ve ark. yaptiklari bir galismada pH 7,4 fosfat tamponu
icinde gemsitabin hidroklortiriin maksimum absorbans goésterdigi dalga boyunu 268
nm olarak bulmustur (Das ve digerleri, 2013). Bir baska calismada da Pitrubhakta
ve ark. sigan plazmasinda gemsitabin hidrokloririn maksimum absorbans
gosterdigi dalga boyunu 268 nm olarak belirlemislerdir (Pitrubhakta ve digerleri,
2012).

5.2. Gemsitabin Hidrokloriiriin Miktar Tayini Yontemlerinin Gelistirilmesi

Analizi yapilacak olan maddenin miktar tayini yontemlerinin guvenirligini gostermek
igin kullanilan analitik yontemlerin validasyonlari yapilmistir. Analitik yontem
validasyonu gelistirilen analiz yonteminin ozelliklerinin istenilen amaclara uygun
oldugunu gdstermek icin yapilan iglemler batini olarak tanimlanmaktadir (FDA,
2015).
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5.2.1. Miktar tayini yontemi (Yontem 1) validasyonu

Yontem 1 igin validasyon calismalari gemsitabin hidrokloririn pH 7,4 fosfat
tamponu igerisindeki ¢ozeltisinde gergeklestiriimistir. Gemsitabin hidroklortrin
miktar tayini in vitro salim, enkapsulasyon etkinligi ve stabilite galismalarinda
kullaniimigtir. Miktar tayini HPLC aleti kullanilarak gercgeklestirilmigtir. Kullanilan
analitik yontemin kabul edilebilirligini saglayan validasyon parametrelerinden;
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, saptama siniri, duyarlilik siniri, 6zgunlik ve stabilite
incelenmigtir. Dogrusallik, bir analitik yontemin deney bulgularinin érnek igindeki
madde konsantrasyonu ile belirli bir aralikta orantih olmasidir. 0,01-5 pg/mL
araliginda konsantrasyonlarin pik yuksekligi cevaplari ile iligskisinin dogrusal oldugu
(r>=0,9999) bulunmustur (Sekil 4.6).

Dogruluk kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere yakinligini ifade eder. Geri kazanim calismalari ile yontem dogrulugu
gosterilir. Geri kazanim % 98-102 arasinda degisirken varyasyon katsayisi % 2’den

kiguk bulunmustur (Cizelge 4.2).

Kesinlik analitik yontemin birbirini takip eden &l¢gimleri arasindaki yakinligin
derecesi olup normal deney kosullari altinda analitik yontemin tekrar elde edilebilirlik
ve tekrarlanabilirlik derecesinin bir dlgusudur. Deney i¢i ve deneyler arasi kesinlik
sonuglari Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de verilmigtir. Deney i¢i ve deneyler arasi
kesinlik deneylerinin varyasyon katsayilari % 2’den kuguktur. Bu veriler gemsitabin

hidroklorur igin yontemin tekrarlanabilirligini gostermektedir.

Saptama siniri (LOQ), var olan deneysel kosullar altinda érnekteki etkin maddenin
teshis edilebilen, ancak tayin edilmesinin gerekli olmadigi en kugcuk miktari,
duyarlilik siniri (LOD) ise ornekteki maddenin var olan deneysel kosullar altinda
kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukta tayin edebildigi en kuguk miktaridir. Yontem
1’in saptama sinir1 (LOQ) 16,5 ng/mL ve duyarlihk siniri (LOD) 5,43 ng/mL olarak

bulunmustur.

Gemsitabin hidroklorurin stabilitesini incelemek amaciyla kalibrasyon dogrusunda

yer alan 1 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan érnekler 4°C, 25°C ve 37°C sicakta
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bekledikten sonra 15 gun igerisinde belirli zamanlar 6rnekler alinip analizi
yapilmistir. Bu stabilite analizleri sonucunda etkin maddenin deney sartlar altinda

analizler boyunca stabil oldugu gorulmugtur.

Ozginliik igin yapilan ¢alismada, analiz ydénteminin, etkin madde igermeyen
nanopartikdl, lipozom ve LPHNP numune analizinden elde edilen kromotogramlarda
Sekil 4.8-Sekil 4.10 arasinda goérildugu gibi formulasyonda kullanilan maddelere ait
pikleri icermedigi tespit edilmig, yontemin gemsitabin hidroklorire 6zgin oldugu

goralmustar.

5.2.2. Miktar tayini yontemi (Yontem 2) validasyonu

Kullanilan biyoanalitik yontemin kabul edilebilirligini saglayan validasyon
parametrelerinden; dogrusallik, ekstraksiyon etkinligi, kesinlik, saptama siniri,
duyarlilik siniri, stabilite ve 6zgunlik incelenmistir. Biyoanalitik yontem; Amerikan
Gida ve ila¢ Dairesi tarafindan (FDA, 2013) serum, idrar gibi biyolojik bir matriks
icinde ¢b6zunmus analitin miktar tayini olarak tanimlanmistir. Calismamizda
plazmadan etkin madde miktar tayini yapildiginda validasyon bulgulari biyoanalitik
yontem kabul kriterlerine gore degerlendirilmigtir. Buna gore varyasyon katsayisinin

< %15 olmasi kabul edilebilirdir.

Dogrusallik i¢in 0,2-10 ug/mL araliginda gemsitabin hidroklorir konsantrasyonu ile
ortalama pik alanlari arasindaki iligkinin dogrusal oldugu gosterilmistir. Cizelge
4.8'de ekstraksiyon etkinliginin % 98-103 arasinda oldugu goérulmus ve varyasyon

katsayisi % 15’den kiguk bulunmustur.

Deney ici ve deneyler arasi kesinlik sonuglari Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10'da
verilmistir. Deney i¢i ve deneyler arasi kesinlik deneylerinin varyasyon katsayilari
%15'den kuguktir. Bu sonuglar gemsitabin hidroklorir i¢in  yontemin

tekrarlanabilirligini gostermektedir.

Biyoanalitik yontem validasyonunda gemsitabin hidroklorur igin yontemin saptama
sinirt (LOQ) 41,5 ng/mL ve duyarlilik siniri (LOD) 13,6 ng/mL olarak bulunmustur.
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Farkli konsantrasyonlardaki plazma orneklerinin 60 gunlik stabiliteleri
incelendiginde plazma igerisindeki etkin maddenin stabilitesini deney suresi

icerisinde korudugu sonucuna variimigtir.

Yontemin 0zgunligini gostermek icin etkin madde igcermeyen LPHNP
formulasyonu (Sekil 4.13) ve gemsitabin hidroklorur iceren plazma (Sekil 4.12)
HPLC’ye uygulanmigtir. Analiz slresince plazmada gemsitabin hidroklortr pikiyle
girisim yapan herhangi bir pike rastlanmamis olup yodntemin &6zglin oldugu

belirlenmistir.

5.3. Formiilasyon Caligmalari

5.3.1. Etkin madde yardimci madde etkilesimleri

DSC analizi

Etkin madde gemsitabin hidroklorartiin, formulasyona ilave edilen yardimci
maddelerin tek baslarina ve etkin madde ile fiziksel karisimlarinda DSC analizi
gerceklestiriimis, etkin madde iceren liyofilize nanopartikil, lipozom ve LPHNP
formuUlasyonlari ile kiyaslanmistir. Gemsitabin hidroklorire ait erime noktasi 268°C
bulunmustur (Sekil 4.1). Etkin madde ve yardimci madde fiziksel karisimlarina ait
DSC analiz sonuglari etkin maddeye ait erime noktasi pikinin degismedigini ve
fiziksel karisim icerisindeki etkin maddenin 6zelligini korudugunu gostermektedir.
(Sekil 4.14-Sekil 4.16). Dolayisiyla etkin madde ve yardimci maddeler arasinda
gecimsizlik olmadigi kanisina variimistir. Liyofilize haldeki formulasyonlara ait
termogramlarda ise etkin maddeye ait endotermik pikin yaklagik 280°C’ye kaydigi
belirlenmistir. Bu bulgular da, liyofilizasyon igleminin etkin maddenin fizikokimyasal

Ozelliklerini degistirdigini gostermektedir.
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5.3.2. Geligtirilen nanopartikul formulasyonlarina ait sonuglarin

degerlendirilmesi

Gemsitabin hidrokloriir iceren nanopartikil formulasyonlarinda vapilan 0n

calismalarin degerlendiriimesi

Gemsitabin hidroklorir iceren nanopartikil formilasyonu hazirlamak Uzere 6n
calismalarda modifiye cift emulsiyon ¢ézici ugurma yontemi kullaniimistir. Bu
¢alismalarda PLGA miktarinin ve kullanilan ylzey etkin maddenin formulasyon
Uzerindeki etkisi incelenmigtir. YUksek molekual agirhikhh  PVA kullanilan
formUlasyonun disuk molekul agirlikli PVA kullanilanlara gére daha kiguk partikdil
boyutu ve daha ylksek enkapstlasyon etkinligi gosterdigi belirlenmistir. PVA'nin
molekdl agirligr artikga sulu fazin vizkozitesinin arttigi, bdylece enkapsulasyon
etkinliginin arttigi distndlmektedir. (Fang ve digerleri, 2014). I¢ ve dis sulu fazda
PVA (31-50 kDa) kullanilan formilasyon en yilksek enkapsilasyon etkinligi
gOstermistir. Lutrol F-68 ile hazirlanan formilasyonda (O-NP6) agregasyon
meydana geldigi hem partiktl buyuklugu olgiminden (Cizelge 4.14) hem de TEM
goruntulerinden (Resim 4.2) anlagiimistir. Song ve ark. yaptigi bir calismada da
benzer sonuglar bulmustur. Lutrol F-68 kullanilarak hazirlanan PLGA formulasyonu
PVA kullanilarak hazirlanan formilasyondan daha blyluk partikil boyutu

gOstermistir (Song ve digerleri, 2006).

Nanopartikil formulasyonunda yapilan 6n denemelerde liyofilizasyon isleminin
partikil boyutunu artirdi§i belirlenmigtir. Holzer ve ark.’nin yaptiklar bir calismada
PLGA igeren nanopartikil formulasyonlari hazirlanarak liyofilize edilmis ve
liyofilizasyon sonucu meydana gelen agregasyonun onune gecgebilmek igin
formulasyona liyoprotektan Ozellikteki maddelerin ilave edilmesi gerektigi
belirtilmistir (Holzer ve digerleri, 2009). ilerleyen calismalarda nanopartikiil
formuUlasyonlarinin liyofilizasyon islemi sonrasi partikil boyutunun bliylimesini
onlemek icin formulasyonlara liyoprotektan ilave edilmesi gerektigine karar

verilmistir.
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Gemsitabin hidroklorir iceren nanopartikil formilasyonu gelistirme calismalarinin

degerlendiriimesi

Nanopartikil formtlasyonu gelistirme galismalarinda PLGA miktarinin etkisi, etkin
madde miktarinin etkisi, asit veya ester yapidaki PLGA polimerinin etkisi, organik
¢o6zlcu/¢ozucu karigiminin etkisi, PLGA polimerinin molekal agirhginin etkisi, PLGA
polimerinin laktik asit/glikolik asit oraninin formualasyonlarin partiktl buyUkligu ve

enkapsulasyon verimine etkisi incelenmisgtir.

PLGA miktarinin etkisi

PLGA miktarinin etkisini incelemek icin PLGA 50:50 (7-17 kDa) asit terminal gruba
sahip polimer 160 mg, 240 mg ve 320 mg formulasyonlara ilave edilerek
kullaniimigtir. PLGA miktar1 arttikga % enkapsulasyon etkinligi ve partikdl
blyUklugunun arttigr gértlmuastir. PLGA miktari 160 mg kullanildiginda 211+5 nm
ortalama partikl bayUkligline sahip nanopartiktller elde edilirken, PLGA miktari
320 mg oldugunda ortalama partiktl buyuklugu 284+22 nm bulunmustur (Cizelge
4.16). Artan PLGA miktarina bagh olarak organik fazin viskozitesi artmistir, artan
viskozitenin daha buyuk partikil bayukligune sahip nanopartikillerin olusmasina
neden olabilecegi dustnulmektedir. Viskozite artikga formilasyonlara uygulanan
ultrasonikasyon sonucu partikillerin kiigultilmesi daha zor hale gelmistir (Mittal ve
digerleri, 2007). Mainardes ve Evangelista’nin yaptiklari bir ¢alismada da benzer
sonuglar bulunmus olup organik fazdaki PLGA miktari 12,5 mg kullanildiginda
ortalama partikil boyutu 243 nm bulunurken, PLGA miktari 50 mg kullanilarak
hazirlanan formulasyonlarin ortalama partikil boyutunun 360 nm oldugu belirtilmistir
(Mainardes ve Evangelista, 2005). Formulasyon igerisindeki PLGA miktari 160 mg,
240 mg ve 320 mg oldugunda % enkapsulasyon etkinligi sirasiyla %4,82+0,28;
%6,47+1,21 ve %8,2910,04 olarak bulunmustur (Cizelge 4.16). PLGA miktar
artikga artan viskoziteye bagh olarak i¢ sulu fazdaki gemsitabin hidroklorir daha
yuksek oranda nanopartikul igerisinde kalabilmistir ve bu durum da daha ylksek

enkapsulasyon etkinligi gorulmesini saglamistir (Cun ve digerleri, 2009).
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Etkin madde miktarinin etkisi

Formulasyonlardaki etkin madde miktarinin 4 mg'dan (NP2) 2 mg’a (NP4)
dusurilmesi enkapsulasyon etkinligini istatistiksel olarak anlamli olmayacak
derecede artirirken (p>0,05), partiktl buyuklagunu de istatistiksel agidan anlamh
olmayacak derecede dusurmustur (p>0,05). 4 mg etkin madde kullanilarak
hazirlanan formulasyonlarin (NP2) ortalama partiktl buydklaga 232 nm iken, 2 mg
etkin madde kullanilarak hazirlanan formilasyonun (NP4) ortalama partikdl
blyUklugu 213 nm bulunmustur (Cizelge 4.17). Benzer sonuglari Shaikh ve ark. da
kurkumin yUukli PLGA nanopartikil formulasyonlari hazirladiklarinda elde etmistir.
Formulasyondaki kurkumin orani %10 iken partikil bUyUukligd 253 nm ve %
enkapsulasyon etkinligi %79,7 iken, curcumin orani %15 oldugunda partikdl
bayukligu 264 nm, % enkapsulasyon etkinligi ise %76,9 olarak bulunmustur
(Shaikh ve digerleri, 2009).

Farkli terminal gruba sahip PLGA kullanilarak hazirlanan formUilasyonlar

Farkli terminal gruba sahip PLGA polimerlerinin % enkapsulasyon etkinligi Uzerine
etkisi incelenmig ve asit fonksiyonel gruba sahip PLGA polimerlerinin daha yuksek

gemsitabin hidroklortur enkapsulasyon etkinligi gosterdikleri belirlenmistir.

PLGA 50:50 (38-54 kDa) asit terminal fonksiyonel gruba sahip polimer kullanilarak
hazirlanan formulasyonun (NP5) enkapsulasyon etkinligi %7,91 iken, PLGA 50:50
(38-54 kDa) ester terminal fonksiyonel gruba sahip polimer kullanilarak hazirlanan
formUlasyonun enkapstlasyon etkinligi %4,63 bulunmustur. Benzer sonuclar PLGA
50:50 (7-17 kDa) kullanilan asit ve ester terminal fonksiyonel gruba sahip polimerler
kullanildidinda da elde edilmistir (Cizelge 4.18). Bu durumun goérulmesinde asit
fonksiyonel gruba sahip PLGA polimerlerinin igerdigi serbest karboksil grubundan
dolayr daha hidrofilik olmasi (Wischke ve Schwendeman, 2008) ve gemsitabin
hidroklorur gibi hidrofilik ilaglarin polimere ylksek afinite gostermesinin etkili oldugu

dusunulmektedir.
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Organik ¢oziicli/gdziicl karisimlarinin etkisi

Organik ¢ozicu olarak sadece diklorometan (NP8) kullanilan formulasyonlarda
partikil blyUkligu yldksek bulunmustur (486 nm). NP8 formulasyonun blyuk
partikil boyutuna sahip olmasinda DCM’nin su ile karismamasi ve yuksek
yuzeylerarasi gerilime sahip olmasinin etkili oldugu dusunulmektedir (Vineeth ve
digerleri, 2014). Bu durum partiklllerin agregasyonuna ve daha buylk boyutta
partiktllerin olusmasina neden olmustur. Sadece aseton kullanilarak hazirlanan
formulasyonda (NP9) stabil bir primer emulsiyonun hazirlanamadigi, %
enkapsulasyon etkinliginin dustugu gorulmustir (%1,67). Aseton su ile karisabilen
bir organik ¢ézicudir bu durum organik faz ile sulu fazin stabil sekilde primer
emulsiyon olusturmasini engellemektedir (Song ve digerleri, 2006). Etil asetat ile
hazirlanan formulasyona (NP10, 252 nm) gére DCM:EA (1:1 h/h) kullanilarak
hazirlanan formulasyon (NP11) daha kiuguk partiktl boyutu (270 nm) gostermistir.
Bu durumun goérilmesinde DCM’nin varhdina bagh olarak artan organik faz
viskozitesinin ve ylzeylerarasi gerilimin etkili oldugu dustnulmektedir (Sahana ve
digerleri, 2008). Sadece etil asetat kullanilarak hazirlanan formuilasyon (NP10,
%3,32) DCM:EA (1:1 h/h) kullanilarak hazirlanan formulasyona (NP11, %4,38) gore
daha duslk enkapsulasyon etkinligi gostermesinde organik ¢ozuculerin kaynama
noktalarina bagh olarak buharlasma surelerinin degismesi etkili olmus olabilir. Etil
asetatin kaynama derecesi 77°C iken DCM’nin kaynama derecesi yaklasik 40°C’dir
(Sahana ve digerleri, 2008). Dolayisiyla etil asetat ile hazirlanan formulasyonda
organik ¢Ozucu daha uzun surede ugarken, DCM:EA (1:1 h/h) kullanilarak
hazirlanan formilasyonda organik c¢ozici daha kisa slUrede ugmaktadir.
Evaporasyon suresinin fazla olmasi da etkin maddenin dig sulu faza difiize olmasi
olasiligini artirmig olabilir. Calismamizda farkh DCM:ACE h/h oranlarina sahip
organik ¢dzucu karisimlari da kullaniimistir. DCM:ACE 1:1 ve 1:2 (h/h) karisimlar
organik ¢ozucu olarak kullanildiginda en yuksek enkapsulasyon etkinligi
gorulmastir (Cizelge 4.19). Bu sonucun elde edilmesinde su ile karigabilen ACE’nin
hizla dis sulu faza difize olmasi, bu durumun da organik faz ve sulu faz arasinda
etkin  madde agisindan doygun bir alan olusturmasinin etkili oldugu
dusunulmektedir. Polimer organik ¢ozucunun ortamdan uzaklagmasi ile katilasir ve
etkin maddeyi dis sulu faza difiize olamadan hapseder (Liu ve digerleri, 2010). Ote
yandan DCM:ACE 1:4 (h/h) karisiminda enkapstlasyon etkinligi ACE miktarinin
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fazla olmasina bagli olarak diugmustur. Literatirde yapilan galismalarda da yuksek
enkapsulasyon etkinligi elde etmek icin DCM:ACE karigimina ait ideal bir oranin
oldugu belirtiimistir (Ruan ve digerleri, 2002; Manoochehri ve digerleri, 2013).
Manoochehri ve ark. hazirladiklari nanopartikil formulasyonunda DCM:ACE
oraninin 90:10 (h/h)dan 60:40 (h/h) oranina dusuruldugunde enkapsuilasyon
etkinliginin de artan ACE oranina bagl olarak azaldigini belirtmislerdir
(Manoochehri ve digerleri, 2013). DCM:ACE farkli oranlarda karigimlari kullanilarak
hazirlanan formulasyonlarin partikil buyudklUkleri arasinda istatistiksel agidan bir
fark gozlenmemistir (p>0,05). Tum nanopartikil formulasyonlari negatif zeta
potansiyeli gostermistir (Cizelge 4.19). Negatif zeta potansiyeli gorilmesinde PLGA

polimerinin negatif ylzey ylukine sahip olmasi etkili olmustur.

Farkli molekdil agirligina sahip PLGA kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar

Polimerin molekdl agirliginin formulasyonlar Gzerindeki etkisini incelemek igin
organik ¢oztcl olarak DCM:ACE (1:1 h/h) ve (1:2 h/h) karisimlari kullaniimistir. Her
iki organik ¢ozucu icerisinde kullanilan PLGA 50:50 polimerinin molekul agirligr 7-
17 kDa'dan 38-54 kDa’a arttigi zaman enkapsulasyon etkinligi ve partikdl
bayukligunuan arttigr goértlmastur. DCM:ACE 1:2 (h/h) karisimi kullanildiginda
PLGA’nin molekil agirhg 7-17 kDa’dan 38-54 kDa’a ciktiginda partikal buydklaga
de 231 nm’den 245 nm’ye yukselmistir (Cizelge 4.20). Partikal bayUklGgu artisinda
artan molekul agirligina bagh olarak organik fazin viskozitesinin artmasinin da etkili
oldugu dusunilmektedir. DCM:ACE (1:1 h/h) ve (1:2 h/h) oraninda karigimlari
kullanilarak hazirlanan formulasyonlarda artan molekll agirligina bagli olarak
enkapsulasyon etkinliginin arttigi gértulmastir (Cizelge 4.20). Bu durumun
gorulmesinde artan viskozitenin etkin maddenin dis sulu faza difuzyonunu
zorlasgtirdigi ve dolayisiyla etkin maddenin yuksek oranda hapsolmasini

saglamasinin etkili oldugu distnulmektedir (Mittal ve digerleri, 2007).
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Farkli laktik asit/glikolik asit oranina sahip PLGA polimeri kullanilarak hazirlanan

formiilasyonlar

Farkl laktik asit/glikolik asit oranina sahip PLGA polimeri kullanilarak hazirlanan
formulasyonda polimer olarak PLGA 50:50, PLGA 65:35 ve PLGA 75:25 polimerleri
kullanilmigtir. PLGA 75:25 (NP18 ve NP20) kullanilarak hazirlanan formulasyonlar
en dusuk enkapsutlasyon etkinligi gosterirken, PLGA 50:50 (NP14 ve NP15)
kullanilarak hazirlanan formulasyonlar yiksek enkapsulasyon etkinligi gostermistir.
PLGA polimeri igerisinde laktik asit orani arttikga polimer daha hidrofobik hale
gelmektedir. Bu durum hidrofilik karakterdeki gemsitabin hidroklortrin hidrofobik
0zelligi daha yuksek olan polimerlere ytklenmesini azaltmistir. DCM:ACE 1:2 (h/h)
organik ¢o6zicu karisimi  kullanilarak hazirlanan PLGA 50:50 (NP15)
formulasyonunun % enkapsulasyon etkinligi %12,7 iken PLGA 75:25 kullanilarak
hazirlanan formulasyonun enkapsulasyon etkinligi % 7,51 bulunmustur (Cizelge
4.21).

Ayrica PLGA 50:50/PLGA 65:35 1:1 (a/a) polimer karisimi ile PLGA 50:50/PLGA
75:25 1:1 (a/a) polimer karisimi kullanilarak formulasyonlar hazirlanmigtir. PLGA
50:50/PLGA 65:35 1:1 (a/a) karisimi kullanilan formulasyonda (NP21) %
enkapsulasyon etkinligi yiksek bulunmustur (%18,0) (Cizelge 4.22). Bu durumun
gorulmesinde PLGA 50:50 ile PLGA 65:35 kullanildiginda artan vizkoziteye bagh
olarak dis sulu faza difize olan gemsitabin hidroklortr miktarinin azalmasinin etkili
oldugu dusunulmektedir. PLGA 50:50/PLGA 75:25 1:1 (a/a) karisimi kullanilarak
hazirlanan formulasyonun (NP22) enkapsulasyon etkinliginin (%11,1) sadece PLGA
50:50 kullanilarak hazirlanan formulasyona (NP16, %14,0) gbére daha dusik oldugu
gorulmastir. PLGA 50:50/PLGA 75:25 polimeri karigimi kullanildiginda PLGA 75:25
polimeri tasiyici sistemi ¢ok hidrofobik hale getirmistir ve hidrofilik karakterdeki
gemsitabin hidroklortrin enkapsulasyon etkinligi dugsmustur. Elde edilen optimum
nanopartikil formulasyonu (NP21) pegile edilerek PEG NP21 formulasyonu

hazirlanmistir.

PEG NP21 formilasyonu en ylksek enkapsulasyon etkinligi gostermistir (%18,8)
(Cizelge 4.22) ama bu fark pegile olmayan formulasyona (NP21) gore istatistiksel

acidan anlamh bulunmamigtir (p>0,05). Bu durumun goértulmesinde hidrofilik
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karakterdeki PEG'’in formulasyona ilave edilmesinin etkili oldugu dusunulmektedir.
Pegile formulasyonun (PEG NP21) ortalama partikil boyutu 215 nm iken pegile
olmayan formulasyonun (NP21) partikil blyUkligu 267 nm olarak bulunmustur.
Pegile formulasyonun daha klguk ortalama partikil boyutu gdstermesinde
pegilasyonun partikullerin agrege olmasini onlemesinin (sterik stabilizasyon
saglamasi) etkili oldugu dusunulmektedir (Maitani ve digerleri, 2012). Tim
formUlasyonlar negatif zeta potansiyeli gostermistir. Pegile nanopartikil
formilasyonu (PEG NP21, -17,7t0,8 mV) pegile olmayan formulasyona goére
(NP21, -13,8+0,8 mV) daha fazla negatif zeta potansiyeli gostermistir. Bu durumun
gorulmesinde negatif yluzey enerjisine sahip DSPE-PEG’in formulasyona ilave
edilmesinin etkili oldugu dusunldlmektedir (Kim ve digerleri, 2012). Gemsitabin
hidroklorar yukli nanopartikil formulasyonlarinin PDI degeri <0,4’tlr ve bu durum
da hazirlanan nanopartikil formulasyonlarinin homojen bir partikul boyutu dagilimi

gosterdiklerini kanitlamaktadir.

5.3.3. Geligtirilen lipozom formiilasyonlarina ait sonuglarin degerlendirilmesi

Lipozom formiulasyonlarinda yapilan on calismalara ait dederlendirmeler

Lipozomlara ait 6n calismalarda 6ncelikle ekstriksiyon ve liyofilizasyon isleminin
partikil buyukligune etkisi incelenmistir. Bu amagla soya fosfotidilkolin kullanilarak
etkin madde ilave edilmeden lipozom formulasyonlari hazirlanmigtir ve ekstruksiyon
isleminin partikal buydklaga Gzerine etkisi incelenmistir. Hidrasyon islemi sonucu
lipozom formulasyonlarinin oldukga buyldk oldugu (>1 uym) 200 nm altinda
taneciklerin elde edilmesi igcin ekstriksiyon iglemin olmasi gerektigi sonucuna
variimigtir. Lipozom formulasyonlari 10’ar defa sirasiyla 800, 400 ve 200 nm por
genisligine sahip polikarbonat membran filtrelerden gegiriimesiyle partikal
boyutunun kademeli olarak azaldigi belirlenmistir (Cizelge 4.23). Ayrica lipozom
formilasyonlarinin liyofilizasyon basamaginda liyoprotektan &ézellikteki maddenin
ilavesinin gerekli olup olmadigi arastiriimistir. Liyofilizasyon islemi igin liyoprotektan
ilave edilmeyen formulasyonlarda partiktl buyukligu ~200 nm’den yaklasik 500
nm’ye yukselmistir. Sonuglar lipozom formulasyonlarinin liyofilizasyon iglemi igin
oldukga hassas oldugunu gostermektedir. Resim 4.1°’de liyoprotektan ilave edilen

ve edilmeyen formulasyonun goruntileri gosterilmis, liyoprotektan ilave edilmeyen
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formlUlasyonun agregasyona ugradigi gozlenmistir. Glavas-Dodova ve ark.
yaptiklari bir ¢alismada da benzer sonuglar elde etmistir, liyofilizasyon iglemi
sonrasi liyoprotektan icermeyen lipozom formulasyonlarin ortalama partiktl boyutu
yaklasik 7 um iken, liyoprotektan iceren formulasyonlarin ortalama partikil boyutu

yaklasik 5 ym bulunmustur (Glavas-Dodova ve digerleri, 2005).

Gemesitabin hidroklorir iceren lipozom formulasyonlari gelistirme calismalarina ait

dederlendirmeler

Bu ¢alismalarda farkli molar oranlarinda SPC/kolesterol karisimi igeren gemsitabin
hidroklorur yukli formulasyonlar hazirlanmigtir. Formulasyon igerisindeki kolesterol
orani artikga partikul boyutunun kaiguldigu ve % enkapsulasyon etkinliginin dustugu
gozlenmigtir (Cizelge 4.24). SPC/kolesterol molar orani 4:1, 4:2 ve 4:4 olan
formuUlasyonlarin partikul boyutlari ve % enkapsulasyon etkinlikleri sirasiyla 289+34
nm (%26,21+1,4); 219+26 nm (%23,8+1,0) ve 191x10 nm (%12,91+0,6) olarak
bulunmustur. Sonuclar formilasyon igerisindeki kolesterol oraninin partikdl
blyukligunu ve enkapsulasyon verimini etkiledigini gostermektedir. Kolesterol
lipozom formulasyonlarina stabilite saglayan 6nemli bir yardimci maddedir
(Tabandeh ve Mortazavi, 2013). Formulasyon igerisindeki kolesterol membranin
saglamhigini artirarak stabiliteyi saglamaktadir (Liu ve Park, 2009). Bu stabil yapi
sayesinde partikl boyutu kigulmektedir. Formulasyonda kolesterol orani arttikca
enkapsulasyon etkinliginin dustugu gorulmektedir (LP3, %12,9) (Cizelge 4.24).
Kolesterol miktarinin fazla olmasinin membranin daha sert ve suyu daha az gegiren
bir yapiya ulagsmasina neden oldugu, bu durumun da i¢ fazdaki disik su miktarina
bagli olarak etkin maddenin enkapsulasyonunu dusurdugu gozlenmistir (Achim ve
digerleri, 2017). Benzer sonuglar Kaiser ve ark.’nin yaptiklar bir ¢alismada da
bulunmustur. 5-Florourasil yukli lipozom formulasyonlarinin  enkapsuilasyon
etkinliginin formalasyon igindeki artan kolesterol miktarina bagl olarak dustugu
bildirilmistir (Kaiser ve digerleri, 2003). Bu bulgular sonucunda partikil bayuklGga
ve enkapsulasyon etkinligi agisindan fosfotidilkolin/kolesterol 4:2 molar oraninin

kullaniimasina karar verilmistir.

GCalismamizda farkli fosfotidilkolinlerden olusan lipozom formulasyonlari da
incelenmigtir. SPC (LP2), DOPC (LP4) ve DPPC (LP5) kullanilarak hazirlanan
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formulasyonlarin partikul buyudkltkleri sirasiyla 219+26 nm; 225+24 nm ve
203+£17 nm olarak bulunmus ve partikul buyukligu acisindan istatistiksel olarak bir
fark gbézlenmemistir (p>0,05). Farkli fosfotidilkolinler kullanilarak hazirlanan
formllasyonlarin  PDI  degerleri 0,196+0,092 ile 0,285+0,080 arasinda
degismektedir ve formulasyonlarin homojen bir partikil buyukliglu dagilimi

gosterdigini kanitlamaktadir (Cizelge 4.25).

Doymamig yaglardan olusan lipozomlar doymus yadlar kullanilarak hazirlananlara
gore daha esnek bir yapiya sahiptir ve bu durum enkapsulasyon etkinligini de
etkilemektedir (Maherani ve digerleri, 2012). DPPC, DOPC ve SPC kullanilarak
hazirlanan formulasyonlarin enkapsulasyon etkinlikleri sirasiyla %16,2+2,8;
%22,2+2,9 ve %23,8+1,0 olarak bulunmustur. Doymamis yaglardan olusan
formulasyonlar (SPC ve DOPC) doymus yaglardan olusan formulasyona (DPPC)
gore daha yuksek enkapsulasyon etkinligi gostermigtir. SPC’de 4 tane doymamis
bag bulunurken, DOPC’de 2 tane doymamis bag vardir. DPPC ise doymamis bag
icermemektedir. En duslk enkapsulasyon etkinligi doymus yag olan DPPC
kullanilarak hazirlanan formulasyonda gorulmustar (LP5, %16,2). Membranin
esnekligi azaldikc¢a lipozomun hidrofobik 6zelligi artar ve daha az gegirgen hale gelir
(El-Nesr ve digerleri, 2010).

En ylksek enkapstlasyon etkinligi gosteren LP2 formilasyonunun pegile
edilmesine karar verilmigtir (PEG LP2). Pegile edilen formilasyonun (PEG LP2)
partiktl boyutu pegile olmayan formulasyona (LP2) gore daha kiguk bulunmustur
(p>0,05). PEG LP2 formulasyonun enkapsulasyon etkinligi %26,1+0,2 iken LP2
formUlasyonun enkapsulasyon etkinligi 23,8+1,0’dir. PEG polimerinin hidrofilik
karakterinin daha fazla gemsitabin hidroklorur tutunmasina etkili oldugu
dusundlmektedir. Cho ve ark. yaptiklari bir ¢alismada da benzer sonuglar elde
etmis, pegile lipozom formulasyonunun pegile olmayan lipozom formuilasyonuna
gore daha yuksek enkapsulasyon etkinligi ve duguk partikal boyutu gosterdigi
bildiriimistir (Cho ve digerleri, 2014). Lipozom formulasyonlarinin zeta potansiyeli
-14,3 mV ile -23,1 mV arasinda degismektedir (Cizelge 4.24 ve Cizelge 4.25) ve bu
degerler stabil lipozom formulasyonu igin uygundur (Vijayakumar ve digerleri, 2016).
Pegile lipozom formulasyonu (PEG LP2, -23,1 mV) pegile olmayan formulasyona
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gore (LP2, -14,7 mV) daha ylUksek negatif zeta potansiyeli gostermistir (Cizelge
4.25).

5.3.4. Gemsitabin hidrokloriir igeren LPHNP formiilasyonlarina ait sonug¢larin

degerlendirilmesi

LPHNP formilasyonlarinda yapilan 6n calismalarin dederlendiriimesi

LPHNP formulasyonlarini hazirlamak i¢in optimum nanopartikil ve optimum
lipozom formulasyonu esas alinmigtir. LPHNP formulasyonlarinda yapilan 6n
calismalarda nanogoktirme ve modifiye ¢ift emulsiyon ¢ozuicl ugurma yontemleri
kullaniimigtir. Nanogoktiirme yontemiyle hazirlanan formilasyon (O-LPHNPS5)
modifiye ¢ift emulsiyon ¢o6zlcl ugurma yontemleri ile hazirlanan formulasyonlara
gore olduk¢a dusuk enkapsulasyon etkinligi gostermistir (%7,90+0,20) (Cizelge
4.27). Farkli modifiye c¢ift emdllsiyon yontemleri kullanilarak hazirlanan
formUlasyonlardan Yéntem 2 (fosfotidilkolinin dis sulu faza ilave edildigi,
O-LPHNP3 ve O-LPHNP4 formiilasyonlari) ile hazirlanan formilasyonlarin Yéntem
1 (fosfotidilkolinin organik faza ilave edildigi, O-LPHNP1 ve O-LPHNP2
formuUlasyonlari) kullanilarak hazirlanan formualasyonlara gére daha buyuk ortalama
partikul bayuklugu ve daha dusuk enkapsulasyon etkinligi gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.27). Yontem 1 ile hazirlanan formulasyonlar daha homojen partikl
bayukligu dagihmi gosterirken (PDI degeri<0,3), Yontem 2 ile hazirlanan
formulasyonlarda PDI degeri yaklagik 0,4 olarak bulunmustur. Bu sonuglar
degerlendirildiinde daha sonraki formilasyon calismalarinda Yoéntem 1

kullanilmasina karar verilmigtir.

Nanopartiktl formualasyonlarinda oldugu gibi LPHNP formulasyonlarininda da PLGA
50:50 polimeri ile PLGA 65:35 formilasyonunu 1:1 (a/a) karigimi ile hazirlanan On.
Den. LPHNP6 formulasyonunun enkapsulasyon etkinligi (%31,8) (Cizelge 4.28)
sadece PLGA 50:50 polimeri kullanilarak hazirlanan O-LPHNP2'ye gore yiiksek
bulunmustur (%24,5) (Cizelge 4.27). En ylksek enkapsulasyon etkinligi gosteren
O-LPHNP6 formilasyonu pegile edilerek ve iki farkl liyoprotektan mannitol
(O-LPHNPS8) ve trehaloz (O-LPHNP9) kullanilarak formilasyonlar hazirlanmistir.

Enkapsulasyon etkinlikleri acisindan iki liyoprotektan kullanilarak hazirlanan
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formUlasyonlar arasinda bir farkhlik goézlenmemistir. Mannitol ile hazirlanan
formulasyon %32,1+0,6 bulunurken trahaloz ile hazirlanan formulasyon %33,6+1,0
bulunmustur (p>0,05) (Cizelge 4.29). Mannitol ile hazirlanan formuilasyonun
(O-LPHNPS8) ortalama partikiil blyukligi 232+24 nm iken trehaloz ile hazirlanan
formullasyonun partikiil buyuklagi (O-LPHNP9) 213+11 nm bulunmustur. Trehaloz
ile hazirlanan formulasyonun mannitol ile hazirlanan formulasyona gore daha kuguk
partikul boyutu ile daha duguk degerde PDI gostermesinde, duguk oranda su tutma
yetenegine sahip olmasinin, kendi igerisinde hidrojen bagi bulundurmadigi igin
nanotasiyici sisteme kolayca hidrojen bagi ile baglanabilmesinin ve yuksek faz
gecis sicakhgina sahip olmasinin etkili oldugu dusunulmektedir (Abdelwahed ve
digerleri, 2006; Rampino ve digerleri, 2013). Nem ¢ekme kapasitesi ylksek olan
mannitol gibi sekerler kullanildiginda ¢gevredeki nemin de ¢ekilmesiyle nanotasiyici
sistemin partikil boyutu daha da buylyebilmektedir. Trehalozun camsi gegis
sicaklidi mannitole gore daha yuksektir (Holzer ve digerleri, 2009). Dadparvar ve
ark. da albumin kullanilarak yaptiklari bir ¢calismada hazirladiklari nanopartikdl
formUlasyonlarina trehaloz ilave ettiklerinde ortalama partiktl bayUklGgint 224 nm,
mannitol ilave ettiklerinde ise 274 nm bulmuslardir (Dadparvar ve digerleri, 2014).
Formulasyon gelistirme calismalarina liyoprotektan olarak trehaloz ile devam

edilmesine karar verilmistir.

Deney tasarimi uygulanarak hazirlanan LPHNP formulasyonlari

LPHNP formulasyonlarinin hazirlanmasinda DoE programi kullanilarak merkezi
birlesik tasarim yontemi ile 6 tanesi tekrarlanan merkez nokta, 6 tanesi aksiyal nokta
ve 8 tanesi de faktoriyel noktalar olmak Uzere toplam 20 formulasyon hazirlanmistir.
Bu formulasyonlarda % enkapsulasyon etkinligi, partikil buayUkligu ve 24 saat
sonunda salinan % kumdalatif etkin madde cevaplari Uzerine PLGA 50:50/PLGA
65:35 orani (A), % SPC/PLGA orani (B) ve DSPE-PEG miktari (C) bagimsiz
degiskenleri istatistiksel olarak (ANOVA) incelenmistir. 2FI modelinin bagimsiz
degiskenlerin ve bunlarin ikili etkilesimlerinin cevaplari tanimlamada en etkin model

oldugu belirlenmistir.

Hazirlanan LPHNP formulasyonlarinda % enkapsulasyon etkinligi cevabi Uzerine
PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani (A), % SPC/PLGA orani (B), DSPE-PEG miktarinin
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(C) etkili oldugu bulunmustur. % enkapsulasyon etkinligi cevabi (Y1) i¢cin model F
degeri 89,5 (<0,0001) olmak Uzere modelin etkili oldugu belirlenmistir. Modelin
determinasyon katsayisi 0,9764’dir. ANOVA tablosuna bakildiginda %
enkapsulasyon etkinligi cevabi i¢cin AB, AC ve BC etkilesimleri dnemli bulunmustur
(Cizelge 4.32). Modeli tanimlayan 2. derece polinomiyal esitlik Es. 4.1'de
gorulmektedir. Es. 4.1’de (+) katsayilar bagimsiz degiskenlerin model Uzerine
pozitif, (-) katsayilar bagimsiz degiskenlerin negatif etkili oldugunu agiklamaktadir.
Esitlik 4.1’e gore (AB) ve (AC) etkilesimleri enkapsulasyon etkinligini artirirken, (BC)
etkilesiminin enkapsulasyon etkinligini dusurdugu gorulmuagtur (Es 4.1). Bu etkiler
yuzey cevap grafiklerinde de gorulmektedir (Sekil 4.17). Cizelge 4.32’de gorulen F
degerleri incelendiginde katsayisi en yiuksek olan % SPC/PLGA orani
parametresinin % enkapsulasyon etkinligi cevabi lzerinde en etkili parametre
oldugu belirlenmigtir. Modelin uyum eksikligi (lack of fit) degerinin 0,05’den buyuk
cilkmasi % enkapsulasyon etkinligi (Y1) icin hatanin anlamsiz oldugunu

gOstermektedir.

LPHNP formulasyonlarinda partikul bayUklugu cevabi Uzerine % SPC/PLGA orani
(B) ve DSPE-PEG miktarinin (C) etkili oldugu bulunmustur. Partikil buayuklugu
cevabi (Y2) icin model F degeri 80,8 (<0,0001) olmak Uzere modelin etkili oldugu
belirlenmistir. Modelin determinasyon katsayisi 0,9739'dur. ANOVA tablosuna
bakildiginda partikil buydkligid cevabi icin AB ve AC etkilesimleri énemli
bulunmustur (Cizelge 4.33). Modeli tanimlayan 2. derece polinomiyal esitlik Es.
4.2’de gorulmektedir. Esitlik 4.2’ye goére % SPC/PLGA orani (B) ve DSPE-PEG
miktarinin artmasi (C) partiktl btyuklGgunu artirirken (AB) ve (AC) etkilesimlerinin
partikil bayukliguna dustrdigu goralmustar. Bu etkiler ylzey cevap grafiklerinde
de gorulmektedir (Sekil 4.18). Cizelge 4.33'de gorulen F degerleri incelendiginde
katsayisi en yuksek olan DSPE-PEG miktarinin partiktl buyukligu cevabi Gzerinde
en etkili parametre oldugu belirlenmistir. Modelin uyum eksikligi (lack of fit) degerinin
0,05’'den buylk gikmasi partikil blyUkligu (Y2) igcin hatanin anlamsiz oldugunu

gOstermektedir.

Hazirlanan LPHNP formilasyonlarinda 24 saat sonunda kimdulatif salinan madde
yuzdesi cevabi uzerine PLGA 50:50/PLGA 65:35 oraninin (A) etkili oldugu

belirlenmistir. 24 saat sonunda kimdulatif salinan madde yuzdesi cevabi (Y3) igin
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model F degeri 44,4 (<0,0001) olmak Uzere modelin etkili oldugu bulunmustur.
Modelin determinasyon katsayisi 0,9535'dir. ANOVA tablosuna bakildiginda 24
saat sonunda % kumdulatif salinan madde cevabi i¢cin BC etkilesimi 6nemli
bulunmustur (Cizelge 4.34). Modeli tanimlayan 2. derece polinomiyal esitlik Es.
4.3'de gorlulmektedir. Esitlik 4.3’e gore PLGA 50:50/PLGA 65:35 oraninin (A)
artmasi salinan madde yuzdesini artirirken, (BC) etkilesiminin % kumdulatif salimi
dusurdigu goérulmastir. Bu etki ylizey cevap grafiklerinde de gorulmektedir (Sekil
4.19). Cizelge 4.34’de gorllen F degerleri incelendiginde katsayisi en yuksek olan
PLGA 50:50/PLGA 65:35 oraninin 24 saat sonunda kumdulatif salinan madde
yuzdesi cevabi Uzerinde en etkili parametre oldugu belirlenmigtir. Modelin uyum
eksikligi (lack of fit) degerinin 0,05’den buylk ¢ikmasi 24 saat sonunda % kimdulatif

salinan madde (Y3) icin hatanin anlamsiz oldugunu géstermektedir.

5.3.5. Nanopartikil, lipozom ve LPHNP formilasyonlarina ait in vitro salim

calismalarinin degerlendirilmesi

Gemsitabin hidroklorir yuklli nanopartikill formulasyonlarina ait sonuclar

Nanopartikil formulasyonunda Franz difuzyon hdcresi yontemi ile diyaliz tlp
yontemi kiyaslanmistir (Sekil 4.20). Her iki yontem de benzer salim profilleri
gOstermis ve salim galismalarina ayni anda ¢ok sayida ornek ile ¢aligsabilme imkani

veren Franz diflzyon hucresi yontemi ile devam edilmesine karar verilmigtir.

Farkli molekil agirliklarina sahip PLGA polimerleri kullanilarak hazirlanan

nanopartikil formiilasyonlarinin degerlendiriimesi

PLGA polimerinin laktik asit/glikolik asit orani ile birlikte ayni zamanda molekil
agirhginin da salim profilini etkiledigi literattrlerde belirtiimistir (Makadia ve Siegel,
2011). Calismamizda ise PLGA 50:50 polimerinin farkh molekil agirhgina sahip
polimerleri ile hazirlanan formulasyonlarin salim profilleri arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir fark gorulmemigtir (Sekil 4.21) (p>0,05). Bu durumun
gozlenmesinde kullanilan polimerlerin  molekul agriliklarinin  birbirine yakin

olmasinin etkili oldugu dugunulmektedir.



241

Farkli laktik asit/glikolik asit oranina sahip PLGA polimerleri kullanilarak hazirlanan

nanopartikil formilasyonlarinin degerlendirilmesi

PLGA polimerinin igerisindeki laktik asit orani arttikca kimdulatif salinan gemsitabin
hidroklorur yuzdesinin azaldigi belirlenmistir (p<0,05). PLGA 50:50 (NP15), PLGA
65:35 (NP19) ve PLGA 75:25 (NP20) kullanilarak hazirlanan formulasyonlar 24 saat
sonunda sirasiyla %94,0; %73,1 ve %57,5 oraninda kimulatif salim gdéstermigtir
(Sekil 4.22). NP15 formulasyonu diger formulasyonlara gére daha disuk oranda
laktik asit icermektedir ve bu durum polimeri daha hidrofilik yapmaktadir. Boylece
polimer suyu daha ¢ok cekip hizla parcalanabilmekte ve etkin maddeyi ylUksek

oranda salabilmektedir (Stevanovic ve Uskokovic, 2009).

Calismamizda PLGA 50:50/PLGA 65:35 (NP21), PLGA 50:50/PLGA 75:25 (NP22)
1:1 (a/a) karigimindan olugan formulasyonlarin salim profilleri de karsilagtiriimigtir
(Sekil 4.23). 24 saat sonunda NP21 formilasyonundan %81,5 NP22
formilasyonundan ise %72,4'luk etkin madde cikisi gerceklesmistir. Pegile
formUlasyon olan PEG NP21 formulasyonu ise 24 saat sonunda pegile olmayan
haline gore etkin maddeyi daha fazla saldigi goralmustir (%83,4). Az da olsa
salinan miktarin artmasinda hidrofilik karakterdeki PEG’e baglanmis olan yuzeydeki
etkin maddeler etkili olmus olabilir. Li ve ark. yaptiklari bir calismada da benzer
sonuglar bulmustur ve pegile formilasyonun sadece PLGA’dan olusan
formUlasyona gore sigir serum albiminini daha yuksek oranda saldigini belirtilmistir
(Li ve digerleri, 2001).

Gemsitabin  hidroklorir yUkli lipozom formiilasyonlarina ait sonuclarin

degerlendiriimesi

Gemsitabin hidroklorir yUkli lipozom formilasyonlarinda SPC:kolesterol molar
orani (Sekil 4.24) ile farkli fosfotidilkolinler kullanilarak hazirlanan lipozom
formulasyonlarinin (Sekil 4.25) salim Uzerine etkisi incelenmigtir. 24 saat sonunda
SPC:kolesterol molar orani 4:1 (LP1), 4:2 (LP2) ve 414 (LP3) olan
formulasyonlardan sirasiyla %89,0; %86,7 ve %84,2’lik salim gértulmustar (p>0,05).
Artan kolesterol molar oranina bagl olarak salinan etkin madde yuzdesinin
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azalmasinda kolesterolln lipozom membraninin hidrofobisitesini artirmasinin etkili

oldugu dugunulmektedir (Briuglia ve digerleri, 2015).

Farkli yaglar kullanilarak hazirlanan ve pegile edilen lipozom formulasyonlari LP2
(SPC), LP4 (DOPC), LP5 (DPPC) ve PEG LP2 (SPC) 24. saatin sonunda sirasiyla
%86,7 %97,5; %94,9 ve %91,9’luk kimulatif salim gostermistir (Sekil 4.25). DOPC
kullanilarak hazirlanan LP4 formilasyonu SPC (LP2) ve DPPC (LP5) kullanilarak
hazirlanan formulasyonlara gore daha fazla salim gdéstermistir. En disuk kimdulatif
salim orani ise SPC kullanilarak hazirlanan LP2 formalasyonunda goérulmustar. Bu
sonuglarin elde edilmesinde DOPC’nin faz gegis sicakhiginin diger iki fosfotidilkolin
tirine goére dusuk olmasinin (0°C’nin altinda) etkili oldugu dusunilmektedir.
SPC’nin faz gecis sicakligi yaklasik 45°C iken, DPPC’nin faz gecis sicakhdi ise
yaklasik 41°C’dir. Lipit membranin faz gegis sicakliginin disuk olmasi membranin
daha yumusak bir yaplya sahip olmasina neden olur. DOPC ile hazirlanan
formUlasyondan gemsitabin hidrokloririn saliminin SPC ve DPPC ile hazirlanan
formUlasyonlara gore daha yuksek olmasinda DOPC’nin sahip oldugu duslk faz
gecis sicakhgininin etkili oldugu dusunulmektedir. Chen ve ark.’nin yaptiklari bir
calismada da lipozom formulasyonu igerisindeki hidrojene soya fosfotidilkolin
miktari arttikga (daha yuUksek faz gegis sicakligina sahip) DPPC miktari artan
formUlasyona gore (daha duslk faz gecis sicakligina sahip) etkin madde kalseinin

saliminin azaldigi belirtilmistir (Chen ve digerleri, 2013).

Gemsitabin  hidroklorir yikli LPHNP formiilasyonlarina ait sonuclarin

degerlendiriimesi

Calismamizda deney tasarimi sonucu elde edilen merkez noktalara (Sekil 4,26),
aksiyal noktalara (Sekil 4.27) ve faktoriyel noktalara ait (Sekil 4.28) formulasyonlarin
salim profilleri belirlenmigtir. Merkezi birlesik deney tasariminda deneysel
islemlerdeki hatay! (pure error) hesaplayabilmek amaciyla merkez noktalar
eklenmistir. Merkez noktalara ait formulasyonlarin salimlari incelendiginde
(LPHNP1 - LPHNP6 arasi formulasyonlar) 24 saat sonunda %%55,6 ile %60,1
arasinda kumulatif salim goériimustir. Sekil 4.26’da goéruldigu gibi 6 merkez
noktasina ait formulasyonlarin salim profillerinin Gst Uste gelmesi deneysel islemlere

bagli olan hatanin ¢ok dusik oldugunu gdéstermektedir.
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LPHNP formulasyonlarinda ANOVA analizleri sonucu PLGA 50:50/PLGA 65:35
oraninin etkin maddenin salimini énemli derecede etkiledigi belirlenmistir (Cizelge
4.34). Aksiyal noktalar LPHNP7-LPHNP12 arasindaki formulasyonlari
kapsamaktadir. Sekil 4.27°deki aksiyal noktalara ait formulasyonlarin salim profili
incelendiginde PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani en yuksek (LPHNP7) ve en dusuk
(LPHNP10) olan formulasyonlar arasinda belirgin farkliliklar oldugu gozlenmistir.
Aksiyal noktalar her tg faktor icin merkezi birlesik deney tasariminin vermis oldugu
maksimum (+a), minimum (-a) ve orta (0) deg@erleri ifade eden formulasyonlardan
olusmaktadir. LPHNP7 formulasyonunda PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani en
yuksektir (1,84) ve bu formulasyon diger aksiyal noktalara ait formulasyonlara gore
24 saat sonunda yuksek oranda etkin madde ¢ikigi gostermistir (%73,4). Aksiyal
noktalardan PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani en dusuk olan (0,16) LPHNP10
formulasyonunda ise 24 saat sonunda sadece %40,9’luk gemsitabin hidroklorur
salimi gorulmastur. Dolayisiyla PLGA 50:50/65:35 karigimi icerisindeki PLGA 65:35
oraninin artmasi salimi yavaslatmistir. Bunda PLGA 65:35’in PLGA 50:50’ye gore
daha hidrofobik yapida olmasinin ve pargalanmasinin daha uzun strmesinin etkili
oldugu dusunulmektedir. LPHNP8, LPHNP9, LPHNP11 ve LPHNP12
formUlasyonlarinda PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani birbirine esit ve 1’dir. Bu
formulasyonlarin 24 saat sonunda kumdulatif salinan madde yuzdeleri istatistiksel
olarak benzer bulunmustur (p>0,05) (Sekil 4.27).

Faktoriyel noktalarin olugturdugu formalasyonlar (LPHNP13-LPHNP20 arasindaki)
bagimsiz degiskenler icin kendi belirledigimiz minimum (-1) ve maksimum (+1)
noktalari igermektedir. Deney tasarimi sonucu elde edilen faktériyel noktalara ait
formilasyonlardan PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani 0,5 olan formulasyonlarin
(LPHNP13 %39,7; LPHNP14 %58,9; LPHNP15 %58,4 ve LPHNP16 %46,0) etkin
maddeyi 24 saat sonunda dusik oranda saldiklari goralirken, PLGA 50:50/PLGA
65:35 orani 1,5 olan formulasyonlarin (LPHNP17 %62,3; LPHNP18 %73,9;
LPHNP19 %73,7 ve LPHNP20 % 68,1) etkin maddeyi daha yluksek oranda saldiklari
gorulmustdr. Bu sonucun goérulmesinde polimer karisimi igerisindeki hidrofilik
karakteri daha yuksek olan PLGA 50:50 polimerinin oraninin artmasinin etkili oldugu
dustnudlmektedir (Sekil 4.28).
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Gemsitabin hidroklorir cozeltisi ve optimum formulasyonlara ait salim profillerinin

degerlendiriimesi

Gemsitabin hidroklortr ¢ozeltisi ve pegile nanopartikil, lipozom ve optimum LPHNP
formUlasyonlarina ait salim profilleri Sekil 4.29'da gosterilmigtir. Gemsitabin
hidroklortr ¢ozeltisinin 6 saat sonunda tamaminin reseptdér kompartmanda
toplandig1 goralmustir. Gemsitabin hidroklortr yUukli pegile lipozom (PEG LP2),
nanopartikil (PEG NP21) ve LPHNP (LPHNP17) formulasyonlar yaklasik 2 saatlik
ani salimi takiben daha yavas bir salim gostermis ve bifazik salim profilleri elde
edilmistir. Literatlrlerde de gemsitabin hidroklorir yUklG lipozom ve nanopartikdl
formUlasyonlarindan bifazik salim profili elde edildigi belirtimektedir (Cosco ve
digerleri, 2012; Martin-Banderas ve digerleri, 2013). 2 saat sonunda PEG LP2, PEG
NP21 ve LPHNP17 formulasyonlarindan etkin madde salimi sirasiyla %47, %53 ve
%36 bulunmustur. Tum formulasyonlarda gorulen ani salimda tasiyici sistemlerin
yuzeyine adsorbe olan etkin maddelerin etkili oldugu duagunulmektedir. 24 saat
sonunda ise PEG LP2, PEG NP21 ve LPHNP17 formulasyonlarindan etkin madde
salimi  sirasiyla  %91,9; %834 ve %62,3 bulunmustur. Nanopartikil
formllasyonunda 24 saate kadar devam eden yavas ve surekli salimda etkin
maddenin difizyonunun ve polimerin pargalanmasinin etkili oldugu (Holgado ve
digerleri, 2008), lipozom formulasyonundaki yavas ve surekli salimdan ise etkin
maddenin lipit tabakadan difizyonunun etkili oldugu (Bian ve digerleri, 2015)
dusunulmektedir. LPHNP formulasyonunda ise etkin maddenin saliminda dncelikle
etkin maddenin polimerden ve lipit tabakadan difuzyonu daha sonra ise difizyonla
birlikte polimerin parcalanmasi sonucu etkin maddenin aciga cikmasi etkilidir.
Lipozom formilasyonunda nanopartikil formilasyonuna goére daha yuksek oranda
salim elde edilmesinde, lipozomun ylksek oranda pargalanip etkin maddeyi agiga
¢clkarmasli, buna karsilik polimerik nanopartikilin pargalanmasinin daha geg¢
olmasinin etkili oldugu dusunulmektedir. LPHNP formulasyonunda ise en dusuk
oranda salim gorulmesinde lipit ve PEG tabakasinin etkin maddeyi cekirdek
icerisinde daha uzun slre tutmasinin etkili oldugu dusunalebilir (Zhang ve digerleri,
2008). Nanopartikil formulasyonuna (PEG NP21) goére SPC ve DSPE-PEG
tabakasina sahip olan LPHNP formulasyonunun (LPHNP17) salimi daha yavastir.
Calismamizdan elde edilen ANOVA analizi sonuglari da % SPC/PLGA orani X
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DSPE-PEG oraninin (BC) etkilesiminin salimi yavaslattigini géstermektedir (Es
4.3).

PEG LP2, PEG NP21 ve LPHNP17 formulasyonlarinin salim kinetikleri
incelendiginde r?, AIC ve MSC degerleri agisindan (¢ formilasyonunda Weibull ve
Korsmeyer-Peppas salim modellerine uyum gosterdigi belirlenmigtir. Salim
modelinin uygunlugunun belirlenmesinde r? ve MSC degerinin biyik, AIC degerinin
ki¢cuk olmasi 6nemlidir. Formulasyonlarin Weibull modeli igin B degerleri ve
Korsmeyer-Peppas modeli i¢in n degerleri hesaplanmistir. Formulasyonlarin 3
degeri 0,75 ile 1 arasindadir (Cizelge 4.36). B degerinin 0,75 ile 1 arasinda olmasi
etkin maddenin saliminda diflizyonla beraber tasiyici sistemin pargalanmasinin
etkili oldugunu géstermektedir (Papadopoulou ve digerleri, 2006). Formulasyonlarin
n degerleri ise 0,45 ile 0,89 arasinda bulunmustur. Korsmeyer-Peppas modeline
gore n degerinin 0,45 ile 0,89 arasinda olmasi da non Fickian difizyonun
goruldigunin yani etkin maddenin tasiyici sistemden diflizyonu ve tasiyici sistemin
parcalanmasinin salim Gzerinde etkili oldugunu gostermektedir (Pimple ve digerleri,

2012). Formulasyonlarin hem B hem de n deg@erleri birbirini desteklemektedir.

5.3.6. Stabilite galigmalari

in vitro stabilite deneylerine ait bulgularin degerlendirilmesi

Gemsitabin hidroklorlir yukli nanopartikul, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin
4°C, 25+2°C/%60+5 bagil nem ortamlarinda 12 ay ve 401£2°C/%755 bagil nem

ortamlarinda 6 ay sureyle bekletilmig ve stabilite gcalismalari gergeklestirilmigtir.

Nanopartikul ve LPHNP formulasyonlar partikal buyukligu agisindan 4°C sicaklikta
9 ay stabil kalirken, lipozom formulasyonlarinin ise 3 ay stabil kaldig1 géraimustar
(p>0,05). 25£2°C/%60+5 bagil nem ortaminda baslangig partikil boyutlari yaklagik
200 nm olan optimum nanopartikul, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin 12 ay
sonunda sirasiyla 341 nm, 991 nm ve 334 nm ortalama partikul buyukligune sahip
olduklari gézlenmistir (Cizelge 4.38, Cizelge 4.41 ve Cizelge 4.44). 40+2°C/%7515
bagil nem ortaminda 6 ay sonunda nanopartikul formulasyonu 360 nm, lipozom

formUlasyonu 1294 nm ve LPHNP formulasyonu ise 336 nm ortalama partikdil
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bayuklugu gostermistir. LPHNP formulasyonu ve nanopartiktl formulasyonu 4°C
sicaklik ve 25+2°C/%60+5 bagil nem sartlarinda partikul buyudklakleri agisindan
benzer stabilite gdsterirken, lipozom formulasyonuna gére bu saklama sartlarinda

daha stabil olduklari gozlenmistir.

Formulasyonlardaki % kalan ilag oranlari incelendiginde 4°C sicaklikta tum
formulasyonlarin 25£2°C/%60+5 bagil nem ve 40+2°C/%75+5 badil nem saklama
sartlarina goére daha stabil kaldigi goézlenmistir. 4°C sicaklikta nanopartikdl
formllasyonunda yaklasik 9 ay ve lipozom formulasyonunda ise yaklasik 6 ay
sonunda % kalan ila¢ %50 civarindadir. LPHNP formulasyonunda ise 4°C sicaklikta
12 ayin sonunda %80’nin tzerinde ilacin formualasyon igerisinde kaldigi1 gérilmustar
(Cizelge 4.43). LPHNP formuilasyonunun 4°C ve 251+2°C/%60+5 bagil nem
sartlarinda gercgeklestirilen stabilite deneylerinde hem lipozom hem de nanopartikdl
formulasyonuna gore % kalan etkin madde iceriginin daha fazla oldugu
gorulmektedir. Birinci derece kinetige gore gemsitabin hidroklorir bozunmasi
g6zlemlenen nanotasliyici sistemlerde 4°C’de saklanan LPHNP formilasyonunun
raf omra 7 ay iken, nanopartikil formdlasyonunun raf émra 1,6 ay, lipozom
formlUlasyonun raf omrid 1,3 ay bulunmustur. 25+2°C/%60+5 bagil nem ve
40+2°C/%75+5 bagil nem ortaminda her g ilag tasiyici sisteminde raf dmurlerinin
4°C’deki raf dmdarlerine gore dustigu gozlenmistir (Cizelge 4.46). 40£2°C/%75+5
bagil nem ortaminda tim formulasyonlarin hem partikil biyUkligli hem de kalan
ilag yuzdeleri agisindan stabilitelerini ok gabuk kaybettikleri belirlenmigstir (Cizelge
4.39, Cizelge 4.42 ve Cizelge 4.45). 40+2°C/%75%5 bagil nem ortaminda her g ilag
tasiyici sistemin raf dGmru yaklasik 0,5 ay bulunmustur. Tim saklama sartlarinda
lipozom formulasyonu nanopartikil ve LPHNP formulasyonuna gére daha dusik
stabilite gostermistir. Tum stabilite sartlarinda LPHNP formulasyonun nanopartikl
ve lipozom formulasyonuna goére raf dmrunun daha uzun olmasi ve yuzde kalan ilag
miktarinin daha yuksek olmasinda LPHNP sistemdeki ¢ekirdek kabuk yapisinin
tasiyici sistem stabilitesinin artmasinda etkili oldugu dusunulmektedir (Hadinoto ve
digerleri, 2013).
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Formulasyonlarin in vivoyu taklit eden farkli ortamlardaki stabilite testlerinin

degerlendiriimesi

Nanopartikil, lipozom ve LPHNP formulasyonlari %100 fosfat tamponu icerisinde
daha uzun sure partikal bayukligu agisindan stabil kalirken, %100 fetal bovin
serumu ortaminda partiktl buyudklukleri kisa surede artmigtir. %100 fetal bovin
serumu ortaminda nanopartikidl, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin
baslangictaki partikil buyukltkleri sirasiyla 208 nm, 217 nm ve 248 nm
bulunmustur. %100 fetal bovin serumu ortaminda 5 gun bekletildikten sonra
nanopartikdl, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin partiktl boyutu sirasiyla 354
nm, 1520 nm ve 616 nm olarak bulunmustur. Lipozom ve LPHNP
formuUlasyonlarindaki partikll bulyUkligl artisinin fazla olmasinda fetal bovin
serumu igerisindeki proteinlerin lipit yapisina adsorbe olmasinin tasiyici sistemlerin

agregasyonuna neden oldugu dusunulmektedir (Jones ve Nicholas, 1991).

5.3.7. Formilasyonlarin morfolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Formulasyonlarin TEM goriintileri

On deneme nanopartikiil formiilasyonlarinin TEM gériintiileri

Nanopartikullere ait 6n g¢alismalarda i¢ sulu fazda yuzey etkin madde olarak PVA
31-50 kDa kullanilan formilasyon (O-NP5) ve i¢ sulu fazda Lutrol F-68 kullanilan
formilasyonun (O-NP6) TEM gérintileri Resim 4.2'de gosterilmistir. Bu
goruntilerden de anlasilacagi Gzere i¢ sulu fazda Lutrol F-68 kullanilan formilasyon
daha buyuk partikul buyuklugine sahiptir ve partikul buyuklugu dagihmi koétadur. Bu
sonuglar Malvern Zetasizer ile elde edilen partikul buyukligl ve dagihmi sonuglari

ile de uyumludur (Cizelge 4.14).
Nanopartikiil formilasyonlarinin stabilite deneylerine ait TEM gériintiileri
Nanopartiktl formulasyonu (PEG NP21) TEM goérintilerinden anlasilacagi Uzere

yuvarlak ve birbiriyle agrege olmamigtir (Resim 4.3). Nanopartikullerin etrafindaki
acik renkteki yapinin PEG tabakasi oldugu dustnutlmektedir. Stabilite deneylerinde
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baslangigta iclerinin dolu oldugu gorulen taneciklerin 25£2°C/%60+5 bagil nem
ortaminda 6 ay ve 40£2°C/%75+5 bagil nem ortaminda 3 ay bekletildikten sonra ki
TEM goruntulerinden anlagilacagl Uzere iglerinin kismen bosaldigr gorulmustur
(Resim 4.4). Bu durum stabilite deneylerinden elde edilen % kalan ilag sonugclari ile

de uyumludur (Cizelge 4.38 ve Cizelge 4.39).

Lipozom formdilasyonlarinin stabilite deneylerine ait TEM gériintleri

Lipozom formulasyonuna (PEG LP2) ait TEM goruntuleri Resim 4.3'de
gorulmektedir. Lipozom formulasyonlarinin etrafinda da PEG tabakasi gozlenmistir.
Stabilite deneylerinde baslangigta iclerinin dolu oldugu gértlen lipozomlarin
25+2°C/%60+5 bagil nem ortaminda 6 ay ve 40£2°C/%7545 bagil nem ortaminda
3 ay bekletildikten sonra ki TEM goruntulerinden anlasilacagi Uzere iglerinin kismen
bosaldigi belirlenmigtir (Resim 4.7). Ancak 25+2°C/%60+5 bagil nem ortaminda 12
ay bekledikten sonra elde edilen goéruntllerde taneciklerin iclerinin neredeyse
tamamen bosaldigi goérulmektedir. 40+2°C/%75+5 bagill nem ortaminda 6 ay
bekletildikten sonra lipozomlarin agrege oldugu ve yapilarinin oldukga bozuldugu

gozlenmigtir (Resim 4.8).

On deneme LPHNP formiilasyonlarinin TEM gériintiileri

LPHNP formulasyonlarina ait 6n ¢alismalarda SPC’nin organik fazda yer almasinin
partikil buyukligu ve dagihmi icin daha elverigli oldugu TEM goruntileri ile
ispatlanmistir (Resim 4.9). SPC’nin dis sulu faza ilave edilmesiyle hazirlanan
formilasyonlarda (O-LPHNP4) partikiillerin agrege oldugu ve yuvarlak yapiya sahip
olmadiklari gézlenmistir. Bu sonuglar Malvern Zetasizer ile elde edilen partikll

blyUklugu ve dagilimi sonuglari ile de uyumludur.

LPHNP formiilasyonlarinin stabilite deneylerine ait TEM gériintiileri

LPHNP formulasyonuna (LPHNP17) ait TEM goruntuleri incelendiginde yaklagik
200 nm boyutunda, yuvarlak, agrege olmamis taneciklerin elde edildigi
gorulmektedir (Resim 4.10). Taneciklerin etrafinda yaklasik 15 nm kalinhga sahip
PEG tabakasinin varligi belirlenmistir. 40+2°C/%75+5 bagil nem ortaminda 3 ay
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bekletildiginde taneciklerinin iclerinin bosaldigi ve yuvarlak yapisini kaybettigi

gozlenmisgtir.

Nanopartikil, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin TEM géruntileri ile DLS
yontemiyle Olgim yapan Malvern Zetasizer aletiyle elde edilen ortalama partikal
boyutu verileri iyi bir uyum gostermektedir. TEM goruntulerinde DLS yontemine gore
az bir farkla da olsa daha kuguk partikullerin varligi gézlenmistir. Bu duruma DLS
yonteminde hidrodinamik boyut dlcimuinin gerceklesmesinin ve DLS yonteminde
kuru haldeki 6rnekten Olgim yapan TEM’e gore genellikle daha blyuk degerlerin

elde edilmesinin etkili oldugu dusunulmektedir (Hou ve digerleri, 2017).

Resim 4.13 ve Resim 4.14’de goruldigu Uzere 4°C ve 25+2°C/%60+5 bagil nem
ortaminda 6 ay bekletilen formulasyonlardan nanopartikil ve LPHNP
formuUlasyonlari akiciliklarini korudugu, lipozom formuilasyonunun ise agrege oldugu

ve akicihgini kaybettigi belirlenmistir.

Formulasyonlarin SEM goruntuleri

Liyoprotektan igeren nanopartikil, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinda SEM
goruntuleri alinamamistir. Bu durumun onuine ge¢mek icin liyoprotektan icermeyen
formUlasyonlar hazirlanmis, kurutulmus ve SEM goruntileri  ¢ekilmigtir.
Nanopartikul, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin yuzeylerinin purizsuz oldugu

ve genellikle yuvarlak yapiya sahip olduklar belirlenmistir (Resim 4.15-Resim 4.17).

5.4. Hicre Kiiltira Caligsmalarina Ait Sonuglar

5.4.1. Sitotoksisite testi (MTT) sonuglarinin degerlendirilmesi

Gemsitabin hidrokloriir ¢ozeltisi, ticari tirin Gemko® ¢ozeltisi, slispande haldeki
gemsitabin hidroklorlr yukli nanopartikil, lipozom ve LPHNP formulasyonlarinin
sitotoksisite testleri icin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hucreleri
kullanilmigtir.  Bu hucreler farkli antikanser maddeleri igeren ¢ozeltilerin
sitotoksisitelerinin belirlenmesinde siklikla kullaniimaktadir (Seeger ve digerleri,
2004; Abu ve digerleri, 2013). MCF-7 ve MDA-MB-231 hucrelerine uygulanan tim
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formUlasyonlarda artan konsantrasyonlara (0,01 yM’dan 1000 uM’a kadar) karsi
Olen hucre sayisi artmistir (Resim 4.18-Resim 4.27). Bu konsantrasyonlar
literatlirde gemsitabin hidroklorir yUkli PLGA nanopartikil formulasyonu ve ¢ozelti

formu icin kullanilan konsantrasyonlarla uyumludur (Joshi ve digerleri, 2014).

Etkin madde icermeyen nanopartikul, lipozom ve LPHNP formulasyonlart MCF-7 ve
MDA-MB-231 hucrelerine uygulandiginda formulasyonlarin tek baslarina sitotoksik
etki gostermedikleri belirlenmistir (Sekil 4.48). MCF-7 hucrelerine 1 uM
konsantrasyonda Gemko®, gemsitabin hidrokloriir, nanopartikdil, lipozom ve LPHNP
formulasyonlari uygulandiginda canli hlcre yuzdeleri sirasiyla %61,8; %69,4;
%48,7; %51,0 ve %38,7 olarak bulunmustur (Sekil 4.49). MDA-MB-231 hicrelerine
1 uM konsantrasyonda Gemko®, gemsitabin hidroklorir, nanopartikiil, lipozom ve
LPHNP formulasyonlari uygulandiginda canli hucre yuzdeleri sirasiyla %66,7;
%65,7; %42,3; %43,6 ve %34,3 olarak bulunmustur (Sekil 4.50). Her iki hticrede de
1000 uM konsantrasyonda formulasyonlar uygulandiginda canli hicre ytzdesinin

yaklasik %10 civarinda oldugu belirlenmisgtir.

MCF-7 (Sekil 4.51) ve MDA-MB-231 (Sekil 4.52) hucrelerine uygulanan
formilasyonlardan nanopartikil, lipozom ve LPHNP formilasyonlarinin Gemko® ve
gemsitabin hidroklorir ¢ozeltisine goére ¢ok daha dustk ICso dederlerine sahip
oldugu gbézlenmistir  (p<0,0001). Nanopartikll, lipozom ve LPHNP
formUlasyonlarinda ayni dozda daha yuksek sitotoksik etki elde edilmesinde
formUlasyonlarin pegile edilmesi sonucu etkin maddenin etkinliginin artmasinin
(Mehrabi ve digerleri, 2016) ve nanoboyuttaki tasiyici sistemlerin hilicre icine gegcisi
artirmasinin etkili oldugu disunulmektedir (Gandhi ve digerleri, 2015; Kadari ve
digerleri, 2017). Bu sonuglar literatlr verileriyle de uyum gdstermektedir. Vandana
ve Sahoo’nun yaptiklari bir galismada da pankreas kanseri hicreleri MIA PaCa 2
ve PANC 1 hucrelerinde pegile gemsitabinin, pegile olmayan haline gére ayni
konsantrasyonlarda uygulandiginda daha yuUksek sitotoksik etki gosterdigi
bildirilmistir (Vandana ve Sahoo, 2010).
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5.4.2. Formulasyonlarin hucre igcine gegis deneyleri

Floresan goruntulerinin degerlendiriimesi

Etkin madde igcermeyen kumarin-6 yUkli nanopartikul, lipozom ve LPHNP
formulasyonlarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hucrelerinin gekirdekleri (DAPI ile mavi
renge boyanmig) etrafinda biriktikleri floresan mikroskobu goéruntileri ile
belirlenmistir (Resim 4.29-Resim4.31). Bulgular nanopartikil, lipozom ve LPHNP
formuUlasyonlarinin hicre igine gegisi arttirdiginin ve kanser tedavisinde hucreye
yonelik hedeflemede kullanilabilecegini gostermektedir. Cozelti halindeki kumarin-6
ise MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerine uygulandiginda ¢cok az sinyal alinmigtir
(Resim 4.28).

Floresan siddetinin olciilmesi

Etkin madde icermeyen kumarin-6 yUkli nanopartikil, lipozom ve LPHNP
formulasyonlari hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hucrelerinde birbirine yakin
floresan siddetleri gostermistir ve formuilasyonlar arasinda istatistiksel agidan fark
olmadigi gorulmastir (p>0,05) (Sekil 4.53). Lipozom formulasyonu hem
nanopartikil hem de LPHNP formilasyonuana gére daha dusuk floresan siddeti
gostermesinde lipozomlarin kumarin-6 floresan maddesini diger formulasyonlara
gore daha hizla salmasinin etkili oldugu disunulmektedir. LPHNP formulasyonu ise
hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hucrelerinde yuksek floresan giddeti gostermistir.
Bu durumun goérilmesinde de LPHNP formulasyonun kumarin-6’y1 daha uzun sire
naslyici sistem igerisinde tutabilmesinin etkili oldugu dusunulmektedir. Kumarin-6
¢Ozeltisi ise oldukga dusuk floresan siddeti gdstermistir ve bu sonug floresan
goruntileri ile de uyumludur. Akbari ve Wu da yaptiklari hicre igine gecis
calismalarinda kumarin-6 ¢ozeltisi ile anlamli sinyal alamadiklarini bildirmistir
(Akbari ve Wu, 2016). Bir bagka galismada ise Acharya ve ark. kumarin-6 yuklG
PLGA nanopartikial formdlasyonunun kumarin-6 ¢ozeltisine goére MCF-7
hlcrelerinde nanotasiyici sistemin hlcre igine gegisi arttirmasina bagli olarak ¢ok

daha ylksek floresan siddeti gosterdigini belirtmistir (Acharya ve digerleri, 2009).
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Formulasyonlardan etkilenen hiicre sayisinin belirlenmesi

Bu calismada nanotaslyici sistemlerin zamana karsi etkilenen hicre oranlari
incelenmigtir. Etkin madde igermeyen kumarin-6 yukli nanopartikil, lipozom ve
LPHNP formulasyonlarinin 15. dakikadan itibaren MCF-7 ve MDA-MB-231
hdcrelerinin neredeyse tamamina girdikleri belirlenmistir. Her iki hicrede de 15.
dakika, 1. saat ve 4. saat arasinda istatistiksel acidan bir fark gdézlenmemistir
(p>0,05). Sonuglar kullanilan nanotasiyici sistemlerin en ge¢ 15 dakika igerisinde

hacreleri etkiledigini gostermektedir.

5.5. Ticari Uriin Gemko® ve Gemsitabin Hidrokloriir Yikli LPHNP

Formiilasyonlari ile Yapilan in Vivo Calismalar

Yaklagik 200 gram agirliginda Sprague Dawley cinsi disi sicanlara 50 mg/kg dozda
nitrozo metil Gre (NMU) verilerek meme kanseri modeli olusturulmaya calisiimistir.
Bu hayvanlarda meme kanseri modeli gelistiriemeyince imbred disi Sprague
Dawley sicanlara dogumlarinin 21. gununde 50 mg/kg dozda NMU intaperitonel
olarak uygulanmistir. imbred hayvanlar ayni soydan gelmektedir ve kanser
¢alismalarinda kullaniimaktadir. Yaklasik 3 ay sonra bu hayvanlarin % 60’inda

meme kanseri geligtigi belirlenmistir.

5.5.1. Hayvanlarin agirliklarinin degigimi

Siganlara 200 mm?3 timoér hacmine sahip olduklarinda tedaviye baslanmistir. Bu
hayvanlarin tedavi baslangicinda agirliklarinin yaklagik 200 gram oldugu
belirlenmistir. Uygulamalar sonrasinda kontrol, 5 mg/kg Gemko®, 5 mg/kg LPHNP
ve 10 mg/kg LPHNP gruplarinin agirliklarinda artis gézlenmistir (Sekil 4.56). 50
mg/kg Gemko® grubundaki hayvanlar ise 4. veya 5. uygulama sonrasi asiri agirlik
kaybiyla beraber 6ldikleri belirlenmistir. 50 mg/kg Gemko® dozu insan dozundan
hayvan dozuna cevrilerek bulunmus olup (Nair ve Jacob, 2016), literatlrdeki
uygulamalarla benzerdir (Paolino ve digerleri, 2010). Bu gruptaki hayvanlarin
Olmesinde tedavinin yan etkiler olusturmasinin ve imbred hayvanlarin hassas

yaplya sahip olmalarinin etkili oldugu dusiniimektedir. 50 mg/kg dozda Gemko®
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uygulanan hayvanlarda tiy dokulmesi ve yaklasik olarak 3. uygulama sonrasi diyare

de gorulmustir. Bu yan etkiler diger gruptaki hayvanlarda gézlenmemigtir.

5.5.2. Tumor hacimlerinin degigimi

Hayvanlarda meme timor hacmi 200 mm? oldugunda tedaviye baslanmistir. 5
mg/kg LPHNP grubundaki hayvanlarin ortalama timér hacimleri tedavi sonrasinda
276 mm? olmustur ve bu deder baslangi¢c timoér hacmi (yaklasik 200 mm?) ile
karsilastinildiginda istatistiksel agidan anlamli farkliik goéstermemistir (p>0,05)
ancak hayvanlarda tumaor buyumesininin yavasladigi belirlenmigtir. 5 mg/kg LPHNP
grubundaki hayvanlarin tumor bayumesindeki yavaslama tedavi sonrasi kontrol
grubu ve 5 mg/kg Gemko® grubundaki hayvanlarda gézlemlenen timor hacimlerinin
karsilastirimasiyla anlasiimaktadir. 10. uygulama sonrasi kontrol grubu ve 5 mg/kg
Gemko® grubundaki hayvanlarin ortalama timér hacimlerinin sirasiyla 1064 mm3
ve 846 mm?3 oldugu belirlenmistir ve istatistiki agidan timoér hacimlerinin arttigi
gorulmustir (p<0,05). Tedavi sonrasi 50 mg/kg Gemko® grubundaki hayvanlarin
ortalama timér hacimleri 98 mm®e diismiis olsa da bu gruptaki hayvanlarin yaklagik
5. uygulama sonrasi Oldukleri gozlenmigtir. 10 mg/kg LPHNP grubundaki
hayvanlarin ortalama timoér hacmi ise 30 glniin sonunda 108 mm®e dismustir bu
disus istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Timoér hacminin higbir
grupta sifirlanmamasinda uygulanan tedavinin sadece 1 ay devam etmesinin etkili
oldugu dusitiniimektedir. insanlarda gemsitabin hidrokloriir ile yapilan kanser
tedavisinde 2 haftalik uygulama sonrasinda 1 hafta ara verilmekte ve bu aradan
sonra 2. kurle tedaviye devam edilmektedir. Sonuclar LPHNP ile uygulanan
tedavinin ticari Griin Gemko®ya gore disik dozda daha etkili oldugunu
gostermektedir. Paolino ve ark. yaptiklari bir calismada da benzer sonuglar elde
etmis hazirladiklar gemsitabin hidroklorir yuklu lipozom formulasyonlarinin ticari
preparat Gemzar®a gore 10 kat daha duslik dozda kanser tedavisinde benzer

etkinlik goésterdigini belirtmistir (Paolino ve digerleri, 2010).

5.5.3. Histopatolojik caligmalar

NMU uygulayarak hayvanlarda meme kanseri modeli olusturulmaya calisiimistir.

Uygulamadan yaklasik 3 ay sonra hayvanlarin meme bdlgesinde olusan sislikten
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ornek alinmig bu yapinin timor olup olmadigi incelenmistir. Histopatolojik inceleme
sonucu nekroza bagl kistik duktuslarin gézlenmesi (Resim 4.35) ve apoptoz ile
mitoz bdélinmenin ayni anda gergeklesmesi meme kanseri modelinin

olusturuldugunu gdstermistir (Resim 4.36).

10 mg/kg LPHNP uygulanan gruptaki hayvanlardan tedavi sonrasi alinan meme
dokusu ornegindeki kistik dejenerasyona ugramis bolge tedavinin kismen
gerceklestigi, meme karsinomun varligi ise tumaoran sifirlanmadigini géstermektedir
(Resim 4.37-Resim 4.38).

5.5.4. Farmakokinetik galigmalar

Farmakokinetik veriler degerlendirildiginde AUC ve Cmax degerlerinin LPHNP
formiilasyonunda ticari Griin Gemko®ya goére daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Gemsitabin hidroklortr yukli LPHNP formilasyonun egri altinda kalan alani
(AUCo-00) 25262 ng*saat/mL bulunmus ticari iriin Gemko® nun ise 3744 ng*saat/mL
bulunmustur (Cizelge 4.56). LPHNP formilasyonun Gemko®ya gore egri altinda
kalan alanlan kiyaslandiginda yaklasik 6,8 kathk artis gosterdigi goruimustir.
LPHNP formulasyonu i¢in ortalama Cmax degeri 1594 ng/mL iken, ticari Grln igin 652
ng/mL bulunmustur. Gemko® 1 saatte maksimum konsantrasyona ulasgirken (tmax)
LPHNP formulasyonunun tmax degeri 4 saattir. LPHNP formiilasyonunda Gemko®ya
gore yuksek Cmax ve tmax degerleri elde edilmesinde nanotasiyici sistemin etkin
maddeyi enzimatik ataklardan korumasinin ve LPHNP formuilasyonunun pegile
yapisinin nanotasiyici sistemin dolasimda daha uzun sire kalmasini saglamasinin

etkili oldugu dusunulmektedir.

Gemsitabin hidroklortr yukli LPHNP formulasyonu ticari Grine gore 4,2 kat disuk
uzaklasma hiz (kd) sabitine sahiptir. Uzaklagma hiz sabitinin daha duguk olmasinda
etkin maddenin nanotasiyici sistemden ¢Ozelti halindeki ticari Grine gore daha uzun
surede salinmasinin etkili oldugu dusunidlmektedir (Shavi ve digerleri, 2016).
LPHNP formilasyonu Gemko®ya gore daha uzun MRT (4 kat) ve daha uzun
yarilanma émrine (ti2) (4 kat) sahiptir. Bu sonuglarin elde edilmesinde hidrofilik
yapidaki PEG’in LPHNP formulasyonunun kan proteinleriyle etkilesimini azaltarak

daha uzun sure dolasim sisteminde kalmasini saglamasi etkili olmus olabilir (Kumar



255

ve digerleri, 2013). Benzer sonuglari gemsitabin hidroklorir yukli PLGA
nanopartikul hazirlayip oral yoldan si¢anlara uygulayan Joshi ve ark.’da bulmustur
(Joshi ve digerleri, 2014). Joshi ve ark. bu g¢alismada ayni dozda oral yoldan
gemsitabin hidroklorir yUkli PLGA nanopartikil ve gemsitabin hidroklortr
¢Ozeltisini hayvanlara uyguladiklarinda tasiyici sistemin yarilanma émrinun ve AUC
degerinin gemsitabinin ¢ozelti haline gore arttigini belirtmigtir. Sonug¢ olarak
gemsitabin hidroklorir yikli LPHNP formilasyonu ticari preparat Gemko®ya goére

daha iyi farmakokinetik profil géstermistir.
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6. SONUG

Tez ¢aligmasi sonucunda; meme kanseri tedavisinde kullanilmak Uzere gemsitabin
hidroklorur igeren lipozom, nanopartikil ve bu iki tasiyici sistemi birlikte iceren
LPHNP formulasyonlari gelistirilmistir. Bu tez ¢calismasindan elde edilen sonuglar

asagdida siralanmistir:

v Formulasyonlarda kullanilan yardimci maddeler ile etkin maddenin fiziksel
karisimi sonucu elde edilen DSC termogramlarindan etkin madde ile yardimci

maddelerin geg¢imli oldugu anlagiimistir.

v In vitro ve in vivo analizlerde kullanilan ydntemlerin gemsitabin hidroklortrin

miktar tayini igin uygun yontemler oldugu goralmustar.

v Gemsitabin hidroklortr yukli nanopartikil formulasyonlarinda kullanilan
organik ¢ozucu/¢gézicu karigiminin, polimerin miktarinin, molekdl agirhginin, laktik
asit/glikolik asit oraninin ve sahip oldugu terminal fonksiyonel grubun

enkapsulasyon etkinligini ve partikil buyUklGgunu etkiledigi belirlenmistir.

v Farkli soya fosfotidilkolin:kolesterol molar orani ve farkl fosfotidilkolin tirleri
kullanilarak hazirlanan gemsitabin hidroklorir iceren lipozom formulasyonlarinin
partikil bayuklagu, enkapsulasyon etkinligi ve salim profili 6zelliklerinin farkh oldugu

gorulmustar.

v LPHNP formulasyonlari deney tasarimi uygulanarak hazirlandiginda PLGA
50:50/PLGA 65:35 orani, % SPC/PLGA orani ve DSPE-PEG miktarinin partikil
blyUklugu, % enkapsulasyon etkinligi ve 24 saat sonunda % kimdulatif salinan etkin
madde cevaplarina etkileri istatistiksel olarak (ANOVA) incelenmigtir. Bagimsiz
parametreler limitler igerisinde degistirildiginde LPHNP ilag tasiyici sistemlerin
partikil bayukligunun, enkapsulasyon etkinliklerinin ve kimdalatif salinan madde

miktarlarinin istatistiksel agidan etkilendigi gérulmugtar.

v LPHNP formulasyonlarinda % SPC/PLGA (B) orani artikga enkapsulasyon
veriminin dustugu godézlenmistir. Ancak PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani X %
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SPC/PLGA orani etkilesiminin (AB) enkapsulasyon verimliligini arttirdigi

belirlenmistir.

v Partikul bUyukltgu cevabina LPHNP formulasyonlarinda en gok DSPE-PEG
miktari (C) etkilemistir. DSPE-PEG miktarinin artmasi partikil buyudklagana
arttirrken, PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani X DSPE-PEG miktarinin (AC)

etkilegiminin partikul bayuklagunu azalttig belirlenmisgtir.

v LPHNP formulasyonlarinda 24 saat sonunda salinan etkin madde miktarini
en ¢ok PLGA 50:50/PLGA 65:35 orani etkilemektedir. PLGA 50:50/PLGA 65:35

orani artikga salinan madde miktari da artmigtir.

v Optimum nanopartikil, lipozom ve LPHNP formilasyonun 4°C ve
251+2°C/%60+5 bagil nem ortamlarinda 12 ay boyunca gergeklestiriien stabilite
deneyleri sonucu LPHNP formulasyonlarinin partikil buyukliaga ve formulasyonda
% kalan ilag miktari agisindan nanopartikll ve lipozom formulasyonlarina gére daha
stabil oldugu belirlenmistir. 40£2°C/%754+5 bagil nem ortamlarinda 6 ay sureyle
gerceklestirilien stabilite testlerinde ise LPHNP, nanopartikil ve lipozom

formulasyonlarinin stabilitelerini koruyamadiklari gézlenmistir.

v Formdilasyonlarin morfolojilerini belirlemeye yonelik gergeklestirilien SEM
goruntilerinde lipozom, nanopartikil ve LPHNP formdilasyonlarinin yizeylerinin
purizsuz oldugu belirlenmistir. TEM goruntulerinden ise formulasyonlarin etrafinin

PEG tabakasi ile kaplandigi goraimustar.

v Gemsitabin  hidroklorir ~ yUkli  lipozom, nanopartikil ve LPHNP
formdlasyonlari  MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hucrelerinde
gerceklestirilen sitotoksisite deneyleri sonucu ticari Grin Gemko® ve gemsitabin
hidroklorur ¢ozeltisine gore daha dusuk ICso degeri gdstermistir. Bu durum tasiyici
sistem igerisindeki gemsitabin hidroklorurin ¢ozelti haline gore daha etkili oldugunu
ispatlamaktadir. Hlcre icine gecgis testi sonucu kumarin-6 yuklu lipozom,

nanopartikul ve LPHNP formulasyonlarinin hicre igine girebildikleri belirlenmistir.
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v Histopatolojik sonuglar hayvanlarda meme kanseri modelinin gelistirildigini
dogrulamaktadir. Gemsitabin hidroklorur yukli LPHNP formulasyonlari ticari Grin
Gemko®'ya gore ¢ok daha dlisiik dozda siganlara uygulandiginda siganlarin yasam
surelerinin arttigl ve tumor ¢aplarinin belirgin sekilde kuguldugu gorulmusgtur. Ayrica
histopatolojik sonuglar LPHNP formulasyonunun hayvanlara uygulandiginda kismi

tedavinin gerceklestigini gostermigtir.

v' Farmakokinetik calismalarda, optimum LPHNP formiilasyonunun pegilasyon
sayesinde ticari Grin gére MRT ve yarilanma émruntn arttigi, ayrica Cmax ve AUC
degerlerinin de yukseldigi gozlenmistir. Bu nedenle LPHNP formulasyonunun
kontrollu bir sekilde ve daha uzun bir sure boyunca etkin maddeyi saldigi

dusunulmustar.

Tez galismasinda ticari preparata kiyasla daha dusuk dozla etkili bir tedavi saglayan

LPHNP formulasyonu geligtirilmis, etkinligi in vitro ve in vivo olarak kanitlanmistir.
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