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OZET
Doktora Tezi

Meme Kanserine Yonelik Dogrudan Uygulamayla Hedeflenen Nanopartikiiler Kargo

Tastyict Sistemlerin Gelistirilmesi
Siiheyl Furkan Konca
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Asuman Bozkir

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirleri arasinda yer
almaktadir. Meme kanseri tedavisinde cerrahi sonrasi adjuvan tedavi kaynakli yara iyilesmesinin
bozulmasi ve rezidiiel kanser hiicreleri kaynakli kanserin niiks etmesi durumu hastanin yasam
kalitesini ciddi bicimde olumsuz etkilemektedir. Kanser tedavisinde nanopartikiiler ilag tastyici
sistemler birgok avantajina ragmen sistemik kullanimdan kaynaklanan kisitlayici faktorler ¢esitli
antikanser uygulamalarda ila¢ etkinligini smirlandirabilmektedir. Ozellikle lokal antikanser
tedavilerde hedef bolgeden hizli bir bigimde elimine olmalar1 hedef bolgede istenen uzatilmig salim
ozelliklerinin elde edilmesini zorlastirmaktadir. Bu asamada hidrojel temelli ilag tasiyici sistemler,
yiiksek tedavi etkinligine sahip lokal terapinin saglanabilmesi i¢in hedef bolgede etkin maddenin
kalma siiresini uzatmasi, sistemik yan etkiyi azaltmasi ve ¢ok yonlii bir tedavi planina olanak
saglamasi oOzellikleriyle ©6n plana c¢ikmaktadir. Bu dogrultuda nanopartikiill ve hidrojel
formiilasyonlar1 birlikte kullanilarak elde edilen nanopartikiiler kargo tastyici sistemler ile tedavi
verimliligi arttirilmaktadir. Bu ¢aligmada rezidiiel ii¢lii negatif meme kanserine yonelik lokal tedavi
saglanmak amaciyla kemoterapotik ajan doksorubisin yiikli Polietilenglikol-blok-polikaprolakton
(PEG-b-PCL) nanopartikiilleri gelistirilmis, yiiklii nanopartikiiller karboksi metil seliiloz (CMC),
polietilenoksit (PEO) ve hyaliironik asit (HA) icerigiyle bilgisayar destekli tasarlanan hidrojel
formiilasyonu icerisinde disperse edilerek formiilasyonlarin in vitro ve in vivo etkinlikleri
aragtirtlmistir. Sonug olarak uzatilmis kontrolli salim ile antikanser etkinliginin yani sira yara iyi

edici niteligi ve cerrahi sonrasi lokal kullanima uygun formiilasyon gelistirilmistir.
2023, 199 sayfa

Anahtar kelimeler: Rezidiiel meme kanseri, lokal tedavi, ilag tasiyict sistem, hidrojel,

nanopartikiil



ABSTRACT
PhD Thesis

Development of Cargo Carrier Systems Targeted for Direct Application in Breast Cancer

Treatment
Siiheyl Furkan Konca
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Asuman Bozkir

Breast cancer ranks among the most common types of cancer worldwide in women. Notably, the
impairment of wound healing due to post-surgical adjuvant therapy, and the recurrence of cancer
owing to the presence of residual cancer cells, substantially compromise patient quality of life.
Nanoparticular drug delivery systems are pivotal in surmounting the limitations inherent in
conventional chemotherapy, substantially enhancing therapeutic effectiveness. Despite their
numerous advantages, the limitations posed by systemic administration can curtail the efficacy of
anticancer agents in various applications. Specifically, in local anticancer treatments, the rapid
elimination of therapeutic agents from the target site complicates the achievement of desired
sustained release profiles. In this context, hydrogel-based drug delivery systems emerge as a
prominent solution, prolonging the residence time of the active agent at the target site, diminishing
systemic side effects, and enabling a multifaceted treatment approach. This study thus leverages the
synergistic combination of nanoparticle and hydrogel formulations to amplify drug efficacy and
improve the efficiency of local treatment modalities. Polyethylene glycol-block-polycaprolactone
(PEG-b-PCL) nanoparticles, encapsulating the chemotherapeutic agent doxorubicin, were
developed for targeted treatment of residual triple-negative breast cancer. These nanoparticles were
dispersed within a hydrogel formulation, computationally designed to incorporate carboxymethyl
cellulose (CMC), polyethylene oxide (PEO), and hyaluronic acid (HA), with the aim of
investigating the in vitro and in vivo efficacies of these formulations. Consequently, a formulation
has been developed that not only exhibits high anticancer efficacy but also possesses wound-

healing properties, making it well-suited for local application post-surgery.
2023, 199 pages

Keywords: Residual breast cancer, local treatment, drug carrier system, hydrogel, nanoparticle
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1. GIRIS

Kanser tedavisi modern ¢agin en biiyiik saglik zorluklarindan birini temsil etmekte olup
kiiresel Oliim oranlarinda ikinci sirada yer almaktadir (2). Bu durumun en Onemli
etmenleri kemoterapi, radyasyon tedavisi ve cerrahi rezeksiyon gibi geleneksel tedavi
yaklasimlarin sinirliliklart ve yan etkileridir.  Ozellikle antikanser bilesenlerin neden
oldugu ciddi yan etkiler, tedavi stratejilerinin genel basarisin1 belirgin  Olgiide
etkileyebilmektedir (3, 4). Bu durum daha gelismis ve daha etkili ilag tasiyici sistemlere

yonelik stratejilerin gelistirilmesinin hayati bir dneme sahip oldugunu vurgulamaktadir.

Nanopartikiiler sistemler yenilikei ilag tagiyici sistemler arasinda diisiik toksisitesi, etkin ve
kontrollii ilag salimi, hedefleme yetenegi ve ilag direncine karsi etkinligi nitelikleriyle
kanser tedavilerinde kullanimi dikkat g¢ekmektedir (5). Fakat sistemik uygulamalar
dolayistyla nanopartikiil temelli tedavilerin hedeflenen ila¢ salim profilini baz1 durumlarda
kargilayamamalari, timor mikro g¢evresinde diisiik verimlilikte birikim gdsterebilmeleri,
dokular aras1 bariyerlerden diisiik gegis oOzellikleri tedavi siirecinde goriilen Snemli
kisitlamalardir  (6). Ozellikle lokal uygulama tercih edilen kanser tedavilerinde
nanopartikiillerin kiiclik boyutlar1 ve viicuttan hizli eliminasyonu lokal uygulamada uzun
stireli terapotik etkinlik saglama yeteneklerini sinirlamaktadir (7). Bu noktada hidrojel
tabanl ila¢ tastyici sistemler etkin bir yerel tedavi yontemi olarak belirgin bir avantaj
sunmaktadir. Hidrojellerin biiyiik miktarda su tutabilme kabiliyetleri, biyouyumluluk ve
biyolojik olarak parcalanabilir ozellikleri, ii¢ boyutlu ag yapilart onlart farmasotik
uygulamalar igin umut verici kilmaktadir (8). Ozellikle hidrojellerin temel 6zelliklerini
tasiyan enjektabl hidrojeller, cerrahi uygulamalara gerek kalmaksizin terapotik ajanlarin
kontrollii saliminin yan: sira dogrudan hedef dokuya uygulanmalarini miimkiin kilmaktadir
(9, 10). Bu nitelikleri dolayisiyla hidrojeller kanser lokal terapilerinde ve cerrahi sonrasi

niikslerin onlenmesinde islevsel ve etkili ilag tasiyici sistemler olarak kullanilmaktadir

(11).

Bu tez calismasinda farmasotik ilag tasiyict sistemler olarak hazirlanan doksorubisin
enkapsiile edilmis nanopartikiil ve hidrojel formiilasyonlarinin karakterizasyon olgiimleri,
in vitro salim profilleri, stabilite ¢aligmalar1 yapilarak hazirlanan formiilasyonlarinin NIH

3T3-L1 fibroblast hiicreleriyle biyouyumluluklari, 4T1 meme kanseri hiicrelerinde



antikanser etkinligin yan1 sira BABL/c farelerde 4T1-Luc hiicreleriyle ii¢lii negatif meme

kanseri modeli olusturularak in vivo tedavi etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Rezidiiel meme kanserine yonelik tedavide basarili bir tedavi siirecinin saglanmasi i¢in
cerrahi sonrasi antikanser ajanlar ilac¢ tasiyici sistemler ile verimliligi arttirilmakta ve

hedeflenen tedaviye yonelik olarak modifiye edilebilmektedir.
2.1. KANSER GENEL OZELLIKLERI

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve cogalmasiyla karakterize kompleks bir hastaliktir ve
kiiresel olarak halk sagligi acisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Kanser olusumu hiicrede,
dokuda ve organda meydana gelebilmekte ve bu da c¢ok sayida kanserle sonuglanan
patolojik degisimlere yol agmaktadir. Kanser hiicrelerindeki apoptozdan kaginma, sinirsiz
boliinme kapasitesi, gelismis anjiyogenez, biiyiime karsiti sinyallere diren¢ ve kendi
biiyiime sinyallerinin yani sira metastaz yapma 6zellikleri hastaligin ilerlemesini saglayan
ana mekanizmalar arasinda yer almaktadir (12). Baslica kanser tipleri arasinda akciger,
meme, kolorektal ve prostat kanseri bulunur ve her biri benzersiz patolojik 6zellikler
sergiler. Erken tespit ve tedavideki ilerlemelere ragmen kanserin yiliksek morbidite ve

mortalite oranlar1 alanda tedaviye yonelik ihtiyaca dikkat cekmektedir (13).
2.2. MEME KANSERI

Meme kanseri giiniimiizde diinya ¢apinda yaklasik olarak 2,3 milyon yeni vaka sayisiyla
en yaygin teshis edilen kanserlerden biridir ve kansere bagl 6liimlerin énemli bir kismin
meme kanseri vakalart olusturmaktadir (14). Meme kanserinin gelisiminde yas ve kan
grubu gibi demografik faktorler, hamilelik ve menopoza iligskin iireme faktorleri, hormonel
ve kalitsal faktorler, sagliksiz yasam bicimi ve olumsuz g¢evresel kosullar risk faktorleri

olusturan etkenler arasinda yer almaktadir (15).

2.2.1. MEME KANSERININ SINIFLANDIRMASI

Meme kanseri heterojen yapida olmasi dolayisiyla ¢esitli parametrelere gore
siiflandirilabilmektedir. Meme kanseri biyolojik olarak birkag farkli kategoriye ayrilir ve
bu ayrim genellikle hiicrelerin Ostrojen reseptorii, progesteron reseptdrii ve insan epidermal
biiyiime faktorii reseptor 2 iizerindeki ekspresyonuna dayanir. Buna gére kendi arasinda

invazif duktal karsinom, invazif lobiiler karsinom, duktal karsinom in situ ve lobiiler



karsinom in situ olarak alt siniflara ayrilir (16). Bu siniflandirma, belirli ilaglarin bu
reseptorleri hedefledigi igin terapotik karar verme siirecini Onemli Olclide etkiler.
Molekiiler alt tiplere gére siniflandirildiginda ise luminal A, luminal B, HER2-zengin ve
bazal benzeri olarak {i¢ alt tiire ayrilir. Bu molekiiler simiflandirma, tedavi stratejilerine

rehberlik eder ve prognoza dair yonlendirmeyi saglar (17, 18).
2.2.1.1. Uglii-Negatif Meme Kanseri

Ucglii-negatif meme kanseri (TNBC) progesteron reseptdriiniin, dstrojen reseptdriiniin ve
insan epidermal biiylime faktorii reseptorii-2'nin ifadelenmesinin olmadigi heterojen bir alt
meme kanseri tiirii olarak nitelendirilmektedir. TNBC beste birlik bir payla meme kanseri
vakalarinin 6nemli bir boliimiini olusturmasiyla dikkat cekmektedir (19). Molekiiler alt tip
simiflamasinda bazal benzeri 6zellik gosteren TNBC agresif fenotip ve yiiksek metastaz

karakteristikleri dolayisiyla meme kanseri tiirleri arasinda tedavisi en zor olandir.

Diger alt tiirlerle kiyaslandiginda TNBC hastalarinin genel sagkalim stireleri daha kisa
olup ilk bes yil i¢indeki 6liim oranlart %40 civarindadir (20). TNBC ile gorece artan
metastatik oran coklu tiimor baskilayici genlerdeki gen degisikliklerine ve genomik
instabilite ile iliskilendirilmektedir (21). TNBC'li hastalarin metastaz sonrasi yasam siiresi
genellikle 13.3 aydir ve hastaligin ameliyat sonrasi tekrarlama orani %Z25'tir. Metastaz
genellikle i¢ organlara ve beyne yayilir ve uzak metastaz cogunlukla tanidan sonraki
ticiincill y1lda meydana gelir. TNBC’den farkl: tiirde kanser alt tipine sahip olan hastalarda
ortalama yeniden niiksektme siiresi 35-67 ay iken, TNBC hastalarinda bu sadece 19-40 ay
olarak seyretmektedir ve TNBC hastalarinda niiksetme sonrasi ilk ii¢ ay i¢inde o6lim

oranlar1 %75'tir (20, 22).

TNBC diger meme kanseri tiirleri ile karsilagtirildiginda siirli tedavi segeneklerine sahip
olmasi, niiks ve metastaza egilim gostermesi ve daha diisiik verimlilikte prognoza sahiptir.
ER, PR ve HER2'nin higbiri ifade edilmemesi dolayisiyla bu hastalar i¢in 6zgiil endokrin
ve hedefli tedaviler genellikle etkili olmamaktadir. Bu durum kemoterapinin TNBC
tedavisi i¢cin ana tedavi secenegi haline gelmesine neden olmustur. Son yillarda
calismalarda TNBC tedavisinde tercih edilen neoadjuvan kemoterapi rutinlerinin

kullanilmasinin hormon reseptdrii pozitif meme kanseri tiirlerine kiyasla daha anlamli daha



yiiksek bir patolojik iyilesme oranlarma sahip oldugunu ve TNBC hasta tedavisinin

belirgin diizeyde iyilestirebilme niteligi oldugunu gostermistir (23).

Kanserin heterojenitesi ve ¢esitli patolojik 6zellikleri dolayisiyla TNBC tedavisine spesifik
i¢in 6zel bir kilavuz bulunmamaktadir. Yiiksek riske sahip TNBC tedavilerinde antrasiklin-
taksan gibi birden fazla ajanin kombine olarak kullanilabildigi ¢cok sayida kemoterapotik
rejim mevcuttur. Benzer sekilde epirubisin, 5-florourasil (5-FU), siklofosfamid (CP)
rejimleri ve ardindan dosetaksel (DTX) veya paklitaksel (PTX) de orta ila yiiksek riskli
vakalarda adjuvan kemoterapotik rejimler olarak kullanilir. Platin tabanlh ilaglar olarak da
sisplatin, karboplatin ve antrasiklin bilesikler de dahil olmak iizere neoadjuvan tedavi

olarak uygulanabilmektedir (24).

2.2.1.2. Rezidiel Meme Kanseri

Kanserin tedavisi sonrasinda genellikle minimal rezidiiel hastalik olarak adlandirilan sag
kalan hiicreler kanserin yeniden niiks etmesine neden olurlar ve neoadjuvan terapiyi
takiben kalict hastaligi tanimlamak i¢in kullanilirlar. Genellikle cerrahi oOncesi bir
uygulama olan neoadjuvan terapi ana tedavinin dncesinde timor boyutunun kiigiiltiilmesi
icin basvurulan bir tedavidir. Kalan kanser hiicrelerinin varlig1 diistik verimli bir prognozu
isaret eder ve ek tedavi stratejilerinin gerekliligini gosterir. Niiks lokal olarak eradike
edilen kanserle ayni yerde, kanser primer bolgeye yakin lenf diiglimlerinde veya viicudun
tamamen farkli bir boélgesinde meydana gelebilir (25, 26). TNBC’de hedeflenecek
reseptorlerin ifadesinin olmamasi antikanser tedaviyi Ozellikle zor bir duruma getirir,
clinkii diger meme kanseri tiirleri i¢in kullanilan hormonel tedavilere veya hedefli
terapilere yanit vermez (23). Rezidiiel hastaik TNBC baglaminda 6zellikle 6nemlidir
clinkii TNBC'nin agresif dogasi, smirl tedavi secenekleri genellikle neoadjuvan tedavi
sonras1 diger meme kanseri alt tiplerine gore daha yiiksek bir kalan hastalik insidansina yol
acmaktadir. TNBC ayrica benzersiz bir niiks modeline sahiptir. Tiim meme kanserlerinin
niiksetme potansiyeli olmasina ragmen TNBC daha biiyiik olasilikla ilk tedaviden sonraki
ilk {i¢ ila bes yil i¢inde niiksetmekte ve zirve yaklasik ii¢ yilda bir goriilmektedir. Ayrica
ozellikle beyin ve akcigerlere daha yiiksek diizeyde bir uzak metastaz olasilig1 vardir (27).
TNBC'deki rezidiiel hastalik ve niiksiin altinda yatan mekanizmalar1 anlamak, daha etkili
tedavilerin gelistirilmesi i¢in hayati 6neme sahiptir. Hedeflenen nanopartikiil kargo tastyici

sistemlerin gelistirilmesi, kalici ve niikseden TNBC'ye dogrudan miidahale etmek icin
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umut vaat eden bir yaklasim sunabilmektedir. Bu nano boyutlu ilag¢ tasiyict sistemler
ilaglar1 dogrudan tiimdr bolgesini hedefleyerek genellikle TNBC'yi karakterize eden

terapotik direnci asabilir ve niiks riskini azaltabilir (28).
2.3. MEME KANSERINDE TEDAVi STRATEJILERI

Meme kanserinde izlenen tedavi stratejileri adjuvan ve neoadjuvan kemoterapi gibi
geleneksel yaklagimlar, cerrahi, radyasyon tedavisi, hedefe yonelik endokrin/molekiiler
terapi ve kemoterapiyi icermektedir (29). Hastaligin heterojenligi dolayisiyla tedavi
protokolii, hastaligin karakterizasyonuna ve evresine gore bireysel vakalarda
rasyonellestirilmis tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Geleneksel olarak, radikal mastektomi
ve modifiye radikal mastektomi, lokal-bolgesel tedavi igin ana akim prosediirlerin yerini ve
son zamanlara meme koruyucu cerrahi ve meme radyasyonu tercih edilen protokoller
almistir. Bu tedavi yaklasimlar1 géz Oniine alinarak lokal olarak ilerlemis ve cerrahiyle
c¢ikarilabilir meme kanseri i¢in neoadjuvan kemoterapi lokal temelli tedaviler i¢in hayati

bir strateji haline gelmistir (30).

2.3.1. CERRAHI UYGULAMALAR

Cerrahi uygulamalarda meme kanserli dokularin ¢ikarilmasini saglayan meme koruyucu
cerrahi ve mastektomi olmak {izere iki ana prosediir tiirii bulunmaktadir. Tiimor boyutuna,
konumuna ve yayilimina bagl olarak kismi/segmental mastektomi, lumpektomi, genis
lokal eksizyon veya kuadrantektomi olarak da adlandirilan meme koruyucu cerrahi
genellikle onkoplasti adi verilen plastik cerrahi teknikleriyle birlikte saglam meme
dokusunun es zamanli olarak korunmasiyla kanserli dokunun ¢ikarilmasina olanak saglar
(31). Mastektomi uygulamasi memenin tamamen ¢ikarilma uygulamasini igerir ve
genellikle hemen ardindan meme yeniden yapilandirmasi yapilir. Mastektomi sirasinda
kanserden etkilenen lenf diiglimleri ¢ikarilir, sentinel lenf diigiimii biyopsisi yapilir ve ek
olarak aksiller lenf diigiimii diseksiyonu gerceklestirilir. Meme koruyucu cerrahi hastalar
icin gorece daha faydali gibi goriinse de bu teknikle tedavi edilen kisiler siklikla tam bir

mastektomiye daha fazla ihtiya¢ duyma egilimi gosterirler (32).



2.3.2. KEMOTERAPI

Meme kanseri terapisinde kemoterapi sistemik bir tedavi olarak yer almaktadir. Uygun
tedavi tiirliniin ~ se¢ilmesinde meme tiimoriiniin ~ karakteristikleri g6z  Oniinde
bulundurulmaktadir. Kemoterapdtik ajanlarin kullanimi genellikle ameliyat 6ncesi veya
sonrasi, yani neoadjuvant veya adjuvan terapi olarak planlanir. Oncelikli olarak kanser
hiicrelerinde proliferasyonu segici olarak inhibisyonu ve apoptozu aktivasyonu amagclanir.
Kemoterapide ilag yan etkileri asilmasi gereken Onemli bir problemdir. Uzun siireli
tedavilerde kanser adaptif bir cevap olarak ilaca karsi direng gelistirme egilimi gosterirler
bunun yani sira hasta orta ila siddetli yan etkilerle karsilagir (33). Kemoterapiye verilen
yanit meme kanseri alt tiirlerine bagli olarak degisebilir. Meme kanseri alt tiirlerinin
genetik, epigenetik ve metabolik Ozellikleri belirli ilaglara karst dogal bir direng
olusturabilir. Bu nedenle tiimor ortamindaki degisiklikler, genlerin metilasyon durumu ve
degisen tiimor metabolizmasi, tiimoriin billylimesini ve yayilmasini saglayan etmenler

tedavi stratejisinin belirlenmesinde anahtar rol oynar (34).

Meme kanserinde neoadjuvant kemoterapi (NAC) oncelikle tiimor boyutunu kiiciilterek
ameliyatin uygulanabilirligini artirir ve baz1 durumlarda meme koruyucu cerrahiye olanak
saglar. Ozellikle ileri evre lokal kanserlerde ve ameliyatla cikarilamayacak meme
kanserine sahip hastalar i¢in Onemlidir. Tedavide erken ve ileri evre meme kanseri
tirlerinde kanser gelisimini inhibe edebilmek ve lenfddem gibi postoperatif
komplikasyonlarin azaltilmasi amaclanir. Bireysel ve tiimor tiirlindeki farkliliklar uzun
donem sonugclart etkileyen cesitli derecelerde kemoterapi duyarliligi oldugundan, NAC bu
tedavilerin etkinligini test etmek igin bir in vivo dogrulama modeli saglar. Ozellikle TNBC
ve HER2 pozitif meme kanserlerinde kemoterapiye alinan yanit niiks riski i¢in giiclii bir
ongorii faktoridiir (35). Meme kanserine yonelik neoadjuvan tedaviler karboplatin,
siklofosfamid,  5-fluorourasil/kapesitabin, taksanlar (paklitaksel, dosetaksel) ve
antrasiklinler (doksorubisin, epirubisin) gibi ajanlarin tek veya kombine bir bi¢imde
uygulamasint igerir. Farkli molekiiler meme kanseri alt tipleri ameliyat Oncesi

kemoterapiye farkli yanit verdiginden uygun ilacin se¢imi ¢ok dnemlidir (36).



2.3.3. RADYASYON TEDAVIiSi

Radyoterapi genellikle cerrahi ve/veya kemoterapi sonrasinda uygulanan meme kanseri
lokal tedavisidir. Radyasyon uygulamasiin bi¢imi, genellikle gerceklestirilen cerrahiye
veya hasta durumuna bagli olarak belirlenir. Bu lokal meme kanseri tedavisi ¢gogunlukla
cerrahi veya kemoterapiyi takiben uygulanir. Radyasyon tedavisinde yiiksek enerjili x-
isinlart  veya diger pargaciklar kullanilarak kanser  hiicrelerinin  6ldiiriilmesi
hedeflenmektedir. Genellikle cerrahi sonrasi rezidii birakan kanser hiicrelerini 6ldiirmek
icin kullanilmalarinin yani sira ileri evre vakalarda metastatik veya rezeke edilemeyen

meme kanseri durumunda radyasyon tedavisi uygundur (37).

2.3.4. HORMON TEDAVISi

Endokrin tedavi meme kanseri niiksiine veya metastaza karsi etkili olmakla birlikte
luminal-molekiiler alt tipine sahip meme kanserli hastalarda neoadjuvan veya adjuvan
tedavi olarak kullanilabilmektedir. Meme kanseri hastalarinda ¢ok sik goriilen Ostrojen
reseptorlerinin  yiiksek ifadelenmesinin hormonal tedavi araciligiyla baskilanmasi
genellikle potansiyel tedavi modellerinden biri olarak kullanilir. Ayrica endokrin tedavi
hedef olarak Ostrojen seviyelerini azaltmayi veya Ostrojenin meme kanseri hiicrelerini
uyarict etkisini engellemeyi amagclar. Ostrojen reseptdrleri bloke eden ilaglar arasinda
secici Ostrojen reseptor modilatorleri (tamoksifen, toremifen) ve secici Ostrojen reseptor
yikicilart (fulvestrant) kullanilirken Gstrojen seviyelerini diisiirmeyi amaglayan tedaviler

arasinda aromataz inhibitorleri (letrozol, anastrozol, eksemestan) bulunur (38, 39).

2.3.5. HEDEFLEYICi TEDAVILER

Hedefli tedaviler, kemoterapotik ajanlarin kanser hiicrelerine veya kanser biiylimesini
destekleyen doku ortamina 6zgii belirli genlere veya proteinlere ulagmasini saglar. Hedef
kanser bolgesinde terapotik etkinligin  verimliligi arttirilirken hedef dist normal
dokulardaki yan etkileri en aza indirilerek tedavi gergeklesir. Hedefli tedaviler
kemoterapotik maddelerin kanser hiicrelerinde veya kanser biiylimesine katki saglayan
doku igerisinde belirli genler veya proteinler ile etkilesimini saglar. Hedefli tedavi
yaklasimi, meme kanseri tedavisinin her asamasinda, yani neoadjuvant veya adjuvan terapi

olarak planlanabilir (40).



Hedefe yonelik tedavi meme tedavisinin her asamasinda neoadjuvan tedavi olarak ameliyat
Oncesi veya adjuvan tedavi olarak ameliyat sonrasi saglanabilir. HER2-pozitif meme
kanseri hastalarinda monoklonal antibiyotik aracili biyolojik tedavi oldukc¢a yaygindir.
Neratinib, trastuzumab, lapatinib, pertuzumab ajanlari hedefleyici tedavilerde kullanilan

baslica ilaglar arasinda yer alirlar (41-44).
2.3.6. NANOPARTIKULER SISTEMLER

Nanopartikiiller kii¢iik boyutlari, genis yiizey alanlari, yiiksek yiizey aktivitesi, modifiye
edilebilir fizikokimyasal ozellikleri, yiiksek yiizey-hacim oran1 ve biyiik o6l¢ekli
benzerlerine gore iistiin tedavi verimliligi gdstermesi gibi ozelliklere sahiptir. Ozellikle
kanser hastaliklarinda  gelismis tedavi olanaklari  saglayabilmektedirler  (45).
Nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler secici hedefleme, kontrollii ve uzatilmis salim,
gelismis c¢oziiniirlik, azaltilmis toksisite, kombine tedavilere imkan saglamasi, ilag
direncini asabilmeleri, teshis amaciyla kullanilabilme 6zellikleri nedeniyle kanser
tedavisinde umut vadeden araglar olarak ortaya g¢ikmaktadir. Nanopartikiiller saglikli
dokulara verilen zarar1 en aza indirerek Ozellikle kanser hiicrelerini hedeflemek iizere
tasarlanabilir. Bu secici hedefleme, kanser hiicrelerinde asir1 ifade edilen reseptorlere
baglanan spesifik ligandlar ekleyerek veya tiimérlerin benzersiz fizyolojik ozelliklerini,
ornegin gelismis gecirgenlik ve tutma (EPR) etkisini, kullanarak elde edilebilir (46).
Uygulama sonrasinda ilacin belirli bir siire boyunca kontrollii salinmasii saglayarak ilag
uygulamasinin sikligin1 azaltmayi ve ila¢ konsantrasyonunu daha uzun siire terapdtik
pencerede tutmayr miimkiin kilarlar (47). Bir¢ok anti-kanser ilaci hidrofobiktir ve sulu
cozeltilerde diisiik c¢oziinilirliige sahiptir. Nanopartikiiler sistemler bu ilaclarin
¢oziiniirliigiinii artirabilir, biyoyararlanimini ve etkinligini gelistirir (48). Ilaglarin
nanopartikiiler sistemlerde hapsedilmesi saglikli dokularin ilaglara dogrudan maruziyetini
en aza indirerek yan etkileri azaltabilir ve hasta uyumunu gelistirebilir (49). Birden fazla
ilacin es zamanl olarak teslim edilmesi icin tasarlanabilmeleri sayesinde iki veya daha
fazla ilacin birlikte kullanildig1 kombinasyon terapileri i¢in faydali olabilirler (50). Kanser
tedavisinde biiyiik bir problem olusturan ¢oklu ila¢ direncini yenebilmek icin efluks
pompalarin1 agabilir veya bu pompalar1 inhibe edebilecek ilaglar1 tasiyacak bicimde
modifiye edilebilirler (51). Bazi nanopartikiiller hem terapi hem de teshis amagh

kullanilabilirler. Ornegin nanopartikiillere goriintiileme ajanlar yiiklenebilir ve bu sayede



ilag teslimatinin yan1 sira terapotik yanitin non-invaziv izlenmesine olanak saglayabilirler

(52).

Nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler diisiik toksisiteye sahip olmalari, giivenli ve etkili
kontrollii salim saglayabilmeleri, aktif veya pasif hedeflemeye olanak saglamalari, ilag
direncine kars1 tedavi etkinligini arttirmalar1 dolayistyla kanser tedavilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (5). Birgok avantajina ragmen sistemik uygulanan nanopartikiil temelli
kanser tedavilerinde baslangi¢c patlama salimi, tiimor bolgelerinde verimsiz ilag birikimi,
spesifik olmayan etkilesimlere ilaveten tiimor heterojenitesi, doku bariyerleri kaynakli
kisitlamalardan dolay: tedavi etkinligini sl olabilmektedir. (6) Ozelikle lokal kanser
tedavileri i¢in diisiiniildiigiinde kii¢iik boyutlarindan dolay1 hedef bolgeden hizli bir sekilde
eliminasyona ugramalari, uzatilmis lokal etkiyi saglamada sinirh kapasiteye sahip olmalari
dezavantaj saglayabilmektedir (7). Nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler diisiik toksisiteye
sahip olmalari, giivenli ve etkili kontrolli salim saglayabilmeleri, aktif veya pasif
hedeflemeye olanak saglamalari, ila¢ direncine karsi tedavi etkinligini arttirmalari
dolayisiyla kanser tedavilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (5). Birgok avantajina
ragmen sistemik uygulanan nanopartikiil temelli kanser tedavilerinde baslangic patlama
salimi, tiimor bolgelerinde verimsiz ila¢ birikimi, spesifik olmayan etkilesimlere ilaveten
tiimor heterojenitesi, doku bariyerleri kaynakli kisitlamalardan dolay1 tedavi etkinligini
sinirlt olabilmektedir (6). Ozelikle lokal kanser tedavileri igin diisiiniildiigiinde kiigiik
boyutlarindan dolayr hedef bolgeden hizli bir sekilde eliminasyona ugramalari, uzatilmis

lokal etkiyi saglamada sinirli kapasiteye sahip olmalar1 dezavantaj saglayabilmektedir (7).
2.3.7. DOKSORUBISIN

Doksorubisin (DOX) diger adiyla adriamisin suda ¢oziiniir, ndtr pH’ta turuncudan-kirmizi
renkli 15182 duyarli Streptomyces peucetius var. caesius’tan izole edilmis kemoterapotik bir
ilagtir (53). Doksorubisinin sik kullanilan bir tuz formu doksorubisin hidrokloriddir
(Doksorubisin HCIl, DOX HCI). Bu form (Sekil 2.1.) hidroklorik asidin eklenmesiyle elde
edilir ve genellikle farmasotik preparatlarda yaygin olarak kullanilir. Molekiil agirlig
579,98 g/mol olan doksorubisinin molekiiler formiilii C27H2901:N.HClI'dir. Erime noktasi
205°C'dir. Genellikle kristalize bir sekilde bulunur. Kati1 kristalize haldeyken dayaniklilig

yiiksektir ve 22°C'de uzun siire stabil kalabilir. Doksorubisin, kimyasal olarak kararli bir
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bilesiktir. Ancak, 151k ve 1stya maruz kalma gibi faktorler, zamanla bazi1 kimyasal
degradasyonlara neden olabilir. Doksorubisin, su ve diger ¢oziiciilerde ¢oziilebilir. Distile

su ¢ozeltisi, yaklasik 1 ay siiresince kararlhidir (54).

Cl—H

Sekil 2.1. DOX HCI molekiiler yapisi

DOX, hiicre i¢inde genellikle ¢ekirdekte olmak tizere yaklasik %80'lik bir oranda dagilim
gosterir ve hiicre dongiisiinlin farkli asamalarinda boliinen hiicreleri hedefler. Hiicrede
farkl1 fazlarda farkli mekanizmalarla etki gosteren doksorubisin, DNA sentezinin
inhibisyonu, protein sentezini veya yapisal konfigiirasyonu etkileyebilmektedir (55).
Boliinmeyen hiicrelerde daha az ilag birikimi olur fakat yine de RNA sentezi inhibisyonu
dolayisiyla hiicreler 6lebilirler. DOX'un hiicre igerisinde birden fazla hedefi vardir. DOX
sitoplazmada 26S proteazomlarma yiiksek afinite ile baglanir. Proteazomun 20S alt
biriminin niikleer translokasyon sinyalleri, antrasiklinin niikleer gozenekler araciligryla
cekirdege girisini saglar. Fakat DOX'un DNA'ya baglanma af<initesi daha yiiksektir ve bu
nedenle ¢ekirdekte DOX 26S proteazomundan ayrilarak DNA'ya baglanir ve apoptozu
indiikler (56). DOX niikleer aktivitenin yani sira spesifik olarak i¢ mitokondriyal membran
fosfolipidine ve kardiyolipine baglanarak elektron tagima zincir komplekslerinden I ve II'yi

inhibe ederek reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol acar. DOX, sitoplazma igerisinde
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elektron alic1 olarak iglev goriir ve oksidorediiktaz enzimleri NADH dehidrogenaz, nitrik
oksit sentaz ve ksantin oksidaz araciligiyla doniisiime ugrar. Bu doniisiim, doksorubisinin
kararsiz bir yar1 kinon formuna déniismesine ve bu formun reaktif oksijen tiirlerini serbest

birakarak doksorubisinin hiicreler tizerinde sitotoksik etkisini artirmasina yol agar (57, 58).

DOX, tek basina veya diger kemoterapotik ilaglarla kombinasyon halinde ¢ok sayida kati
ve metastatik timor i¢in birinci basamak tedavi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Akut lenfoblastik/miyeloblastik 16semi, noroblastom, meme, kiiglik hiicreli akciger,
yumurtalik, mesane, mide, tiroid kanserinde doksorubisinin kullanim1 mevcuttur (59-66).
DOX, ¢esitli hematopoietik malignitelerin ve kat1 tiimdrlerin tedavisinde oldukea etkili bir
ajan olmasina ragmen uygulamada geri doniisiimsiiz kardiyotoksisite, tedaviye bagh
maligniteler ve gonadotoksisite dahil olmak iizere ciddi yan etkilere sahiptir (67).
Antrasiklinlerin neden oldugu kardiyotoksisite doza bagimli bir sekilde gelismekte ve
olimciil olabilmektedir. Tolere edilen maksimum kiimiilatif doza ulasildiginda tedavi
durdurulmali ve kalp fonksiyonu zayif olan hastalar antrasiklin igeren kemoterapi rejimleri
diglanmalidir (68). Toksik yan etkilere ek olarak ilag direnci gelisimi de doksorubisin
tedavisi ile ilgili problemlerdir. Doksorubisin direncine bir¢cok farkli faktér neden
olabilmektedir. Doksorubisin diisiik konsantrasyonlarda ¢oklu hiicre i¢i hedeflere sahip ¢ok
yonli bir ilactir ve enfekte olmus hiicrelerin immiinojenisitesini artirabilir. Zamanla test
edilen ilag, bugiline kadar ¢ok sayida kanser i¢in kombinasyon halinde veya tek basina
birinci basamak kemoterapoétik ilag olarak tercih edilmektedir. Yan etkiler ve kemodireng

gelisimi en 6nemli zay1flatici faktorlerinden birisidir (69).

Meme kanseri tedavisinde doksorubisin uygulamalarinda diisiik dozda verimli tedaviyi
saglayabilmek, tedavi etkinligini iyilestirmek ve yan etkileri hafifletmek i¢in hedefe
yonelik farkli ila¢ formiilasyonlarinin iiretilmesi kemoterapotik direncin agilabilmesi ve
kanser niiksiiniin Oniine gegilebilmesi agisindan biiyiik bir oneme sahiptir. Bu amag
dogrultusunda  sentezlenen dogal veya sentetik polimerik  nanopartikiiller,
nanoemiilsiyonlar, nanopolimerzomlar, nanotiipler, nanojellerin meme kanserine yonelik

yaygin uygulamalar1 mevcuttur (70-74).
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2.3.8. pEGFP-C1 PLAZMIDI

Yesil floresan protein (GFP, Green Fluorescent Protein), Aequorea forskalea cinsi
denizanasina Ozgii karakteristik yesil biyoliiminesans kaynagi olarak kesfedilmis bir
proteindir (75). Bu proteinin yiiksek floresan niteligi proteinin yapisinda bulunan ve
modifiye edilmis amino asitlerden olusan 06zgiin bir kromoforun varligindan
kaynaklanmaktadir. Bu floresan kromoforun olusumu, tiire 6zgii ek faktorlere gerek
duymaksizin  ger¢eklesmektedir. GFP, hiicrelerdeki protein ekspresyonunu ve
lokalizasyonunu izlemek icin kullanilabilmekte ve bu sayede hiicre i¢i siireglerin
gorsellestirilmesi miimkiin hale gelmektedir. Kromofor yapinin siddetli floresans 6zelligi
dolayistyla GFP ¢cDNA's1 biyolojik aragtirmalarin g¢esitli alanlarinda kullanilan essiz bir

gosterge sistemine doniligsmistiir (76).

Molekiiler biyoloji teknikleriyle hedef bir proteine genetik olarak GFP etiketi eklenerek
hibrit proteinler olusturulabilmekte boylelikle hedef bolgede takibi saglanabilmektedir.
GFP etiketli hibrit protein floresan 6zelligi sayesinde 1isima vererek hiicre igi gen aktivitesi
ve dagilim1 hakkinda bilgi verebilmektedir. Isima siddeti ifade edilen proteinin miktarina,
difiizyon dinamiklerine ve biyokimyasal etkilesimlere gore farklilik gosterebilmektedir
(77). GFP’nin yaygin kullanim potansiyeline ilaveten molekiiler biyolojide farkli
gereksinimlere hizmet etmesi amaciyla farkli GFP mutantlar1 dizayn edilmistir (78).
GFP’deki bir nokta mutasyon sonrasinda elde edilen EGFP ile GFP’nin spektral
karakteristikleri gelistirilmistir. Bu mutasyon ile 488 nm’de maksimum eksitasyon, 509
nm’de maksimum emisyon pikleri elde edilmis, arttirilmig floresan ve fotostabilite
ozellikleri elde edilmistir (79).
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Sekil 2.2. pEGFP-C1 plazmid haritas1

PEGFP-C1, ¢ok sayida restriksiyon enzim kesim siteleri igeren bir ¢oklu klonlama bolgesi
(MCS, Multiple Cloning Site) barindirir (Sekil 2.2.). Bu 6zellik, farkli genlerin kolayca
klonlanmasin1 ve ekspresyonunun izlenmesini saglar. Ayrica, yiliksek diizeyde gen
ekspresyonu i¢in giiglii bir viral promotor igerir. pEGFP-C1 plazmidi, kanser aragtirmalari,
gen tedavisi, hiicre biyolojisi ve farmakoloji gibi bircok alanda O6nemli bir rol

oynamaktadir (80).
2.3.9. PEG-b-PCL

Poli(etilen glikol)-blok-poli(e-kaprolakton) (PEG-b-PCL) kopolimeri (Sekil 2.3.) sentez
kolayligi, biyouyumluluk ve biyoparcalanir nitelikleri ve amfifilik yapist dolayisiyla
nanopartikiiler ilag tasiyici sistem uygulamalarinda tercih edilen ¢ok yonlii bir polimerdir
(81). Bu diblok kopolimerde PEG hidrofilik karakteristik gosterirken PCL’nin hidrofobik
karakter gostermesi dolayisiyla formiilasyonlarda PCL i¢ kabugu olustururken PEG disg
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kabugu olusturmaktadir. PEG’in biyouyumlu ve hidrofilik ozellikleri sulu g¢ozeltilerde
misel olusumunu saglar. Blok kopolimer bilesiminde yer alan polimer oranlarina gore
degisen hidrofilik-hidrofobiklik oranit PEG boyutuyla yakindan iligkilidir. Bu durum

formiilasyonlarda ilag tasima verimliligini 6nemli oranda etkilemektedir (82).

HOMO ) O n O}ﬁ

O

Sekil 2.3. PEG-b-PCL molekiil yapisi

Uzatilmis ilag salim uygulamalarinda PCL’nin biyouyumlu ve biyopargalanir nitelikleri,
yiiksek stabilitesi, bozunmast sonucunda yan liriin olusturmamasi polimerin 6ne ¢ikan
Ozellikler arasindadir. Biyodegredasyonun yavas olmasi ve yumusak doku uyum
ozelliklerinin diisiik olmas1 gibi oOzellikleri PCL polimerinin PEG gibi hidrofilik
polimerlerle kopolimerizasyonu ile asilabilmektedir (83). Kopolimerazsyon sonucunda
olusan blok kopolimerin biyolojik parcalanabilirlik 6zellikleri artmakta, daha iy1 hidrofilik

ve mekanik 6zellik gostermektedir (84).

2.3.10. HIDROJEL SISTEMLER

Uc boyutlu yapilari, yiiksek oranda su tutabilmeleri, pordz ve gecirgen 6zellikleri ile
biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir niteliklerinden dolayz,
hidrojeller farmasétik uygulamalar i¢in 6nemli bir potansiyele sahiptir (8). Hidrojellerin
karakteristik ozellikleri ilaglarin sistemik dagiliminin olusturdugu agir yan etkileri
engelleme, terapdtik maddelerin kan dolasiminda daha uzun siire kalmasini saglama, tiimor
hiicrelerinde daha etkili bir dagilim olusturma ve tedavi etkinligini artirma yetenekleri ile
tedavi siirecinde biiyiik avantajlar sunar (85). Hidrojellerin yumusak ve hidrofil yiizeyleri
hedef dokulara kolayca adheze olmalarina imkan saglarken, viicut dokusu ile olan
benzerlikleri de olasi immiin tepkiyi azaltmaktadir. Hidrojellerin biyolojik olarak
parcalanabilirligi, biyouyumlulugu ve hassasiyeti, polimer matris yogunlugu, molekiiler

agirliklari, ¢apraz baglayicilarin i¢ 6zellikleri gibi faktorlere bagli olarak belirlenir (86).
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2.3.10.1.Enjektabl Hidrojeller

Enjeksiyon yoluyla uygulanan hidrojel bazli ilag tasiyict sistemleri formiilasyon
bilesenlerine gore Ozellestirilebilir yapilarina sahiptir. Bu niteligi biyolojik uyumlulugu ve
biyolojik olarak pargalanabilirligi tizerinde belirleyici bir etkiye sahiptir. Hidrojellerin
tasariminda karsilagilan zorluklar, nanopartikiiller ve yardimci maddelerle entegrasyon
yoluyla agilmakta, bu sayede ¢ok yonlii tedavi segenekleri sunulmaktadir. Kemoterapdtik
ilaglarin yer aldigi bu enjeksiyonluk hidrojel sistemler, hedeflenen dokularda ilaglarin
yiiksek verimlilikle dagilimin saglanmasi, ilk ¢ikis etkisinin azaltilmasi, etkin maddenin

hizli sistemik atilimin engellemesi ve uzatilmis kontrollii salim olanak saglamaktadir (87).

Hidrojel sistemlerin sinerjistik etkisi, kanser tedavisinde nanopartikiillerin etkinligini
biiylik 6l¢iide iyilestirmektedir. Hidrojeller, yiiksek su igerikleri ve biyouyumluluklari
sayesinde, ila¢ tagima sistemlerinde ideal bir platform sunar. Nanopartikiillerin bu hidrojel
matrislere entegrasyonu ilaglarin hedeflenen dokuya daha etkin bir sekilde ulastirilmasini
saglar ve boylece tedavinin bagarisini artirir. Nanopartikiil entegrasyonu, hidrojel
sistemlerinin fonksiyonelligini artirir. Nanopartikiiller formiilasyonda ilag yiikleme
etkinligini artirarak daha yiliksek yogunluktaki tedavi dozlarinin uygulanabilmesini
miimkiin kilar ve ayn1 zamanda etkin maddenin tiimor dokusuna daha derinlemesine niifuz
etmesine yardimct olur (88). Bu sinerjistik etki post operatif lokal uygulanacak

formiilasyonlar i¢in 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

Hidrojeller ve nanopartikiillerin birlikte kullanimi etkin madde yan etkilerinin
azaltilmasinda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu sistemler ilacin saglikli dokulardaki ilag
maruziyetini azaltarak normal hiicrelere tizerindeki istenmeyen etkileri minimize eder. Bu
ozelligiyle hidrojel tabanli nanopartikiiler sistemler kanser tedavisinde daha giivenli ve
etkili bir alternatif sunmaktadir. Bu yaklasim kanser tedavisinde mevcut yontemlerin
sinirlamalarin1 asarak daha etkili ve yan etkileri azaltilmis tedavi segenekleri sunmaktadir
(89). Tiim bunlar ele alindiginda enjekte edilebilir hidrojel ilag tasiyict sistemlerin 6zellikle
lokalize meme kanseri tedavisinde geleneksel yaklasimlara kiyasla daha etkili ve giivenli

bir ¢6ziim oldugu goriinmektedir.
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2.3.11. HYALURONIK ASIT

Hyaliironik asit (HA), glikozaminoglikan ailesine dahil olan bir polisakkarit tiiriidiir ve
temel yapist glukuronik asit ve N-asetil-glukozamin sekerlerinden olusan dogal, yiiksek
biyouyumluluga sahip biyofonksiyonel bir bilesiktir (Sekil 2.4.). Yapr igerisindeki
bilesenler birbirine f1-3 ve f1-4 baglarla baglanmis polianiyonik disakkarit birimlerinden
olusur. Bag dokusu hiicreler arasi matriksin, sinoviyal sivinin, embriyonik mezenkimin,

cildin ve viicudun birgok diger organ ve dokusunun lineer bir polisakkaritidir (90).
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Sekil 2.4. HA molekiil yapisi

Molekiiliin karboksil gruplart nedeniyle HA negatif yiikliidiir, yliksek derecede hidrofiliktir
ve yiiksek molekiiler agirliklarda viskoz bir ag olusturur. Fizikokimyasal ozellikleri
nedeniyle HA, hiicreler arasi matriksi hidrate ederek doku homeostazin1i ve sikisma
kuvvetlerine direncini  diizenler. Bir¢ok proteoglikan biiylik hacimli molekiil
kompozitlerini olusturmak ve matriksin jel durumunu stabilizasyonunu saglamak i¢cin HA
ile etkilesime girer. Ayrica HA hiicre yapismasini, gociinii ve proliferasyonunu diizenleyen
baglayici proteinleri ile etkilesime girerek bir sinyal molekiilii olarak islev goren hiicrelerin

cogunun etrafinda bir periselliiler kaplama olusturur (91).
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HA iltihaplanma yaniti, hiicre yapismasi, gog, proliferasyon, diferansiyasyon, anjiyogenez
ve doku yenilenmesi dahil birgok biyolojik siiregte kilit rol oynar. HA anti-inflamatuar
Ozellikleri dolayisiyla inflamasyonu azaltmaya ve hiicre hasarmi iyilestirmeye yardimci
olur. Ozellikle iltihapli cilt durumlarinda veya postoperatif iyilesme siireglerinde bu
ozelliklerin faydas1 goriiliir. Bu, 6zellikle yara iyilesmesi ve cilt bakimi uygulamalarinda
faydalidir. HA'min tim bu Ozellikleri ve biyolojik fonksiyonlar1 bir arada
degerlendirildiginde yara iyilesmesi amacli liretilecek hidrojellerin sentezi i¢in cazip bir

materyal yapar (92).

Hidrojel formiilasyonlarinda HA’nin kullaniminin 6nemli avantajlart bulunmaktadir.
HA'nin yiiksek su tutma kapasitesi, hidrojelin nemli kalmasini saglar ve hedef dokuyu
nemlendirerek bir bariyer olusturur. Bu, 6zellikle kurulukla iliskili durumlarda, ilacin daha
iyl niifuz etmesine ve cilt ilizerinde koruyucu bir bariyer olusturarak dis etkenlerden
korumasina yardimci olur. HA dogal yapiskan oOzelliklere sahiptir. Formiilasyonlarda
adhezif niteliklerin iyilestirilmesine Onemli katki saglar ve hidrojellerin hedef dokuya
lokalize olarak daha iyi yapigsmasini miimkiin kilar. Bu niteligi ile o6zellikle deri
bolgesindeki uygulamalarda, mukozal yiizeylerdeki uygulamalarda hidrojellerde ilacin

hedef bolgede daha uzun siire kalmasina ve daha etkin olmasina yardimci olur (93).
2.3.12. KARBOKSI METIL SELULOZ

Karboksi metil seliiloz (CMC) selillozun suda ¢o6ziinebilen anyonik bir tiirevi olan
polisakkarit yapida bir maddedir (Sekil 2.5.). Selilloz susuz glukozun lineer
polisakkaritlerinden olusan ve tekrar eden birimleri B-1,4-glikozidik baglarla birbirine
baglanmaktadir. Molekiiler diizeyde CMC ile seliiloz arasindaki temel fark CMC'de bazi
hidroksil gruplarimin yerini alan anyonik karboksimetil gruplarinin bulunmasidir. Bu

gruplar, seliilozun orijinal yapisinda bulunan bazi hidrojen atomlarinin yerini alir (94).

llag tastyict sistemlerde CMC polimerinin kullanimi formiilasyon icin birgok avantaji
beraberinde getirmektedir. CMC'nin yiiksek su tutma kapasitesi, hidrojel yapisinin
korunmasina ve ila¢ molekiillerinin stabil bir sekilde kalmasina olanak tanir. Bu, hidrojelin
fiziksel biitlinliiglinii ve ila¢ salim profilinin tutarliligini artirir. CMC matriksinde tutulan
ilaglar dis etkenlere karsi koruma saglar bu da etkin maddenin viicut i¢i stabilitesinin

artmasini saglar (95).
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Sekil 2.5. CMC molekiil yapisi

CMC yiiksek biyouyumluluk ve biyolojik olarak pargalanabilir 6zellikleri sayesinde viicut
tarafinda kolayca islenir ve viicuttan uzaklastirilabilir. Boylece olusabilecek yan etkilerin
azaltilmasinda yardimci olur. CMC tabanli hidrojeller hiicre uyumlulugunun arttirilmasi ve
doku onariminin iyilestirilmesinde etkili bir ajandir. Hiicrelerin biiylimesi ve farklilasmasi
icin uygun bir ortam saglar. Bu 0zellik yara iyilesmesinin hedeflendigi tedavi

yaklasimlarinda CMC kullanimini 6n plana ¢ikarmaktadir (96).
2.3.13. POLI ETILEN OKSIT

Poli etilen oksit (PEO), etilen oksit monomerlerinin polimerizasyonu ile olusur ve tekrar
eden -CH2-CH2-O- birimlerinden olusan lineer bir polimer zincirine sahiptir (Sekil 2.6.).
PEO, su molekiilleriyle etkilesime girebilen hidrofilik bir yapiya sahiptir. Bu, su i¢inde

kolayca ¢ozlinmesini ve su tutma kapasitesinin yiiksek olmasini saglar (97).

PEO’nun diisiik protein adsorpsiyonu 6zelligi, 6zellikle biyomedikal uygulamalar ve ilag
tasiyict sistemler i¢in Oonemli bir avantaj sunar. PEO'nun diisiik protein adsorpsiyonu

biyolojik ortamlarda daha fazla stabilite saglar. Proteinler ve diger biyolojik molekiillerin
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PEO yiizeyine yapismasi engellenir, bu da hidrojelin biyolojik sivilarda daha stabil
olmasint ve istenmeyen biyolojik etkilesimlerin Onlenmesini saglar. Protein
adsorpsiyonunun azalmasi ilag molekiillerinin hedef dokuya daha etkin bir sekilde
ulagsmasin1i  ve stabil kalmasin1 saglar. Proteinlerin hidrojel {izerinde birikmesi
engellendiginde, ilag molekiilleri serbest¢e hareket edebilir ve hedef dokuya ulasabilir (98,
99).

N
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Sekil 2.6. PEO molekiil yapisi

PEO yiizeyinin proteinler tarafindan bloke edilmemesi, konak ve biyomateryal
etkilesiminin 6nlenmesi formiilasyonlarin yiizey o6zelliklerinin korunmasina katki saglar.
Bu 6zellikler PEO'nun ilag tasiyict hidrojel formiilasyonlarinda genis bir kullanim alanina
sahip olmasini saglar. PEO'nun belirtilen ilag tasiyici sistemlerin etkinligini ve giivenligini
artirarak daha iyi tedavi sonuglar1 elde edilmesine katkida bulunur (100). Cerrahi sonrasi
hidrojel uygulamalarinda da PEO protein etkilesimi i¢in adhezyon bariyer niteligi tagidigi
ve bir dig ortam bariyeri olusturma niteligi bu amagla kullanilacak formiilasyonlar icin

onem tagimaktadir (101).

2.3.14. ILAC TASIYICI SISTEM GELISTiRILMESINDE YAZILIM DESTEKLI
DENEY TASARIMI

Deney tasarimi (Design of Experiments, DOE), bilimsel ve miihendislik arastirmalarinda
karmagik sistemlerin ve siire¢lerin analiz edilmesinde kullanilan bir dizi sistemli yontem ve
prensibi ifade eder. Bu metodoloji degiskenler arasindaki iligkilerin ortaya ¢ikarilmasinda,
etkilesimlerin anlasilmasinda ve optimal kosullarin belirlenmesinde 6nemli bir aragtir.
DOE, deneysel caligmalar1 planlamak, yonetmek ve analiz etmek i¢cin matematiksel ve
istatistiksel teknikler kullanir. Yanit degiskenlerine (¢iktilara) bir veya birden ¢ok faktoriin

(girdilerin) etkisini analiz etmeye ve bu etkileri modellemeye olanak tanir. Optimal
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sonuglar elde etmek icin gerekli faktor seviyelerini belirleme ve bu faktorlerin yanit
tizerindeki dogrusal olmayan etkilesimlerini degerlendirme yetenegi DOE'yi deney siireci

i¢in degerli bir arag haline getirmektedir (102).

DOE'nin  kullanim1 birgok avantaji beraberinde getirmektedir. Farkli faktorlerin
birbirleriyle nasil etkilesime girdigini ve bu etkilesimlerin ¢iktilar {izerinde ne tiir etkiler
yarattigini anlamay1 saglar. Geleneksel birer birer degisken degistirme yontemlerine
kiyasla daha az deney yaparak daha fazla bilgi elde etmeyi saglar. En uygun sonuglar1 elde
etmek i¢cin hangi faktoér diizeylerinin kullanilmasi gerektigini belirlemeye yardimci olur.
Rastgele veya tahmini degisiklikler yerine, verilere dayal1 ve sistematik bir yaklasim sunar
(103).

Design-Expert, DOE prensiplerini pratik bir uygulamaya doniistiirme konusunda ¢ok yonlii
ve etkili bir yazihmdir. Yazilim farkli deneysel tasarimlari destekler, bunlar arasinda
faktoriyel, fraksiyonel faktoriyel ve yanit yiizeyi metodolojisi gibi tasarimlar
olusturulmasina olanak tanir. Design-Expert yaziliminda, model uygunlugunu
degerlendirmek i¢in istatistiksel testleri (ANOVA), yanit ylizeylerini ve etkilesim
grafiklerini kullanarak yanitlarin optimizasyonunu miimkiin kilar. Yazilimin sagladigi
grafiksel araglar, bulgularin gorsellestirilmesini ve yorumlanmasini basitlestirirken,
optimizasyon Ozelligi aragtirmacilara ¢oklu yanitlarin ayni anda maksimize edilmesi veya

minimize edilmesi gibi karmasik hedeflere ulagsma imkan1 sunar (103).

Tez ¢alismasinda uygulanan Yanit Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology,RSM)
icinde kullanilan Merkezi Bilesik Tasarim (Central Composite Design, CCD), 6zellikle bir
ya da birden fazla yanit degiskeninin optimize edilmesi gereken durumlarda kullanilan
etkili bir deneysel tasarim yaklagimidir. CCD, yanit yiizeyinin egriligini (ikinci dereceden
etkileri) yakalamak ve modellemek i¢in uygundur. Calismadaki yanitlarin faktorlerle
dogrusal olmayan bir iliskisi varsa veya faktorler arasi etkilesimleri igeriyorsa, CCD bu
karmasiklig1 etkili bir bigimde modelleyebilmektedir. Buna ilaveten yanitlarin maksimize
veya minimize edilmesi gibi bir optimizasyon hedefi olan durumlar i¢in kullanimi idealdir.
Optimum deney kosullarin1  belirlemeye yardimci olur. Faktorlerin  birbirleriyle
etkilesimlerinin yan sira, her bir faktoriin yanit iizerindeki kavisli etkisini degerlendirmek

icin CCD bu etkileri ayrintili bir sekilde incelemeye olanak tanir. CCD, az sayida deneme
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ile ¢ok sayida faktor ve bunlarin etkilesimlerini incelemek icin verimli bir yol sunar.
Geleneksel bir faktoriyel tasarima kiyasla daha az deney ile daha genis bir tasarim alanini
kapsar. CCD, ¢alisma alaninda merkez noktas1 etrafinda ekstra noktalar (yildiz noktalari
veya eksenel noktalar) ekleyerek optimum noktanin daha da disindaki yanitlar1 tahmin
etmek i¢in genisletilebilmektedir (104). Bu tasarim faktorlerin bir arada nasil galistigini

gostermekte ve olusan yanitlarin analiz edilmesinde pratiklik saglamaktadir.

Calismada hedeflenen yanitlar1 etkileyen iki faktér olarak CMC ve HA maddelerinin
formiilasyondaki miktarlar1 ve bu faktorlerin vizkozite, sertlik, adhezyon, kohezyon,
elastisite gibi mekanik oOzelliklerini igeren yanitlar iizerindeki kavisli etkilerini ve
etkilesimlerinin incelenmesinde ve degerlendirilmesinde CCD bu ihtiyaglar1 karsilayan
esnek bir deneysel tasarim saglamistir. Bu nedenle yanit yiizeyleri lizerinde derinlemesine
optimizasyon ve analiz yapilmas1 gereken deney planlarinda bu tasarim modelinin islevsel

ve kullanigl oldugu gézlemlenmistir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Bu tez ¢alismasinda hidrojel ve nanopartikiiler ilag tastyict vektorler ile tasarimi yapilan
kargo tastyici sistem araciligi ile rezidiiel meme kanserine karsi lokal tedaviye yonelik ilag
tasiyici sistem gelistirilmesi amaglanmistir. Meme kanseri tedavisi siirecinde daha etkin bir
tedavi icin, cerrahi sonrasi adjuvan uygulamalarinda karsilasilan hedef bdlgede yara
lyilesme siirecinin uzamasi, antikanser ajanin belirlenen siire stabil olarak etkinlik
gosterememesi sorunlarina odaklanilmistir. Bu dogrultuda etkin maddeye uzatilmis salim
Ozelliklerinin kazandirilmas1 ve uygulama sonrasi hedef bolgede stabil olarak tedaviyi

saglayabilecek kargo ilag tasiyict sistemin gelistirilmesi amaglanmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

4.1.1. HUCRE HATLARI

Bu ¢alismada adheran olarak biiyiiyen, NIH/3T3 fare embriyonik fibrablast hiicre hatt1 ve
4AT1 dgli negatif fare meme kanseri hiicre hatti kullanilmistir. Hiicre hatlar1 ve ortam

icerikleri Cizelge 4.1.”de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hiicre hatlar1 ve ortam igerikleri

Hiicre Hatt1 Hiicre Adi Ortam Icerigi

DMEM + %10 FBS + %1

NIH/3T3 Fare embriyonik fibrablast hiicresi 4 -
Penisilin/Streptomisin

RPMI-1640 + %10 FBS + %1

Penisilin/Streptomisin

4T1 Fare meme kanseri hiicresi

RPMI-1640 + %10 FBS + %1
Penisilin/Streptomisin

4T1-luc Fare meme kanseri hticresi

4.1.2. DENEY HAYVANLARI

In vivo ¢alismalar Kobay DHL AS Yerel Etik Kurulu tarafindan verilen 17.03.2023 tarihli
664 protokol numarali onay dahilinde Hacettepe Universitesi HUDHAM biinyesinde
gerceklestirilmistir. Deney dahilinde 6-8 haftalik 48 adet disi Balb-c fare ile ¢alisiimistir.

4.1.3. REAKTIF VE KIMYASALLAR

3-(4,5-Dimethiltiazol-2-il)-2,5-difenilltetrazolyum bromid) MTT  Sigma-Almanya

Agaroz Sigma-Almanya
Agar-agar Merck-Almanya
Asetik Asit %80 Sigma-Almanya
Dimetil formamid (DMF) Sigma-Almanya
Dimetil dioktadesil amonyum bromiir (DDAB) Sigma-Almanya
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D-luciferin

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
EDTA

Fetal bovin serum
Heksadesiltrimetil-amonyum bromit (HTAB)
Kalsiyumklorit-2 hidrat

Maya ekstrakti

Miisin %75-95

Penisilin-Streptomisin Cozeltisi

Polietilen oksit (4000 kDA)

Polivinil alkol (%87, Ma13.000-23.000)
Potasyum fosfat monobazik

Potasyum klortir

RPMI-1640

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sodyum fosfat dibazik

Sodyum hyaluronat

Sodyum karboksimetilseliiloz (High viscosity)
Sodyum kloriir

Sorbitan seskioleat (Arlacel)

Tripton

Trizma baz

Trizma hidrokloriir

Tween 80®

4.1.4. TAMPONLAR

Sigma-Almanya
Sigma-Almanya
Sigma-Almanya
Sigma-Almanya
Sigma-Almanya
Merck-Almanya
Merck-Almanya

Carl Roth-Almanya

Sigma-Almanya

Colorcon-Amerika

Sigma-Almanya
Fluka-Amerika

Merck-Almanya
Sigma-Almanya
Sigma-Almanya
Fluka-Amerika

Merck-Almanya
Sigma-Almanya
Sigma-Almanya

Sigma-Almanya

Sigma-Almanya
Sigma-Almanya

Merck-Almanya

1 M pH 7,4 Fosfat-Salin Tamponu (PBS) 2,38 ¢ Disodyum hidrojen fosfat
0,199 Potasyum dihidrojen fosfat
8¢ Sodyum kloriir

11tkm H20
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0,01 M pH 7,4 Fosfat Tamponu (%1 Twin)

0,01 M pH 5,8 Fosfat Tamponu (%1 Twin)

0,1 M Trizma Tamponu | (pH 8,5)

0,1 M Trizma Tamponu Il (pH 8,5)

Alkalen Lizis | Tamponu

Alkalen Lizis Il Tamponu

Alkalen Lizis Il Tamponu
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1g

11tkm

1,011 g
11,337 g
11tkm
1,011 ¢
11,337 g
1ltkm
50 mM
25 mM
10 mM
25 ml km
0.2N
%1

10 ml km
3M

2M
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Sodyum fosfat monobazik
Twin 80

H.O

Tris HCI
Tris Baz
PBS (pH 7.4)
Tris HCI

Tris Baz

PVA (%1)
Glukoz
Tris-Cl (pH 8)
EDTA (pH 8)
H20
Sodyum hidroksit
Sodyum dodesil stilfat
H20

Potasyum asetat

Glasiyel asetik asit



100 ml km H20

Hidrojel Tamponu %0,43 (a/h) NaCl

%0,47 (@/h) CaCl2.2 H20

11tkm H20
Transformasyon tamponu (TSS) %10 PEG-6k
%5 DMSO
10 mM MgCl>
10 mM MgSO4

1 mlkm 2xYT besiyeri

Tris asetat EDTA tamponu (TAE) 50X 121 g Trizma baz
35,69 Asetik asit %80
50 ml EDTA

500 ml km H20

4.15. KITLER

Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit Invitrogen-Amerika

4.1.6. KULLANILAN CIHAZLAR VE SARF MALZEME

Canli hayvan goriintiileme sistemi Newton 7.0 Vilber-Fransa
Diferansiyel taramali kalorimetre Shimadzu-Japonya
Diyaliz membran Sigma MCWO 14 kDa-Almanya
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Floresan goriintiileme

Florometre

Elektroforez tanki

Hassas terazi

Isiticili manyetik karistirici
Iklim kabini

Inkiibator galkalayici
Laminar kabin

Liyofilizator

Mikroplaka spektrofotometre
Partikiil boyutu 6l¢iim cihazi
pH Metre

Spektrofotometre

Tekstiir analiz cihazi

Taramali Elektron Mikroskopu

Transwell

Ultrasantrifiij

Bio-Rad VersaDoc Imaging System
Model 1000-Amerika

Qubit 4 Thermo Fischer Scientific-

Amerika

Invitrogen-Amerika

Mettler Toledo-Isvigre

Daihan Scientific-Giiney Kore

ID 501 Niive-Tiirkiye

Lab Companion Sl 300-Giiney Kore
Thermo Scientific Holten 1.2-Amerika
Christ Gamma 2/16 LSC-Kanada
Spectra Max Molecular Devices-Amerika
Malvern-Zeta Sizer Nano ZS-Ingiltere
Mettler Toledo-Isvicre

UV 1601 Shimadzu-Japonya

TA.XT Plus Stable Micro Systems-

Ingiltere
FEI Tecnai G2-Japonya

Transwell 3415 Lot #23014051 Corning

Incorporated-Amerika

Hitachi CS120FNX,-Japonya
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Ultrasonik banyo Ultrasoni LC30-Almanya

Ultrasonik homojenizator Bandelin Sonoplus-Almanya
Viskozimetre Brookfield DV II-Almanya

Yiiksek hizli karistirici IKA Eurostar 20-Japonya

Zeta potansiyel 0l¢tim cihazi Malvern-Zeta Sizer Nano ZS-Almanya

4.2. YONTEM

4.2.1. DOKSORUBISIN HCL’IN FiZiKOKIMYASAL OZELLIKLERININ
BELIiRLENMESI

Doksorubisin 151k maruziyetiyle floresan 6zelligini kaybeden fotosensitif bir etkin madde
olmasi dolayisiyla formiilasyon hazirlama ve saklama basamaklarinda 1siksiz olarak

calisilmistir ve cam malzemeler aliiminyum folyo ile kaplanmistir (105).
4.2.1.1. Doksorubisin HCI’nin Ultra Viyole (UV) Spektrumu

Doksorubisin HCI’nin 50 pg/ml konsantrasyonda hazirlanan DMSO’da ¢6ziinmiis olan
cozeltisi kuartz kiivetler kullanilarak UV spektrumu 200-800 nm dalga boylar1 arasinda

spektrum taramasi yapilarak elde edilmistir.
4.2.1.2. Doksorubisin HCL’in Analitik Yontemler ile Miktar Tayini ve Kalibrasyonu

Doksorubisinin, formiilasyonlardaki enkapsiilasyon ve in vitro salim uygulamalarinda
ortama saliman miktarlarinin tayin edilmesinde UV-vis spektrofotometre cihazi
kullanilmistir. Doksorubisin DMSQO’da ¢6ziindiiriilerek hazirlanan stok ¢ozeltisi belirlenen
oranlarda diliisyonlar kullanilarak 480,0 nm dalga boyunda kalibrasyon dogrusu

cizilmistir.
4.2.1.3. Doksorubisin Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi

Doksorubisinin - UV-vis spektrofotometrede miktar tayininin in vitro sartlarda

gerceklestirilmesinde bir seri DOX c¢ozeltisi seri diliisyonlar1 kullanilarak kalibrasyon
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dogrusu ¢izilmistir. Bu amagla 2 mg DOX 10 ml DMSO’da ¢6ziindiiriilerek stok ¢ozelti
500 pg/ml konsantrasyonda hazirlanmigtir. Stok ¢ozelti seyreltilerek 0,5-100 pg/ml (0,5-1-
3-5-7,5-10-20-25-50-100 ug/ml) araliginda 10 farkli konsantrasyonda diliiantlar elde

edilmistir.
4.2.1.4. Analitik Yontem Validasyonu

Doksorubisinin miktarini tespit edebilmek icin gelistirilen yontemin validasyon islemi
belirlenen yontemin hedeflenen terapotik uygulamalara uyumlu oldugunu goéstermek
amaciyla yapilmistir. Analitik yontem validasyonu i¢in dogruluk, dogrusallik, kesinlik,

duyarlilik ve uygulama araligi parametreleri degerlendirilmistir (106).

4.2.1.4.1. Dogrusallik

Bir analitik yontemde belirlenen 6l¢lim araligindaki verilerin 6rnegin igerisinde bulunan
maddenin konsantrasyonuyla orantili bi¢imde elde edilebilir olmast yontemin ne kadar
dogrusal oldugunu gosteren bir belirtegtir. Dogrusallik parametresinin gecerli oldugunu
gostermek amaciyla standart ¢ozelti konsantrasyon serisi ve seriye ait absorbans degerleri
arasinda regresyon analizi yapilarak kalibrasyon dogrusu elde edilmistir. DOX-DMSO stok
¢ozeltisinden (500 pg/ml) konsantrasyonda hazirlanan diliisyon seri ¢ozeltilerin (0.5-100
ug/ml) 480,0 nm’de absorbans degerleri Ol¢iilmiis ve konsantrasyon-absorbans grafigi
iizerinden kalibrasyon dogrusu denklemi ¢ikarilmistir. Regresyon katsay1 (R?) degerinin
0,999 degerine esit veya daha bilylik olmasi verilerin kalibrasyon dogrusu ile ne derecede
uyum gosterdigini belirten bir kanit olarak sayilmaktadir (107). Kalibrasyon dogrular
araciligiyla saglanan kalibrasyon denklemlerine ait regresyon Kkatsayilarinin hesabi

yapilarak yontemin dogrusallik derecesi degerlendirilmistir.
4.2.1.4.2. Dogruluk

Dogruluk elde edilen deneysel verilerin ger¢ek deger ile ne derecede yakin oldugunu
gosteren bir Olciittiir. Bir analitik yontemde dogrulugu belirleyebilmek i¢in miktar1 bilinen
bir analitin tayini yapilir. Geri kazanim degeri ve gercek deger ile arasindaki farkin
hesaplamasi yapilir. Dogruluk tayininin minimum {i¢ konsantrasyonda minimum ii¢ tayin
yapilarak Ol¢iilmesi gerekmektedir. Dogruluk degerlendirmesi i¢in ¢izilen kalibrasyon

dogrusunda doksorubisinin ii¢ farkli konsantrasyonunda DMSO ig¢in (3, 10 ve 20 pg/ml)
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hazirlanan analitler, PB icin (5,10 ve 20 pg/ml) tiger tekrar olarak analizi yapilmistir.
Hesaplanan geri kazanim degerlerine ait yiizde varyasyon katsayilari, ortalama degerleri,
ve standart sapmalar1 hesaplanmistir (108). Geri kazanim hedeflenen dogruluk degeri %97-

%103 araliginda bulunmalidir (109)
Geri Kazanim (%) = X/Y x 100

X= Olgiilen konsantrasyon (pg/ml)

Y= Hazirlanan konsantrasyon (ug/ml)

4.2.1.4.3. Kesinlik

Kesinlik, bir yontemde ayni1 drnege ait seri dlglimler arasindaki yakinlik derecesini temsil
etmektedir. Bu yakinlik degeri varyasyon katsayisi ve standart sapmanin hesaplanmasiyla
belirlenir. Yontemin kesinligini degerlendirmek i¢in birbirinden farkli konsantrasyonlarda
giin igerisinde veya farkli giinlerde tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 gerceklestirilmelidir.
Kullanilan analitik yontemin kesinligi temel olarak tekrar edilebilirlik, giinler arasi
farklilik, tekrar elde edilebilirlik parametreleri baz alinarak degerlendirilir. Kesinlik
ortalama, bagil standart sapma, varyasyon katsayilar1 kullanilarak degerlendirilir. Kesinlik

Ol¢timleri i¢in varyasyon katsayist %2'den kii¢iik olmalidir (109).

4.2.1.4.4. Tekrarlanabilirlik
Tekrarlanabilirligin saptanmasi igin belirlenen konsantrasyonda analit igeren ¢oézeltilerin
bir drnegi i¢in UV spektrofotometre ile ardisik ii¢ dl¢limii yapilarak sonuglarin varyasyon

katsayilari, ortalama degerleri ve standart sapmalar1 hesaplanmigtir.
4.2.1.4.5. Duyarlilik

Yontemin duyarliligi teshis sinir1 (LOD) ve tayin smir1 (LOQ) parametreleri gz oniine
alinarak degerlendirilmistir. LOD, analitik metotta numunenin tespit edilebilmesine
ragmen kantitasyonu yapilamayan, Ornekte sinyali Olciilebilen diizeyde olan en diisiik
analit konsantrasyonuna karsilik gelmektedir. LOQ ise ornekte bulunan analitin kantitatif
bicimde tespit edilebildigi en diisiik konsantrasyona karsilik gelmektedir. Duyarlilik tespiti
amaciyla mevcut analitik yontemde doksorubisinin DMSO ve fosfat tamponu stok

diliisyonlarinda dl¢timler yapilmustir.
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LOD =33 X olS Esitlik 1
LOQ = 10X /S Esitlik 2

o: Kalibrasyon denkleminde cevabin standart sapmasi

S: Kalibrasyon dogrusunun egimi

4.2.1.4.6. Ozgiilliikk

Ozgiilliik uygulamas1 yapilan metot i¢in belirlenen kosullar altinda numune matriksindeki
bilesenler varliginda diger bilesen girisimleri bulunmaksizin 6zgiil ve dogru olarak analiti
tayin edebilme kapasitesini gosterir (110). Bu dogrultuda nanopartikiil formiilasyonda
bulunan polimer yapinin girisim gosterip gostermedigi etkin madde ile ayni analiz
sartlarinda degerlendirilmistir. Doksorubisin ve PEG-b-PCL’nin DMSO ¢ozeltilerinde,
200-800 nm dalga boyu araliginda spektrum taramalar1 yapilmistir. Analiz dalga boyu olan

480,0 nm’de formiilasyon bilesenlerinin girisim durumu incelenmistir.
4.2.2. PLAZMID DNA URETIMI

Optimize nanopartikiil formiilasyonu ile enkapsiile edilmek iizere temin edilen pEGFP-C1
(Addgene®) plazmidinin Escherichia coli (E.coli) bakterisi DH5-0 susu kompetan

hiicrelere transformasyonu ve izolasyonu yapilmistir.

4.2.2.1. Bakteriyel Besiyerinin Hazirlanmasi

Tripton (16 g/L), maya ekstrakt1 (10 g/L), NaCl (86 mM), %15 agar agar ve kafi miktar
ddH20 hazirlanan 2xYT kat1 besiyeri 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir. Otoklav
sonrasinda yaklasik olarak 50°C’ye sogumasi beklenen besiyerine Kanamisin (50 ug/ml)
eklenerek karistirilmigtir. Her bir petriye 20 ml besiyeri eklenmis, 1 saat siireyle donmasi

beklenmistir. Besiyerleri +4°C’de muhafaza edilmistir.
4.2.2.2. Plazmid DNA Transformasyonu

Transformasyon i¢in E.coli DHSa susu kullanilmigtir. -80°C stogundan alinan bakteri
kiiltiirti igerisinde 5 ml 2xYT vb. zengin besiyeri bulunan 50 ml’lik falkona aktarilmis ve
orbital calkalayici iizerinde gece boyu inkiibasyona birakilarak baglangi¢ (starter) kiiltiir
elde edilmistir. Ertesi giin, gece boyu inkiibe edilen kiiltiir 1/200 oranda seyreltilerek 2xYT
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besiyerinde inkiibe edilmesi suretiyle kompetan kiiltiir mikro plaka okuyucuda 600 nm’de
Olciilen optik dansitometre (OD) degeri 0.4-0.6 olana kadar 37°C’de c¢alkalayicili
inkiibatorde 200 rpm hizda inkiibe edilmistir. Kiiltiir 6rnekleri 1000 G hizda ile 10 dk
santrifiijlenmistir. Devam eden deney basamaklar1 buz iizerinde ¢alisilmistir. DMSO
eklenmeden hazirlanan steril TSS tamponuna, DMSO PVDF filtreden ge¢medigi icin
sonradan eklenmistir. Her bir 6rnegin pelleti 500 pl TSS ile siispanse edilir ve 10.000 ng/ul
2,5 ul pEGFP-C1 eklenmis ve 60 dk buz iizerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda 42°C’ye su banyosunda 60 sn 1s1 soku uygulanmistir. TSS eklenen bakteri
siispansiyonlarinin iizerine 2 ml 2xYT eklenmistir. Stispansiyonlar 15 ml’lik konik tabanli
tiplere aktarilmig ve 37°C’de, 150 rpm’de 20 dk calkalayarak inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda hiicreler 10.000 G hizda ile 90 sn santrifiijlenmistir. EKim yapilacak
her petri plagi i¢in Ornekler 200 upl besiyeri ile siispanse edilmistir. 50 pg/ml
konsantrasyonda Kanamisin igeren besiyerlerinin bulundugu petrilere 100-200 pl hiicre
stispansiyonu yayma ekim ile ekilmistir. Kiiltiirler inkiibatore kaldirilarak 37°C sicaklikta
gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda koloniler plazmid izolasyonu

i¢in s1vi kiiltlire alinmastir.

4.2.2.3. Plazmid DNA Izolasyonu

Plazmid izolasyonunda, pEGFP-C1 plazmidlerinin antibiyotik diren¢ kasetinin Kanamisin
olmasi dolayisiyla, sivi besiyeri olarak 50 ug/ml Kanamisin 2xYT kullanilmistir.
Transforme edilen kiiltiir kolonisi 6ze yardimiyla sivi besiyerine inokiile edilmistir. Kiiltiir,
180 rpm’de, 37°C’de calkalayicili etiivde, 250 ml erlende gece boyu inkiibasyona
birakilmistir. Kiiltiir 10 ml’lik porsiyonlara ayrilmis ve hiicreler 2000 G’de 15 dk
santrifiijlenmis ve silipernatantlar atilmistir. Pelletler {izerine 6nce 20 pl Alkalen Lizis 1
eklenmistir ve taze hazirlanmis 400 pl Alkalen Lizis I ile pelletler nazikge karistirtlmistir.
Devaminda 300 pl Alkalen Lizis IIT ile tiipler 5-6 kere kez tersyiiz edilerek nazikge
karistirtlmistir. Tipler buz {izerinde 5 dk inkiibe edildikten sonra sogutmali santrifiijde
+4°C’de 13000 G’de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantlardan 600’er ul alinarak
eppendorf tiiplere aktarilmistir. Her tiip ig¢in 600°er pl kloroform eklenmis ve
vortekslenmistir. Ornekler tekrardan 13000 G’de, sogutmali santrifiijde +4°C’de 5 dk
santrifiij edilmigtir. 600’er pl Siipernatantlar yeniden ayrilarak eppendorf tiiplere

aktarilmigtir. Ayrilan 6rnekler iizerine 600’er pul izopropanol eklenerek vortekslenmistir.
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Ornekler -20°C’de gece boyu inkiibe edildikten sonra, izopropanolii uzaklastirmak icin
sogutmali santrifiijde +4°C’de 13000 G’de 15 dk santrifiij edilmis ve siipernatant
uzaklastirilmistir. Pelletler yikanmast 900 pl %99.6 etanol ile yapilmis ve sogutmali
santrifiijjde +4°C’de 13000 G’de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantin tamami ayrilip
uzaklastirildiktan sonra 30 dk siireyle peletten rezidii alkoliin ugmas: beklenmis ve pellet
halindeki plazmidler %0.2’lik DNAse free RNAse ¢ozeltisiyle ¢oziilmiis ve -20°C’de

muhafaza edilmistir.

4.2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Plazmid iirlinlerinin konsantrasyon Sl¢iimleri i¢in izolasyonu yapilan plazmid tirlinleri i¢in
IXTAE ile %1’lik agaroz jel hazirlanmistir. Agaroz ¢ozeltisi jellesebilmesi i¢in mikrodalga
firrnda 1sitildiktan sonra sicaklik 60°C’ye diistiigiinde etidyum bromiir (10 mg/mL)
eklenmistir. Cozelti donmasi icin jel kalibina dokiilerek taraklar yerlestirilmistir. Kalip 1
saat siireyle oda sicakliginda bekletilerek jelin donmasi saglanmis ve taraklar ¢ikarilmistir.
Jel elektroforez tankina konulmus ve tanka jel seviyesini gegecek Olglide 1XxTAE
eklenmistir. Her bir pDNA (3 pl), brom fenol mavisi (0,5 ul) ile pipetaj yapilarak
karistirllmis ve kuyulara yiiklenmistir. Jele yiiklenen Ornekler 75 V degerinde 1 saat

siireyle oda sicakliginda elektroforez tankinda yiiriitiilmiistiir.

4.2.2.5. Plazmid DNA Miktar Tayini

Izolasyonu yapilan plazmidlerin miktar tayini agaroz jel elektroforezi, nanopartikiil
formiilasyonlarindaki enkapsiilasyon verimliliginin hesaplanmasinda Qubit 1X dsDNA HS
Assay Kit (Invitrogen,ABD) ile belirlenmistir.

Izole edilen plazmidlerin konsantrasyon ol¢iimiinde, konsantrasyonu bilinen pet28a
plazmidi ile konsantrasyonlar1 hesaplanacak olan plazmidlerin Bio-Rad VersaDoc Imaging
System Model 1000 (USA) floresan jel goriintiilemelerine ait goriintii verileri Imagel

programi yardimiyla hesaplanmistir.

Formiilasyon siipernatantlarindaki pDNA kantitasyonu i¢in, Qubit reaktifinin kit tamponu
ile 1:200 oranda seyreltilmesiyle Qubit analiz ¢6zeltisi (200 pl) elde edilmistir. Referans
ornek, 190 ul analiz ¢ozeltisi ve 10 pl standart ile hazirlanirken; numuneler 190 ul analiz
¢ozeltisi ve 10 ul plazmid 6rnekleri (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1000, 10000 ng/ul) ile
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hazirlanmistir. Numuneler oda sicakliginda 10 sn vortekslendikten ve 2 dk siireyle inkiibe
edildikten sonra Qubit Fluorometer 4 (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazi ile dlglimler

yapilmistir.

4.2.3. NANOPARTIKULLERIN URETILMESI

4.2.3.1. Nanopartikiillerin On Formiilasyon Calismalari ve Hazirlanmasi

Nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda ikili emiilsiyon (su/yag/su, w/o/w)
¢cozlici buharlagtrma yoOntemi kullanilmistir. Hidrofilik molekiillerin  yiiklendigi
nanopartikiil formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan bu teknik ultrasonikasyon
destekli olarak kullanilmaktadir (111). Bu yontemde etkin maddenin sulu ¢o6zeltisi
polimerin i¢inde ¢oziinmiis halde bulundugu organik faz iizerine eklenir. Elde edilen w/o
emiilsiyonu sulu dis faza eklenerek yeniden bir emiilsifikasyon saglanarak w/o/w ikili
emiilsiyonu elde edilir. Elde edilen bu emiilsiyon, etkin maddeyi igeren polimerik ¢ozelti
damlaciklarin1 olusturur. Sonraki basamakta polimerin ¢oziiclisii buharlastirilarak
uzaklastirilir. Boylece etkin maddenin sulu ¢ozeltisinin enkapsiile edildigi nanopartikiil
stispansiyonu elde edilmis olur. Bu silispansiyon santrifiijlenir, siipernatant
uzaklastirildiginda kalan pellette nanopartikiiller elde edilmis olur. Elde edilen
nanopartikiillerin yikama iglemi ddH2O ile yapilir. Yikama sonrasi formiilasyon

santrifiijlenerek son tirtin pellet olarak elde edilir (112, 113).
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4.2.3.2. Doksorubisin Yiiklii Nanopartikiillerinin Eldesi

Ikili emiilsiyon metoduyla nanopartikiil eldesi i¢in 50 ul ddH2O suda ¢oziilen
doksorubisin, 500 ul kloroformda ¢6ziinmiis olan PEG-b-PCL blok kopolimerinin iizerine
eklenerek 30 sn siireyle 90 amplitude degerinde ultrasonikasyon cihaz yardimiyla sonike
edilir. Boylece primer emiilsiyon elde edilmis olur. Elde edilen primer emiilsiyon, su fazi
olarak 2 ml 0.1 M pH 8,5 trizma Il ¢ozeltisinin lizerine eklenerek 120 sn siireyle sonike
edilir. Elde edilen sekonder emiilsiyondaki organik ¢oziicli olan kloroformun ugurulmasi
i¢in seknoder emiilsiyon 5 ml 0.1 M pH 8,5 trizma Il ¢6zeltisi {izerine eklenerek manyetik
karistiricida ti¢ saat siireyle 7/10 hizda karistirilir. Bu silirenin sonunda ¢ozelti 35.000
rpm’de +4 derecede bir saat siireyle santrifiijlenir. Santrifiij sonrasinda bir kez su ile
yikama yapilarak ayni santrifiijleme islemi tekrarlanarak nanopartikiiller {iretilmis olur

(Sekil 4.1.).

4.2.3.3. pEGFP-C1 Yiiklii Nanopartikiillerinin Eldesi

Ikili emiilsiyon metoduyla nanopartikiil eldesi icin, 10 pg ve 20 pg yiiklenecek sekilde, 50
ul DNAse RNAse free ddH20 suda ¢oziilen plazmid (0,2 pg/pl ve 0,4 pg/ul) , 500 pl
kloroformda ¢6ziinmiis olan polimer siirfektan karisimin (PEG-b-PCL:DDAB ve PEG-b-
PCL:HTAB; 19:1) iizerine eklenerek 30 sn siireyle 90 amplitude degerinde ultrasonikasyon
cihaz yardimiyla sonike edilir. BOylece primer emiilsiyon elde edilmis olur. Elde edilen
primer emiilsiyon su fazi olarak 2,5 ml 0.1 M pH 8,5 trizma Il tamponu iizerine eklenerek
120 sn siireyle sonike edilir. Elde edilen sekonder emiilsiyondaki organik ¢oziici olan
kloroformun ugurulmasi i¢in seknoder emiilsiyon 5 ml 0.1 M pH 8,5 trizma Il tamponu
izerine eklenerek manyetik karistiricida {i¢ saat siireyle 7/10 hizda karistirilir. Bu siirenin
sonunda ¢ozelti 35.000 rpm’de +4°C derecede bir saat siireyle santrifiijlenir. Santrifiij
sonrasinda bir kez su ile yikama yapilarak ayni santrifiijleme islemi tekrarlanarak

nanopartikiiller iiretilmis olur (Sekil 4.1.).

4.2.3.4. PEG-b-PCL Nanopartikiillerinin Sterilizasyonu

In vitro ve in vivo uygulamalar icin formiilasyonlarm kullanim &ncesi steril hale
getirilmeleri gerekmektedir. Nanopartikiil formiilasyonlarinin sterilizasyonu final {iriin elde

edildikten sonra bu formiilasyonun steril kabinde 0.22 pm seliiloz filtreden siiziilmiis su ile
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dispersiyonu hemen ardindan disperse haldeki nanopartikiil ¢ozeltisinin 0.22 pum seliiloz

filtreden gecirilmesiyle saglanmstir.
4.2.4. NANOPARTIKULLERIN KARAKTERIZASYONU

Uretilen DOX nanopartikiillerinin polidispersite indeksleri (PDI), partikiil biiyiikliigii
ortalamast (OPB) oOl¢limiinde Zetasizer Nano ZS cihaz1 kullanilmistir. Disperse
nanopartikiil numunesindeki Brown hareketlerinin analizi temel alinarak dinamik 11k
sacilimi yOntemiyle oda sicakliginda Olgiimler yapilmistir. Her bir formiilasyon igin
ortalama partikiil bulyiikliigli ve polidispersite indeksi Ol¢timleri, 3 tekrarli olarak

gerceklestirilmistir.
4.2.4.1. Zeta Potansiyeli Tayini

Zeta potansiyel (ZP) nanopartikiillerde stabiliteye, hiicresel etkilesimlere, fizyolojik ortam
davranisina etki eden yiizey yiikii gosteren bir 6l¢ii parametresidir. Malvern Zetasizer Nano
ZS cihaz yardimiyla &lgiimler yapilmustir. Ug tekrarli olacak sekilde yapilan dlgiimler oda

sicakliginda kapiller kiivetler yardimiyla 6l¢tilmiistiir.

4.2.4.2. Enkapsiilasyonun Etkinliginin Degerlendirilmesi

DOX’un yiikleme etkinligi polimerik PEG-b-PCL NP igin direkt yontem kullanilarak
valide UV-vis metoduyla tayin edilmistir. Nanopartikiil tiretimi sonrasinda ortamdaki
enkapsiile olmayan DOX’u igeren siipernatantin dokiilerek ve sonrasinda ddH20 yikanarak
uzaklastirilmistir. Pelletteki nanopartikiil formiilasyonlar1 1’er ml ddH20 ile sulandirilarak
disperse edilmistir. Enkapsiilasyon etkinlik degerlendirmesi i¢in 100 pl 6rnek alinarak
DMSO ile 1:15 oranda seyreltilmis, UV spektrofotometrik okumalar1 yapilmis ve yiizde

enkapsiilasyon verimliligi hesaplanmustir.

EGFP kodlayan plazmid (p-EGFP) i¢in enkapsiilasyon verimliliginin belirlenmesinde
Qubit 4 Florometre kullanilmistir. Miktar tayini i¢in plazmid yiiklenen nanopartikiillerin,
nanopartikiil iretim basamagindaki santrifiij islemi sonrasinda siipernatant Ornekleri
almmigs ve Qubit dsDNA High Sensitivity Assay kit ile konsantrasyon Oolgiimleri

yapilmustir. Siipernatantta enkapsiile olmayan total plazmid miktarinin florometrik dlgiim
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ile belirlenmesini takiben enkapsiile olan pDNA miktar1 belirlenerek yiizde enkapsiilasyon

verimliligi hesaplanmistir.
% Enkapsiilasyon Etkinligi

[Enkapsiile ilag miktar1 (ng) / Kullanilan toplam ilag miktar1 (ug)] x 100

4.2.4.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin DSC Analizi

DOX, PEG-b-PCL, DOX NP, DOX/PEG-b-PCL (1:10) fiziksel karisim orneklerinin
Ol¢iimleri Shimadzu DSC-60 cihazi ile yapilmistir. 2 mg tartilan Ornekler panlara
doldurularak sikistirilmistir. Ornekler 25-350°C 6l¢iim araliginda, 5°C/dk sicaklik artig

hizinda test edilmistir.

4.2.4.4. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin FTIR Analizi

DOX, BOS NP, DOX NP numunelerinin FTIR analizi PERKIN ELMER 400 FT-IR/FT-
FIR Spectrometer Spotlight 400 Imaging System ile yapilmistir. Liyofilize 6rneklerin 4000
— 400 cm™ dalga boyu araliginda spektrum 6l¢iimleri yapilmustir.

4.2.4.5. Nanopartikiil Formiilasyonlar1 TEM Gortintiilemesi

Nanopartikiil formiilasyonlarma ait ylizey morfolojileri taramali elektron mikroskobu
(TEM) ile bakilmis ve degerlendirilmistir. (52) Formiilasyonlarin mikroskop goriintiileri,
ODTU merkez laboratuvarindaki FEI Tecnai G2 cihazi ile alinmistir. Distile su ile 20 kat
oranda seyreltilen numunelerden 10-20 pl alinarak karbon kapli bakir 1zgaralara

damlatilarak 6rneklerin kurumasi beklenmis ve goriintiilenmesi yapilmugstir.

4.2.4.6. Tlag Yiikli PEG-b-PCL Nanopartikiillerin Zamana Bagli Fiziksel Stabilite

Caligsmalar1

Nanopartikiiller disperse halde +4°C’de buzdolabinda ve +25°C’de %60 nem oranina sahip
iklim kabininde belirlenen siirelerde (1,2 ve 3 ay) karanlik ortamda saklanmistir. Bu

siirenin sonunda partikiil biiyiikliigii ve dagilimi, zeta potansiyeli degerleri 6l¢iilmiistiir.
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4.2.5. HIDROJEL FORMULASYONLARININ URETiMi VE TASARIMI

4.2.5.1. Hidrojel Formiilasyonlarinin Sentezi

Hidrojel ag yapisini olusturabilmek i¢in karboksi metil seliilloz, hyaliironik asit ve poli
etilen oksit polimerleri kullanilmistir. Jel tampon ¢6zeltisi %0,43 (w/v) NaCl, %0,47 (w/v)
CaClz. 2H20 oranlarinda hazirlanarak 0,45 pm’lik filtreden siiziilmistiir. Her bir jel
formiilasyonu 25 ml hacimde 100 ml beherler igerisinde hazirlanmistir. Hacim ve cam
malzeme se¢iminde IKA EUROSTAR 20 mekanik karistirici ti¢ bigakli pervane (R 1381)
capt (45 mm) goz Oniinde bulundurulmustur. Polimerler deney tasariminda belirlenen
miktarlarda tartilarak fiziksel karisim olusturulmustur. Polimer karigimi, oda sicakliginda
mekanik karigtiricitda 1000 rpm’de karigmakta olan 100 ml’lik beher igerisindeki 25 ml
tampon ¢Ozeltisine spatiil aracilig1 ile yavasca eklenmistir. Mekanik karistirict 15 dakika
1000 rpm hizda c¢aligtiktan sonra 3 saat 150 rpm’de karistirilarak jel formiilasyonu elde
edilmistir. Hidrojel formiilasyonlari, sismesi igin bir giin siireyle oda sicakliginda

inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

4.2.5.2. Hidrojel Formiilasyonlarinin Sterilizasyonu

Hidrojel formiilasyonlari 100 ml’lik borosilikat cam siselere aktarilmis, 121°C’de 15 dk

otoklavda steril edilmistir. Steril jel formiilasyonlar1 +4 °C’de muhafaza edilmistir.

4.2.5.3. Hidrojel On Formiilasyon Calismalar1 ve Hazirlanmasi

Bu c¢aligmada literatiirde yer alan post operatif uygulamalari bulunan hidrojel
formiilasyonlar1 degerlendirilerek tez ¢aligmasi kapsaminda yara iyilestirici ve kontrollii
ilag salimi yapabilecek nitelikte formiilasyon tasarimi yapilmistir (101, 114, 115).
Literatiirdeki tampon igerigi temel alinarak (101) tez c¢alismasinda hedeflenen yara
iyilestirici etkinlik igin formiilasyona hyaliironik asit bileseni eklenmis hedeflenen
kullanim dogrultusunda formiilasyon tasarimi yapilmistir. Formiil i¢in gereken bilesenlerin
miktarlarinin belirlenmesi asamasinda yazilim temelli deney tasarimi yapilmistir. Tasarim
icin 6n deney araliklar1 belirlenmis, jele ait mekanik 6zelliklerin Ol¢limii yapilmis ve

belirlenen tasarim araliginda analizler gergeklestirilmistir.
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4.2.5.4. Hidrojel Formiilasyon Tasarimi

Deney tasarimi ve analizi i¢in Design-Expert yazilimimin 13.0.5.0 siiriimii kullanilmistir.
Yanit yiizeyi metodolojisi (Response Surface Method) kullanilarak, deneyler merkezi
bilesik tasarim (Central Composite Design, CCD) ile planlanmistir (Sekil 4.2.). Deney
tasarimi kiibik bir model kullanilarak olusturulmustur. Bu model, bagimsiz degiskenlerin
yanit iizerindeki etkisini belirlemektedir ve bu degiskenlerin dogrusal, kare ve capraz

terimlerini igermektedir (116).

Deney plani, iki bagimli degisken faktor, sekiz yanit tiiriine karsilik yazilim tarafindan
olusturulan on ti¢ farkli formiil kosulu ve rastgele siralama ile gerceklestirilmistir. Hidrojel
formiilasyonunda CMC ve HA degisken parametreler olarak belirlenmistir. Vizkozite (5-
10-15 rpm), sertlik, sikistirilabilirlik, adhezyon, kohezyon ve elastisite olmak iizere
hidrojelin mekanik 6zelliklerini tanimlayan sekiz farkli yamit tiirii ile tasarim
olusturulmustur. CMC ve HA i¢in 6n formiilasyon dizayn araliklar icerisinde mekanik
ozellikler Olciilmiis ve belirlenen cihaz parametrelerinde, yazilimin olusturdugu formiil
standartlarinin tamaminin tekstiir cihaz 6l¢tim araliginda kalmasi ve siringa edilebilirlik
niteliklerini korumasi dikkate alimmistir. Rezidiiel meme kanserine sahip fareler icin
yapilacak uygulamada formiilasyonun 1 cc’lik insiilin enjektorleri (21 gauge) ile tiimor
rezidiisii bolgesine uygulanmasimin planlanmasin1 takiben jelin vizkoz o6zellikleri
siringadan gegebilmesi, homojen bir formiilasyon goriintiisiiniin elde edilebilmesi goz

oniinde bulundurulmustur.

Elde edilen veriler, yanit yiizey analizleri kullanilarak degerlendirilmis ve modelin
uygunlugu, istatistiksel testler (ANOVA) ile dogrulanmistir. Modelin anlamliligini
belirlemek icin belirlilik katsayisi1 (R?), ayarlanmis R* ve tahmin edilen R? degerleri
incelenmistir. Model terimlerinin anlamliligi, p-degerleri kullanilarak degerlendirilmistir.
Hedef jel ozellikleri i¢in tayin edilen smnir aralifinda tasarim planlanmistir. Yazilim
tarafindan olusturulan optimal kosullar incelenmis ve arzu edilebilirlik (desirability) skoru
en yiksek ¢oziim secilerek optimal formiil ile canlilik ve hayvan deneyleri

gerceklestirilmistir.
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YAZILIM DESTEKLI DENEY TASARIM BASAMAKLARI

Proses faktorlerinin secimi ve limit degerlerin belirlenmesi
Degerlendirilecek yanitlarm secimi

Dizayn modelinde olusturulan deneylerin gerceklestirilmesi
Model secimi

istatistiksel analiz (ANOVA)

Uygun modelin seciminin yapilmasi

Optimizasyon ve dogrulama deneylerinin gerceklestirilmesi
Gercek ve dizayn yazihm tahmin degerlerinin karsilastiriimasi
Dizayn model grafiklerin olusturulmasi

Optimize formiiliin eldesi

Sekil 4.2. Hidrojel deney tasarimi akis semasi

4.2.5.5. Hidrojellerin in vitro Ydntemlerle Karakterizasyonu
4.2.5.5.1. Hidrojellerde Vizkozite Tayini

Vizkozimetre ol¢iimleri Brookfield DV cihazi ve cihaza ait No0:96 mil ile
gerceklestirilmistir. Rotor hizlar1 i¢in 5, 10 ve 15 rpm degerleri baz alinarak oOl¢limler

yapilmustir.

4.2.5.5.2. Hidrojellerin Tekstiir Profil Analizleri

Hidrojellerin tekstiir profil analizleri oda sicakliinda TA.XT Plus Texture Analyzer
cihaziyla yapilmistir (Sekil 4.3.). Sertlik, sikistirilabilirlik, adheziflik, koheziflik ve
elastisite Ol¢iimlerinde 10 mm @ Delrin SMS P/10 radyal silindir probu kullanilmistir. 2
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mm/sn prob test hizi, 10 mm temas derinligi, dongtiler aras1 15 sn bekleme stiresi, 0,1 N
tetikleme kuvveti, 0,1 N kirilma hassasiyeti parametreleri ile calisilmistir. 50 ml’lik

beherlerde 25 ml hidrojel numuneleri dlgtimler yapilmistir.

1. Sikistirma 1. Geri Cekme

Bekleme
Aralig

Kuvvet (N)
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN

Sekil 4.3. Tekstiir profil analizinde birincil tekstiir olgiimleri ve tiiretilen tekstiir

parametrelerinin orijin belirtegleri (1)

4.2.5.5.3. Hidrojellerde Sertlik Tayini

Sertlik, malzemeye uygulanan kuvvetin arttig1 ilk noktada olciilen maksimum kuvvet ile
ifade edilir. Malzemenin direncini ve deformasyona karsi gosterdigi ilk tepkiyi yansitir.
Probun ilk batma periyodunda o6lciilen maksimum gii¢ degeri sertlik kuvvetini (F)
vermektedir. Sertlik degeri Newton cinsinden ol¢iilmektedir. Sekil 4.3’te kirmizi nokta ile

isaretlenen kisim sertlik degerini gostermektedir (117).
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4.2.5.5.4. Hidrojellerde Sikigtirilabilirlik Tayini

Sikistirilabilirlik, sertlikten sonra kuvvetin diisiis egilimini ve malzemenin sikistirma
sonrast ne kadarinin orijinal boyutuna donebildigini gosterir. Malzemenin sikistirma
altinda ne kadar hacim kaybettigini ve bu degisikligin biiylikliigiinii gosterir. Sekil 4.3’te
gosterilen Al ve A2 alanlarinin toplamiyla ifade edilir (117).

4.2.5.5.5. Hidrojellerde Adheziflik Tayini

Cihaz probu yiizeyi ile jel yiizey arasindaki ¢cekme kuvvetini yenebilmek igin gereken
enerjiyi tanimlamaktadir. Probun ilk batma periyodu sonrasi birinci geri ¢ekme periyodu
stiresince gozlenen egri alti alan degeri adheziflik degerini verir. Negatif kuvvet alani,
malzemenin test aparatina yapiskanlhigini gosterir. Sekil 4.3’te gosterilen A3 alani ile ifade

edilir (117).
4.2.5.5.6. Hidrojellerde Koheziflik Tayini

Koheziflik, malzemenin i¢ yapisinin ne kadar bir arada tutuldugunu gosteren ve genellikle
tekrarlanan sikistirma dongiilerinden sonra malzemenin yapisal biitiinliigliniin ne kadar
korundugunu gésteren bir dlgiittiir. Ikinci sikistirma periyodu ile saglanan egri altindaki
alanin, birinci sikistirma periyodunda saglanan egrinin altta kalan kismina oranmi koheziflik
degerini verir. Sekil 4.3’te gosterilen alanlara gore (A4 +A5) / (Al + A2) oraniyla ifade
edilir (117).

4.2.5.5.7. Hidrojellerde Elastisite Tayini

Elastisite, malzemenin sikistirma kuvveti kaldirildiktan sonra orijinal boyutuna dénme
kabiliyetidir. Malzemenin hemen orijinal boyutuna doénmesi yiiksek elastisiteyi
gosterirken, yavas veya tam olmayan bir doniis diisiik elastisiteyi ifade eder. Hidrojellerde
probun ikinci batma igleminde maksimum deformasyonu saglamasi i¢in gegen siirenin,
birinci batma islemindeki maksimum deformasyonu saglamasi ig¢in gecgen siireye orani

elastisiteyi gosterir. Sekil 4.3’e gore T2 / T1 oraniyla ifade edilir (117).
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4.2.5.5.8. Hidrojellerde Mukoadhezyon Tayini

Hidrojellerin mukoadhezyon analizleri oda sicakliginda TA.XT Plus Texture Analyzer
cihaziyla yapilmistir. Mukoadhezyon olglimlerinde 1/2" @ Delrin P/0.5 radyal silindir
probu kullanilmistir. 0,5 mm/sn test hizi, 100 g uygulama kuvveti, 10 mm geri doniis
mesafesi, 30 sn temas siiresi parametreleri ile ¢alisilmistir. pH 6.5 tamponu ile %10’luk
hazirlanan miisin ¢ozeltisi, Stable Micro Systems A/MUC mukoadhezyon aparatinda
sabitlenen ve her test dncesi her numune igin ayrica hazirlanan 2 cm? Whatman No 4 filtre
kagitlarina 100 pl emdirilerek, 100 ul hidrojel 6rnegi uygulanmis prob ile analizler

yapilmistir.

4.2.5.5.9. Hidrojellerde Siringa Edilebilirlik Tayini

Hidrojellerin siringa edilebilirlik analizleri oda sicakliginda TA.XT Plus Texture Analyzer
cihaziyla yapilmistir. Olgiimlerde 10 mm @ Delrin SMS P/10 radyal silindir probu ve 21
gauge igne uclu 2 ml’lik enjektorler kullanilmistir. Sikigtirma test modunda, 5 mm/sn 6n

test hizi, 1 mm/sn test hizi, 0,05 N tetikleme kuvveti parametreleri ile ¢alisiimistir.

4.2.5.6. Hidrojel Formiilasyonlarinda Stabilite Tayini

Deney tasarimi ile elde edilen final hidrojel formiilasyonuna ait numuneler 1, 3 ve 6 ay
stireyle +4 °C saklama kosullarinda tutulmustur. Numunelere ait pH, vizkozite ve tekstiir

Ol¢timleri yapilarak karsilastirma yapilmstir.

4.2.5.7. Etkin madde ve/veya Nanopartikiil igeren Hidrojel Formiilasyon Karisimlarmin

Hazirlanmasi

Hidrojel doksorubisin, hidrojel bos nanopartikiil, hidrojel DOX nanopartikiil karigimlar
BD Luer Lock kilitli siringalar1 ve konnektor aparat yardimiyla fiziksel olarak iki siringa
arasinda karistirilarak hazirlanmistir (Sekil 4.4.). Deney tasarimi sonucu elde edilen
optimum hidrojel formiilasyonu ile DOX ve nanopartikiil formiilasyonlar1 1 mg/ml DOX
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Hidrojel formiilasyonunun
seyrelmemesi i¢cin DOX liyofilize olarak hidrojel ile karistirilirken, Bos NP ve DOX NP
iceren formiilasyonlar doz ayar1 yapildiktan sonra 35.000 rpm’de +4°C’de santrifiijlenerek

bu formiillerin pelletleri hidrojel ile karistirilarak final formiiller elde edildi.
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Sekil 4.4. Etkin madde ve/veya nanopartikiil iceren hidrojel formiilasyon karigimlarinin
hazirlanmasi (Biorender®)

4.2.5.8. In vitro Salim Calismalari

Uretilen DOX yiiklii nanopartikiillerden ve hidrojel formiilasyonlarindan DOX’un salim
profilini aydinlatmak amaciyla in vitro salim deneyleri 37°C’de, orbital calkalayicilt
inkiibatorde 50 rpm hizda calkalanarak yapilmistir. Salim, MwCQO: 12.000 Da diyaliz
membran yardimiyla, DOX i¢in sink kosullarinin (salim siiresince ortamda bulunan
DOX’un, medyada ¢oziinebilecek DOX miktarinin %10’unu ge¢memesi) saglandigi
ortamda gergeklestirilmistir (118). Fizyolojik kosullarin saglanabilmesi amaciyla fizyolojik
pH icin 0.01 M ph 7.4 fosfat tamponu, tiimér mikro ¢evresindeki pH kosullart i¢in 0.01 M
pH 5.8 fosfat tamponu kullanilmigtir (119). Tamponlar %0.1 oraninda Tween 80 eklenerek
kullanilmigtir  (120). Fosfat tamponlart 37°C’de dengeye geldikten sonra salim
baslatilmistir. 21 giinliik stireyle formiilasyonlardan dis ortama salinan etkin maddenin
miktar tayini yapilmistir. Belirli zaman araliklarinda tim medya degistirilmis, ortamdan
eksilen tamponlar aynm1 kosullarda bulunan stok tamponlar ile tamamlanmistir. Salim igin
belirlenen tamponlarda doksorubisin nanopartikiil, doksorubisin hidrojel, doksorubisin
nanopartikiil hidrojel formiilasyonlarin, 1 mg/ml doksorubisin konsantrasyonlarda, 20
ml’lik deney tiiplerinde, 10 ml salim medyumunda, 1 ml numune yiikli Mwco 14 kDa
diyaliz membranlar ile, 37°C calkalayic1 etiivde, 50 rpm c¢alkalama hizinda salimu
gerceklestirilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda 6rneklerdeki doksorubisin miktar1 UV

spektrofotometre ile tayin edilerek hesaplanmistir.
4.2.6. HUCRE KULTURU CALISMALARI

Bu ¢alismada hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda fare hiicre hatlar1 kullanilmistir. Kontrol grubu
olarak NIH/3T3 emriyonik fibrablast hiicre hatti, kanser hiicre hatt1 olarak da 4T1 meme
kanseri kullanilmistir. Hiicre hatlarinda besiyeri olarak NIH/3T3 i¢in DMEM (%10 FBS,
%1  penisilium/streptomycin), 4T1 i¢cin RPMI-1640 (%10 FBS, %l
penisilium/streptomycin) kullanilmigtir. Hiicreler inkiibatorde %5 CO2, 37°C kosullarda

muhafaza edilmistir.
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Hiicre yogunlugu yaklasik %80 oldugunda hiicre pasajlamalar1 yapilmistir. Hiicre pasaji
icin besiyeri ortamdan uzaklastirllmis ve PBS ile yikama yapilmistir. Flasklara 10x
Tripsin/EDTA eklenmis (T25 igin 300 uL, T75 igin 600 uL) ve 2 dk siireyle inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Hiicrelerin flask tabanindan ayrildigini gozlemlemek igin mikroskop
goriintlisii incelenmistir. Hiicreler i¢in belirlenen besiyerleri eklenerek tripsinizasyon
islemi sonlandirilmigtir. NIH/3T3 hiicresi 1:8 oranda besiyeri, 4T1 hiicresi 1:10 oranda
besiyeri ile seyreltilerek pasaj islemi yapilmistir. Pasajlanan hiicreler igin flasklara yeterli

miktarda besiyerleri eklenerek inkiibatore kaldirilmis ve haftada iki kez pasaj yapilmistir.

Hiicreler her kuyu icin 5x10° hiicre olacak bicimde 50 uL besiyeri icerisinde 96 kuyucuklu
plakalara ekilmistir. Bir gece siireyle inkiibe edilerek hiicrelerin flask tabanina yapigmasi
beklenmistir. Belirlenen konsantrasyonlarda (0-50-100-200-400-800 nM) DOX besiyeri
icinde ¢ tekrar olacak bigimde kuyulara eklenmistir. 24-48-72 saat inkiibasyon siirelerini
takiben her kuyuya 25 ul MTT (5 mg/mL) eklenmis ve 4 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonu takiben her bir kuyuya 80 uL SDS/DMF ¢bzeltisi eklenmistir. Kor olarak
SDS/DMF kullanilmistir. Yaklasik olarak 16 saat inkiibe edilen 96 kuyucuklu plakalardaki
her kuyunun absorbans degeri, mikro plaka spektrofotometre yardimiyla (Spectra Max
Molecular Devices, ABD) 570 nm dalga boyunda o6l¢iilmiistiir. Biitiin kosullar i¢in tglii
okumalara ait ortalama optik yogunluk degerleri (Optical Density, OD) hesaplanmis ve
korden elde edilen OD degerleri, hiicrelerin dlgiilen OD degerlerinden ¢ikartilmis ve arka
plan normalizasyonu yapilmistir. Kontrol Kiiltiir ortaminda bulunan hiicrelerin OD
degerleri baz alinarak formiilasyonlarin uygulandigi hiicrelerin OD degerlerinin %
degisimi asagidaki hesaplanmistir. (Canli hiicre miktar1 % = Madde uygulanmis kosul OD
/ Kontrol kosul OD x 1) Gruplar kontrol, DOX, Bos NP, Dox NP, HA’si1z HJ, Kontrol HJ,
DOX HJ, Bog NP HJ, DOX NP HJ olarak ayrilarak uygulama yapilmigstir.

4.2.7. TRANSWELL HUCRE ANALIZi

Transwell membranina ekimi (5x10%) yapilan 4T1-luc hiicreleri 16 saat inkiibatdrde inkiibe
edilmistir. Plakalarin (24 kuyulu) tabanina, final DOX konsantrasyonu 200 nM (IC50)
olacak bigimde formiilasyonlar eklenmistir. 48 saat inkiibasyon sonrasinda canli hiicre
yogunlugunun dlgiimii igin transwell yikandiktan sonra (1X PBS), kuyular iizerine 100’er

ul Luciferin (30 mg/ml) eklenmis ve hiicrelerin ortalama floresan yogunluklari VIS
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goriintiileme sistemi ile analiz edilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
Deneyde Transwell (Corning Incorporated, USA, 3415, 6.5 mm diameter inserts, 3 pm
pore size, steril, LOT# 23014051) kullanilmastr.

4.2.8. INVIVO HAYVAN DENEYLERI

Rezidiiel meme kanseri modeli olusturmak igin 6-8 haftalik Balb-c disi farelere 10° 4T1-
luc meme kanseri hiicresi (1:10 oranda seyreltilmis matrijel icerisinde) subkiitan olarak
meme dokusuna enjekte edilmistir. Hiicre enjeksiyonundan 24 saat sonra her iki meme i¢in
meme dokusunun orta hattinda 1 cm’lik eksizyonel kesi yarasi olusturularak meme dokusu
odakli lokal tedavi uygulamalari gerceklestirilmistir (Sekil 4.5.). Ayn1 hayvan {izerinde sag
kadrandaki memelere DOX igermeyen formiilasyonlar uygulanirken sol kadrandaki
memelere DOX igeren formiilasyonlar uygulanmistir. (DOX-PBS, DOX NP-NP, DOX HJ-
HJ, DOX NP HJ-NP HJ) Tedavi uygulamasinin ardindan eksizyonel yara alani siitur
atilarak kapatilmistir. Tedavi sonrasi hayvanlarin timor gelisimi 1 hafta boyunca takip
edilmistir. Tiimor formasyonunun gelisimini takip etmek ilizere hayvanlara 2 giinde bir
intravendz enjeksiyonla D-luciferin uygulamasi yapilarak canli hayvan goriintiilleme
sistemi (NEWTON 7.0; Vilber, Fransa) ile goriintiilenmistir. Cerrahi islem sonrasinda ve
her goriintilleme giinlinde yara alaninin fotografi ¢ekilerek yara kapanma oranlar1 Imagel
programi ile analiz edilmistir. Cerrahi islem ve goriintiilemeler 6ncesinde ketamin/ksilazin

intraperitonal enjeksiyonu ile anestezi yapilmistir.

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT): MTT tozundan 5 mg

tartilarak 1 ml PBS ile ¢6ziilmiis ve 4°C’de saklanmustir.

SDS/DMF c¢ozeltisi: SDS/DMF ¢ozeltisini hazirlamak igin 25 ml DMF, 25 ml distile su ile
karistirilmis ve 10 gr SDS yavasga eklenmistir. Ardindan 0,1 M HCI ve 0,1 M NaOH ile

pH 4,7’ ye ayarlanmistir. Cozelti oda sicakliginda saklanmistir.
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Sekil 4.5. In vivo hayvan modelinde formiilasyonlarin uygulanmasi (Biorender®)

4.2.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Deney sonuglari, en az ii¢ bagimsiz ¢alismadan elde edilmistir. Istatistiksel farklilik analizi
icin Kruksal-Wallis testi ve ANOVA testleri kullamlnustir. Istatistiksel anlamlilik i¢in p <
0,05 kosulunun saglanmas: degerlendirilmistir. Istatistiksel analizlerde standart hata (SE)

ve ortalama degerler standart sapma (SD) degerleri ile grafikler hazirlanmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. DOKSORUBISIN HCL’NIiN FiZIKOKIMYASAL OZELLIKLERININ
BELIiRLENMESI

5.1.1. DOKSORUBISIN HCL’IN ULTRA ViYOLE (UV) SPEKTRUMU

Doksorubisin hidrokloriirin DMSO’daki 25 pg/ml ¢ozeltisi Sekil 5.1.°de verilmistir.
Spektrum verisine gére maksimum absorbans degeri 480 nm olarak belirlenmis ve sonraki

Olctimler bu dalga boyunda yapilmistir.

1,100

DOX
1,000 =

PEG-PCL

bs
3
5

0,000,

-0,100 L L L
200,00 300,00 400,00 480,00 500,00 600,00
nm.

Sekil 5.1. Doksorubisin HCI ve PEG-b-PCL DMSO UV spektrumu
5.1.2. DOKSORUBISIN HCL MIiKTAR TAYINi VE KALIBRASYONU

Doksorubisin HCI 0,5-1-3-5-7,5-10-20-25-50-100 pg/ml konsantrasyonlarda DMSO’da
coziilerek kalibrasyon dogrusu (Sekil 5.2.) ¢izilmistir. Yine ayni konsantrasyon
degerlerinde salim ortami tamponlart olan 0.01 M pH 5.8 ve pH 7.4 fosfat tamponlarinda
da kalibrasyon dogrulari (Sekil 5.3. ve Sekil 5.4.) ¢gizilmistir.
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Sekil 5.2. DOX HCI DMSO’da kalibrasyon dogru ve denklemi (n=3)
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Sekil 5.3. DOX HCI pH 7.4 PB’da kalibrasyon dogru ve denklemi (n=3)
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Sekil 5.4. DOX HCI pH 5.8 PB’da kalibrasyon dogru ve denklemi (n=3)
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5.1.3. PLAZMID DNA URETiMi VE KANTITASYONU

Sekil 5.5. Agaroz jel goriintiilemesi
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Sekil 5.6. Plazmid bantlar1 piksel yogunlugu 6l¢timii (Imagel)
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Cizelge 5.1. izole edilen plazmid konsantrasyonlar

Plazmid | Plazmid Konsantrasyonu (ng/ul)
P5 789,84
P6 891,96
P7 841,51
P8 837,82

Cizelge 5.2. Formiilasyon siipernatantlarindaki plazmid konsantrasyonu ve formiillerin

enkapsiilasyon verimlilikleri

Formiilasyon | Formiilasyon supernatant plazmid Enkapsiilasyon
konsantrasyonu (ng/ul) Verimliligi (%)

F7 1,29 9,7

F8 1,32 8,3

F9 2,52 8,6

F10 2,68 6,2

5.1.4. ANALITiK YONTEM VALIiDASYONU

5.1.4.1. Dogrusallik

DOX HCI’nin DMSO ve 0.01 M pH 5.8 ve pH 7.4 fosfat tamponlar1 igerisinde hazirlanan
¢ozeltilerin 6lgiimii maksimum absorbansin alindigr 480 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.
Absorbans ve konsantrasyon degerleri arasi iligkinin 0,5-100 pg/ml aralifinda dogrusal

olduklar1 gosterilmistir. (R?=0.999)

5.1.4.2. Dogruluk

Yontemlerin dogruluk degerlendirilmeleri i¢in elde edilen sonuglar Cizelge 5.3. ve Cizelge
5.4’de verilmistir. DMSO i¢in 3-10-20 pg/ml, fosfat tamponu icin 5-10-20 pg/ml

konsantrasyon degerleri se¢ilmistir.
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Cizelge 5.3. Doksorubisin DMSO tayin yontemine ait dogruluk bulgulari

3 ng/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Kons. (ng/mL) % GK Kons. (ug/mL) % GK Kons. (ug/mL) % GK
3,087 102,891 10,077 100,765 20,128 100,638
3,087 102,891 10,179 101,786 20,077 100,383
3,036 101,190 10,128 101,276 19,974 99,872
2,985 99,490 10,077 100,765 20,281 101,403
3,036 101,190 10,128 101,276 20,179 100,893
3,036 101,190 10,128 101,276 20,026 100,128
Ort. % GK 101,474 101,190 100,553
SS 1,280 0,384 0,551
% BS 1,262 0,380 0,548
Cizelge 5.4. Doksorubisin PB tayin yontemine ait dogruluk bulgulari
5 ng/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Kons. (ug/mL) % GK Kons. (ug/mL) % GK Kons. (ng/mL) % GK
4,878 97,556 9,767 97,667 19,989 99,944
4,933 98,667 9,767 97,667 20,100 100,500
4,878 97,556 9,878 98,778 20,044 100,222
4,878 97,556 9,767 97,667 20,100 100,500
4,989 99,778 9,933 99,333 20,044 100,222
4,878 97,556 9,767 97,667 20,100 100,500
Ort. % GK 98,111 98,130 100,315
SS 0,930 0,738 0,227
% BS 0,948 0,752 0,226
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5.1.4.3. Kesinlik

Yontemlerin kesinlik degerlendirilmeleri igin elde edilen sonuglar Cizelge 5.5. ve Cizelge

5.6.’de verilmistir. DMSO igin 3-10-20 pg/ml, fosfat tamponu (PB) i¢in 5-10-20 pg/ml

konsantrasyon degerleri secilmistir.

Cizelge 5.5. Doksorubisin DMSO tayin yontemine ait kesinlik bulgular

3 ng/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Kons. Kons. Kons.

Giin  Absorbans (ug/mL) | Giin Absorbans (ug/mL) Giin Absorbans (ug/mL)
1 0,061 2,729592 1 0,202 9,923469 1 0,407 20,38265

1 0,06 2,678571 1 0,202 9,923469 1 0,407 20,38265

1 0,061 2,729592 1 0,203 9,97449 1 0,407 20,38265

1 0,059 2,627551 1 0,203 9,97449 1 0,408 20,43367

1 0,061 2,729592 1 0204 10,02551 1 0,409 20,48469

1 0,06 2,678571 1 0,204 10,02551 1 0,411 20,58673

2 0,061 2,729592 2 0,197 9,668367 2 0,403 20,17857

2 0,061 2,729592 2 0,199 9,770408 2 0,404 20,22959

2 0,061 2,729592 2 0,19 9,515306 2 0,405 20,28061

2 0,059 2,627551 2 0,201 9,872449 2 0,405 20,28061

2 0,061 2,729592 2 0,199 9,770408 2 0,403 20,17857

2 0,059 2,627551 2 02 9,821429 2 0,403 20,17857

3 0,06 2,678571 3 0,198 9,719388 3 0,405 20,28061

3 0,059 2,627551 3 0,199 9,770408 3 0,405 20,28061

3 0,06 2,678571 3 0,199 9,770408 3 0,406 20,33163

3 0,061 2,729592 3 0,198 9,719388 3 0,404 20,22959

3 0,058 2,576531 3 0,203 9,97449 3 0,402 20,12755

3 0,059 2,627551 3 02 9,821429 3 0,401 20,07653
Ortalama 2,681406 9,835601 20,29478
Standart Sapma 0,050937 0,137578 0,130729
% Bagil Sapma 1,899637 1,398773 0,644153
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Cizelge 5.6. Doksorubisin PB tayin yontemine ait kesinlik bulgulari

5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Kons. Kons. Kons.
Giin Absorbans (ug/mL) Giin Absorbans (ug/mL) Giin Absorbans (ug/mL)
1 0,093 4,655556 1 0,183 9,655556 1 0,369 19,98889
1 0,094 4,711111 1 0,180 9,488889 1 0,369 19,98889
1 0,094 4,711111 1 0,181 9,544444 1 0,370 20,04444
1 0,094 4,711111 1 0,181 9,544444 1 0,370 20,04444
1 0,096 4,822222 1 0,180 9,488889 1 0,371 20,10001
1 0,096 4822222 1 0,181 9,544444 1 0,371 20,10001
2 0,095 4,766667 2 0,181 9,544444 2 0,366 19,82222
2 0,095 4,766667 2 0,182 9,600001 2 0,369 19,98889
2 0,095 4,766667 2 0,181 9,544444 2 0,369 19,98889
2 0,096 4,822222 2 0,180 9,488889 2 0,369 19,98889
2 0,096 4822222 2 0,180 9,488889 2 0,366 19,82222
2 0,096 4,822222 2 0,183 9,655556 2 0,367 19,87778
3 0,095 4,766667 3 0,180 9,488889 3 0,361 19,54444
3 0,095 4,766667 3 0,182 9,600001 3 0,360 19,48889
3 0,095 4,766667 3 0,182 9,600001 3 0,360 19,48889
3 0,096 4822222 3 0,180 9,488889 3 0,359 19,43333
3 0,096 4,822222 3 0,181 9,544444 3 0,361 19,54444
3 0,097 4877778 3 0,179 9,433333 3 0,359 19,43333
Ortalama 4,779012 9,541358 19,81605
Standart Sapma  0,055737 0,061665 0,251278
% Bagil Sapma 1,166283 0,64629 1,268051
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5.1.4.4. Tekrarlanabilirlik

Yontemlerin tekrarlanabilirlik degerlendirilmeleri igin elde edilen sonuglar Cizelge 5.7. ve
Cizelge 5.8.’de verilmistir. Tekrarlanabilirlik icin DMSO i¢in 3-10-20 pg/ml, fosfat

tamponu i¢in 5-10-20 pg/ml konsantrasyon degerleri se¢ilmistir.

Cizelge 5.7. Doksorubisin DMSO tayin yontemine ait tekrarlanabilirlik bulgulari

3 ng/mL 10 pg/mL 20 pg/mL

Kons. (ug/mL) Abs. |Kons. (ug/mL) Abs. |Kons. (ug/mL) Abs.

3,087 0,068 10,077 0,205 20,128 0,402

3,087 0,068 10,179 0,207 20,077 0,401

3,036 0,067 10,128 0,206 19,974 0,399

2,985 0,066 10,077 0,205 20,281 0,405

3,036 0,067 10,128 0,206 20,179 0,403

3,036 0,067 10,128 0,206 20,026 0,400

Ortalama 3,044 0,067 10,119 0,206 20,111 0,402
Standart Sapma 0,038 0,001 0,038 0,001 0,110 0,002
% Bagil Sapma 1,262 1,121 0,380 0,366 0,548 0,538

Cizelge 5.8. Doksorubisin DMSO tayin yontemine ait tekrarlanabilirlik bulgular

5 ng/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Kons.
(ug/mL)  Abs. |Kons. (ng/mL) Abs. |Kons. (ug/mL) Abs.
4,878 0,097 9,767 0,185 19,989 0,369
4,933 0,098 9,767 0,185 20,100 0,371
4,878 0,097 9,878 0,187 20,044 0,370
4,878 0,097 9,767 0,185 20,100 0,371
4,989 0,099 9,933 0,188 20,044 0,370
4,878 0,097 9,767 0,185 20,100 0,371
Ortalama 4,906 0,098 9,813 0,186 20,063 0,370
Standart Sapma 0,046 0,001 0,074 0,001 0,045 0,001
% Bagil Sapma 0,948 0,858 0,752 0,715 0,226 0,220
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5.1.4.5. Duyarlilik

Yontemlerin duyarlilik degerlendirilmeleri i¢in elde edilen sonuglar Cizelge 5.9.°da
verilmistir. Doksorubisin i¢in 6l¢iilen teshis ve tayin degerleri goz oniinde bulundurularak
dogruluk, kesinlik, tekrar edilebilirlik analizleri i¢in tayin limitinin istiinde kalan en diistik
konsantrasyon ile baglayarak DMSO i¢in 3-10-20 pg/ml, fosfat tamponu ic¢in 5-10-20
pg/ml konsantrasyon degerleri ile ¢alisilmistir. LOD ve LOQ degerleri Boliim 4.2.1.4.5.
teki Esitlik 1 ve Esitlik 2 ye gore hesaplanmistir.

Cizelge 5.9. Doksorubisin tayin yontemlerine ait duyarlilik bulgulari

Coziicii ortami LOQ (pg/ml) LOD (pg/ml)
DMSO 1,5811 0,52177
PB 5.8 3,354 0,943
PB 7.4 4,832 1,5946

5.1.4.6. Ozgiillik

Doksorubisin HCI ve PEG-b-PCL DMSO UV spektrumunda (Sekil 5.1.) DMSO’da
¢oziilen doksorubisin ve PEG-b-PCL polimerine ait 6l¢iim de alinmistir. Nanopartikiil
tiretimlerinde kullanilan polimerin, doksorubisinin 6l¢iim araliginda 480 nm’de pik

vermedigi ve sifir degerini gosterdigi saptanmustir.
5.1.5. NANOPARTIiKUL FORMULASYONLARININ URETILMESI

5.1.5.1. Nanopartikiil On Formiilasyon Calismalari

Cizelge 5.10.’da etkin madde yiiklenmeden bos nanopartikiil formiilasyonlar: iiretilmis,
buradan alinan veriler degerlendirilerek 6n formiilasyonlardan formiilasyon g¢alismalarina
gecilmistir.
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Cizelge 5.10. Nanopartikiil 6n formiilasyonlari

Formiil Etkin  Polimer Polimer % PVA %PV PVA1l 9%PVA PVA  Sonikasyon  Sonikasyon 0,22 pm Partikiil PDI
No madde miktar1  Siirfektan  tamponu Al  Hacim 2 2 1 2 filtreden Boyutu (ort = SS)
miktari (mg) (Arlacel) (ml) Haci gecis (nm =+ SS)
(mg) m Sire Amp Siire Amp
(ml)  (dk) (dk)
OF 1 0 PLGA 10 0 dH-0 0,5 2,5 0,25 10 3 80 4 80 - - -
OF 2 0 PLGA 10 0 dH,0 0,5 2,5 0,5 10 3 80 4 80 - - -
OF 3 0 PLGA 10 0 dH,0 0,5 2,5 0,5 10 05 90 2 90 - - -
OF 4 0 PLGA 10 5 dH,0 1 2,5 0,5 10 05 90 2 90 - - -
OF 5 0 PLGA 10 0 PBS 0,5 2,5 0,5 10 05 90 2 90 - - -
(pH 7,4)
OF 6 0 PLGA 10 5 PBS 1 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 - - -
(pH 7.,4)
OF 7 0 PEG-b- 10 0 dH>0 1 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 - - -
PCL
OF 8 0 PEG-b- 10 5 dH,0 1 2,5 0,5 10 05 90 2 90 - - -
PCL
OF 9 0 PEG-b- 10 0 PBS 1 2,5 0,5 10 05 90 2 90 - - -
PCL (pH 7,4)
OF 10 0 PEG-b- 10 0 PBS 1 2,5 0,5 5 05 90 2 90 - - -
PCL (pH 7,4)
OF 11 0 PEG-b- 10 5 PBS 1 25 0,5 5 05 90 2 90 + 183,542,419 0,158+0,0
PCL (pH 7,4) 08
OF 12 0 PEG-b- 20 5 PBS 1 2,5 0,5 5 0,5 90 2 90 + 176,7£02656  0,159+0,0
PCL (pH 7,4) 23
OF 13 0 PEG-b- 20 5 PBS 1 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 + 175,942,862 0,168+0,0
PCL (pH 7,4) 12
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5.1.5.2. Etkin Madde Yiiklii PEG-b-PCL Nanopartikiillerinin Eldesi

On formiilasyon sonuglarma gére PLGA polimerinin kullamldig: formiilasyonlarin partikiil
biiylikliigii hedeflenen boyutun iizerinde oldugu i¢in polimerin degistirilmesine karar
verilmistir. On formiilasyon calismalarinda ¢oziicii buharlastirma yontemiyle iiretilen
nanopartikiillerde, PLGA ile iiretilen nanopartikiillerin higbiri filtreden ge¢memesi
nedeniyle polimer degistirilerek PEG-b-PCL blok kopolimeri kullanilmistir.

Polimerin sentezi TUBITAK-MAM laboratuvarlarinda sentezlenmis olup tarafimiza teslim
edilmis olan %20 PEG orani ile Poli(etilen glikol)-blok-poli(e-kaprolakton) polimeri ile
formiil optimizasyonuna devam edilmis olup, bu formiillere ait partikiil boyutu
enkapsiilasyon verimliliklerinin 6l¢timleri yapilmistir. Etkin madde yiikleme etkinlikleri

degerlendirilmis olup bu dogrultuda formiilasyon degisikligine gidilmistir.

Doksorubisin enkapsiilasyon verimliliginin en yiiksek oldugu formiiliin Cizelge 5.11.’da
F3 formiilasyonunun oldugu saptanmistir. Yiiksek enkapsiilasyon etkinligine ulasildiktan
sonra optimize nanopartikiil formiilasyonu olarak F3 formiilii ile devam edilmesine karar

verilmistir (Sekil 5.7.).

PEGFP-C1 plazmidi igin optimize F3 formiilii ig¢in formiilasyonda organik fazda PEG-b-
PCL polimerine ilaveten DDAB ve HTAB siirfektanlar1 ile formiilasyonlar {iiretilerek

enkapsiilasyon etkinlikleri Cizelge 5.2.’de hesaplanmustir.
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Cizelge 5.11. Plazmid ve doksorubisin yiiklemesi yapilan nanopartikiil formiilasyonlari

Formiil  Etkin Polimer  Polimer % PVA % % Sonikasyon 1 Sonikasyon 2 Partikiil PDI ZP EV
No madde miktar1  Siirfektan  tamponu PVA Hacim PVA Boyutu (nm + (ort = SS) (mv =+ SS) (%)
(mg) (Arlacel) 1 2 Siire Amp Siire Amp SS)
(sn) ~(sn) '
1mg PEG-b- PBS (pH
F1 DOX PCL 10 5 7.4) 2,5 5 0,5 90 0,5 90 187,941,652 0,111+0,011 -14,7+0,85 32,01
2mg  PEG-b- PBS (pH
F2 DOX PCL 20 5 7.4) 2,5 5 0,5 90 0,5 90 182,1+1,153 0,149+0,012 -5,67+0,13 38,78
2mg  PEG-b- Trizma
F3 DOX PCL 20 5 (pH 8.5) 2,5 5 0,5 90 0,5 90 193,6+3,557 0,126+0,021  -19,4+0,436 83,21
2mg  PEG-b- Trizma
F4 DOX PCL 20 5 (PH 9.2) 2,5 5 0,5 90 0,5 90 161,1+3,905 0,114+0,015 -21,7+0,586 74,34
PEG-b- Trizma
F5 - PCL + 19+1 5 (pH 8.5) 2,5 5 0,5 90 0,5 90 207,4+0,2517  0,133+£0,003  -19,9+0,751 -
DDAB
PEG-b- Trizma
F6 - PCL + 19+1 2,5 5 0,5 90 0,5 90 194,742,303 0,100+£0,012  -12,0+0,451 -
HTAB (pH8.5)
10 pg PEG-D- Trizma
F7 PCL + 19+1 5 2,5 5 0,5 90 0,5 90 221,94+0,9292  0,123+0,022  -17,2+0,611 9,7
pEGEP (pH 8.5)
DDAB
10 pug PEG-D- Trizma
F8 PCL + 19+1 2,5 5 0,5 90 0,5 90 224,543,958 0,155+0,016  -11,9+0,603 8,3
pEGFP (pH 8.5)
HTAB
20 g PEG-D- Trizma
F9 PCL + 19+1 5 2,5 5 0,5 90 0,5 90 198,8+1,976 0,102+0,012  -21,6+0,551 8,6
pEGFP (pH 8.5)
DDAB
F10 20 g TDIECI;_?- 19+1 Trizma 2,5 5 05 90 05 90 199,642,524  0,103+0,012 - 6,2
PEGFP o (pH 8.5) ’ ’ ’ e ’ ’ 169140435
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5.1.6. NANOPARTIKULLERIN KARAKTERIZASYONU

5.1.6.1. Nanopartikiil Formiilasyon Bilesenleri DSC Analizi

DsC
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e o i —_ . | T —
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C - - - T T .
- g—-_ e 26°C
N \\ F —
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Temp [C]

Sekil 5.8. Nanopartikiil formiilasyon bilesenleri DSC analizi; a) Bog NP, b) DOX NP, c)
DOX, e) PEG-b-PCL, f) PEG-b-PCL ve DOX Fiziksel Karisim (10:1)
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5.1.6.2. Nanopartikiil Formiilasyon Bilesenleri FTIR Analizi
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Sekil 5.9. Nanopartikiil Formiilasyon Bilesenleri FT-IR Analizi
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5.1.6.3. Nanopartikiil Formiilasyonlar1 TEM Goriintiilemesi

200 nm

Sekil 5.10. NP formiilasyonlart TEM goriintiileri; A,B: Bos NP, C,D: DOX NP
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—— 100 nm —— 200 nm

100 nm . 1 200 nm

Sekil 5.11. PEG-b-PCL/DDAB NP formiilasyonlarit TEM gériintiileri; A-B: pEGFP-C1
NP, C-D: Bos NP
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5.1.6.4. Doksorubisin Yiikli PEG-b-PCL Nanopartikiillerin Zamana Bagli Fiziksel

Stabilite Caligmalari

Cizelge 5.12. DOX NP’ e ait stabilite drneklerinin partikiil boyutu ve zeta potansiyeli

Partikiil Boyutu (nm + SS) PDI (ort £ SS) ZP (mv % SS)
Zaman +4°C 25°C +4°C 25°C +4°C 25°C
(Gtin)

0 179,6+£1,277  179,6+1,277  0,113+0,013  0,113+0,013  -18,1+0,493 -18,8+0,493
30 175,3£2,079  178,1+0,115  0,128+0,018  0,140+0,014 -18,8+0,300 -20,0+0,751
60 172,2£2,193  177,3+0,550  0,135+0,015 0,170+£0,017 -18,9+0,265 -18,3+1,882
90 174,140,288  179,9+0,7506  0,144+0,025 0,174+0,018 -19,3£2,401 -21,9+1,361
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 5.12. DOX NP partikiil boyutu ve zeta potansiyeli grafigi
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Size Distribution by Intensity

Zeta Potential Distribution
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Sekil 5.13. +4°C DOX NP partikiil boyutu ve zeta potansiyeli grafigi; A:30 giin, B:60 giin, C:90 giin
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 5.14. +25°C DOX NP partikiil boyutu ve zeta potansiyeli grafigi; A:30 giin, B:60 giin, C:90 giin
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5.2. HIDROJEL FORMULASYONLARININ URETIMIi VE TASARIMI
5.2.1. DIZAYN FORMULASYONUNUN SECIiMi

Hidrojel formiilasyonlarinin iiretilmesi asamasinda deney tasarimi (DOE; Design of
Experiment), Design Expert yazilimi araciligi ile yapilmistir (Cizelge 5.13.). Tasarim igin
literatiirdeki hidrojel formiilasyondan yola ¢ikilarak dizayn programina girilmek {izere
hidrojel yap1 bilesenlerine yonelik limit degerler belirlenmistir (Cizelge 5.14.). Bu limit
degerler yanit yilizey metodolojisi merkezi birlesik tasarim olusturulmak {izere programa
giris yapildiginda, program tarafindan tiiretilen hidrojel formiilasyonlar iiretilmis (Cizelge
5.15.) ve belirtilen parametrelere uygunlugu kontrol edilerek dizayna devem edilecek

araliga karar verilmistir.

Design Expert programinda, deneysel tasarimin bir pargasi olarak alfa degeri, faktoriyel
tasarimin merkez noktasindan yildiz noktalarina (star points) olan mesafeyi ifade eder. Bu,
merkezi kompozit tasarimlarda (central composite designs - CCD) kullanilir Sekil (5.15.).
Deneyin axial noktalarinin (yildiz noktalarinin), faktoér seviyelerinin merkezine olan

uzakligini ayarlamak i¢in kullanilir (116).

Cizelge 5.13. ki faktorlii degiskene gore standart degerlerinin gosterimi

Standart
no CMC (g) | HA(9)
1 min min
2 max min
3 min max
4 max min
5 medyan min - o
6 medyan | max +a
7 min - a medyan
8 min + o medyan
9 medyan medyan
10 medyan medyan
11 medyan medyan
12 medyan | medyan
13 medyan medyan
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Cizelge 5.14. Hidrojel 6n formiilasyonlarina ait dizayn araliklar1 ve dizayn formiilleri

Dizayn arah@

Dizayn arahgi

Dizayn arahg

Dizayn arahg

St. no (0.4-0.9) (0.5-0.9) (0.5-1.0) (0.6-0.9)
CMC(g) | HA(g) |CMC(g) | HA(g) |CMC(9) | HA(9) | CMC(g) | HA(9)
1 0,4 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6 0,6
2 0,9 0,4 0,9 0,5 1 0,5 0,9 0,6
3 0,4 0,9 0,5 0,9 0,5 1 0,6 0,9
4 0,9 0,9 0,9 0,9 1 1 0,9 0,9
5 |029645 | 065 | 041716 0,7 0,39645 | 0,75 |0537868| 0,75
6 | 1,00355 | 0,65 | 0,98284 0,7 1,10355 | 0,75 |[0,962132| 0,75
7 0,65 | 0,29645 0,7 041716 | 0,75 | 0,39645 | 0,75 | 0,53787
8 0,65 | 1,00355 0,7 0,98284 | 0,75 | 1,10355 | 0,75 | 0,96213
9 0,65 0,65 0,7 0,7 0,75 0,75 0,75 0,75
10 0,65 0,65 0,7 0,7 0,75 0,75 0,75 0,75
11 0,65 0,65 0,7 0,7 0,75 0,75 0,75 0,75
12 0,65 0,65 0,7 0,7 0,75 0,75 0,75 0,75
13 0,65 0,65 0,7 0,7 0,75 0,75 0,75 0,75

Hidrojel onformiilasyon dizayn araliklarindaki formiilasyonlarin tamami iretilmis olup

Bolim 4.2.4.4.°te belirtilen parametrelere uygunlugu 0.5-0.9 limit deger araligina sahip

tasarim saglamis ve bu tasarim ile olusturulan formiilasyonlar ile analizlere devam

edilmistir.
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Cizelge 5.15. Optimize edilmesi i¢in se¢ilen dizayn araligindaki jel formiilasyonlari

Design of Experiment

Jel Formiilasyonundaki Bilesenlerin Miktarlar:

Tasarmm
*a=0.083
CMC (g) HA (g) Standart no CMC (g) HA (g) PEO (mg)
min min HJ1 0,5 0,5 25
min max HJ 2 0,5 0,9 25
max max HJ3 0,9 0,5 25
max min HJ 4 0,9 0,9 25
medyan min - o HJ 5 0,7 0,417 25
medyan max + a HJ 6 0,7 0,983 25
min - a medyan HJ7 0,417 0,7 25
min + a medyan HJ 8 0,983 0,7 25
medyan medyan HJ9 0,7 0,7 25
medyan medyan HJ 10 0,7 0,7 25
medyan medyan HJ 11 0,7 0,7 25
medyan medyan HJ 12 0,7 0,7 25
medyan medyan HJ 13 0,7 0,7 25
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|
|

0417157

0417157 ACMC

B:HA 0.982843 ~ 0.982843

Sekil 5.15. Dizayn grafikleri: A: Ham dizayn iki boyutlu grafigi B: Ham dizayn ii¢ boyutlu
grafigi, C: Standart dizilime gore {i¢ boyutlu dizayn

Hidrojel karakterizasyonu i¢in vizkozite (5-10-15 rpm), sertlik, sikistirilabilirlik, adhezyon,
kohezyon ve elastisite olmak {izere hidrojelin mekanik 6zelliklerini tanimlayan sekiz farkl
yanit tiirii ile tasarim olusturulmustur. Deney tasariminda olusturulan formiilasyonlarin her
biri i¢in yanit cevaplari l¢lilmiis ve her bir yanita iligkin ortalama degerlerin programa

girisi yaptlmistir (Cizelge 5.16.). (n=6)
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Cizelge 5.16. Hidrojel formiilasyonlarina ait ortalama yanit degerleri tablosu

Faktorler Ortalama Yanit Degerleri
Serdart aemc  BiHa  Vikozte Vizkoatte  WIKOZNE qoryi guagnnlabiliik  Adhezifiik  Koheziflik - Elastisite
0 (5 rpm) (10 rpm) (20 rpm)
1 0,5 0,5 253 171 113 0.189333 0.75917 0.141506 1.15837  1.000400
2 0,9 0,5 717 471 294 0.541467 1.41887 0.363805  0.919051 0.997001
3 0,5 0,9 562 386 257 0.372021 1.09451 0.647667  0.973111  0.998669
4 0,9 0,9 1220 783 491 0.524851 1.53402 0.803283  0.975965 0.996803
5 0,41716 0,7 339 259 159 0.194521 0.77052 0.318502  1.032060  0.999758
6 0,98284 0,7 1100 700 437 0.570117 1.56768 0.606233  0.940416  0.998002
7 0,7 0,41716 355 231 149 0.239667 0.93033 0.141736  0.959072  0.999001
8 0,7 0,98284 907 604 391 0.433367 1.26527 0.780102  0.995614  0.995804
9 0,7 0,7 580 380 246 0.581654 1.29665 0.610354  0.919468  0.999001
10 0,7 0,7 600 394 256 0.493641 1.23667 0.570385  0.919385 0.998004
11 0,7 0,7 606 387 249 0.476619 1.21185 0.496416  0.894215 0.998003
12 0,7 0,7 604 400 260 0.532654 1.21836 0.510254  0.894911  0.998002
13 0,7 0,7 594 390 253 0.542668 1.28248 0.599285  0.921864  0.999002
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5.2.2. DIiZAYN YANITLARININ ISTATISTIiKSEL ANALIZLERI

Dizayn optimizasyonu i¢in vizkozite (5-10-15 rpm), sertlik, sikigtirilabilirlik, adhezyon,
kohezyon ve elastisite yanitlarmin her birinin istatistiksel analizi (ANOVA) yapilmistir
(Cizelge 5.17.). Olusturulan analizler i¢in modelin F ve p degerlerinin anlamli, model
uyumsuzluk degerinin (lack of fit) anlamli olmamasi gerekmektedir (121). Uyum
istatistiklerinde tahmin edilen R? degeri ile diizenlenmis R? deger farklarinin 0.2’den kiigiik
olmasi, yeterli kesinlik degerinin 4’ten biiylik olmas1 gerekmektedir. Kodlanmis faktorler
acisindan da katsayilarin giiven araliklar igerisinde olmasi beklenmektedir. Olusturulan
kiibik modele gore her bir yanitin istenen nitelikte ve istatistiksel olarak uyumlu oldugu

ko

goriinmektedir. Cizelgelerde anlamli ifadesi i¢in , anlaml1 degil ifadesi igin “**”

simgeleri kullanilmistir.
5.2.3. DIZAYN YANITLARI iSTATISTIKSEL ANALIiZLERIi

Cizelge 5.17. Kodlanmis faktorler agisindan nihai denklem

Vizkozite Vizkozite Vizkozite Sertlik Sikistirilabilirlik ~ Adheziflik  Koheziflik  Elastisite =
(5 rpm) (10 rpm) (20 rpm)

+596.80 +390.20 +252.80 +0.5254 +1.25 +0.5573 +0.9100 +0.9984

+269.05 +155.92 +98.29 +0.1328 +0.2818 +0.1017 -0.0324 -0.0006 A

+195.16 +131.88 +85.56 +0.0685 +0.1184 +0.2257 +0.0129 -0.0011 B

+48.50 +24.25 +13.25 -0.0498 -0.0550 -0.0167  +0.0605 +0.0004 AB
+64.54 +45.71  +23.79 -0.0597 -0.0230 -0.0406  +0.0443 +0.0003 A2
+20.29 +14.71 +9.79  -0.0826 -0.0587 -0.0414  +0.0399 -0.0005 B?
+7.84 -0.1254 -0.3099 -0.0270 -0.0058 +0.0107 -0.0450 +0.0006 A’B
+11.45 +18.33 +5.46  -0.0066 -0.0070 -0.0072  -0.0267 -0.0007 AB?

+0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 A®

+0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 B?®
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5.2.4. HIDROJEL DIiZAYN OPTIMIiZASYONU

Yanitlardan elde edilen veriler dahilinde bu verilerin niimerik optimizasyonu ig¢in
islenebilmesinde (Cizelge 5.18) dizayn hedefleri belirlenmistir. Bu hedefler dogrultusunda

Design Expert yazilimi (Cizelge 4.41.) ¢6ziim tablosu olusturmustur.

Cizelge 5.18. Deney tasariminda dizayn yanit hedefleri

Dizayn Bilesenleri Dizayn Hedefi Alt Limit Ust Limit
Faktor A: CMC Hedef aralikta 0.5 0.9
Faktor B: HA Hedef aralikta 0.5 0.9
Vizkozite (5 rpm) Maksimize 253 1220
Vizkozite (10 rpm) Maksimize 171 783
Vizkozite (20 rpm) Maksimize 113 491
Sertlik Minimize 0.189333 0.581654
Sikistirilabilirlik Minimize 0.75917 1.56768
Adheziflik Maksimize 0.141506 0.803283
Koheziflik Maksimize 0.894215 1.15837
Elastisite Minimize 0.995804 1.0004
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Cizelge 5.19. Niimerik optimizasyon ¢oziimleri

Cozim CMC HA Vizkozite Vizkozite Vizkozite Sertlik Sikistirilabilirlik  Adheziflik Koheziflik Elastisite Arzu
No (5rpm) (10 rpm) (20 rpm) Edilebilirlik
1 0.595 0.900 658.911  444.806  292.988  0.447 1.185 0.692 0.962 0.998 0.460*
2 0.601 0.900 666.599 449.385 295.792  0.452 1.193 0.696 0.962 0.997 0.460
3 0.587 0.900 649.899  439.444  289.695  0.441 1.176 0.688 0.962 0.998 0.460
4 0.584 0.900 646.325 437.319 288.386  0.438 1.172 0.687 0.962 0.998 0.460
5 0.605 0.900 672.816 453.091 298.056  0.456 1.199 0.698 0.962 0.997 0.460
6 0.614 0.900 684.753  460.215  302.393  0.463 1.210 0.703 0.962 0.997 0.459
7 0.574 0.900 633.581 429.753 283.710  0.429 1.159 0.681 0.962 0.998 0.459
8 0.619 0.900 690.577 463.694 304.505  0.466 1.215 0.705 0.962 0.997 0.459
9 0.570 0.900 628.787  426.910  281.946  0.425 1.154 0.678 0.962 0.998 0.459
10 0.561 0.900 618.166 420.621 278.029  0.416 1.142 0.673 0.961 0.998 0.458
11 0.547 0.900 602.630 411.443 272.274  0.402 1.124 0.664 0.961 0.998 0.456
12 0512 0900 567.350 390.718  259.067  0.363 1.078 0.642 0.961 0.998 0.448
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Cizelge 5.19.’daki ¢oziimler igerisinde icerisinde arzu edilebilirlik degeri en yiiksek olan
formiilasyon (Coziim No 1: CMC:595 mg, HA: 900mg) secilmis ve optimizasyon
grafikleri olusturulmustur (Sekil 5.16., Sekil 5.17., Sekil 5.18., Sekil 5.19.).

Prediction 621821 B Prediction 423297

B: HA
B: HA

A: CMC o000 [ 1 000 A: CMC p——

Prediction 279.699

B: HA

A: CMC o000 [ 100

Sekil 5.16. Numerik optimizasyon kontiir grafigi A: Vizkozite 5 rpm B: Vizkozite 10 rpm
C: Vizkozite 20 rpm
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= A

Prediction 0419891

B: HA

0s 06 07 o8 09

A: CMC 0000 [ 1 000

Prediction 0.675293f Prediction 0.961514}

B: HA

A: CMC 0000 [N 1 c00 A: CMC 000 [N 1 co0

E Prediction 0.999207

B: HA

A: CMC 0000 [ 1000

Sekil 5.17. Niimerik optimizasyon kontiir grafigi, A: Sertlik, B: Sikistirilabilirlik, C:
Adheziflik, D: Koheziflik, E: Elastisite
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Sekil 5.18. Numerik optimizasyon 3D yuizey grafigi, A: Vizkozite (5 rpm), B: Vizkozite (10

rpm), C: Vizkozite (20 rpm)
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Sekil 5.19. Niimerik opimizasyon 3D yiizey grafigi, A: Sertlik, B: Sikistirilabilirlik, C:
Adheziflik, D: Koheziflik, E: Elastisite
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5.2.5. DIZAYN COZUM YANITLARININ ELDESi VE DOGRULANMASI

Hidrojel niimerik optimizasyon ¢o6ziimlerinde arzu edilebilirlik degeri en yiiksek olan
Cizelge 5.20.’de gosterildigi sekilde optimal formiilasyon (Coziim No:1) i¢in yanit deger
parametreleri olarak tekstiir ve vizkozite Olglimleri yapilmistir. Yapilan oOlgiimlerin
tasarima uygunlugunun degerlendirilebilmesi igin Design Expert yazilimindan nokta
tahmin tablolar1 ¢ikartilmistir. Bu dogrultuda Cizelge 5.21.°deki nokta tahmini ve

dogrulama ile Cizelge 5.22.’deki dizayn katsay1 tablosu tablosu elde edilmistir.

Cizelge 5.20. Dizayn ¢oziimiinde segilen optimize formiilasyona ait yanit degerleri

Dizayn Yanitlari Optimize Coziim
Olgiim Degerleri
Vizkozite (5 rpm) 667
Vizkozite (10 rpm) 443
Vizkozite (20 rpm) 291
Sertlik 0,516000
Sikistirilabilirlik 1,161000
Adheziflik 0,663000
Koheziflik 0,941430
Elastisite 0,998004
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Cizelge 5.21. Analiz sonrasi nokta tahmini ve dogrulama degerleri

Analiz Sonrasi Nokta Tahmini

Analiz Sonrasi Dogrulama

Secilen Dizayn  Tahmin  Tahmin

Standart Ortalama Ortalamada Ortalamada

%95 TA

%095 TA Tahmin %095 %095

Coziimii Edilen Edilen Sapma Standart % 95GA % 95GA AltLimit Ust Edilen THA THA
Yamtlari Ortalama Medyan Hata Alt Limit  Ust Limit Limit  Standart  Alt Ust
Hata Limit  Limit
Vizkozite (5rpm)  658.911 658.911 12.3444 7.79089 638.884 678.938 576.779 741.042 145974 621.387 696.434
Vizkozite (10 rpm) 444.806 444.806 7.22392 45592 433.086 456.526 396.743 492.869  8.54232 422.847 466.765
Vizkozite (20 rpm) 292.988 292.988 5.79526 3.65753 283.586 302.39 254431 331546 6.85292 275.372 310.604
Sertlik 0.446966 0.446966 0.0477831  0.0301571 0.369444 0.524487 0.12905 0.764882 0.0565380 0.30172 0.59221
Sikistirilabilirlik 1.1851  1.1851 0.055067 0.0347542 1.09577 1.27444 0.818726 1.55148 0.0651170 101.772 135.249
Adheziflik 0.692343 0.692343 0.0493413  0.0311405 0.612294 0.772392 0.36406 1.02063 0.0583463 0.542360 0.84233
Koheziflik 0.961847 0.961847 0.0201431  0.0127128 0.929168 0.994527  0.827829 1.09587 0.0238193 0.900618 102.308
Elastisite 0.997535 0.997535 0.000491613 0.00031027  0.996738 0.998333  0.994264 1.00081 0.0005813 0.996041 0.99903
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Cizelge 5.22. Analiz sonrasi dizayn katsay1 tablosu p < 0.05 olan degerler

Sabit A B AB A? B2 A’B AB?

Vizkozite (5 rpm) 596.8 269.054 195.161 48.5 64.5375 20.2875 7.83853 11.4459
p-degerleri < 0.0001 < 0.0001 0.0005 < 0.0001 0.0075 0.4103 0.2468
Vizkozite (10 rpm) 390.2 155.917 131.875 24.25 45.7125 14.7125 -0.125415 18.333
p-degerleri < 0.0001 < 0.0001 0.0011 <0.0001 0.0030 0.9814 0.0157
Vizkozite (20 rpm) 252.8 98.2878 85.5599 13.25 23.7875 9.7875 -0.309921 5.46216
p-degerleri <0.0001 <0.0001 0.0060 0.0001 0.0067 0.9426 0.2401
Sertlik 0.525447  0.132793 0.0684833 -0.0498259 -0.0596891 -0.0825902 -0.0269653 -0.00655215
p-degerleri 0.0026 0.0351 0.0914 0.0216 0.0061 0.4610 0.8539
Sikistirilabilirlik 1.2492 0.28184 0.11842 -0.0550465 -0.023003 -0.058653 -0.00579673 -0.0070378
p-degerleri 0.0002 0.0077 0.1020 0.3208 0.0376 0.8875 0.8637
Adheziflik 0.557339  0.101728 0.225696 -0.0166707 -0.0406302 -0.0413544 0.0107133 -0.00724959
p-degerleri 0.0091 0.0003 0.5292 0.0819 0.0780 0.7712 0.8436
Koheziflik 0.909969 -0.0324017 0.0129193 0.0605434 0.0443436 0.0398956 -0.0450057 -0.026715
p-degerleri 0.0235 0.2558 0.0018 0.0021 0.0034 0.0251 0.1195
Elastisite 0.998402 -0.00062084 -0.00113031 0.00038425 0.000258175  -0.000480575  0.00064756 -0.00069641
p-degerleri 0.0528 0.0058 0.1788 0.2246 0.0495 0.1215 0.1015
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5.3. HiDROJELLERIN iN VITRO YONTEMLERLE KARAKTERIZASYONUNA
AIT BULGULAR

5.3.1. HIDROJEL TEKSTUR GRAFIKLERI

Cizelge 5.3. te yer alan formiilasyonlar1 tekstiir grafikleri Texture Analyser cihaziyla elde

edilmistir. Optimize formiil Cizelge 5.42. deki tekstiir sayisal sonug¢larini vermistir.

Cizelge 5.23. Hidrojel formiilasyonlarina ait adhezyon ve mukoadhezyon verileri

Jel
Formiilasyonundaki
Bilesenlerin Miktarlari
Standart CMC HA PEO Adheyzyon Verileri Mukozadezyon Verileri

no (9) (@  (mg)
HI1 0,5 0,5 25 0.141506 1,283
HJ 2 0,5 0,9 25 0.363805 2,777
HJ3 0,9 0,5 25 0.647667 1,704
HJ 4 0,9 0,9 25 0.803283 3,179
HJ5 0,7 0,417 25 0.318502 0,971
HJ 6 0,7 0,983 25 0.606233 3,067
Hl7 0,417 0,7 25 0.141736 1,497
HJ 8 0,983 0,7 25 0.780102 2,587
HJ9 0,7 0,7 25 0.610354 2,316

87



“
Tome (sec)

Time sec)

Sekil 5.20. Optimize formiil tekstiir 6l¢timleri A: Tekstiir grafigi, B: Mukoadhezyon
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Sekil 5.21. Hidrojel formiilasyonlar1 (HJ 1-HJ 2-HJ 3) tekstiir grafikleri
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Sekil 5.22. Hidrojel formiilasyonlar1 (HJ 4-HJ 5-HJ 6) tekstiir grafikleri
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Sekil 5.23. Hidrojel formiilasyonlar1 (HJ 7-HJ 8-HJ 9) tekstiir grafikleri
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Sekil 5.25. Hidrojel formiilasyonlar1 (HJ 4-HJ 5-HJ 6) mukoadhezyon grafikleri
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Sekil 5.26. Hidrojel formiilasyonlart (HJ 7-HJ 8-HJ 9) mukoadhezyon grafikleri
—DOX NP HJ
—NPHI
HJ
—Kontrol

Sekil 5.27. DOX NP HJ, NP HJ ve HJ formiilasyonlarina ait siringa edilebilirlik grafigi
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Cizelge 5.24. Siringa edilebilirlik kuvvet degerleri (N)

Formiilasyon DOX NP HJ NP HJ HJ Kontrol

Kuvvet (N) 40,002 £ 0,153 37,4357+ 0,415 35,733 +0,484 0,45+ 0,05
5.3.2. FORMULASYON IN VITRO SALIM BULGULARI

Cizelge 5.25. Doksorubisin yiizde kiimiilatif salim1

pH 7.4 pH 5.8

Saat | DOX NP/HJ DOX/HJ DOX NP DOX NP/HJ DOX/HJ DOX NP
2 10,85+0,54 9,79+0,49 1501+0,75 | 13,03+0,65 9,62+0,48 18,28 £0,91
4 19,20+ 0,96 16,19+0,81 19,52+0,98 | 21,31 +1,07 13,07+0,65 33,80+ 1,69
8 26,01 £1,30 20,90+ 1,05 24,67+1,23 | 27,14+1,36 17,14+£0,86 52,08 +2,60
12 30,07+ 1,50 25,09+1,25 2825+141 | 3221+1,61 20,85+1,04 62,80+3,14
24 | 3459=+1,73 30,32+1,52 32,38+1,62 | 38,70+1,94 26,13+1,31 71,98+3,60
48 | 42,10+2,11 40,73+£2,04 36,75+1,84 | 47,62+238 32,81+1,64 80,66=+4,03
72 | 47,20£2,36 49,68 +2,48 4570+£228 | 52,41 +£2,62 39,97+2,00 86,94 +4,35
96 51,35+£2,57 58,31+£292 4991+2,50 | 57,82+2,89 45,50+£2,28 90,52 +4,53

120 | 55,90+2,79 66,88+3,34 53,92+2,70 | 61,52+£3,08 4924+246 93,93+4,70

144 | 60,29 +3,01 74,58+3,73 57,66+2,88 | 66,32 +3,32 5290+£2,65 96,42 +4382

192 | 66,94+3,35 8327+4,16 6294+3,15| 7456+3,73 60,89+3,04 97,70 +4,89

240 | 72,20+3,61 88,61 +4,43 66,93+335| 83,29+4,16 67,13+3,36 100,00+ 5,00

288 | 76,81 £3,84 92,63+4,63 70,28+3,51 | 87,28+4,36 70,40+ 3,52

360 | 83,59+4,18 97,90+4,90 73,91+3,70 | 91,44+4,57 76,90+ 3,84

504 | 91,17+4,56 99,00+4,95 79,48+3,97 | 94,05+4,70 85,18+4,26
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Doksorubisin Kimdilatif Salim (% )

Doksorubisin Kiimdilatif Salim (%)

105,00
100,00
95,00
90,00
85,00
80,00
75,00
70,00
65,00
60,00
55,00
50,00
45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00

0

24

48

72

96

——DOX NP/HJ (ph 7.4)

——DOX/HJ (ph 7.4)

~e-DOX NP (pH 7.4)

120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480 504 528 552
Zaman (saat)

Sekil 5.28. Formiilasyonlarin pH 7.4 fosfat tamponunda kiimiilatif salim profili
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~e-DOX NP/HJ (ph 5.8)

—e—DOX/HJ (ph 5.8)

—--DOX NP (pH 5.8)

120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480 504 528 552
Zaman (saat)

Sekil 5.29. Formiilasyonlarin pH 5.8 fosfat tamponunda kiimiilatif salim profili
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5.3.3. HUCRE KULTURU VE HAYVAN DENEY BULGULARI

NIH/3T3 41
1507 1251
1254
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5 1007 2
= = 751
© o
24s o o
© 757 e
S ©
pBs I £ 50
<NP T o] ES
- JEL
- NP/JEL
-« DOX 251 251
- NP/DOX
-« JELUDOX
= NPIJEL/DOX g . . : . . . 0 r . . T T r
1] 50 100 200 400 800 0 50 100 200 400 800
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1501 125+
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100
'S 100 D
= £ 75]
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o o
= 3
PBS T I 504
- NP 2 50 =2
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- NP/JEL
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Sekil 5.30. Formiilasyonlarin NIH/3T3 ve 4T1 hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 iizerine
24, 48, ve 72 saatlik etkileri (X£SH, n=3).
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Sekil 5.31. Formiilasyon uygulamasi sonrasi1 48 saat transwell assay ortalama floresan
yogunluklar1 (OFY)
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Sekil 5.32. Formiilasyonlarin 6n deneme IVIS gériintiilemesi
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Sekil. 5.33. A) Tiimér bolgesi floresan yogunluk goriintiilemesi B) Timor bolgesi floresan

yogunluk degerleri (FY: Floresan yogunlugu, OFY: Ortalama floresan yogunlugu)
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Sekil 5.33. A) Tiimdr bolgesi floresan yogunluklarinin goriintiilemesi B) Tiimor bolgesi

floresan yogunluk degerleri (FY: Floresan yogunlugu, OFY: Ortalama floresan yogunlugu)
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Sekil 5.34. Yara iyilesmesi goriintiileri (Giin)
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

6.1.1. DOKSORUBISININ FiZiKOKIMYASAL OZELLIKLERININ
BELIiRLENMESI

Doksorubisin, formiilasyon {iretimlerinin oncesinde fizikokimyasal niteliklerine ait
bulgular literatiir ile karsilastirma yapilmis ve literatiir uygunlugu gosterilmistir. Bu
dogrultuda doksorubisin UV spektrum taramasi, FT-IR spektrum taramasi ve DSC analizi

yapilmistir.

Doksorubisinin  DMSO ¢6zeltisindeki UV spektrumu (Sekil 5.1.) incelendiginde
maksimum absorbans veren dalga boyunun literatiirde de gosterildigi tizere 480 nm oldugu

saptanmustir (122).

DSC termal analizinde doksorubisine ait erime noktasinin tayin edilerek maddenin saf
oldugunun gosterilmesi amaclanmistir. Sekil 5.8.°de gosterildigi sekilde literatiirle

ortlisecek sekilde yaklasik olarak 202°C’de erimeye baslayip 226 °C’de pik vermistir. (123)

Doksorubisin i¢in 4000-450 cm™ dalga sayis1 araliginda fonksiyonel gruplarin
aydinlatilabilmesi i¢in FT-IR analizleri gerceklestirilmistir. Yapilan analizler ile
Doksorubisin etken tiirlinlin karakteristik pikler Sekil 5.9.°da gosterildigi {izere
belirlenmistir. Doksorubisine ait karakteristik pikler ise sirasiyla 1579, 1521 ve 555 cm™
dalga boylarinda agik¢a goriilmektedir. Analiz edilen piklerin literatiirdeki verilerle

uygunluk gostermektedir (124).
6.1.2. DOKSORUBISIN ANALITIK VALIDASYONU

Doksorubisinin miktar tayininde UV-Vis spektroskopisi kullanilmis olup dogrusallik,

dogruluk, kesinlik, tekrar edilebilirlik, duyarlilik ve 6zgiillilk parametreleri incelenmistir.

Sekil 5.2, Sekil 5.3. ve Sekil 5.4." te gosterildigi iizere 0,2-100 pg/ml konsantrasyon
arahiginda R? degerleri 0,999°dan biiyiik oldugu gériilmektedir. Bu durum etkin madde

konsantrasyon ile absorbans degerleri iliskisinin dogrusal oldugunu gostermektedir.
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Korelasyon katsay1 degerinin 0,999 degerinden biiyiik olmas1 dogrusalligin elde edildigini

gostermektedir (110).

Dogruluk parametresi yontemi, hesaplanan degerler ile ger¢ek degerler arasindaki yakinligi
belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Geri kazanim hesaplamasi ile gosterilmektedir. Geri
kazanim degerlerinin %97-103 araliginda olmasi, dogruluk parametreleri i¢in yontemin
uygun oldugunu gostermektedir (110). Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2°de gosterilen degerler
literatiirde belirtilen deger araligindadir ve yontemin yiiksek dogrulukta oldugunu

gostermektedir.

Kesinlik parametresi ile farkli kosullarda tekrarlanan deneyde ayni ornege iligkin alinan
Olgtimler arasindaki yakinlik gosterilmektedir. Bagil standart sapma degerlerinin %2’den
diisiik olmasi, yontemin yiiksek dogrulukta oldugunu gostermektedir (110). Cizelge 5.3 ve

5.4.°te %BS degerlerinin %2 degerinin altinda oldugu goériinmektedir.

Cizelge 5.5. ve Cizelge 5.6.’da yer alan PB ve DMSO tayin yontemlerinde belirlenen
konsantrasyonlarda tekrarlanabilir degerlerin bagil standart sapmasinin %2’nin altinda

oldugu ve yontemlerin tekrarlanabilir oldugu goriilmektedir.

Ozgiilliik parametresini gdstermek i¢cin UV spektrum taramasinda PEG-b-PCL polimer
cozeltisinin de spektrum taramasi yapilmig ve etkin madde tayin bolgesindeki dalga

boyunda (480 nm) doksorubisin ile girisim yapmadigi Sekil 5.1.’de gosterilmistir.
6.1.3. NANOPARTIKUL FORMULASYONLARININ URETILMESI

Nanopartikiil iiretiminde polimer secimi i¢in Cizelge 5.10.°daki 6n formiilasyonlar
iretilmistir. Coziici buharlastirma yonteminde yer alan sonikasyon siireleri, PVA yiizde
konsantrasyonu ve hacmi, PVA’nin hazirlama tampon tiirli, stirfektan (Arlacel) etkisinin
anlasilmasi i¢in 6n formiilasyon g¢aligmasi yapilmistir. Canlilik deneylerinde kullanilacak
olan nanomalzemenin steril olmas1 gerekliligi dolayisiyla sterilizasyon islemleri
nanopartikiil formiilasyonlariin steril kabinde 0.22 pm seliilloz Millipore filtrelerden
gegirilerek yapilmistir. Bu nedenle tiretilen formiillerin 6ncelikli olarak filtreden gegme
durumlart incelenmistir. Filtreden gecen formiiller ile optimizasyon saglanmis ve bu

formiiller i¢in etkin madde yiiklemesi yapilmistir. On formiilasyonlar secilirken literatiirde
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¢oziicii buharlagtirma yontemlerinin kullanildigi, stabilizan olarak PVA’nin kullanildig:

formiiller incelenmistir (125-127).

Literatiirde PVA’nin satabilizan etkisinin molekiiler agirligi ve hidroliz derecesine gore
degiskenlik gosterdigi belirtilmistir. Nanopartikiil formiilasyonlarinda diisiik molekiil
agirlikli PVA ¢ozeltilerinin kullanilmasinin daha verimli oldugu bildirilmistir (128). Buna
ilaveten PVA hidroliz derecesinin de nanopartikiil olusumunda 6nemli oranda rol aldigi,
%90 hidroliz derecesinden daha diisiik hidroliz derecesine sahip PVA’larin stabilizan
etkilerinin daha yiliksek oldugu belirtilmistir (129). Buna dayanarak nanopartikiil
formiilasyonlarinin tiretiminde diisiik molekiil agirlikli ve disiik hidroliz derecesine sahip
PVA (%87 Hidrolize Mw:13000-23000) kullanilmistir. Literatirde dis faz olarak
kullanilan PVA ¢6zeltisinin, su yerine PBS ile hazirlanmasiyla iiretilen nanopartikiillerde
enkapsiilasyon verimliliklerinin arttig1 bildirilmistir (130). Cizelge 5.11.’de bu dogrultuda
formiilasyonlar iretilmistir.  Karsilastirma yapabilmek i¢in Cizelge 5.11.°deki
formiilasyonlarda doksorubisin yilikleme etkinlikleri degerlendirilmistir. Cizelge 5.10.’da
siirfektan olarak Arlacel’in kullanildigi OF11 formiilasyonunda, OF10 formiilasyonuna
kiyasla partikiil boyutunun diistiigii gézlenmistir. Cizelge 5.11°da PBS tamponu kullanilan
PVA c¢ozeltilerinde enkapstilasyon verimliliginin diisiik olmasi dolayisiyla formiilasyonun
degistirilmistir. Literatiirde %1 PVA PBS pH 8 bir tamponda enkapsiilasyon verimliliginin
arttig1 bildirilmistir (131). Buradan hareketle PVA’nin daha bazik pH’da bir tamponla
beraber hazirlanmasina karar verilmistir. Onceki formiillerde PBS pH 7.4 ile hazirlanan
%1 PVA, distile su ile %1 oraninda hazirlanmistir. Bazik bir tampon olarak kullanilmasi
hedeflenen pH 8.5 trizma tamponunda, ¢ozelti %1 PVA kullanilarak hazirlanmistir (132).
Degistirilen tamponla birlikte enkapsiilasyon verimliligi ortalama %30°dan %80 degerine
cikmigstir. Nanopartikiil iiretimi hazirlanan formiiller arasinda en yiiksek enkapsiilasyon

etkinligine sahip olan Cizelge 5.11.’deki F3 kodlu formiil ile gergeklestirilmistir.

Hesaplanan verim oranlari nanopartikiil sistemlerin sterilizasyon islemleri steril kabinde
0,22 um Millipore filtrelerden siiziilerek yapildigi asamada 0,22 pm’nin iizerindeki
boyuttaki nanopartikiiller filtrede tutuldugu icin hesaplanan verim ile filtrasyon sonrasi
verim farkli bulunmustur. Doksorubisin igin ortalama %80+6 araliginda bulunan

enkapsiilasyon verimlilikleri %5645 degerlerine diismiistiir.
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PEGFP-C1 plazmid nanopartikiil formiilasyonlar1 da F3 formiilii ile tretilmis olup
stirfekten olarak DDAB ve HTAB kullanilmistir. 10 pg ve 20 ug pDNA ile iiretilen
formiilasyonlarda F7 ve F9 DDAB, F8 ve F10 HTAB ile hazirlanmistir. Cizelge 5.11.’de
gosterildigi lizere DDAB igeren formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinlikleri HTAB ile
hazirlanan formiillere kiyasla daha yiiksek gozlenmistir. Ayrica 20 ug pDNA ile hazirlanan

formiilasyonlarda enkapsiilasyon etkinliginin diistiigli gozlenmistir.

6.1.4. FORMULASYONLARDA DSC ANALIZ SONUCLARININ
DEGERLENDIRILMESI

Sekil 5.8.’te gosterilen termogramda bos NP, DOX NP, DOX, PEG-b-PCL polimeri ve
PEG-b-PCL:DOX (10:1) fiziksel karigiminin analiz degerleri gosterilmistir.

DSC termal analizinde doksorubisine ait erime noktasinin tayin edilereck maddenin saf
oldugunun gosterilmesi amaglanmistir. Sekil 5.5.te gosterildigi sekilde literatiirle

ortiisecek sekilde yaklasik olarak 202°C’de erimeye baslayip 226 °C’de pik vermistir. (123)

Formiilasyon termogramlarina gére doksorubisin yiiklii formiilasyonlarda doksorubisine ait
karakteristik pikler kaybolmus olup, PEG-b-PCL polimerinin pikine benzer bir pik
gozlenmistir. Bu durum doksorubisinin amorf halde nanopartikiile yiiklendigini ve

nanopartikiil icerisinde homojen olarak disperse edildigini gostermektedir (133).

6.1.5. FORMULASYONLARDA FT-IR ANALIZ SONUCLARININ
DEGERLENDIRILMESI

Sekil 5.9.°da gosterildigi iizere &rnekler icin 4000-450 cm™ dalga sayis1 araliginda
fonksiyonel gruplarin aydinlatilabilmesi i¢cin FT-IR analizleri ger¢eklestirilmistir. Yapilan
analizler ile doksorubisin karakteristik piklerinin ve sentez {riinii nanopartikiile ait
karakteristik piklerinin belirlenmesi sonrasinda, sentezlenen nanopartikiiliin igerisine
doksorubisinin  enkapsiile edildigi agik¢a goriilmektedir. Bos nanopartikiil igin
gerceklestirilen FT-IR analizi sonrasinda en baskin karakteristik pikler sirasiyla 2922,
2855, 1724, 1168, 1102 ve 732 cm™* dalga sayisinda agik¢a goriilmektedir. 2922 cm™ dalga
boyunda goriilen pikler C-H simetrik, 2855 cm™’deki gerilmeler ise C-H asimetrik
gerilmelere atfedilen karakteristik piklerdendir. Yapidaki en keskin ve giiglii pik olarak
gbzlenebilen 1724 cm™ dalga sayisindaki pik C=O absorpsiyon gerilim bandindan
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kaynaklanmaktadir. Bu pik, yapidaki karbonil grubunun varliginin kaniti olarak
goriilmektedir. Karakteristik 1168 cm™ piki genellikle yapidaki ester kaynakli C-O egilme
titresimlerinden kaynaklanirken, 1102 cm™’deki keskin pik C-O-C egilme titresim bandima
atfedilmektedir. Doksorubisine ait karakteristik pikler ise sirasiyla 1579, 1521 ve 555 cm™
dalga sayilarinda agik¢a goriilmektedir. Bu piklerin literatiire uygunluk gosterdigi ilgili
calismadaki veriler ile kanitlanmistir (124). Doksorubisinin nanopartikiil formuyla beraber
etkilesimi incelendiginde, FT-IR analizinde etkin maddeye ait karakteristik piklerin ikili
formda baskilandig1 ve doksorubisine ait baskin piklerinde herhangi bir degisiklik olmadigi
acikca goriilmektedir. Buradan hareketle {iretilen nanopartikiil formiilasyonlarinda

doksorubisinin nanopartikiil igerisine enkapsiile edildigi gdzlenmistir.
6.1.6. NANOPARTIKUL FORMULASYONLARININ TEM GORUNTULEMESI

Optimize nanopartikiil formiilasyonuna (F3) ait bos nanopartikiil ve doksorubisin yiiklii
nanopartikiile ait goriintiiler Sekil 5.10.’de gosterilmistir. Sekil 5.11°de ise ayn1 optimize
F3 nanopartikiillere pPEGFP-C1 plazmid yiiklenmistir. Kiiresel sekilde gézlenen mikroskop
goriintiilerinde doksorubisin yiiklii nanopartikiillere ait matriks ve membran yapisi
goriintiide ayirt edilebilmektedir (134, 135). Formiillerde TEM ile goézlenen boyut
kiigiilmesinin numuneleri TEM gridi iizerinde kurumasi dolayisiyla gerceklestigi

diistiniilmektedir.

6.1.7. NANOPARTIKUL FORMULASYONLARININ STABILITELERININ
DEGERLENDIRILMESI

Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinda partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyel degerleri nanopartikiillerin etkinliklerini ve verimliliklerini belirleyen
karakteristik 6zelliklerdir (136). Polidispersite indeksi (PDI), homojen bir boyut dagilimini
temsil etmekte ve biyolojik ortamlarda nanopartikiiliin davranis ve stabilitesini belirleyen
onemli bir parametredir. Partikiil boyutu, &zellikle timor hiicrelerinde hiicresel tutulumu
ve permeabilite niteligini belirleyerek formiilasyonlarin hiicresel alim verimliligine etki
etmektedir. Zeta potansiyeli ise hiicresel alim 6zelliklerinin yani sira fizyolojik kosullarda
nanopartikiil stabilitesine ve agregasyon davranigina etki eden bir faktordiir. Nanopartikiil

formiilasyonlarinda etkin bir tedavi i¢in diisiik PDI degerleri (PDI<0.3), 200 nm altinda
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partikiil boyutu degerleri, -30 ile +30 araliginda zeta potansiyeli degerlerinin tercih edildigi
belirtilmektedir (136-139).

Stabilite ¢alismalarinda doksorubisin yiiklii optimize nanopartikiil formiilasyonlarda deney
baslangicinda (0. Giin) (Sekil 5.12.), +4°C (Sekil 5.13.) ve +25°C’de (Sekil 5.14)
muhafaza edilmis ve 30,60 ve 90 giin saklama siiresi sonrasinda partikiil boyutlari ve zeta
potansiyel degerleri korunmustur. Agregasyon kaynakli olarak partikiillere ait PDI
degerleri gorece artis gostermistir. Elde edilen Ol¢iim degerleri iiretilen nanopartikiil

formiilasyonlariin yiiksek stabilite 6zelligine sahip oldugunu gostermektedir.
6.1.8. HIDROJEL FORMULASYON TASARIMININ DEGERLENDIRILMESI

Hidrojel formiilasyonlari, kullanim amaglart ve hedeflenen parametreler gbéz Oniinde
bulundurularak tekstiir ozelliklerinin optimize edilmesiyle iretilebilmektedir. Boylece
tedaviye iliskin verimlilik arttirilabilmektedir. Vizkozite, sertlik, sikistirilabilirlik,
adheziflik, koheziflik ve elastisite degerleri tekstiir Olglimiinde ele alinan Onemli
karakteristik belirteglerdir (140, 141). Bu amag¢ dogrultusunda, deney tasarimi i¢in yazilim
destekli metotlarin kullanilmasiyla birlikte hedeflenen karakteristik 6zelliklere sahip
formiilasyonlar elde edilebilmekte ve optimizasyonlar1 saglanabilmektedir (142-144). Sekil
5.21., Sekil 5.22. ve Sekil 5.23. ortalama degerleri temsil eden tekstiir grafikleri

bulunmaktadir.

Degisken parametrelere iliskin limit degerler (Cizelge 5.14.) hidrojel 6n formiilasyon
caligmalar ile elde edilmistir. Dizayn aralig1 belirlendikten sonra tasarimin optimizasyon
yapilabilmesi i¢in yazilimin olusturdugu formiiller tretilmistir (Cizelge 5.15.). Hidrojel
tekstiir karakteristiklerini yansitan 5,10 ve 20 rpm’de vizkozite degerleri, sertlik,
sikistirilabilirlik, adheziflik, koheziflik ve elastisite olmak iizere sekiz farkli yanitin
(Cizelge 5.16.) olgiimleri yapilmis ve program iizerinden ANOVA istatistiksel analizler
yapilmustir (Cizelge 5.17). Her bir yanita iliskin olusturulan yanit degerlerinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (EK 1: Dizayn yanitlar istatistiksel analiz verileri).
Deney tasarimi yapilmasi asamasinda, 6n formiilasyonda dizayn araligina karar verilmesini
takiben en 6nemli basamagi dizayn bilesenlerine yonelik dizayn hedeflerinin belirlenmesi
olusturmaktadir (Cizelge 5.18.). Hedefler belirlenirken tezde c¢alisilacak olan hidrojel

malzemenin, post operatif miidahale ile hedef bolgede hem kanser hiicrelerine karsi
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antikanser ajan ile sitotoksik etkinin saglanmasina imkan tanimasi ve bunu uzatilmis
kontrollii bir salimla saglayabilmesi amaclanmistir. Bunun yani sira hedef bolgedeki yara
tyilesme siirecinin hizlandirilmasi, antikanser ajanin yara iyilesme siirecini bozacak yan
etkilerinin tamponlanmasi hedeflenmistir. Verilen hedef degerler dogrultusunda yazilim
tarafindan sunulan niimerik optimizasyon ¢oziimleri icerisinde (Cizelge 5.19.) en yiiksek
arzu edilebilirlige sahip ¢oziim (No:1) ile devam edilmistir. Buna gore iiretilen optimum
formiilasyonun degisken yanitlarinin da analiz sonras1 nokta tahmininde, her bir degerin
%95 giiven araligin1 saglayacak sekilde olmasina dikkat edilmistir (Cizelge 5.21., Cizelge
5.22)).

Yara bolgesine uygulanmak i¢in tasarlanan bir hidrojelin viskozitesi, uygulama kolayligi,
jelin yerinde kalma yetenegi ve yara ortamiyla etkilesimi agisindan kritik bir parametredir.
Hidrojel kolayca yaraya uygulanabilmeli ve ayn1 zamanda yara bolgesinde yerinde kalarak
ilag salimin1 devam ettirebilecek bir viskoziteye sahip olmalidir. Bu, genellikle jelin
yaranin diizensiz yiizeyine yayilacak kadar akigskan, uygulama sirasinda enjektabl ve
siiriilebilir olma nitelikleri uygulamada zorluk olusturmayacak bicimde olmalidir.
Uygulandiktan sonra, hidrojel yaranin yiizeyine ve konturlarina uyum saglayacak yeterli
viskozitede olmalidir. Cok viskoz bir jel yayilmakta zorlanabilirken, ¢ok akiskan bir jel
formiilasyonu da lokal olarak diisiik tutunma o6zelligi gosterebilmektedir. Viskozite,
hidrojelin yara sekresyonunu etkili bir sekilde emmesine ve yapisini korumasina izin
verecek sekilde dengelenmelidir. Bu emilim, iyilesme ig¢in kritik olan yara neminin
yonetilmesi acisindan onemlidir. Yara iyilesmesi i¢in hidrojellerin viskozitesi spesifik
formiilasyona ve amaglanan kullanima bagli olarak degisebilir. Baz1 hidrojeller daha kolay
uygulama i¢in daha az viskoz olarak tasarlanirken, digerleri daha uzun siireli kullanim
veya spesifik yara tiirleri i¢in daha viskoz olabilir. Optimal viskozitenin spesifik
uygulamaya ve yara tipine bagl olarak degisebilmektedir. Acik yaralar i¢in jelin uygulama
bolgesinde kalabilmesi ve fazla siviy1 absorplayabilmesi i¢in daha yiiksek bir viskozite

tercih edilmektedir (145).

Lokal uygulama i¢in hidrojel tasarlama asamasinda vizkozitenin yami sira optimal
performansi saglamak i¢in sertlik, sikistirilabilirlik, adhezyon, kohezyon ve elastisite gibi

mekanik 6zelliklerin dengelenmesi gerekmektedir (146-148). Dizayn hedefi olusturulurken
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bu parametrelerin hedef limitleri i¢in lokal uygulama i¢in en etkili olacak sekilde bir

formiilasyonun eldesi amaglanmigtir.

Lokal uygulamalar i¢in tasarlanan hidrojel formiilasyonlar, yara ylizeyine uyum saglayacak
yapisal Ozelliklerde olmali, hedef bdlgeye tutunma saglayabilmeli, stabil yapisimi tedavi
stiresince koruyabilmeli ve hedeflenen ilag etkinligini saglayabilmelidir (149, 150).
Yaranin {izerine baski yapmamak veya tahrise neden olmamak i¢in genellikle diisiik sertlik
degerleri tercih edilmektedir. Hidrojel formiilasyonu en fazla yara alanini etkili bir sekilde
dolduracak derecede sikistirilabilir olmalidir. Sikistirilabilir niteliklerinin diisiik olmasiyla
nemli bir iyilesme ortaminin saglanmasi ve gaz aligverisini kolaylastiran belirli bir yapiy1
korumasi saglanabilmektedir (151, 152). Hidrojelin yara bolgesinde stabil sekilde kalarak
ila¢ salimin1 saglayabilmesi i¢in adhezif 6zelliklerinin yiiksek olmasi gerekmektedir (153).
Hidrojelin uygulama ve kullanim sirasinda formiil biitiinliigiinii korumasini saglamak i¢in
yiiksek kohezyon kritik 6neme sahiptir. Koheziflik artisi polimerik matrikste fiziksel
capraz baglayici gibi davramis Ozelligi ile polimerik matriksi stabilize eder. Yiiksek
koheziflik niteligi saglanarak formiilasyonun par¢alanmasinin veya fragmente olmasinin
ontine gegilir (154). Hidrojelin viicudun hareketlerine ve yara alaninin degisen sekline
uyum saglamasini ve esnemesini saglamak igin elastisite esastir. Bu 6zellik, yara yiizeyiyle
stirekli temasi siirdiirmeye yardimci olarak iyilesme ve korumaya katkida bulunur (155).

Kantitatif olarak diisiik elastisite degerleri, yiiksek elastisite 6zellik gostergesidir (152).

Hidrojel dizayn parametreleri ve literatiirde lokal uygulamaya yonelik formiil hedefleri goz
oniinde bulundurulmustur. Buna gore yiiksek vizkozite, adheziflik ve koheziflik degerleri
ile diisiik sertlik, sikistirilabilirlik ve elastiklik degerlerini bir arada bulunduran bir tasarim

yapilmistir.

6.1.9. FORMULASYON TASARIMINDA BAGIMLI PARAMETRELERIN
HIiDROJELL. MEKANIK OZELLIKLERIi UZERINE ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI

Yara iyilesmesi i¢in tasarlanan bir hidrojelin viskozitesi, uygulama kolayligi, jelin yerinde
kalma yetenegi ve yara ortamiyla etkilesimi agisindan kritik bir parametredir. Hidrojel,
rahatsizlik yaratmadan kolayca yaraya uygulanabilecek bir viskoziteye sahip olmalidir. Bu,

genellikle jelin yaranin diizensiz ylizeyine yayilacak kadar akigkan ancak uygulama
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sirasinda kontrol etmek zor olmayacak kadar akigkan olmamasi1 anlamina gelir. Uygulama
sonrasinda hidrojel yaranin yiizeyine ve konturlarina uyum saglayacak yeterli viskozitede
olmalidir. Cok viskoz bir jel yayilmakta zorlanabilirken, ¢ok akiskan bir jel ihtiyag duyulan
yerde kalmayabilmektedir (156). Viskozite, hidrojelin yara sekresyonunu etkili bir sekilde
emmesine ve yapisini korumasina izin verecek sekilde dengelenmelidir. Bu emilim,
iyilesme i¢in kritik olan yara neminin yonetilmesi agisindan Onemlidir (157). Yara
tyilesmesi i¢in hidrojellerin viskozitesi formiilasyona ve amacglanan kullanima bagl olarak
degisebilmektedir. Bazi hidrojeller daha kolay uygulama ig¢in daha az viskoz olarak
tasarlanirken, digerleri daha uzun siireli kullanim veya spesifik yara tiirleri i¢in daha viskoz
olabilmektedir. Optimal viskozitenin enjekte edilebilirlik gibi spesifik uygulamaya ve yara
tipine bagl olarak degisebilmektedir (147, 158-160). Yara iyilesmesinin hedeflendigi lokal
tedavilerde de hidrojel formiilasyonlarmin adhezif, elastik ve dayanikli olmasi
beklenmektedir (140, 161). Bunun yani sira hidrojel formiilasyonundaki tekstiir
Ozelliklerinin dengeli olmasi gerekmektedir. Sertlik, sikigtirilabilirlik, adheziflik,
koheziflik ve elastisite gibi nitelikler tedavi verimliligine dogrudan etki eden

parametrelerdir (140).

Faktor A'nin (CMC) ve Faktor B (HA) bagimli parametrelerin kodlanmis esitlik
degerlerine gore formiilasyonda alinan mekanik yanitlara olan etkisi gozlenebilmektedir.
CMC katsayilarina bakildiginda, bu faktoriin 6zellikle vizkozite yanitlara biiytik etkisi
oldugu goriilmektedir. Bu durum CMC'nin konsantrasyonunun artmasiyla bu viskozite
degerlerinin 6nemli olgiide arttigin1 gostermektedir (162). HA’nin da vizkozite {izerinde
anlaml pozitif etkileri oldugu goriilmektedir. Bu durum HA'nin konsantrasyon artiginin
viskoziteyi artirict etkisi oldugunu isaret etmektedir (163). Ancak CMC'ye kiyasla bu
etkiler gorece daha diisiik goriinmektedir. Cizelge 5.39.”a gore vizkozite yanitlari, CMC ve
HA'nin formiilasyondaki miktar degisimlerinden Onemli 6l¢giide etkilenen 6zelliklerdir.
Vizkozite yanitlari her iki faktoriin artisiyla birlikte en biiylik artis1 gdsteren yanitlardir.

CMC ve HA bagimh parametrelerin, tekstiir cihazindan elde edilen sertlik,
sikigtirtlabilirlik, adhezyon, kohezyon ve elastisite verilerinde oOnemli Olgiide etki
gosterdigi gozlenmistir. Sertlik icin CMC ve HA’nin sertlik iizerindeki dogrudan etkileri
sirasiyla pozitif ve daha diisiik pozitif olarak goriinmektedir (164, 165). Bu durum CMC’
nin artistyla sertligin arttigini, HA'nin etkisinin ise daha az oldugunu gostermektedir. AB

etkilesimi sertlik {lizerinde negatif bir etki gostermektedir, bu da iki faktoriin birlikte
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kullanildiginda sertligi azaltabilecegini isaret etmektedir. Sikistirilabilirlik icin hem CMC
hem de HA yanit iizerinde pozitif bir etkiye sahiptir, her iki faktoriin artis1 da bu 6zelligi
arttirmaktadir. Bununla birlikte, AB etkilesiminin sikistirilabilirlik iizerinde negatif bir
etkisi vardir, bu da faktorlerin birlesik etkisinin farkli oldugunu gostermektedir. Adheziflik
icin CMC’nin adheziflik iizerinde pozitif bir etkisi olsa da HA’nin daha yiiksek bir pozitif
etkiye sahip oldugu goriinmektedir (166, 167). Bu durum 6zellikle HA'nin konsantrasyon

artisinin adhezifligi artiric bir etkisi oldugunu gostermektedir.

Koheziflik degerleri CMC faktoriiyle artarken HA faktoriiyle azalmaktadir (165, 168).
Koheziflik icin CMC ve HA faktorlerinin etkileri gorece diisiiktir. AB etkilesimi
koheziflik lizerinde pozitif bir etki gosterirken, karesel ve {iglii etkilesimlerin etkileri daha
az belirgindir. Elastisite i¢in faktdrlerinin her ikisinin de etkileri digiiktiir. Bu durum
elastisite Ozelliginin CMC ve HA'min konsantrasyon degisikliklerine karsi oldukga

dayanikli oldugunu gostermektedir (164).

6.1.10. HIDROJEL. FORMULASYONU ADHEZIiF VE MUKOADHEZIF
OZELLIKLERIN DEGERLENDIRILMESI

Cizelge 5.23.’te belirtilen jel formiilasyonlarda tekstiir verilerinden elde edilen adhezyon
verileri ve mukozadhezyon verileri (Sekil 5.24, Sekil 5.25, Sekil 5.26) g6z Oniine
alindiginda, bu iki 6l¢iim arasinda bir paralellik gozlemlenmektedir. Adhezyon ve
mukozadhezyon 6l¢iimleri, mantiken benzer fenomenleri degerlendirmektedirler. Her ikisi
de jel formiilasyonunun hedef yiizeye yapisma kabiliyetini dlger. Ancak, her 6l¢iim farkl
teknikler kullanarak bu yapigmay:1 degerlendirir. Adhezyon, genellikle malzemenin baska
bir ylizeye yapisma giiciinii ifade eder. Bu ol¢iim, formiilasyonun hedef yiizeyle olan
fiziksel etkilesimini ve bu etkilesimin giiciinii 6lger. Mukozadezyon ise 6zellikle mukoza
ylizeylerine yapigsma kabiliyetini ifade eder ve mukoza gibi 6zel ylizeylerle etkilesim icin

0zel olarak degerlendirilir (169).

Cizelge 5.23.’e gore bilesen miktarlar1 arttiginda veya azaldiginda her iki degerin de
benzer sekilde degistigi goriilmektedir. HJ 4 formiilasyonunda hem adhezyon hem de
mukozadezyon degerleri en yiiksektir. Bu durum bilesenlerin miktarmin artisinin, hem
genel yapigsma giiciinii olan adhezyonu hem de mukoza yiizeylerine 0zgii yapisma

kabiliyetini mukozadezyonu artirdigim1 gostermektedir. Hidrojel formiilasyonlarindaki
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bilesenler arasinda, yapisma giiclinii en ¢ok etkileyen temel bilesenin hyaliironik asit
olduguna isaret etmektedir. HA, molekiiler yapist ve biyolojik uyumlulugu nedeniyle hem
adhezyon hem de mukozadezyon 6zelliklerini 6nemli 6lgiide artirabilen bir polimerdir. HJ
2 (CMC: 0.5 g, HA: 0.9 g) ve HJ 6 (CMC: 0.7 g, HA: 0.983 g) formiilasyonlarinda, HA
miktarinin artistyla birlikte hem adhezyon hem de mukozadezyon degerlerinin 6nemli
olgiide yiikseldigi goriilmektedir. Bu durum, HA'nin yapisma giicii lizerindeki belirleyici
rollinii vurgulamaktadir. Diger taraftan, HA miktarinin azaldigi durumlarda, HJ 5'te (CMC:
0.7 g, HA: 0.417 g), her iki yapisma degeri de onemli 6lgiide diismektedir. Bu da HA'nin
azalmasinin formiilasyonun adhezif kabiliyetini negatif yonde etkiledigini gostermektedir.
HA'nin bu etkisi onun yiiksek hidrasyon kapasitesi ve biyolojik yiizeylerle etkilesim
kabiliyetinden kaynaklanmaktadir (170). Sonug olarak, HA'nin jel formiilasyonlarndaki
miktari, adhezyon ve mukozadezyon degerleri iizerinde belirleyici bir etkiye sahip
goriinmektedir. Bu durum HA'nin formiilasyonlarin genel adhezif o6zelliklerini 6nemli
Olciide etkileyebilecegini gdostermektedir. Bu bulgulara gore 6zellikle lokal uygulamalar
icin HA'nin, jel formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve optimizasyonunda kritik bir bilesen

oldugunu vurgulamaktadir.

6.1.11. HIDROJEL FORMULASYONU SIRINGA EDILEBILIRLIK
OZELLIiGININ DEGERLENDIRILMESI

Sekil 5.27. ve Cizelge 5.24.°te gosterildigi tizere DOX NP HJ, NP HJ ve HJ
formiilasyonlarinin siringa edilebilirlik degerleri dlciilmiistiir. Nanopartikiil igeren hidrojel
formiilasyonlarinin kuvvet (N) degerleri artis gostermistir (171). DOX igeren formiil en
ylksek kuvvet degerini gostermistir. Karboksi metil seliiloz, hyaliironik asit ve poli etilen
oksit hidrojel bilesenleri dogas1 geregi su tutma egilimi gdsteren hidrofilik yapilardir. Bos
nanopartikiil ve doksorubisin yiiklii nanopartikiil yapilarinin eklenmesiyle meydana gelen
fiziksel etkilesimler hidrojelin akis 6zelliklerinde degisiklige sebep olmustur. PEG-b-PCL
polimeri hidrofilik 6zellikteki PEG’in yaninda hidrofobik o6zellikteki PCL’yi yapisinda
bulundurmaktadir. Tuz formdaki doksorubisin HCI ise temel formuna kiyasla daha iyonik
ve daha hidrofilik bir yapiya sahiptir. Polimerde ve etkin maddede yer alan hidrofilik
bilesenlerin, jel matriksinde yer alan hidrofil gruplarla ve hidrojel matriksi ile etkilesimde

bulunmalar1 dolayisiyla bu akis 6zellikleri arasindaki farkin olustugu diisiiniilmektedir.
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6.1.12. FORMULASYONLARDA iN VITRO SALIM DEGERLENDIRMESI

Tiimor bolgelerindeki pH disregiilasyonu, tiimoér ilerlemesini ve invazyonunu arttiran bir
takim hiicresel fonksiyonlar tetiklemektedir. Tiimor mikro gevresinde, kanser hiicrelerinin
aktif metabolik aktiviteleri sonucu artan asitlik dolayisiyla pH diismektedir (172). Timor
cevresinde gozlenen pH diisiisii antikanser tedavide kullanilan ilaglarin dagilimini, salim
profilini ve hiicre igine alimin1 6nemli dlglide etkilemektedir (173). Ayrica doksorubisin
gibi iyonize antikanser ajanlarinda sitotoksik etkinligi pH degisiminden onemli Glgiide
etkilenmektedir (174). Tim bunlar ele alindiginda kanser tedavisi igin gelistirilen ilag
tastyict sistemlerin ve salim oOzelliklerinin degerlendirilmesinde pH kaynakli olusan

fizyolojik degisiklikler mutlaka g6z 6ntinde bulundurulmalidir.

Calismada elde edilen formiilasyonlarin doksorubisin salimi tizerindeki etkinligi, salim
profilinin belirlenmesi i¢in Cizelge 5.25.’te belirtildigi sekilde DOX NP, DOX HJ ve DOX
NP HJ olmak iizere doksorubisin igeren formiilasyonlar kullanilmigtir. N&tral pH (pH 7,4)
ve tiimor mikro gevresindeki asidik pH kosullarini (pH 5,8) (Sekil 5.29.) modelleyebilecek
sekilde hazirlanan fosfat tamponlarinda salim deneyleri gergeklestirilmistir (175). Fosfat
salin (PBS) tamponlarinda gerceklestirilen doksorubisin salim deneylerinde ¢dkme
problemiyle karsilasildigi i¢in fosfat tamponu ile salim deneyleri gergeklestirilmistir (176).
Fosfat tamponunun tamponlama araligi pH 5,8-7,4 olmasi dolayisiyla salim deneylerinde
pH 5,8 ve pH 7,4 tamponlar1 kullanilmistir. DOX yiiklii formiilasyonlarin in vitro salim
deneyleri diyaliz membran ile yapilmistir (177). On salim ¢alismalarinda belirli zaman
araliklarinda medyum ortamindan Ornek alinmasi ve eksilen medyum miktarinin
tamamlanmasi ile gerceklestirilen ¢aligmalarda 12-24 saat sonrasinda salim profilinde plato
gbzlenmesi, elde edilen 6lgiim degerlerine gore salimin durdugunun gézlenmesini takiben
devam eden 6rnek alma saatlerinde DOX’un turuncu agregatlar olarak medyum ortaminda
bulundugu, salim ortamindaki cam yiizeye ve ve diyaliz membran bilesenlerine adheze
oldugu goriilmistiir. Bundan dolayr her 6rnek alma vaktinde tiim medya degistirilecek

sekilde salim deneyi gergeklestirilmistir.

Sekil 5.28. ve Sekil 5.29.” da goriildiigii lizere 21 giinliik salim profiline bakilarak
formiilasyonlar ile doksorubisinin uzatilmis kontrollii saliminin saglandig1 goriilmektedir.

Nanopartikiil formiilasyonlarinda pH 5.8’de pH 7.4 gore kiyasla yiiksek bir ilk ¢ikis etkisi
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goriinmektedir. pH 7.4’te nanopartikiilin hidrofobik c¢ekirdek yapisinin daha yiiksek
oranda korundugu bu nedenle asidik pH’ya kiyasla diisitk miktarda salimin gergeklestigi
goriilmektedir. Doksorubisinin pH bagimli salimi, DOX’un amino gruplarinin asidik
pH’da protonasyonu sonucu ¢oziiniirligiiniin artmasindan kaynaklanabilmektedir. Buna
ilaveten pozitif yiiklii DOX molekiillerinin negatif yiikli PEG-b-PCL nanopartikiilleri ile
etkilesiminin, asidik pH degerlerinde DOX’un protonasyon nedeniyle PCL ¢ekirdek yapiy1
zayiflatmasi sebep olabilmektedir. Bu yiizden literatiirde de belirtildigi iizere PCL ¢ekirdek
yapilarinin asidik pH’da parcalanma hizinin artisi, DOX’un ortama salim hizin1 da
etkilemistir (178, 179). Bunlara bagli olarak kanserli dokularin mikro ¢evresinin genellikle
daha asidik olmasi dolayisiyla, pH bagimli DOX salim davranisinin kanser tedavisinde
secici ve pasif hedefleme avantajlar saglanacagi disiiniilmektedir. Bu nitelikleri ile
formiilasyonlarin, saglikli dokulara zarar vermeden tiimdér dokusuna daha fazla ilag

ulastirmast, kontrollil ve etkili bir ila¢ salimi1 saglayabilmesi 6ngoriilmektedir.

DOX NP formiilasyonu ilk saatlerde gorece yiiksek ilk ¢ikis etkinligi sergilerken, DOX NP
HJ ve DOX HJ formiilasyonlar1 daha yavas ve siirekli bir salim profili géstermistir. DOX
NP formiilasyonu, 6zellikle ilk 2 saatte yliksek salim oranlarina ulasirken, DOX NP/HJ
formiilasyonu daha kontrollii bir salim profili sergilemistir. Ozellikle pH 5.8°de, DOX NP
formiilasyonunun 10 giinliik bir salim siiresiyle en hizli salim elde edilirken, DOX HJ
formiilasyonunun 21 giinliik siirede en yavas salimi gerceklestirdigi goriilmektedir. DOX
NP HJ de igerigindeki jel formiilasyonu ile DOX NP’ye kiyasla 21 giinlik salimi
saglayabilmis ve Onemli Olgiide salim siiresi uzamistir. Bu durum nanopartikiillerin
kontrollii ve uzatilmis salim i¢in hidrojel matrisin gerekliligini gostermektedir. DOX NP
HJ formiilasyonundaki nanopartikiil ve hidrojelin formiilasyonlarinin bir arada bulunmasi
doksorubisinin kontrollii ve uzatilmis salim etkinligini saglamada 6ne ¢ikmaktadir. Bu,
ilacin salim hizinin daha iyi kontrol edilmesini saglamakta ve hedeflenen tedaviye daha
etkin ulagim sunmaktadir. DOX NP/HJ formiilasyonu, bu uzun siireli salimi
nanopartikiillerin ve hidrojelin  sinerjisi sayesinde daha etkin bir sekilde

gerceklestirebilecek potansiyele sahiptir.

Hidrojel formiilasyonlarinda (DOX NP/HJ ve DOX/HJ) formiilasyonlarindan ilag¢ salimi,
504 saat (21 giin) boyunca devam etmektedir. Bu, 6zellikle kronik yaralarin tedavisinde ve

uzun sureli kanser tedavilerinde 6nemlidir.
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Sonug olarak DOX NP/HJ formiilasyonunun, doksorubisinin asidik ortamlarda kontrollii
salimini saglamasi, uzun siireli etkinligi ve hedeflenen bolgeye dengeli ulasimi sayesinde
Ozellikle kanser tedavisi ve kronik yara iyilesmesinde Onemli avantajlar sunacagi on

goriilmektedir.

6.1.13. HUCRE KULTURU VE HAYVAN DENEYLERIi DEGERLENDIRMESI

6.1.13.1. Hiicre Kiiltiirii Degerlendirmeleri

Hiicre canlilik testleri Sekil 5.30.’da gosterildigi iizere formiilasyonlarin hem saglikli
hiicreler (NIH/3T3) hem de kanser hiicreleri (4T1) tizerindeki etkileri incelenmistir. MTT
hiicre canlilik testi kullanilarak gergeklestirilen deneyde canlilik oranlari yiizde olarak
ifade edilmistir. Grafikte genel olarak gozlenen 4T1 meme kanseri hiicreleri {izerinde
doksorubisin igeren tiim formiilasyonlarin (DOX, NP/DOX, JEL/DOX ve NP/JEL/DOX)
belirgin sitotoksik etkiler gosterdigi ve hiicre canliligimi diistirdiigi ile gozlenmistir.
NP/DOX ve NP/JEL/DOX formiilasyonlari, 4T1 hiicreleri lizerinde Ozellikle etkili
olmustur. JEL/DOX formiilasyonu da etkili olsa da nanopartikiil bazli formiilasyonlarla
karsilastirildiginda daha diistik etkinlik gostermistir. Bu durum, nanopartikiillerin ilacin
hiicre icine girisini daha etkin bir sekilde artirabilecegini one slirmektedir. Sagliklt
NIH/3T3 hiicrelerinde ise, yiiksek konsantrasyonlarda DOX igeren formiilasyonlarin toksik
etkileri belirginlesmistir. Ancak saglikli hiicreler iizerindeki toksik etki kanser hiicrelerine
gore goreceli olarak daha az olup bu da formiilasyonlarin terapétik seciciliginin bir

gostergesi olabilecegini 6n goriilmektedir.

Sekil 5.31.°de transwell analizi yapilan 4T1 hiicrelerinde 48 saatlik siire sonrasinda dlgiilen
floresan degerler goriilmektedir. Burada iki giinliik siirenin sonunda MTT testlerine kiyasla
farkl1 bir sonug elde edilmis, deney sonunda doksorubisin yiiklii hidrojel formiilasyonunun
en fazla etkinlik gosteren formiilasyon oldugu goézlenmektedir. DOX/JEL
formiilasyonunun doksorubisin ¢ozeltisinin uygulandigr ornekten daha yiiksek etkinlik
gostermesi dikkat ¢ekmektedir. ilag salim profili ve MTT sonuglarindan farkli olan bu
sonucu jelin davranisi ile agiklamak miimkiindiir. Transwell kuyu tabanlarina birakilan
formiilasyonlar hiicre medyumu ile tasinarak membran filtredeki hiicrelere ulasmakta ve
etki gostermektedir. Bu siiregte degrade olan ve medyuma karisan jel formiilasyonu bir

stire sonra membran filtreye adheze olarak bu bdlgede tutunma gdstermektedir. Tutunmay1
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takiben doksorubisin ¢dzeltisinin bulundugu 6rnege kiyasla daha yiiksek konsantrasyonda

bir etkin madde varlig1 gostermektedir.

Hyaltironik asit hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu tesvik eden ve doku onarimini
destekleyen dogal bir polisakkarittir. Bunun yani sira yara iyilesmesi ve doku
rejenerasyonu siirecinde olumlu etkinlik gosteren bir maddedir (180). Jel formiilasyonu
iceren gruplar hem saglikli NIH/3T3 hiicrelerinde hem de 4T1 meme kanseri hiicrelerinde
hiicre canliliginda bir artis goriilmektedir. Bu durumun yara iyilesmesi siirecinde jel
formiilasyonunun igerigindeki hyaliironik asitin hiicre proliferasyonu ve canlilig1 {izerinde

olumlu etkisi olacagini gostermektedir.

Sonug¢ olarak bu ¢alisma, doksorubisin yiiklii nanopartikiill ve jel formiilasyonlarinin,
kanser tedavisinde kullanilmak tiizere gelistirilen ila¢ tasiyict sistemlerinin etkinligini
artirma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Formiilasyonlar1 hedef hiicrelere
daha etkin bir sekilde ulasmasini saglayarak tedavinin etkinligini artirabilecegi ve saglikli
hiicrelere zarar verme potansiyelini azaltabilecegi sonucuna varilmistir.  Jel
formiilasyonunun hyaliironik asit igermesi, saglikli ve kanserli hiicre hatlarinda hiicre

canliligin1 ve proliferasyonunu artirmada olumlu bir faktor olarak degerlendirilmistir.

6.1.13.2.Fare Deneyleri

Fare deneylerinin Oncesinde farelerin sirt kisminda belirlenen bolgelerde ili¢ noktaya
enjeksiyon yapilarak on denemeler gerceklestirilmistir. Bu 6n denemelerde DOX ve DOX
NP formiilasyonlar1 sivi oldugu i¢in enjeksiyon bolgesinde lokalize olamazken, DOX HJ
ve DOX NP HIJ hidrojel formiilasyonlarinin Sekil 5.32.’de goriildiigii iizere enjeksiyon
bolgesine tutunarak lokalize oldugu goriilmektedir. Sekil 5.33.’de elde edilen goriintiiler
farelerin meme bolgesinde 1s1ma veren kanser hiicrelerinin canli goriintiileme sistemleri
kullanilarak izlenmesi c¢alismasini gostermektedir. Floresan 1sima, kanser hiicrelerinin
aktivitesini ve/veya varligin1i gosteren bir isaret¢i olarak kullanilmaktadir. Caligmada
formiilasyonlarin karsilastirilmali etkinligi, bu floresan yogunlugu {izerinden 6lgiilmekte ve
karsilastirilmaktadir. Grafik tedavi edilen her grup i¢in zamanla 6l¢iilen ortalama floresan
yogunlugunu gostermektedir. Bu veriler her bir formiilasyonun tedavi etkinliginin yani
sira, ilacin hedef dokuda ne kadar siireyle aktif kaldigin1 anlamak i¢in 6nemlidir. Daha

yiiksek floresan yogunlugu, genellikle daha yiiksek kanser hiicresi popiilasyonunu
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gostermektedir. Goriintiilere gore uzatilmig salim  etkinliginin en yiiksek oldugu
formiilasyon DOX NP HJ formiilasyonudur. Doksorubisin saliminin yiiksek oldugu,
floresan yogunlugun hizlica diistiigli farelerde her ne kadar kanser hiicresi yogunlugu
diismiis olsa da Sekil 5.39.°da goriildiigii iizere yara kapanmalar1 gecikmis ve yara
iyilesmesi sekteye ugramistir. Yara iyi edici etken varliginda uzatilmis kontrollii salim

saglanmasinin tedavi siirecinde daha basarili sonuglar verdigi saptanmustir.

Sekil 5.34.°te farelerde cerrahi uygulama sonrasi yara iyilesme takibi i¢in yedi giin
boyunca yara bolgesinin goriintiileri alinarak degerlendirme yapilmistir. Yara iyilesmesi
siirecinde, cerrahi islem yapilan bolgedeki dikislerin atilmasi, siitur atilan bolgenin
kapanmasi1 goz oniine alinmustir. Antikanser ajan olarak ortamda bulunan doksorubisin
yara iyilesmesini engellemekte yara kapanmasini geciktirmektedir (181). Yara bolgesinde
bu etkin maddeye olan akut maruziyet siireci olumsuz etkilemektedir. Hidrojel iceren
formiilasyonlarla birlikte hem yapidaki hyaliironik asit sayesinde hem de saglanan

uzatilmis salim sayesinde farelerde yara kapanma siirecinin daha hizli oldugu gézlenmistir.
6.2. SONUC

Meme kanserine karst etkili oldugu bilinen Doksorubisin HCI’nin kargo tasiyici sistem
icerisindeki formiilasyonlarinin gelistirilmesi, kargilagtirmali caligmalarla birlikte lokal
olarak hedeflendirilme yapilarak rezidiiel meme kanserine yoOnelik post operatif
kullanimiyla timor niiksiiniin 6nlenerek hem kanser tedavisinin saglanmast hem de yara
tyilesme siirecinin hizlandirilmasi amaciyla yiiriitiilen bu tez ¢alismasindan su ¢ikarimlar

elde edilmistir;

Doksorubisin i¢in yiiksek enkapsiilasyon verimliligine sahip nanopartikiiler formiilasyon
gelistirilmistir. Yazilim destekli deney tasarimi ile cerrahi sonrasi lokal tedavide
kullanilmak {izere birgok parametre degerlendirilerek bu kullanima yonelik optimize bir

hidrojel formiilasyonu dizayn edilmis ve tiretilmistir.

Uretilen optimize hidrojel formiilasyonunun karakterizasyonlart yapilmis optimize
nanopartikiil formiilasyonu ile kullanimiyla hedeflenen tedaviye uygun kargo tasiyici

sistem niteliklerini tasiyan bir sistem elde edilmistir.
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Nanopartikiillerin hazirlanmasinda ¢oziicii buharlastirma metodu kullanilmistir. Birgok
formiilasyon parametresinin karsilastirilmasi yapilmigtir. Doksorubisin etkin maddesi igin
enkapsiilasyon etkinligi yiiksek, boyutu 200 nm’nin altinda steril olarak elde edilen

formiiller iiretilmistir.

Formiilasyon karakterizasyon degerlendirmeleri sonucunda F3 kodlu formiil optimal
nanopartikiil formiilasyonu olarak segilerek ileri deney basamaklarina bu formiil ile devam

edilmistir.

Doksorubisinin yani sira pEGFP-C1 plazmidi iiretilerek saflastirilmis, optimize formiiliin

katyonik siirfektan modifikasyonu ile enkapsiilasyonu saglanmistir.

Nanopartikiil formiilasyonlarinin 1,2 ve 3 aylik siirede +4°C ve 25 °C’de stabilite testleri
yapilmis formiilasyonlar elde edilen karakterizasyonlar stabilitelerinin korundugunu

gostermistir.

Optimize formiiller ile elde edilen sistemlerde nihai nanopartikiil jel formiilasyonlarinda 21

giinliik salim testlerinde uzatilmig ve kontrollii bir salim elde edildigi ortaya konulmustur.

Fare deneylerinde olusturulan cerrahi model iizerinde formiilasyon etkinlikleri gézlenmis,
uzatilmis salim niteliklerinin yani sira hidrojel igeren formiilasyonlarda yara iyi edici

etkinligin arttig1 goriilmustiir.

Hazirlanan nanopartikiil ve hidrojel formiilasyonlar: ile gerceklestirilen hiicre canlilig1 ve
fare modeli ¢aligmalarinda elde edilen formiilasyonlar ile bu tez ¢alismasinda tez igin

belirlenen hedeflere yonelik basarili sonuglara ulagilmistir.
Tez caligmasi sonrasinda gerceklestirilmesi planlanan ¢alismalar ise su sekildedir;

Tezde c¢alisilan pEGFP-C1 ile iretilen nanopartikiiler sistemin hiicresel Olgekte
transfeksiyon verimliligi degerlendirilecek ve ticari iiriin Lipofectamine ile etkinlik
karsilagtirmas1 yapilacaktir. Buradan elde edilecek veriler dogrultusunda model plazmid
yerine terapdtik etkinlige sahip meme kanserine yonelik plazmid tasiyici sistemler ile

caligmalarin devam ettirilmesi planlanmaktadir.
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EKLER

EK 1: 5 RPM VIZKOZITE iCiIN KUBIK MODELDE ANOVA ANALIZi

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F-degeri p-degeri
Toplamm Derecesi Kareler

Model 9.609E+05 7 1.373E+05 900.77 <0.0001*

A-CMC 2.896E+05 1 2.896E+05 1900.19 <0.0001

B-HA 1.524E+05 1 1.524E+05 999.78 <0.0001

AB 9409.00 | 9409.00 61.74 0.0005

A2 28974.53 | 28974.53 190.14 <0.0001

B2 2863.18 1 2863.18 18.79 0.0075

A’B 122.89 1 122.89 0.8064 0.4103

AB? 262.02 1 262.02 1.72 0.2468

Al 0.0000 0

B3 0.0000 0

Kalint1 761.93 5 152.39

Uyumsuzluk 325.13 1 325.13 2.98 0.1595**

Saf Hata 436.80 4 109.20

Diizeltilmis 9.616E+05 12

Toplam

*: anlaml, **: anlamh degil.
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EK 2: 5 RPM VIZKOZITE ICIN ANOVA ANALIZINDE KODLANMIS FAKTOR

KATSAYILARI
Faktor Katsay1 Serbestlik  Standart %95 GA %95 GA  VBF
Tahmini Derecesi Hata Alt limit  Ust limit

Sabit 596.80 1 5.52 582.61 610.99
A-CMC 269.05 1 6.17 253.19 284.92 2.00
B-HA 195.16 1 6.17 179.30 211.03 2.00
AB 48.50 1 6.17 32.63 64.37 1.0000
A? 64.54 1 4.68 52.51 76.57 1.02
B? 20.29 1 4.68 8.26 32.32 1.02
A’B 7.84 1 8.73 -14.60 30.28 2.00
AB? 11.45 1 8.73 -10.99 33.88 2.00
A3 -
B3 -

EK 3: 5 RPM VIZKOZITE ICIN ANOVA ANALIZINDE UYUM

ISTATISTIKLERI
Standart  Ortalama % R? Diizeltilmis  Tahmin Yeterli
Sapma VK R? Edilen R?  Kesinlik
12.34 649.00 1.90 0.9992 0.9981 0.9777 99.8578
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EK 4: 10 RPM VIZKOZITE ICiN KUBIK MODELDE ANOVA ANALIZI

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F-degeri p-degeri
Toplamm Derecesi Kareler

Model 3.751E+05 7 53588.59 1026.90 <0.0001*

A-CMC 97240.50 1 97240.50 1863.38 <0.0001

B-HA 69564.50 1 69564.50 1333.04 <0.0001

AB 2352.25 1 2352.25 45.08 0.0011

A? 14536.58 1 14536.58 278.56 <0.0001

B2 1505.79 1 1505.79 28.85 0.0030

A’B 0.0315 1 0.0315 0.0006 0.9814

AB? 672.19 1 672.19 12.88 0.0157

Al 0.0000 0

B3 0.0000 0

Kalint1 260.93 5 52.19

Uyumsuzluk 36.13 1 36.13 0.6428 0.4676**

Saf Hata 224.80 4 56.20

Diizeltilmis 3.754E+05 12

Toplam

*: anlaml, **: anlamh degil.
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EK 5: 10 RPM VIiZKOZITE iCIN ANOVA ANALIZINDE KODLANMIS FAKTOR
KATSAYILARI

Faktor Katsay1 Serbestlik  Standart %95 GA %95 GA  VBF
Tahmini Derecesi Hata Alt limit  Ust limit

Sabit 390.20 1 3.23 381.90 398.50
A-CMC 155.92 1 3.61 146.63 165.20 2.00
B-HA 131.88 1 3.61 122.59 141.16 2.00
AB 24.25 1 3.61 14.97 33.53 1.0000
A? 45.71 1 2.74 38.67 52.75 1.02
B? 14.71 1 2.74 7.67 21.75 1.02
A’B -0.1254 1 5.11 -13.26 13.01 2.00
AB? 18.33 1 5.11 5.20 31.46 2.00
A3 -

EK 6: 10 RPM VIZKOZITE ICIN ANOVA ANALIiZINDE UYUM
ISTATISTIKLERI

Standart Ortalama % R? Diizeltilmis Tahmin Yeterli
Sapma VK R? Edilen R?  Kesinlik
7.22 427.38 1.69  0.9993 0.9983 0.9929 107.9954
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EK 7: 20 RPM VIZKOZITE ICiN KUBIK MODELDE ANOVA ANALIZi

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F-degeri p-degeri
Toplamm Derecesi Kareler

Model 1.450E+05 7 20715.04 616.79 <0.0001*

A-CMC 38642.00 1 38642.00 1150.57 <0.0001

B-HA 29282.00 1 29282.00 871.88 <0.0001

AB 702.25 1 702.25 20.91 0.0060

A? 3936.31 1 3936.31 117.20 0.0001

B2 666.40 1 666.40 19.84 0.0067

A’B 0.1921 1 0.1921 0.0057 0.9426

AB? 59.67 1 59.67 1.78 0.2401

Al 0.0000 0

B3 0.0000 0

Kalint1 167.93 5 33.59

Uyumsuzluk 45.13 1 45.13 1.47 0.2921**

Saf Hata 122.80 4 30.70

Diizeltilmis 1.452E+05 12

Toplam

*: anlaml, **: anlamh degil.
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EK 8: 20 RPM VIZKOZITE ICIN ANOVA

ANALIZINDE KODLANMIS

FAKTOR KATSAYILARI
Faktor Katsay1 Serbestlik  Standart %95 GA %95 GA  VBF
Tahmini Derecesi Hata Alt limit  Ust limit

Sabit 252.80 1 2.59 246.14 259.46
A-CMC 98.29 1 2.90 90.84 105.74 2.00
B-HA 85.56 1 2.90 78.11 93.01 2.00
AB 13.25 1 2.90 5.80 20.70 1.0000
A? 23.79 1 2.20 18.14 29.44 1.02
B? 9.79 1 2.20 4.14 15.44 1.02
A’B -0.3099 1 4.10 -10.84 10.22 2.00
AB? 5.46 1 4.10 -5.07 16.00 2.00
A3 -
B3 -

EK 9: 20 RPM VIZKOZITE ICIN ANOVA ANALIZINDE UYUM

ISTATISTIKLERI
Standart Ortalama % R? Diizeltilmis Tahmin Yeterli
Sapma VK R? Edilen R? Kesinlik
5.80 273.46 2.12 0.9988 0.9972 0.9788 83.1469
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EK 10: SERTLIK iCiN KUBiK MODELDE ANOVA ANALIZI

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F-degeri p-degeri
Toplamm Derecesi Kareler

Model 0.2343 7 0.0335 14.66 0.0046*

A-CMC 0.0705 1 0.0705 30.89 0.0026

B-HA 0.0188 1 0.0188 8.22 0.0351

AB 0.0099 1 0.0099 4.35 0.0914

A? 0.0248 1 0.0248 10.86 0.0216

B2 0.0475 1 0.0475 20.78 0.0061

A’B 0.0015 1 0.0015 0.6369 0.4610

AB? 0.0001 1 0.0001 0.0376 0.8539

Al 0.0000 0

B3 0.0000 0

Kalint1 0.0114 5 0.0023

Uyumsuzluk 0.0045 1 0.0045 2.61 0.1812**

Saf Hata 0.0069 4 0.0017

Diizeltilmis 0.2457 12

Toplam

*: anlaml, **: anlamh degil.
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EK 11: SERTLIK ICIN ANOVA ANALIZINDE KODLANMIS FAKTOR
KATSAYILARI

Faktor Katsay1 Serbestlik  Standart %95 GA %95 GA  VBF
Tahmini Derecesi Hata Alt limit  Ust limit

Sabit 0.5254 1 0.0214 0.4705 0.5804
A-CMC 0.1328 1 0.0239 0.0714 0.1942 2.00
B-HA 0.0685 1 0.0239 0.0071 0.1299 2.00
AB -0.0498 1 0.0239 -0.1112  0.0116 1.0000
A? -0.0597 1 0.0181 -0.1063  -0.0131 1.02
B? -0.0826 1 0.0181 -0.1292  -0.0360 1.02
A’B -0.0270 1 0.0338 -0.1138  0.0599 2.00
AB? -0.0066 1 0.0338 -0.0934  0.0803 2.00
A3 -
B3 -

EK 12: SERTLIK ICIN ANOVA ANALIZINDE UYUM ISTATISTiKLERI

Standart Ortalama % VK R? Diizeltilmis Tahmin Yeterli
Sapma R? Edilen R>  Kesinlik
0.0478 0.4379 1091  0.9535 0.8885 -0.2195 11.4257
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EK 13: SIKISTIRILABILIRLIK iCIN KUBIK MODELDE ANOVA ANALIZi

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F-degeri p-degeri
Toplamm Derecesi Kareler

Model 0.7643 7 0.1092 36.01 0.0006*

A-CMC 0.3177 1 0.3177 104.78 0.0002

B-HA 0.0561 1 0.0561 18.50 0.0077

AB 0.0121 1 0.0121 4.00 0.1020

A? 0.0037 1 0.0037 1.21 0.3208

B2 0.0239 1 0.0239 7.89 0.0376

A’B 0.0001 1 0.0001 0.0222 0.8875

AB? 0.0001 1 0.0001 0.0327 0.8637

Al 0.0000 0

B3 0.0000 0

Kalint1 0.0152 5 0.0030

Uyumsuzluk 0.0093 1 0.0093 6.35 0.0654**

Saf Hata 0.0059 4 0.0015

Diizeltilmis 0.7795 12

Toplam

*: anlaml, **: anlamh degil.
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EK 14: SIKISTIRILABILIRLIK ICIN ANOVA ANALIZINDE KODLANMIS
FAKTOR KATSAYILARI

Faktor Katsay1 Serbestlik  Standart %95 %95 VBF
Tahmini Derecesi Hata GAAIt GA Ust
limit limit

Sabit 1.25 1 0.0246 1.19 1.31
A-CMC 0.2818 1 0.0275 0.2111  0.3526 2.00
B-HA 0.1184 1 0.0275 0.0476  0.1892 2.00
AB -0.0550 1 0.0275 -0.1258  0.0157  1.0000
A? -0.0230 1 0.0209 -0.0767  0.0307 1.02
B2 -0.0587 1 0.0209 -0.1123  -0.0050 1.02
A’B -0.0058 1 0.0389 -0.1059  0.0943 2.00
AB? -0.0070 1 0.0389 -0.1071  0.0931 2.00
A3 -
B3 -

EK 15: SIKISTIRILABILIRLIK ICIN ANOVA ANALIZINDE UYUM
ISTATISTIKLERI

Standart Ortalama % R? Diizeltilmis RZ2  Tahmin Yeterli
Sapma VK Edilen R?  Kesinlik
0.0551 1.20 459  0.9805 0.9533 0.2247 20.2950
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EK 16: ADHEZIFLIK iCIN KUBIK MODELDE ANOVA ANALIZI

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F-degeri p-degeri
Toplamm Derecesi Kareler

Model 0.5262 7 0.0752 30.88 0.0008*

A-CMC 0.0414 1 0.0414 17.00 0.0091

B-HA 0.2038 1 0.2038 83.69 0.0003

AB 0.0011 1 0.0011 0.4566 0.5292

A? 0.0115 1 0.0115 4.72 0.0819

B2 0.0119 1 0.0119 4.89 0.0780

A’B 0.0002 1 0.0002 0.0943 0.7712

AB? 0.0001 1 0.0001 0.0432 0.8436

Al 0.0000 0

B3 0.0000 0

Kalint1 0.0122 5 0.0024

Uyumsuzluk 0.0015 1 0.0015 0.5639 0.4945**

Saf Hata 0.0107 4 0.0027

Diizeltilmis 0.5384 12

Toplam

*: anlaml, **: anlamh degil.
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EK 17: ANOVA ANALIZINDE KODLANMIS FAKTOR KATSAYILARI

Faktor Katsay1 Serbestlik  Standart %95 GA %95 GA  VBF
Tahmini Derecesi Hata Alt limit  Ust limit

Sabit 0.5573 1 0.0221 0.5006  0.6141
A-CMC 0.1017 1 0.0247 0.0383 0.1651 2.00
B-HA 0.2257 1 0.0247 0.1623 0.2891 2.00
AB -0.0167 1 0.0247 -0.0801  0.0467 1.0000
A? -0.0406 1 0.0187 -0.0887  0.0075 1.02
B2 -0.0414 1 0.0187 -0.0894  0.0067 1.02
A’B 0.0107 1 0.0349 -0.0790  0.1004 2.00
AB? -0.0072 1 0.0349 -0.0969  0.0824 2.00
A3 -
B3 -

EK 18: ADHEZIFLIK iCIN ANOVA ANALIZINDE UYUM ISTATISTIKLERI

Standart Ortalama % R? Diizeltilmis RZ2  Tahmin Yeterli
Sapma VK Edilen R*  Kesinlik
0.0493 0.5069 9.73 0.9774 0.9457 0.7903 17.2069
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EK 19: KOHEZIFLIK iCIN KUBIK MODELDE ANOVA ANALIZI

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F-degeri p-degeri
Toplamm Derecesi Kareler

Model 0.0595 7 0.0085 20.96 0.0020*

A-CMC 0.0042 1 0.0042 10.35 0.0235

B-HA 0.0007 1 0.0007 1.65 0.2558

AB 0.0147 1 0.0147 36.14 0.0018

A? 0.0137 1 0.0137 33.71 0.0021

B2 0.0111 1 0.0111 27.29 0.0034

A’B 0.0041 1 0.0041 9.98 0.0251

AB? 0.0014 1 0.0014 3.52 0.1195

Al 0.0000 0

B3 0.0000 0

Kalint1 0.0020 5 0.0004

Uyumsuzluk 0.0012 1 0.0012 6.20 0.0674**

Saf Hata 0.0008 4 0.0002

Diizeltilmis 0.0616 12

Toplam

*: anlaml, **: anlamh degil.
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EK 20: KOHEZIFLIK ICIN ANOVA ANALIZINDE KODLANMIS FAKTOR
KATSAYILARI

Faktor Katsay1 Serbestlik  Standart %95 GA %95 GA  VBF
Tahmini Derecesi Hata Alt limit  Ust limit

Sabit 0.9100 1 0.0090 0.8868 0.9331
A-CMC -0.0324 1 0.0101 -0.0583  -0.0065 2.00
B-HA 0.0129 1 0.0101 -0.0130  0.0388 2.00
AB 0.0605 1 0.0101 0.0347 0.0864 1.0000
A? 0.0443 1 0.0076 0.0247 0.0640 1.02
B? 0.0399 1 0.0076 0.0203 0.0595 1.02
A’B -0.0450 1 0.0142 -0.0816  -0.0084 2.00
AB? -0.0267 1 0.0142 -0.0633  0.0099 2.00
A3 -
B3 -

EK 21: KOHEZIFLIK ICIN ANOVA ANALIZINDE UYUM ISTATISTIKLERI

Standart Ortalama % R? Diizeltilmis RZ2  Tahmin Yeterli
Sapma VK Edilen R*  Kesinlik
0.0201 0.9618 2.09  0.9670 0.9209 -0.3023 15.1454
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EK 22: ELASTISITE ICIN KUBIK MODELDE ANOVA ANALIZi

Kaynak Kareler Serbestlik Ortalama F-degeri p-degeri
Toplam Derecesi Kareler

Model 0.0000 7 2.493E-06 10.31 0.0103*

A-CMC 1.542E-06 1 1.542E-06 6.38 0.0528

B-HA 5.110E-06 1 5.110E-06 21.15 0.0058

AB 5.906E-07 1 5.906E-07 2.44 0.1788

A? 4.637E-07 1 4.637E-07 1.92 0.2246

B2 1.607E-06 1 1.607E-06 6.65 0.0495

A’B 8.387E-07 1 8.387E-07 3.47 0.1215

AB? 9.700E-07 1 9.700E-07 4.01 0.1015

A3 0.0000 0

B3 0.0000 0

Kalint1 1.208E-06 5 2.417E-07

Uyumsuzluk  1.201E-08 1 1.201E-08 0.0402 0.8509**

Saf Hata 1.196E-06 4 2.991E-07

Diizeltilmis

Toplam 0.0000 12

*: anlaml, **: anlamh degil.
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EK 23: ELASTISITE ICIN ANOVA ANALIZINDE KODLANMIS FAKTOR
KATSAYILARI

Faktor Katsay1 Serbestlik  Standart %95 GA %95 GA  VBF
Tahmini Derecesi Hata Alt limit Ust limit
Sabit 0.9984 1 0.0002 0.9978 0.9990
A-CMC -0.0006 1 0.0002 -0.0013 0.0000 2.00
B-HA -0.0011 1 0.0002 -0.0018 -0.0005 2.00
AB 0.0004 1 0.0002 -0.0002 0.0010 1.0000
A? 0.0003 1 0.0002 -0.0002 0.0007 1.02
o -0.0005 1 00002 00010 % 10
06

A’B 0.0006 1 0.0003 -0.0002 0.0015 2.00
AB? -0.0007 1 0.0003 -0.0016 0.0002 2.00
A3 -
B3 -

EK 24: ELASTISITE ICIN ANOVA ANALIZINDE UYUM ISTATISTiKLERI

Standart Ortalama % VK R? Diizeltilmis Tahmin Yeterli
Sapma R? Edilen R*?  Kesinlik
0.0005 0.9983 0.0492 0.9352 0.8446 0.8586 11.7243
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DERLEME MAKALE / REVIEW ARTICLE

LOKALIZE MEME KANSERI TEDAVILERINDE EFEKTIF iLAC
TASIYICI SISTEMLER: ENJEKTABL HiDROJELLER

EFFECTIVE DRUG DELIVERY SYSTEMS IN LOCALIZED BREAST CANCER
THERAPIES: INJECTABLE HYDROGELS

Siiheyl Furkan KONCA'? ), Umut Can OZ* ®, Asuman BOZKIR?+

0z

Amag: Meme kanseri diinya genelinde kadinlarda en sik gozlenen kanser tiirii olup, erken teshis ve
etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in siirekli arastirmalarin yapilmasini gerektiren kritik bir
saglik sorunudur. Geleneksel kemoterapi uygulamalarindaki spesifik olmayan hedefleme, sistemik
toksisite, ilag direnci, kisith ilag penetrasyonu gibi simrlamalarin asilmasinda yenilikgi tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine ihtivag duyulmaktadir. Ilag tasiyict sistemler olarak enjektabl
hidrojeller biyopar¢alanir, biyouyumlu, tasarima yonelik ayarlanabilir fizikokimyasal ozelliklerinin
yani sira etkin maddenin yiiksek verimlilikte yiiklenmesini ve salimini saglayabilmesi dolayisiyla
lokal kanser tedavilerinde on plana ¢ikmaktadir. Enjektabl biyoparcalanir hidrojeller ozellikle
cerrahi sonrasi tedavi siirecinde tiimor niikstinii ve metastazini énlemede kritik 6neme sahiptir. Bu
derlemede enjektabl hidrojellerin yapilari, tiirleri, kanser tedavilerine iligkin uygulamalari ve
antikanser tedavi etkinliklerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Sonu¢ ve Tartisma: Bu derlemede farmasétik ilag tasiyici sistemler olarak enjektabl hidrojel
yapilari, meme kanseri tedavilerine iliskin uygulamalari ve meme kanserine yonelik antikanser
tedavi etkinlikleri ele alinmigtir.

Anahtar Kelimeler: Enjektabl hidrojel, ilag tasiyic sistem, lokal tedavi, meme kanseri

ABSTRACT

Objective: Breast cancer is the most common cancer in women worldwide and is a critical health
problem that requires continuous research for early detection and development of effective
treatment strategies. There is a need to develop innovative treatment modalities to overcome the
limitations of conventional chemotherapy such as non-specific targeting, systemic toxicity, drug
resistance and limited drug penetration. As drug delivery systems, injectable hydrogels have come
to the forefront in local cancer treatments due to their biodegradable, biocompatible, design-
adjustable physicochemical properties as well as their ability to provide highly efficient loading and
release of the active substance. Injectable biodegradable hydrogels are critical in preventing cancer
recurrence and metastasis, especially in the post surgical treatment process. In this review, we
aimed to evaluate the structures, types, cancer treatment applications and anticancer therapeutic
efficacy of injectable hydrogels.

Result and Discussion: In this review, the structures of injectable hydrogels as pharmaceutical
drug delivery systems, their applications in breast cancer treatments and their anticancer
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therapeutic efficacy for breast cancer were discussed.
Keywords: Breast cancer, drug delivery system, injectable hydrogel, local therapy

GIRiS

Kanser gilintimiizde en yiiksek mortalite oranina sahip hastaliklarin basinda gelen diinya gapinda
o6nemli bir halk saghig sorunudur. Meme kanseri, kanser tiirleri arasinda global onkoloji alaninda
kargilagilan en yaygin malignitelerden biri olup kadinlar arasinda kanser iliskili mortalite oranlarini
gosteren belirleyici bir faktordiir. Demografik parametreler olarak kan grubu ve yas araligi, hamilelik
ve menopoz gibi lireme ile alakali faktorler, endokrin ve genetik belirtegler, yasam tarziyla iligkili
unsurlar ve advers gevresel faktorler bu patojenezde 6nemli risk unsurlari olarak degerlendirilmektedir
[1].

Meme kanseri tedavisinde kullanilan yéntemler arasinda adjuvan ve neoadjuvan kemoterapi gibi
konvansiyonel stratejilerin yani sira cerrahi miidahaleler, radyoterapi, hormon duyarliligi olan kanser
tiirlerinde hedefleyici uygulamalar ve molekiiler tedavi yaklasimlar yer almaktadir [2]. Meme kanserine
yonelik tedavilerde, erken teshisin saglanmasi ve yenilik¢i tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi kanserin
yol actig1 saglik yiikiinii 6nemli 6l¢iide azaltma potansiyeline sahiptir [3]. Hastaligin 6zgiil yapis1 ve
¢esitliligi nedeniyle, hastalarin kanser karakteristikleri ve kanser evreleri goz 6niinde bulundurularak
mevcut tedavi yaklasimlar kisiye 6zgii olarak optimize edilmelidir. Geleneksel yontemler olarak radikal
mastektomi ve modifiye radikal mastektomi gibi cerrahi yaklagimlar, lokal tedaviler igin esas teskil
ederken giiniimiizde meme koruyucu cerrahi prosediirler ve buna eslik eden radyoterapi de daha yaygin
bir tercih haline gelmistir. Bu tedavi yaklagimlaria gore lokal olarak ileri evre ve cerrahi miidahaleye
uygun meme kanseri vakalarinda neoadjuvan kemoterapi kritik bir rol oynamaktadir [4]. Cerrahi
rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapi meme kanseri tedavilerinde kullanilan baglica yontemlerdir [5].
Ozellikle cerrahi rezeksiyon uygulamalari, kanser vakalarinda hastaligim tekrarlanmasini énlemek
amactyla geleneksel kemoterapi tedavileriyle desteklenebilmektedir [6]. Fakat geleneksel neoadjuvan
kemoterapi uygulamalarinda, antikanser ajanlardan kaynaklanan siddetli yan etkiler tedavi etkinligini
diisiiren 6nemli bir kisitlayicr faktordiir [7]. Kansere yonelik uygulamalarda, karsilasilan mevcut
sorunlarin asilmasi, daha verimli ve etkili bir tedavinin saglanmasi i¢in bu amag¢ dogrultusunda yeni ilag
tastyici sistemlerin geligtirilmesi ve uygulanmasi 6nem arz etmektedir.

Nanopartikiiler ilag tastyici sistemler, diisiik toksisiteye sahip olmalari, giivenli ve etkili kontrolli
salim saglayabilmeleri, aktif veya pasif hedeflemeye olanak tammalari, ilag direncine karsi tedavi
etkinligini arttirabilmeleri dolayisiyla kanser tedavilerinde yaygin olarak kullamlmaktadir [8]. Birgok
avantajina ragmen, nanopartikiil temelli antikanser tedavilerdeki sistemik uygulamalar da smirl: tedavi
etkinligine sahip olabilmektedir. Bu sinirhliklar, ilag tasiyici sistemlerde karsilasilabilen ilk ¢ikis etkisi
ve spesifik olmayan etkilesimlerin yani sira timor heterojenitesi ve doku bariyerleri kaynakl
kisitlamalardan kaynaklanabilmektedir [9]. Ozelikle lokal kanser tedavileri icin diisiiniildiigiinde,
kemoterapétik ajanlarin kiigiik boyutlarindan dolay:r hedef bolgeden hizli bir sekilde eliminasyona
ugramalari, uzatilmis lokal etkiyi saglamada smirh kapasiteye sahip olmalari dezavantaj
olusturabilmektedir [10]. Bu asamada hidrojel temelli ilag tastyic1 sistemler, etkili bir lokal tedavinin
gerceklestirilmesinde 6n plana ¢ikmaktadir. Ug boyutlu ag yapilari, yiiksek su tutma kapasiteleri,
gozenekli ve gegirgen yapilari, biyouyumlu ve biyopargalanir 6zellikleriyle farmasdétik uygulamalarda
umut vadetmektedirler [11]. Hidrojeller, etkin maddenin sistemik dagilimdan kaynakli olusabilecek
ciddi yan etkileri onlemesi, hedef bolgede kalma siiresini uzatmasi, timor dokusunda etkili bir
dagilimimi saglamasi dolayisiyla terapotik verimliligi yiikseltmesi bakimimdan Onemli avantajlar
saglamaktadir [12]. Hidrojellerin biitiin temel karakteristik avantajlarina sahip olan enjektabl hidrojeller,
birgok farkli terapotik uygulamada kullamlabildig: gibi [13-16] 6zellikle kemoterapétik ajanlarin cerrahi
ve implantasyon islemleri olmaksizin, enjeksiyon yoluyla hedef bélgeye lokal olarak dogrudan
uygulanmasini saglayarak kontrolli salimi miimkiin kilmaktadir [17,18]. Enjektabl hidrojeller, sagladig1
avantajlar dolayisiyla lokal kanser tedavilerinde ve cerrahi sonrasi tiimor niikslerinin Oniine
gecilmesinde onemli ve islevsel tastyict sistemlerdir [19].

Bu derlemede farmasétik ilag tasiyict sistemler olarak enjektabl hidrojellerin yapilari, meme
kanseri tedavilerine iliskin uygulamalari ve meme kanserine yonelik antikanser tedavi etkinliklerinin
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degerlendirilmesi amaglanmustir.
Hidrojellerin Simflandirilmasi

Kanser tedavisine yonelik uygulamalar igin yiiksek terapdtik etkinlige ve verimlilige sahip
enjektabl hidrojel sistemlerinin eldesinde, biyouyumluluk, sisme orani, gegirgenlik, mekanik
dayaniklilik ve salim profili gibi karakteristik 6zellikler géz 6niinde bulundurulmalidir. Biyouyumlu
ozellikteki hidrojel yapilarinin, uygulama bolgesindeki pargalanma ve dagilimi sonrasinda, herhangi bir
akut veya kronik fizyolojik tepki ve toksisite olusturmamasi hedeflenmelidir [20]. Birgok farkli yontem
ve malzeme ile elde edilebilen hidrojeller, hammadde tipine, bilesen yapilarmna, ¢apraz bag tiiriine,
elektrik yiikiine, boyutlarina, sisme 6zelliklerine, mekanik 6zelliklerine, uyaran duyarliliklarina gére
smiflandirilabilmektedir [21,22]. Bu derlemede hidrojel tirleri, Sekil 1°de belirtildigi iizere bilegsenlerine
ve uyaran duyarlliklarina gore incelenmistir.

HiDROJELLERIN SINIFLANDIRILMASI

Bilesenlerine Gore Hidrojel Tiirleri Uyaran Duyarliliina Gére Hidrojel Tiirleri
[ Dogal Polisakkarit Polimer Hidrojeller \": Sicaklik Duyarh Hidrojeller
[, Sentetik Polimer Hidrojeller [ “ pH Duyarli Hidrojeller
[ Protein Temelli Hidrojeller [ : Isik Duyarh Hidrojeller
L;/ DNA Hidrojeller Ll Redoks Duyarlh Hidrojeller
[ Hibrit Hidrojeller L: Manyetik Duyarl Hidrojeller

L; > Ultrason Duyarli Hidrojeller

Ij" > Coklu Duyarli Hidrojeller

Sekil 1. Hidrojellerin bilesen yapilarina ve uyaran duyarliligina gore siniflandirilmasi

Bilesenlerine Gore Hidrojel Tiirleri
Dogal Polisakkarit Polimer Hidrojeller

Dogal polisakkarit polimerler, bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan olmak iizere
cok gesitli kaynaklardan elde edilebilmektedir. Ekstraseliiler matriks ile benzer yapida olmalari, yiiksek
biyouyumluluk &zellikleri ve yiiksek su tutma kapasitelerinin yani sira hedeflenen mekanik
parametrelere gore modifiye edilebilme ozelliklerine sahiptirler [23]. Dogal polisakkarit polimer
hidrojeller, aljinat, dekstran, gellan, hyaliironik asit, kitozan, nisasta ve selilloz yapilariyla elde
edilebilmektedir [21-30]. Lokalize kanser tedavisinin amaglandigi bir ¢aligmada, immiinojenik hiicre
6liimiinii indiikleyen kemoterapétik ajan oksaliplatin ve doksorubisin (DOX) etkin madde olarak
kullanilmis, immiin adjuvan R837 ile "kokteyl" kemoimmiinoterapdtik bilesikler tasarlanarak aljinat ile
formiile edilmistir. Kokteyl terapdtik soliisyon, lokal tiimor enjeksiyonunu takiben endojen kalsiyum
iyonlarmin varliginda Aljinat-Ca2+ hidrojelleri olusturarak, terapdtik bilesenlerin tiimér iginde
tutulmasmi ve kontrollii salinmini saglamistir. Calismada lokalize kemoimmiinoterapinin primer
tiimorleri ortadan kaldirabildigi, ¢cevre dokularda tiimor olusumunu inhibe edebildigi ve ayrica CT26
kolon kanser tiimor modelinde timor niiksiinii onleyebildigi gosterilmistir [28]. Oksaliplatin konjuge
G5 poliamidoamin ve oksitlenmis dekstrandan olusan nanopartikiil-hidrojel yapidaki nanokompozit
enjektabl hidrojel formiilasyonun, in vivo modellerde ii¢ haftadan daha uzun siire hedef bolgede
kalabildigi, 4T1 meme kanseri ortotopik primer tiimorlerine kars: yiiksek inhibisyon etkisi sagladig,
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lenf diigiimlerine ve akcigerlere metastazi onemli 6l¢iide azalttigi gosterilmistir [24]. Dogal hidrojeller,
birgok avantajina ragmen zayif mekanik 6zelliklere sahip olmasi, diisiik fiziksel ve kimyasal stabiliteye
sahip olmalar1 dezavantaj olusturabilmektedir. Bu olumsuz ozelliklerini gelistirmek amaciyla dogal
polimerler modifiye edilerek veya sentetik polimerlerle beraber kullanilabilmektedir [31]. Bu tiirden
iyilestirmenin yapildigt bir ¢aligmada PCL-PEG-PCL (PCEC) nanopartikiilleri ile enkapsiile edilen
paklitaksel (PTX), epirubisin-hyaliironik asit hidrojeli karistirilarak formiilasyon (PPNPs/EPB-HA Jel)
elde edilmistir. Bu enjektabl hidrojel formiilasyonunda, 4T 1 meme kanseri modelinde sistemik toksisite
olmaksizin her iki terap6tik ajanin da kontrollii salimi saglanmus ve sinerjistik etki sonucunda timér
niikstiniin ve akciger metastazinin etkili bir sekilde 6nledigi bildirilmistir [27].

Sentetik Polimer Hidrojeller

Sentetik polimerler, yiiksek mekanik stabiliteye sahip modifiye edilebilir mikro yapilari,
ayarlanabilir kimyasal bilesimleri ve biyopargalanabilir ozellikleriyle hidrojel formiilasyonlarinda
siklikla kullamlmaktadir [32,33]. Poli(etilen glikol) (PEG), poli(e-kaprolakton) (PCL), poli(etilen oksit)
(PEO), poli(laktik ko-glikolik asit) (PLGA), poli(vinil alkol) (PVA), poliakrilamid (PAM) ve poli(2-
hidroksi metakrilat) (PHEMA) polimerleri hidrojel formiilasyonlarinda farmasotik uygulamalarda
yaygn olarak kullanilan polimerlerdir [34-39]. Lei ve arkadaslar1 PTX yiiklii poli(etilen glikol)-poli(e-
kaprolakton)-poli(etilen glikol) (PECE) enjektabl hidrojeli uygulanan 4T1 meme kanseri modelinde,
primer tiimor rezeksiyonunu takiben yara iyilesme siiresinin kisaldigini, tiimér proliferasyonunun inhibe
oldugunu ve tiimor niikstiniin 6nlendigini bildirmislerdir [40]. Gliobastoma lokal tedavisinde,
salinomisin yiiklii poli(etilen oksit)/poli(propilen oksit)/poli(etilen oksit) (PEO-PPO-PEO) ve Pluronik
F127 ile hazirlanan hidrojellerin etkinliginin incelendigi bir ¢caliymada, 7 giin siireli kontrollii salim elde
edilmis, glioblastoma hiicrelerinde hiicre proliferasyonun inhibisyonuyla birlikte apoptoz saglanmis ve
subkiitan U251 zenograft nude farelerde timdr biiyiimesinin 4-6 kat azaldig1 gosterilmistir [41].

Protein Temelli Hidrojeller

Protein polipeptid temelli hidrojeller, fonksiyonel tiniteleri dolayisiyla yiizey modifikasyonlarina
imkan saglamasi, dis uyaranlara izl yanit vermesi, biyopargalanir yapida olmasi, kolay sentezlenebilir
olmasi, diisiik immiinojenisite ve toksisiteye sahip olmasi gibi 6zellikleriyle 6ne ¢ikmaktadirlar [42].
Protein temelli sentezlenen hidrojeller, hiicre ekstraseliiler matrikse benzerlikleri dolayisiyla, sentetik
polimerlere kiyasla daha yiiksek biyouyumlu ozellikler gosterirler [43]. Farmasotik alanda, kollajen,
elastin, fibrin, ipek fibroin ve jelatin protein temelli hidrojellerin eldesinde yaygin olarak kullanilan
bilesenlerdir [44-48]. Yu ve arkadaslari, metoksi poli(etilen glikol)-b-poli(y-etil-L-glutamat) diblok
kopolimeriyle (mPEG-b-PELG) C26 kolon kanserine yonelik in situ termo jellestirici hidrojel
sentezlemislerdir. Kombretastatin A4 disodyum fosfat (CA4P) ve sisplatin (CDDP) etkin maddelerinin
kombine tedavisini saglayan hidrojel formiilasyonu, lokal uygulamada yiiksek antitiimor etkinlik
gostermistir [49]. Nie ve arkadaglari, DOX un kontrollii salimi ve filamentler arasinda giiglii -n bag
etkilesiminin siirdiiriilmesi igin heksapeptid hidrojelatér (FEF3K) kullanarak, DOX yiiklii antiparalel -
tabaka yapida enjektabl hidrojeller elde etmislerdir. Meme kanseri fare modelinde, cerrahi sonrasi timér
niiksiine kars1 yiiksek terapotik etki ve hizli yara iyilesme etkilerinin gozlendigini bildirmislerdir [SO].
Ayrica protein temelli hidrojellerin kemoterapi, immiinoterapi, fototermal terapi uygulamalarinda da
etkinligini gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir [51-53].

DNA Hidrojeller

DNA hidrojeller, ii¢ boyutlu yapiya sahip dallanmug DNA zincirlerinin, sulu ¢ozeltide ¢apraz
baglanma reaksiyonlar1 sonucunda elde edilirler. DNA hidrojeller, kolay modifiye edilebilen,
biyouyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir ve ekonomik olarak {iiretilebilen yapilardir [54]. DNA
hidrojel sentezinde gesitli yaklagimlar mevcuttur. En sik kullanilan yontemlerden biri olarak DNA
dizilerinin kullanildig1 yontemde, DNA'nin tamamlayici zincirleri ile baglayici gruplar kullanilir. DNA
primerleri, DNA'nin hibridizasyonunda tamamlayici zincirle etkilesime girerek ti¢ boyutlu DNA ag
yapist  olusturulur. Enzimatik ligasyon tekniginde, enzimatik polimeraz amplifikasyon
reaksiyonlarindan faydalanilarak DNA zincirleri birlestirilir. DNA'nin sarmal yapi1 olugturmasi temelli
yontemde, birlesik dairesel amplifikasyon ve ¢oklu primer zincir amplifikasyonunun uygulanmasiyla
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uzun DNA zincirlerinin sentezlenmesini saglanir [55]. Tamamu DNA bazli yapitaslarindan olusan
hidrojellerde, bircok avantaja ragmen uygulamada bazi dezavantajlar da bulunmaktadir. DNA’da
fonksiyonel grup sayisinin az olmasi, ileri kimyasal modifikasyonlar1 oldukga zorlastirir ve hidrojelin
fonksiyonel 6zelliklerinin ayarlanabilmesini kisitlar. Bunun yani sira DNA’nin negatif yiiklii olmas1 ve
stabilite sorunlar1 da dezavantajlar arasindadir [55]. DNA ve RNA zinciri igeren hidrojeller, kanser
tedavilerinde ve gen terapilerinde efektif olarak kullanilabilmektedir. Kanser metastaz faktorii kemokin
reseptoric CXCR4'lin, timor baskilayict ve inhibitor siRNA duplekslerinin sentetik polikatyonik
reaktifler eklenmeden elde edilen RNA-ii¢lii sarmal hidrojel ile gen terapisinin yapildig: bir ¢alismada,
in vitro ve in vivo modellerde MDA-MB-231 {¢lii negatif meme kanseri modelinde miRNA
ifadelenmesi baskilanarak yiiksek gen susturma etkinligi saglanmistir [56]. Zhang ve arkadaslar1 lokal
kanser tedavisine yonelik cerrahi sonrasi uygulama igin gelistirdikleri kamptotesin yiiklii niikleaz ve
glutatyon duyarli enjektabl DNA hidrojeller ile HCT 116 kolon kanserinde tiimdor niiksiine kars: yiiksek
terapdtik etkinlik sagladiklarini bildirmislerdir [57].

Hibrit Hidrojeller

Hibrit hidrojeller, ¢esitli polimerlerin, nanopartikiillerin, karbonhidratlarin, peptid ve proteinlerin
farkli ¢apraz baglama yontemleri uygulanarak, tedavide hedeflenen karakteristiklere uygun olarak
tiretilebilen hidrojellerdir [58]. Cimen ve arkadaslari lokal meme kanseri modeline yonelik olarak
gelistirdikleri formiilasyonda, hidrazid fonksiyonellestirilmis jelatin (Gel-ADH) ve aldehit
fonksiyonellestirilmis PEG (diBA-PEG) polimerleri arasinda hidrazon bagi olusturarak, kendini
onarabilen, enjektabl, pH duyarl &zellikte elde ettikleri hidrojel ile DOX yiiklii laponit (LAP)
nanodisklerini entegre ederek Gel-ADH/diBA-PEG/LAP-DOX enjektabl hidrojel sistemini
tiretmislerdir. Bu hibrit hidrojel formiilasyonunda, LAP-DOX elektrostatik etkilesimi sonucunda DOX
etkin maddesinin 10 giinliik siirede pH 5.0’de % 31.76, pH 7.4’te % 25.24 salim degerleri ile pH duyarl
uzatilmig salim profili elde ettiklerini, 30 giinliik siire sonrasinda hidrojelin % 40 rezidiiel agirhik ile
tiimor pH ortaminda yiiksek jel stabilitesi ve uzun biyoparcalanma 6mrii gosterdigini bildirmislerdir.
[59]. Baska bir ¢aligmada, tiglii meme kanseri modeline yonelik lokal tedavide, katyonik/notral DOX
yiiklii lipit nanopartikiiller, bakteriyel seliiloz matriks ile kombine edilerek (BC-NLCs-NH) hidrojel
formiilasyonu elde edilmistir. Tastyici sistemin timor igi uygulamasinda, kontrol DOX’a kiyasla 6dem,
nekroz, inflamasyon gibi yan etkiler gézlenmezken ve daha yiiksek antikanser etkinlik gézlenmistir
[60].

Uyaran Duyarhihgina Gére Hidrojeller

Hidrojel sistemlerde, hidrojellerin biiziilmesi veya sismesi sonucunda etkin madde difiizyon
yoluyla polimer ag1 lizerinden tasinarak yer degistirir. Buradaki jel karakteristikleri kontrollii salim
dinamiklerini belirler. Hidrojellerdeki sisme davranisi, mekanik dayaniklilik veya gegirgenlik gibi
nitelikler, endojen veya eksojen uyaran maruziyeti ile degisebiliyorsa bu tasiyici sistemler, uyariya yanit
veren hidrojeller, akilli hidrojeller veya uyaran duyarli hidrojeller olarak adlandirilabilmektedir. Bu
sistemlerde, uyaran duyarl polimerler yapiya katilarak hidrojeller 6zellestirilmektedir [43]. Uyaranlar
tiiriine gore temel olarak endojen ve eksojen uyaran olarak ayrilabilmektedir. Enzimler, pH, ATP,
hidrojen peroksit, redoks potansiyeli, hipoksi kosullar1 endojen uyaranlar arasinda yer alirken, manyetik
alan, sicaklik, ultrason, 151k ve elektrik alan degisimleri eksojen uyaranlar arasinda yer almaktadir [61-
63]. Endojen uyaranlara kiyasla eksojen uyaranlarla elde edilen manipiilasyonlar daha etkili olmaktadir
[63]. Bu kisimda uyaran tiiriine gore hidrojeller simiflandirilarak yapisal 6zelliklerine ve kanser alaninda
kullanimlarina yer verilmistir.

Sicaklik Duyarh Hidrojeller

Sicaklik gradyanma gore sisme ve faz degisim ozellikleri gosteren hidrojeller, sicaklik duyarli
hidrojeller olarak adlandirilmaktadir. Sicaklik uyaranina duyarl polimer ¢ozeltilerde, sicaklik degisimi
sol-jel faz gegisini saglar. Polimer ¢ozeltisinin tek fazdan ikili faza (sulu polimer zengin faz) gegtigi
sicaklik, kritik ¢ozelti sicakligidir [64]. Cogu 1s1ya duyarli polimerin, su iginde ilgili hidrojelin hacim
faz gecis sicakligina benzer bir alt kritik ¢ozelti sicakhigt (LCST) vardir. Bu polimerler, LCST'nin
altindaki sicakliklarda su ile karigabilir ancak sicaklik LCST'nin istiine ¢iktiginda ¢ozliniirliigiin
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diismesiyle ¢ozeltiden ayrilir ve jel yapmimn olusumunu saglar. Istya duyarli polimerlerin, iist kritik
¢ozelti sicakligi (UCST) gosterdigi durumlarda ise ortami UCST’den daha yiiksek sicakliga 1sitmak,
polimer zincirlerinin ¢dziinmesini saglar. Faz gegis sicaklig viicut sicakligina yakin olan 1s1ya duyarl
polimerler, genellikle LCST tipi polimerlerdir [65]. Segilen polimer yapisi ve konsantrasyon ile
ayarlanabilen hidrofilik-hidrofobik denge, jellesme sicakligini belirleyen &nemli bir faktordiir.
Farmasotik uygulamalarda genellikle sol-jel gegis sicakligi igin fizyolojik sicaklik olan 37°C
hedeflenmektedir [65]. Sicaklik duyarli hidrojel tasarmminda kitozan, seliiloz tiirevleri gibi dogal
polimerler kullanilabilirken, sentetik kaynakli olarak da poli N-izopropilakrilamid (pNiPAm), poli
(etilen oksit)-b-poli (propilen oksit)-b-poli (etilen oksit) (PEO-PPO-PEO; Poloksamer), PEG-b-PCL,
PEG-b-PLGA ve PEG-b-PLA gibi polimerler kullanilabilmektedir [66-73]. Lokal kanser
uygulamalarinda, in situ jel formiilasyonlarinda etkin maddenin ¢ozelti formda ¢oziinmiis olmasi,
formiilasyonun enjeksiyon sonrasinda viicut sicakligindaki uygulama bolgesinde jel hale gegmesi, uzun
siire stabilitesini koruyabilmesi ve enjektabl 6zelligini korumas: hedeflenmektedir [74]. Zhao ve
arkadaslar1, dissoliisyon yontemiyle hazirladiklart PLGA-PEG-PLGA 1s1 duyarl hidrojele, PTX
nanokristalleri ve niklosamid nanokristallerini kombine sekilde yiikleyerek, iicli negatif meme
kanserine karg1 tiimor i¢i uygulamada tek dozda antiproliferatif ve anti kanser etki elde etmislerdir [70].
PDLLA-PEG-PDLLA polimerlerinin kullanildig1 diger bir ¢alismada, stabilitenin arttirilmasi i¢in Giglii
blok kopolimerin fonksiyonel gruplari modifiye edilerek uzatilmis salim nitelikleri gelistirilmistir. DOX
yiikli DMXAA konjuge mPEG-PLGA miseller (DOX-mPPD), PDLLA-PEG-PDLLA polimerleriyle
hazirlanan sicaklik duyarli hidrojel ile karistirilmus, 40 giinliik siirede % 60.27 DOX, % 44.55 DMXAA
oranlarda etkin maddelerin kiimiilatif salimi elde edilmis, hayvan modelinde tekli doz uygulamasiyla
yiiksek anti vaskiiler ve anti kanser etki elde edildigi bildirilmistir [75]. Fan ve arkadaslari tiimor
rezeksiyonu sonrasmda cerrahi sonrasi uygulama i¢in tasarladiklari Poloksamer 407, Poloksamer 188,
Karbomer 974P bazli 1s1 duyarli hidrojel formiilasyonunu, PTX nanokristalleri karistirilarak (PTX-
NCS-Gel) cerrahi kavitedeki yara bolgesine stirerek dogrudan uygulama saglamiglardir. 4T1-Luc tiglii
negatif meme kanseri modelinde, rezidiiye uygulanan PTX-NCS-Gel formiilasyonunun efektif sekilde
timor niiksiini ve akciger metastazin 6nledigini bildirmislerdir [76].

pH Duyarh Hidrojeller

Kanser hiicresi ortami ve mikro gevresi, hiicrede sitoplazmamn artan alkalilesme gostermesi ve
hiicre dis1 ortamin asitlenmesi ile karakterize edilmektedir. Alkali sitoplazmadaki pH artis1, hiicrede
glikolizi indikleyebilmekte ve hiicrelerin hipoksiye adaptasyonunu saglayarak kanser hiicre
proliferasyonunu arttirmaktadir [77]. Kanser tedavisi uygulamalarinda, etkin maddenin kanser hiicreleri
tizerinde etkinlik gosterirken ayni zamanda saglikli dokularda olumsuz yan etkilerin azaltilmasi
amaglanmaktadir. Ozellikle lokal kanser tedavilerinde, tiimér mikro gevresindeki pH degisiminden
faydalanilarak, etkin maddenin kanser hiicrelerinin bulundugu bolgede salimina olanak saglayan pH
duyarli hidrojellerin kullanimi 6nem arz etmektedir [78]. pH duyarl hidrojellerin tiretiminde, zayif
asidik veya bazik fonksiyonel gruplara sahip polimerler tercih edilmektedir. Bu fonksiyonel gruplar,
asidik pH kosullarda proton kabul ederken, bazik pH kosullarda protonlar1 serbest birakma
egilimindedir. Polielektrolitlerin olusumu, elektrostatik etkilesimlere ve pKa degerlerine dayal: yiik
degisimlerinden kaynaklanir. Elektrolitler, hidrofobik/hidrofilik gecisler araciligiyla hidrojelin
¢oziiniirliik 6zelliklerini degistirir. Dolayisiyla hidrojelde sigsme/biiziilme davranis1 degisir ve farkli pH
degerlerinde farkli etkin madde salim profilleri elde edilmis olur [79].

Lokal ilag uygulamalarinda, pH duyarl hidrojellerin tasarimi igin tiimor dokularmin asidozu
temel alinarak iki ana yonteme basvurulmaktadir. ilk yaklasimda, katyonik yapidaki polibazlar olarak
kabul edilen, hidrofobik omurgaya bagli, ¢ok sayida zayif baz (amin vb.) grubu igeren pH duyarli
polimerler segilir. Katyonik bir polimerin pKa degeri, gorece asidik bir ortamda bulundugunda,
dolayisiyla ortamin pH'indan daha yiiksek oldugunda, amin gruplar1 protonlanarak pozitif bir yiik
(NH?*") kazanir. Bdylece bu yiikler arasindaki elektrostatik itme ile polimer zincirinin genislemesi ve
hidrojelin sismesi tetiklenir [80]. Tkinci yaklasimda, polimer matrisinde veya polimer ile etkin madde
arasinda, pH duyarh baglar olusturmak i¢in kararsiz asit baglarinin eklenmesi gereklidir. Bu tiir baglar,
enzimatik reaksiyonlarimn etkisiyle ekstraseliiler sivida, tiimor hiicresinin endozom veya lizozomlarinda
endositoz sonucunda parcalanir. Hidrazon gibi dinamik kovalent baglar, fizyolojik pH seviyesinde (pH
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7.4) hidrolize kars: stabil iken, hafif asidik bir pH ortaminda hizla pargalanma egilimi gosterirler [80].
Bu iki stratejide de baglarin kirilmasi sonucunda enkapsiile veya konjuge etkin maddenin ortama salimi
hedeflenir. Liu ve arkadaslari, lokal meme kanseri tedavisinde gemsitabin ve PTX antikanser ajanlarmnin
es zamanl salimini saglayan, tasarim ve sentezini yaptiklart OE (VKVKVOVK-VDPPT-KVEVKVKV-
NH2) peptidi ile pH duyarli enjektabl hidrojel elde etmislerdir. Formiilasyonda, pH degisimine bagl
olarak notral kosullardaki B-levha ikincil yapilarinin protonasyonuyla salim kinetikleri de degisiklik
gostermistir. OE hidrojelinden hidrofobik karakterdeki PTX’in pH 5.8 ve pH 7.4 ortaminda salimi
strasiyla 7 giin iginde % 96.90 ve % 38.98 iken, hidrofilik karakterdeki gemsitabinin sirastyla pH 5.8 ve
pH 7.4 olan ortamlarda 3 giin iginde % 99.99 ve % 99.63 olarak salindigin1 bildirmislerdir [81]. Sharma
ve arkadaslari, glikoksilik hidrazon baglar araciligiyla 8-kol PEG glikoksilik aldehit ¢apraz baglanmasi
sonucu elde ettikleri hidrojelde, kovalent olarak PEG-DOX konjugatini polimer matriksine enkapsiile
etmislerdir. Notral pH’da yiiksek hidrolitik stabilite gosteren hidrazon baglar1 dolayisiyla, hidrojelin
sisme davramis1 ve konjugatlarin matriksten ayrilma hiz1 diisiikk pH’ya kiyasla daha yavas olmustur. 40
giinliik salim sonrasinda DOX’un tiimér kosullarinda (pH 6.4) % 81.33, fizyolojik kosullarda (pH 7.4)
% 42.87 kiimiilatif salimi saglanmis, A549 akciger kanseri hiicrelerine karsi lokal uygulamada uzun
siireli uzatilmig salim elde edilmistir [82].

Isik Duyarh Hidrojeller

Isik, uyaran yogunlugu, dalga boyu, maruziyet siiresi ve 151n ¢ap1 gibi parametreler ile kolaylikla
manipiile edilebilen, giivenli, hizl etkili ve invazif olmayan bir dig uyaran olarak degerlendirilir [83].
Isiga duyarli hidrojellerde, 151k duyarli kimyasal gruplarmn polimerik yapiya dahil edilmesiyle
formiilasyona 1sikla uyarilabilme 6zelligi kazandirilir. Bu tastyict sistemler, optik bir uyarana yanit
olarak fiziksel veya kimyasal degisim gosterebilir. Isik uyarani, hidrojellerdeki 151k duyarli gruplarin
kirilmasina, izomerizasyonuna ve dimerizasyonuna neden olabilir. Boylece hidrojel yapidaki kismi veya
tam ¢apraz baglarin ¢oziilmesine, bozunmasina, sismesine veya biiziilmesine yol agar. Isik duyarl
sistemlerde, fotoizomerizasyon, fotokimyasal reaksiyon ve fototermal reaksiyon olmak {izere ii¢ temel
yanit mekanizmasi bulunmaktadir [84]. Fotoizomerizasyonda, hidrojel yapisinda yer alan belirli
motiflerin foto-indiiklenmis izomerizasyonuyla, hidrojele ait ¢apraz bag yogunlugu, yiikk durumu veya
hidrofilik yap1 6zellikleri degistirilir. Genellikle 1g1kla uyarilan hidrojellerde, trans konformasyondan cis
konformasyona gegis gergeklesir. Bu siirecte hidrojellerin gozenek boyutlari bityiir ve etkin maddelerin
difizyonla matris digina ¢ikist saglanir. Bu uygulama, hidrojel kimyasal baglarini koparilmaksizin ve
yan triin olugturmaksizin gergeklestirilen, genellikle geri dontisiimlii ve tekrarlanabilir bir yontemdir
[85]. Foto kimyasal reaksiyonlarda, hidrojel yapida meydana gelen bag pargalanmasi, bag olusumu, bag
degisimi ile hidrojelde ag yapida ve konfigiirasyonda degisiklikler saglanir. Boylelikle etkin madde
salimu tetiklenir. Tiim foto kimyasal reaksiyonlar arasinda foto pargalanma, etkin maddenin kontrollii
salimi i¢in en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Bu yontemde, foto parcalanabilir baglayicilar hidrojel
yapisina dahil edilir ve 1s1kla maruziyeti ile pargalanabilen yapilar olusturulur [86]. Fototermal bir
reaksiyonda, hedef yapida bulunan 1s18a duyarl bilesenler, 151k enerjisini termal enerjiye gevirerek
malzemenin sicakligmi artirir. Jelin i¢ sicakligi, faz gegis kosulunu sagladiginda jel uyarana tepki
gosterir ve jelin mekanik ozelliklerinde modifikasyon saglanmis olur [87]. Mi ve arkadaslar1, tiglii
negatif rezidiiel meme kanserine yonelik lokal tedavide kullanilmak iizere fotopolimerizayon yontemi
ile sentezledikleri PEG dimetakrilat (PEG-DMA) ve serisin metakriloil (SER-MA) bazli enjektabl
hidrojele, DNA metilasyon inhibitorii desitabin (DEC) ve gambojik asitin PLGA enkapsiilasyonuyla
elde edilmis nanopartikiiller (GA-NP) yiikleyerek, meme kanserinde tiimor niiksiiniin &nlenmesini,
cerrahi operasyon sonrasi yara iyilesmesinin ve doku yenilenmesinin arttirilmasini amaglamiglardir.
PEG-DMA/SER-MA hidrojel yapisinda, DEC’in yaklasik olarak tamaminin salimi 2 saatlik siirede
gergeklesirken, GA-NP sayseinde gambojik asitin 48 saatlik siire ile % 60 uzatilmis salimi saglanmustir.
Calisma ekibi, hidrojel formiilasyonlarmin 4T1 hiicre modelinde ve ortopik 4T1 BALB/c fare
modelinde, tiimor hiicrelerinde piroptozla indiiklenen immiin cevabi arttirarak yiiksek terapotik
etkinlikle akciger metastazi ve lokal tiimor niiksiiniin inhibasyonunun sagladigini bildirmislerdir [88].

Redoks Duyarh Hidrojeller

Redoks duyarl: ilag tastyict sistemler, timor mikro gevresi ile saglikli dokular arasindaki
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rediiksiyon potansiyeli farkini baz alarak tasarlanmus sistemlerdir. Hayvan hiicrelerinde en bol miktarda
bulunan redoks ikilisi Glutatyon (GSH)-Glutatyon disiilfid (GSSG) ciftidir. GSH degerleri, saglikli
hiicrelere kiyasla tiimor hiicrelerinde ¢ok daha yiiksek seviyededir [89]. Redoks duyarh hidrojeller,
GSH’deki tiyol gruplarmdan elektron alabilen, GSH’yi indirgeyebilen reaktif gruplarmn (disiilfit vb.)
yaptya eklenmesiyle elde edilirler. Temel olarak redoks duyarli hidrojellerin eldesinde, disiilfit
baglarinin hidrojeli olusturan polimer yapiya dogrudan baglanmasi veya disiilfid igeren g¢apraz
baglayicilar araciligiyla baglanarak polimer yapiya dahil edilmesi yer almaktadir [90]. Disiilfid baglart,
GSH gibi bir indirgeyici ajan varliginda elektron verici olarak islev goriir ve GSSG’ye oksitlenir.
Oksidasyon duyarl hidrojellerde ise hidrojelin bozunmasi ve etkin madde saliminin saglanabilmesi
reaktif oksijen tiirlerine (ROS) bagimlidir. Bu oksidatif tiirler, endojen olarak mitokondride veya
eksojen olarak bir fotosensitizor araciligr ile tiretilebilmektedir [91]. B-siklodekstrin konjuge dekstran
polimerinin (BCD-Dex) ve disiilfit iceren bis-adamantan-tetraetilen glikol (bis-Ada-TEG-SS) ¢apraz
baglayicisinin sulu ¢dzelti ortaminda kendiliginden birlesmesiyle hidrojelin elde edildigi bir ¢alismada,
capraz baglayicilar sayesinde hidrojele endojen indirgeyici ajan olan GSH ile etkilestiginde
parcalanabilme 6zelligi kazandirilmistir. Buna ilaveten kovalent olmayan etkilesimlerle, DOX yiiklii
hidrojellerin, siklik peptid bazli hedefleyici yapt olan adamantan konjuge cRGDfK (Ada-cRGD) ile
tiimor spesifik hedeflenmesi saglanmustir. Hidrojelden DOX saliminin, 72 saat sonrasinda ekstraseliiler
ortam pH 7.4’te % 20 iken, timor mikro ¢evresi modellemesinin pH 5.4 ve GSH ile saglandigi salim
ortaminda % 86 oldugu gosterilmistir. Yiikli olmayan hidrojeller, kontrol hiicrelerde sitotoksisite
gostermezken, DOX yiiklii hidrojellerin MDA-MB-231 tiglii negatif meme kanserine kars1 sitotoksik
etkinlik sagladigi ve en yiiksek etkinligin RGD-BCD-DOX hidrojel formiilasyonlarinda oldugu
bildirilmistir [92].

Manyetik Duyarh Hidrojeller

Manyetik duyarl hidrojeller, genellikle paramanyetik 6zellikli materyallerin hidrojel yapiyla
birlestirilmesiyle elde edilmektedirler. Bu materyaller, manyetik alana maruz birakildiklarinda titreserek
bulunduklar1 bolgede lokal olarak sicakligi arttirir ve termal ablasyon mekanizmalar: araciligiyla
terapotik etkinligin arttirilmasini saglarlar. Sicaklik artisimin ortamdaki etkin madde salimin tetikledigi
ilag tastyict sistemlerde, kullanilan ajanin yani sira termal olarak da terapétik etki desteklenmis olur
[93]. Genellikle yapisinda demir oksit (Fe2O3, Fes04) [94,95], gegis metal ferritleri (CoFe;O4, MnFe;O4
vb.) [96, 97] gibi ¢esitli nanomateryallerin, manyetik duyarli malzemeler olarak hidrojellerin yapisina
katilmastyla manyetik duyarli hidrojel formiilasyonlar1 elde edilmektedir. Ozellikle yapisinda y-Fe,Os,
Fe;04 igeren nanopartikiiller, yiiksek biyouyumluluk ve manyetizasyon dzellikleri dolayisiyla manyetik
duyarl hidrojellerde terapotik amagli olarak siklikla tercih edilmektedir [98]. Enjektabl ve kendi kendini
tamir eden kompozit hidrojel formiilasyonunun, oksitlenmis pektin, kitozan ve nano y-Fe,Os ile elde
edildigi bir caligmada, 0.25 pm boyutlu nano y-Fe;Os yapilari, hidrojel yiizeyine yiiklenerek ilag tastyici
sisteme manyetik 6zellik kazandirilmistir. Calismada 5-florourasilin (5-FU) 12 saat siireli kontrollii
salim profili elde edilmis, MCF-7 meme kanseri hiicre hattina kars1 yiiksek sitotoksik etki saglanmig ve
v-Fe;Os yapilarinin hedefleme disinda da formiilasyonun antikanser ozelliklerini de iyilestirdigi
belirtilmistir [99]. Gao ve arkadaslari, rezidiiel meme kanserine yonelik ferro manyetik vorteks alt birim
demir oksiti, kitozan bazli dinamik hidrojele greft metoduyla birlestirerek enjektabl manyetik hidrojel
elde etmislerdir. Manyetik alanda, siipermanyetik demir oksitle fonksiyonellestirilen hidrojellere kiyasla
¢ok daha yiiksek verimlilikte hipertermi kosullarmni elde ettiklerini, manyetik hipertermi tedavisinde
yardimei ajan olarak DOX’un uzatilmis salimi sagladiklarini, hem kemotarapi hem de termal terapinin
ayni anda saglanmasiyla timor niikstinii 6nlemede in vitro ve in vivo olarak yiiksek terapétik etkinlik
elde ettiklerini bildirmislerdir [100].

Ultrason Duyarh Hidrojeller

Ultrason duyarl ilag tastyici sistemler, diisiik maliyetli olmasi, derin dokulara penetre olabilmesi
ve invazif olmamasi dolayisiyla tercih edilebilmektedirler. Bu ilag tastyici sistemlerde, yapiya eklenen
stres duyarli molekiiller olan mekanoforlar araciligiyla ultrason uyaranina karst duyarlilik
kazandirilmaktadir. Mekanofor molekiillere stres uygulanmasi sonucunda, molekiillerin 6zellikle bag
yapilarinda ve fiziksel ozelliklerinde degislikler meydana gelmektedir. Bu nedenle, tasarlanan ilag
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tastyic sisteme uygun mekanofor molekiillerin segilmesi gerekmektedir [101]. Klinik olarak valide ve
invazif olmayan bir yontem olan yiiksek yogunluklu odaklanmis ultrason (HIFU), polimerik
materyallerde kavite etkisi olmaksizin mekanofor molekiilleri aktive eder ve bu yapilarm klinik
kullanimlarina olanak saglar [102]. Kim ve arkadaslari, mekanokimyasal dinamik terapi olarak
isimlendirdikleri yontemde, meme kanserine kars1 HIFU ile tetiklendiginde ortama reaktif oksijen tiirleri
ve serbest radikal salimini saglayan mekanoforlar: terapétik ajan olarak kullanmiglardir. Azo temelli
mekanoforlari, ¢apraz baglanmis biyouyumlu PEG hidrojellerine kovalent olarak birlestirerek elde
ettikleri formiilasyonun etkinlik degerlendirmelerinde, 72 saat uygulama sonras1 HIFU tetiklemesi
yapilmayan, dolayisiyla azo mekanoforlarinin aktiflesmedigi kontrol hiicrelerinde sitotoksisite
gozlenmezken, HIFU tetiklenmesi yapilan melanom hiicrelerinin neredeyse tamaminda sitotoksik etki
elde ettiklerini bildirmiglerdir [103].

Coklu Duyarh Hidrojeller

Birden fazla uyarana duyarli olan hidrojeller, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli gesitli
faktorlere yanit olusturabilmektedir. Coklu yanit veren malzemeler kullanilarak elde edilen hidrojel
formiilasyonlari, sadece tek bir uyarana yanit veren malzemelerle hazirlanan hidrojeller ile
karsilastirildiginda, terapétik etkinlik i¢in hedeflenen bolgede daha gelismis bir kontrol saglar ve timor
bolgesi lokal ilag uygulamalarinda potansiyel olarak daha etkili ve uyarlanabilir sartlar sunar [104].
Meme kanseri lokal tedavisi i¢in tasarlanan pH ve NIR duyarlh PEI-AuNR/DOX/HCT/ALG
formiilasyonunda, poli(etilen imin) (PEI) modifiye altin nano ¢ubuklar (PEI-AuNR), sodyum aljinat
(ALG), DOX ve herseptini birlestiren hibrit in situ hidrojel yapisi olusturulmustur. Etkin madde salimu,
fototermal ablasyon ve sinerjistik ilag-antikor etkilesimi ile saglanmistir. Formiilasyondaki pH
duyarlihg1 sayesinde, tiim6r mikro ¢evresinde diisen pH’la birlikte etkin madde saliminin arttigi, altin
nano cubuklar sayesinde de 808 nm lazer 151n (1.0 W/cm?) maruziyeti sonucunda % 70 verimlilikte
fototermal g¢evirim ile yakin kizilotesi 1s18inin absorbsiyonuyla 1s1 agiga ¢ikartilarak etkin madde
saliminin tetiklendigi gosterilmistir [105]. Zhu ve arkadaslari, pH ve redoks duyarli IC1-R (CKIKIKIK-
I°PPT-KIOIKIKC-NH>) peptid ile hazirladiklar1 enjektabl hidrojel ile PTX’in 7 giin siireli in vitro
salimda; % 89.63 kiimiilatif salm ile en yiiksek salim hizinin pH 5.8 GSH igeren medyada elde
edilirken, % 8.02 kiimilatif salim ile en diisikk salim hizimin pH 7.4 GSH igermeyen medyada elde
edildigini gostermislerdir. PTX yiikli hidrojel formillasyonunun, diisik pH ortam sartlarinda ve
indirgeyici varhginda etkin maddenin salim hizin1 6nemli derecede arttirdigini, in vitro ve in vivo
uygulamalarda da tglii negatif meme kanserine karsi yiiksek terapétik etkinlige sahip oldugunu
bildirmiglerdir [106].

SONUC VE TARTISMA

Bu derlemede, enjektabl ilag tasiyici sistemler yapilarma ve uyaran duyarlilik 6zelliklerine gére
incelenmis, lokal uygulamalardaki ve Ozellikle meme kanserindeki terapotik —etkinlikleri
degerlendirilmistir. Hidrojel uygulamalarinda sicaklikla indiiklenen ¢ozelti-jel-¢ozelti doniisiimlerine,
pH aracili ilag salim mekanizmalarina, 1s1kla aktive edilen kombinasyon tedavilere, manyetik ve termal
olarak duyarh sistemler dahil olmak iizere gesitli yanmit mekanizmalarma yer verilmistir. Enjektabl
hidrojel ilag tastyict sistemlerde, yapiy1 olusturan polimer veya bilesen tiiriine gore formiilasyon
davraniglar1 modifiye edilebilmekte, jelin biyopargalanir ve biyouyumluluk 6zellikleri de bu dogrultuda
degisiklik gostermektedir. Hidrojel sistem tasariminda hedeflenen karakteristiklerin saglanmasindaki
gesitli zorluklar, nanopartikiil yapilarinin ve yardimei gruplarmn hidrojel yapilariyla birlestirilmesi ile
asilabilmekte ve cok fonksiyonlu tedavilere olanak saglayabilmektedir. Kemoterapdtik ajanlarin
kullanildig: enjektabl hidrojel ilag tastyict sistemlerin, etkin maddelerin hedef dokuda yiiksek diizeyde
ve verimli dagilimini saglayabilmeleri, ilk ¢ikis etkisinin ve hizli sistemik eleminasyonun dniine gegerek
terapotik pencere iginde uzatilmigs salimi miimkiin kilmalari, uyaran duyarliligina goére cevap
olusturabilmeleri ozellikle lokal meme kanseri tedavilerinde yiiksek avantaj saglamaktadir. Lokal
antikanser ajan uygulamalarinda es zamanli olarak yardimci uyaranlarla saglanan terapi destegi, timor
dokusunun kazinmasi ve yeniden tiimér niiksiiniin 6nlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Sonug
olarak enjektabl hidrojel bazli ilag tastyict sistemler, kontrollii ve uzun siireli etkin madde salimni,
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etkinligi artirilmis hedefleyici tedaviyi miimkiin kilarak geleneksel sistemik kemoterapiye kiyasla
onemli iyilestirmeler sunmaktadir.
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