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ÖZET 

Doktora Tezi 

Meme Kanserine Yönelik Doğrudan Uygulamayla Hedeflenen Nanopartiküler Kargo 

Taşıyıcı Sistemlerin Geliştirilmesi 

Süheyl Furkan Konca 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Asuman Bozkır 

Meme kanseri, dünya çapında kadınlar arasında en yaygın görülen kanser türleri arasında yer 

almaktadır. Meme kanseri tedavisinde cerrahi sonrası adjuvan tedavi kaynaklı yara iyileşmesinin 

bozulması ve rezidüel kanser hücreleri kaynaklı kanserin nüks etmesi durumu hastanın yaşam 

kalitesini ciddi biçimde olumsuz etkilemektedir. Kanser tedavisinde nanopartiküler ilaç taşıyıcı 

sistemler birçok avantajına rağmen sistemik kullanımdan kaynaklanan kısıtlayıcı faktörler çeşitli 

antikanser uygulamalarda ilaç etkinliğini sınırlandırabilmektedir. Özellikle lokal antikanser 

tedavilerde hedef bölgeden hızlı bir biçimde elimine olmaları hedef bölgede istenen uzatılmış salım 

özelliklerinin elde edilmesini zorlaştırmaktadır. Bu aşamada hidrojel temelli ilaç taşıyıcı sistemler, 

yüksek tedavi etkinliğine sahip lokal terapinin sağlanabilmesi için hedef bölgede etkin maddenin 

kalma süresini uzatması, sistemik yan etkiyi azaltması ve çok yönlü bir tedavi planına olanak 

sağlaması özellikleriyle ön plana çıkmaktadır. Bu doğrultuda nanopartikül ve hidrojel 

formülasyonları birlikte kullanılarak elde edilen nanopartiküler kargo taşıyıcı sistemler ile tedavi 

verimliliği arttırılmaktadır. Bu çalışmada rezidüel üçlü negatif meme kanserine yönelik lokal tedavi 

sağlanmak amacıyla kemoterapötik ajan doksorubisin yüklü Polietilenglikol-blok-polikaprolakton 

(PEG-b-PCL) nanopartikülleri geliştirilmiş, yüklü nanopartiküller karboksi metil selüloz (CMC), 

polietilenoksit (PEO) ve hyalüronik asit (HA) içeriğiyle bilgisayar destekli tasarlanan hidrojel 

formülasyonu içerisinde disperse edilerek formülasyonların in vitro ve in vivo etkinlikleri 

araştırılmıştır.  Sonuç olarak uzatılmış kontrollü salım ile antikanser etkinliğinin yanı sıra yara iyi 

edici niteliği ve cerrahi sonrası lokal kullanıma uygun formülasyon geliştirilmiştir. 

2023, 199 sayfa 

Anahtar kelimeler: Rezidüel meme kanseri, lokal tedavi, ilaç taşıyıcı sistem, hidrojel, 

nanopartikül  
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ABSTRACT 

PhD Thesis 

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

Treatment 

Süheyl Furkan Konca 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Dr. Asuman Bozkır  

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. GİRİŞ 

Kanser tedavisi modern çağın en büyük sağlık zorluklarından birini temsil etmekte olup 

küresel ölüm oranlarında ikinci sırada yer almaktadır (2).  Bu durumun en önemli 

etmenleri kemoterapi, radyasyon tedavisi ve cerrahi rezeksiyon gibi geleneksel tedavi 

yaklaşımların sınırlılıkları ve yan etkileridir.  Özellikle antikanser bileşenlerin neden 

olduğu ciddi yan etkiler, tedavi stratejilerinin genel başarısını belirgin ölçüde 

etkileyebilmektedir (3, 4).  Bu durum daha gelişmiş ve daha etkili ilaç taşıyıcı sistemlere 

yönelik stratejilerin geliştirilmesinin hayati bir öneme sahip olduğunu vurgulamaktadır. 

Nanopartiküler sistemler yenilikçi ilaç taşıyıcı sistemler arasında düşük toksisitesi, etkin ve 

kontrollü ilaç salımı, hedefleme yeteneği ve ilaç direncine karşı etkinliği nitelikleriyle 

kanser tedavilerinde kullanımı dikkat çekmektedir (5). Fakat sistemik uygulamalar 

dolayısıyla nanopartikül temelli tedavilerin hedeflenen ilaç salım profilini bazı durumlarda 

karşılayamamaları, tümör mikro çevresinde düşük verimlilikte birikim gösterebilmeleri, 

dokular arası bariyerlerden düşük geçiş özellikleri tedavi sürecinde görülen önemli 

kısıtlamalardır (6). Özellikle lokal uygulama tercih edilen kanser tedavilerinde 

nanopartiküllerin küçük boyutları ve vücuttan hızlı eliminasyonu lokal uygulamada uzun 

süreli terapötik etkinlik sağlama yeteneklerini sınırlamaktadır (7). Bu noktada hidrojel 

tabanlı ilaç taşıyıcı sistemler etkin bir yerel tedavi yöntemi olarak belirgin bir avantaj 

sunmaktadır. Hidrojellerin büyük miktarda su tutabilme kabiliyetleri, biyouyumluluk ve 

biyolojik olarak parçalanabilir özellikleri, üç boyutlu ağ yapıları onları farmasötik 

uygulamalar için umut verici kılmaktadır (8). Özellikle hidrojellerin temel özelliklerini 

taşıyan enjektabl hidrojeller, cerrahi uygulamalara gerek kalmaksızın terapötik ajanların 

kontrollü salımının yanı sıra doğrudan hedef dokuya uygulanmalarını mümkün kılmaktadır 

(9, 10). Bu nitelikleri dolayısıyla hidrojeller kanser lokal terapilerinde ve cerrahi sonrası 

nükslerin önlenmesinde işlevsel ve etkili ilaç taşıyıcı sistemler olarak kullanılmaktadır 

(11). 

Bu tez çalışmasında farmasötik ilaç taşıyıcı sistemler olarak hazırlanan doksorubisin 

enkapsüle edilmiş nanopartikül ve hidrojel formülasyonlarının karakterizasyon ölçümleri, 

in vitro salım profilleri, stabilite çalışmaları yapılarak hazırlanan formülasyonlarının NIH 

3T3-L1 fibroblast hücreleriyle biyouyumlulukları, 4T1 meme kanseri hücrelerinde 
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antikanser etkinliğin yanı sıra BABL/c farelerde 4T1-Luc hücreleriyle üçlü negatif meme 

kanseri modeli oluşturularak in vivo tedavi etkinliğinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

Rezidüel meme kanserine yönelik tedavide başarılı bir tedavi sürecinin sağlanması için 

cerrahi sonrası antikanser ajanlar ilaç taşıyıcı sistemler ile verimliliği arttırılmakta ve 

hedeflenen tedaviye yönelik olarak modifiye edilebilmektedir.  

2.1. KANSER GENEL ÖZELLİKLERİ 

Kanser, kontrolsüz hücre büyümesi ve çoğalmasıyla karakterize kompleks bir hastalıktır ve 

küresel olarak halk sağlığı açısından büyük bir öneme sahiptir. Kanser oluşumu hücrede, 

dokuda ve organda meydana gelebilmekte ve bu da çok sayıda kanserle sonuçlanan 

patolojik değişimlere yol açmaktadır. Kanser hücrelerindeki apoptozdan kaçınma, sınırsız 

bölünme kapasitesi, gelişmiş anjiyogenez, büyüme karşıtı sinyallere direnç ve kendi 

büyüme sinyallerinin yanı sıra metastaz yapma özellikleri hastalığın ilerlemesini sağlayan 

ana mekanizmalar arasında yer almaktadır (12). Başlıca kanser tipleri arasında akciğer, 

meme, kolorektal ve prostat kanseri bulunur ve her biri benzersiz patolojik özellikler 

sergiler. Erken tespit ve tedavideki ilerlemelere rağmen kanserin yüksek morbidite ve 

mortalite oranları alanda tedaviye yönelik ihtiyaca dikkat çekmektedir (13). 

2.2. MEME KANSERİ 

Meme kanseri günümüzde dünya çapında yaklaşık olarak 2,3 milyon yeni vaka sayısıyla 

en yaygın teşhis edilen kanserlerden biridir ve kansere bağlı ölümlerin önemli bir kısmını 

meme kanseri vakaları oluşturmaktadır (14). Meme kanserinin gelişiminde yaş ve kan 

grubu gibi demografik faktörler, hamilelik ve menopoza ilişkin üreme faktörleri, hormonel 

ve kalıtsal faktörler, sağlıksız yaşam biçimi ve olumsuz çevresel koşullar risk faktörleri 

oluşturan etkenler arasında yer almaktadır (15). 

2.2.1. MEME KANSERİNİN SINIFLANDIRMASI 

Meme kanseri heterojen yapıda olması dolayısıyla çeşitli parametrelere göre 

sınıflandırılabilmektedir. Meme kanseri biyolojik olarak birkaç farklı kategoriye ayrılır ve 

bu ayrım genellikle hücrelerin östrojen reseptörü, progesteron reseptörü ve insan epidermal 

büyüme faktörü reseptör 2 üzerindeki ekspresyonuna dayanır. Buna göre kendi arasında 

invazif duktal karsinom, invazif lobüler karsinom, duktal karsinom in situ ve lobüler 



4 

 

karsinom in situ olarak alt sınıflara ayrılır (16). Bu sınıflandırma, belirli ilaçların bu 

reseptörleri hedeflediği için terapötik karar verme sürecini önemli ölçüde etkiler. 

Moleküler alt tiplere göre sınıflandırıldığında ise luminal A, luminal B, HER2-zengin ve 

bazal benzeri olarak üç alt türe ayrılır. Bu moleküler sınıflandırma, tedavi stratejilerine 

rehberlik eder ve prognoza dair yönlendirmeyi sağlar (17, 18). 

2.2.1.1. Üçlü-Negatif Meme Kanseri  

Üçlü-negatif meme kanseri (TNBC) progesteron reseptörünün, östrojen reseptörünün ve 

insan epidermal büyüme faktörü reseptörü-2'nin ifadelenmesinin olmadığı heterojen bir alt 

meme kanseri türü olarak nitelendirilmektedir. TNBC beşte birlik bir payla meme kanseri 

vakalarının önemli bir bölümünü oluşturmasıyla dikkat çekmektedir (19). Moleküler alt tip 

sınıflamasında bazal benzeri özellik gösteren TNBC agresif fenotip ve yüksek metastaz 

karakteristikleri dolayısıyla meme kanseri türleri arasında tedavisi en zor olandır.  

Diğer alt türlerle kıyaslandığında TNBC hastalarının genel sağkalım süreleri daha kısa 

olup ilk beş yıl içindeki ölüm oranları %40 civarındadır (20). TNBC ile görece artan 

metastatik oran çoklu tümör baskılayıcı genlerdeki gen değişikliklerine ve genomik 

instabilite ile ilişkilendirilmektedir (21). TNBC'li hastaların metastaz sonrası yaşam süresi 

genellikle 13.3 aydır ve hastalığın ameliyat sonrası tekrarlama oranı %25'tir. Metastaz 

genellikle iç organlara ve beyne yayılır ve uzak metastaz çoğunlukla tanıdan sonraki 

üçüncü yılda meydana gelir. TNBC’den farklı türde kanser alt tipine sahip olan hastalarda 

ortalama yeniden nüksektme süresi 35-67 ay iken, TNBC hastalarında bu sadece 19-40 ay 

olarak seyretmektedir ve TNBC hastalarında nüksetme sonrası ilk üç ay içinde ölüm 

oranları %75'tir (20, 22). 

TNBC diğer meme kanseri türleri ile karşılaştırıldığında sınırlı tedavi seçeneklerine sahip 

olması, nüks ve metastaza eğilim göstermesi ve daha düşük verimlilikte prognoza sahiptir. 

ER, PR ve HER2'nin hiçbiri ifade edilmemesi dolayısıyla bu hastalar için özgül endokrin 

ve hedefli tedaviler genellikle etkili olmamaktadır. Bu durum kemoterapinin TNBC 

tedavisi için ana tedavi seçeneği haline gelmesine neden olmuştur. Son yıllarda 

çalışmalarda TNBC tedavisinde tercih edilen neoadjuvan kemoterapi rutinlerinin 

kullanılmasının hormon reseptörü pozitif meme kanseri türlerine kıyasla daha anlamlı daha 
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yüksek bir patolojik iyileşme oranlarına sahip olduğunu ve TNBC hasta tedavisinin 

belirgin düzeyde iyileştirebilme niteliği olduğunu göstermiştir (23). 

Kanserin heterojenitesi ve çeşitli patolojik özellikleri dolayısıyla TNBC tedavisine spesifik 

için özel bir kılavuz bulunmamaktadır. Yüksek riske sahip TNBC tedavilerinde antrasiklin-

taksan gibi birden fazla ajanın kombine olarak kullanılabildiği çok sayıda kemoterapötik 

rejim mevcuttur. Benzer şekilde epirubisin, 5-florourasil (5-FU), siklofosfamid (CP) 

rejimleri ve ardından dosetaksel (DTX) veya paklitaksel (PTX) de orta ila yüksek riskli 

vakalarda adjuvan kemoterapötik rejimler olarak kullanılır. Platin tabanlı ilaçlar olarak da 

sisplatin, karboplatin ve antrasiklin bileşikler de dahil olmak üzere neoadjuvan tedavi 

olarak uygulanabilmektedir (24). 

2.2.1.2. Rezidüel Meme Kanseri  

Kanserin tedavisi sonrasında genellikle minimal rezidüel hastalık olarak adlandırılan sağ 

kalan hücreler kanserin yeniden nüks etmesine neden olurlar ve neoadjuvan terapiyi 

takiben kalıcı hastalığı tanımlamak için kullanılırlar. Genellikle cerrahi öncesi bir 

uygulama olan neoadjuvan terapi ana tedavinin öncesinde tümör boyutunun küçültülmesi 

için başvurulan bir tedavidir. Kalan kanser hücrelerinin varlığı düşük verimli bir prognozu 

işaret eder ve ek tedavi stratejilerinin gerekliliğini gösterir. Nüks lokal olarak eradike 

edilen kanserle aynı yerde, kanser primer bölgeye yakın lenf düğümlerinde veya vücudun 

tamamen farklı bir bölgesinde meydana gelebilir (25, 26). TNBC’de hedeflenecek 

reseptörlerin ifadesinin olmaması antikanser tedaviyi özellikle zor bir duruma getirir, 

çünkü diğer meme kanseri türleri için kullanılan hormonel tedavilere veya hedefli 

terapilere yanıt vermez (23). Rezidüel hastalık TNBC bağlamında özellikle önemlidir 

çünkü TNBC'nin agresif doğası, sınırlı tedavi seçenekleri genellikle neoadjuvan tedavi 

sonrası diğer meme kanseri alt tiplerine göre daha yüksek bir kalan hastalık insidansına yol 

açmaktadır. TNBC ayrıca benzersiz bir nüks modeline sahiptir. Tüm meme kanserlerinin 

nüksetme potansiyeli olmasına rağmen TNBC daha büyük olasılıkla ilk tedaviden sonraki 

ilk üç ila beş yıl içinde nüksetmekte ve zirve yaklaşık üç yılda bir görülmektedir. Ayrıca 

özellikle beyin ve akciğerlere daha yüksek düzeyde bir uzak metastaz olasılığı vardır (27). 

TNBC'deki rezidüel hastalık ve nüksün altında yatan mekanizmaları anlamak, daha etkili 

tedavilerin geliştirilmesi için hayati öneme sahiptir. Hedeflenen nanopartikül kargo taşıyıcı 

sistemlerin geliştirilmesi, kalıcı ve nükseden TNBC'ye doğrudan müdahale etmek için 
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umut vaat eden bir yaklaşım sunabilmektedir. Bu nano boyutlu ilaç taşıyıcı sistemler 

ilaçları doğrudan tümör bölgesini hedefleyerek genellikle TNBC'yi karakterize eden 

terapötik direnci aşabilir ve nüks riskini azaltabilir (28). 

2.3. MEME KANSERİNDE TEDAVİ STRATEJİLERİ 

Meme kanserinde izlenen tedavi stratejileri adjuvan ve neoadjuvan kemoterapi gibi 

geleneksel yaklaşımlar, cerrahi, radyasyon tedavisi, hedefe yönelik endokrin/moleküler 

terapi ve kemoterapiyi içermektedir (29). Hastalığın heterojenliği dolayısıyla tedavi 

protokolü, hastalığın karakterizasyonuna ve evresine göre bireysel vakalarda 

rasyonelleştirilmiş tedavilere ihtiyaç duyulmaktadır. Geleneksel olarak, radikal mastektomi 

ve modifiye radikal mastektomi, lokal-bölgesel tedavi için ana akım prosedürlerin yerini ve 

son zamanlara meme koruyucu cerrahi ve meme radyasyonu tercih edilen protokoller 

almıştır. Bu tedavi yaklaşımları göz önüne alınarak lokal olarak ilerlemiş ve cerrahiyle 

çıkarılabilir meme kanseri için neoadjuvan kemoterapi lokal temelli tedaviler için hayati 

bir strateji haline gelmiştir (30). 

2.3.1. CERRAHİ UYGULAMALAR 

Cerrahi uygulamalarda meme kanserli dokuların çıkarılmasını sağlayan meme koruyucu 

cerrahi ve mastektomi olmak üzere iki ana prosedür türü bulunmaktadır. Tümör boyutuna, 

konumuna ve yayılımına bağlı olarak kısmi/segmental mastektomi, lumpektomi, geniş 

lokal eksizyon veya kuadrantektomi olarak da adlandırılan meme koruyucu cerrahi 

genellikle onkoplasti adı verilen plastik cerrahi teknikleriyle birlikte sağlam meme 

dokusunun eş zamanlı olarak korunmasıyla kanserli dokunun çıkarılmasına olanak sağlar 

(31). Mastektomi uygulaması memenin tamamen çıkarılma uygulamasını içerir ve 

genellikle hemen ardından meme yeniden yapılandırması yapılır. Mastektomi sırasında 

kanserden etkilenen lenf düğümleri çıkarılır, sentinel lenf düğümü biyopsisi yapılır ve ek 

olarak aksiller lenf düğümü diseksiyonu gerçekleştirilir. Meme koruyucu cerrahi hastalar 

için görece daha faydalı gibi görünse de bu teknikle tedavi edilen kişiler sıklıkla tam bir 

mastektomiye daha fazla ihtiyaç duyma eğilimi gösterirler (32). 
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2.3.2. KEMOTERAPİ 

Meme kanseri terapisinde kemoterapi sistemik bir tedavi olarak yer almaktadır. Uygun 

tedavi türünün seçilmesinde meme tümörünün karakteristikleri göz önünde 

bulundurulmaktadır. Kemoterapötik ajanların kullanımı genellikle ameliyat öncesi veya 

sonrası, yani neoadjuvant veya adjuvan terapi olarak planlanır. Öncelikli olarak kanser 

hücrelerinde proliferasyonu seçici olarak inhibisyonu ve apoptozu aktivasyonu amaçlanır. 

Kemoterapide ilaç yan etkileri aşılması gereken önemli bir problemdir. Uzun süreli 

tedavilerde kanser adaptif bir cevap olarak ilaca karşı direnç geliştirme eğilimi gösterirler 

bunun yanı sıra hasta orta ila şiddetli yan etkilerle karşılaşır (33). Kemoterapiye verilen 

yanıt meme kanseri alt türlerine bağlı olarak değişebilir. Meme kanseri alt türlerinin 

genetik, epigenetik ve metabolik özellikleri belirli ilaçlara karşı doğal bir direnç 

oluşturabilir. Bu nedenle tümör ortamındaki değişiklikler, genlerin metilasyon durumu ve 

değişen tümör metabolizması, tümörün büyümesini ve yayılmasını sağlayan etmenler 

tedavi stratejisinin belirlenmesinde anahtar rol oynar (34). 

Meme kanserinde neoadjuvant kemoterapi (NAC) öncelikle tümör boyutunu küçülterek 

ameliyatın uygulanabilirliğini artırır ve bazı durumlarda meme koruyucu cerrahiye olanak 

sağlar. Özellikle ileri evre lokal kanserlerde ve ameliyatla çıkarılamayacak meme 

kanserine sahip hastalar için önemlidir. Tedavide erken ve ileri evre meme kanseri 

türlerinde kanser gelişimini inhibe edebilmek ve lenfödem gibi postoperatif 

komplikasyonların azaltılması amaçlanır. Bireysel ve tümör türündeki farklılıklar uzun 

dönem sonuçları etkileyen çeşitli derecelerde kemoterapi duyarlılığı olduğundan, NAC bu 

tedavilerin etkinliğini test etmek için bir in vivo doğrulama modeli sağlar. Özellikle TNBC 

ve HER2 pozitif meme kanserlerinde kemoterapiye alınan yanıt nüks riski için güçlü bir 

öngörü faktörüdür (35). Meme kanserine yönelik neoadjuvan tedaviler karboplatin, 

siklofosfamid, 5-fluorourasil/kapesitabin, taksanlar (paklitaksel, dosetaksel) ve 

antrasiklinler (doksorubisin, epirubisin) gibi ajanların tek veya kombine bir biçimde 

uygulamasını içerir. Farklı moleküler meme kanseri alt tipleri ameliyat öncesi 

kemoterapiye farklı yanıt verdiğinden uygun ilacın seçimi çok önemlidir (36). 
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2.3.3. RADYASYON TEDAVİSİ  

Radyoterapi genellikle cerrahi ve/veya kemoterapi sonrasında uygulanan meme kanseri 

lokal tedavisidir. Radyasyon uygulamasının biçimi, genellikle gerçekleştirilen cerrahiye 

veya hasta durumuna bağlı olarak belirlenir. Bu lokal meme kanseri tedavisi çoğunlukla 

cerrahi veya kemoterapiyi takiben uygulanır. Radyasyon tedavisinde yüksek enerjili x-

ışınları veya diğer parçacıklar kullanılarak kanser hücrelerinin öldürülmesi 

hedeflenmektedir. Genellikle cerrahi sonrası rezidü bırakan kanser hücrelerini öldürmek 

için kullanılmalarının yanı sıra ileri evre vakalarda metastatik veya rezeke edilemeyen 

meme kanseri durumunda radyasyon tedavisi uygundur (37). 

2.3.4. HORMON TEDAVİSİ 

Endokrin tedavi meme kanseri nüksüne veya metastaza karşı etkili olmakla birlikte 

luminal-moleküler alt tipine sahip meme kanserli hastalarda neoadjuvan veya adjuvan 

tedavi olarak kullanılabilmektedir. Meme kanseri hastalarında çok sık görülen östrojen 

reseptörlerinin yüksek ifadelenmesinin hormonal tedavi aracılığıyla baskılanması 

genellikle potansiyel tedavi modellerinden biri olarak kullanılır. Ayrıca endokrin tedavi 

hedef olarak östrojen seviyelerini azaltmayı veya östrojenin meme kanseri hücrelerini 

uyarıcı etkisini engellemeyi amaçlar. Östrojen reseptörleri bloke eden ilaçlar arasında 

seçici östrojen reseptör modülatörleri (tamoksifen, toremifen) ve seçici östrojen reseptör 

yıkıcıları (fulvestrant) kullanılırken östrojen seviyelerini düşürmeyi amaçlayan tedaviler 

arasında aromataz inhibitörleri (letrozol, anastrozol, eksemestan) bulunur (38, 39). 

2.3.5. HEDEFLEYİCİ TEDAVİLER 

Hedefli tedaviler, kemoterapötik ajanların kanser hücrelerine veya kanser büyümesini 

destekleyen doku ortamına özgü belirli genlere veya proteinlere ulaşmasını sağlar. Hedef 

kanser bölgesinde terapötik etkinliğin verimliliği arttırılırken hedef dışı normal 

dokulardaki yan etkileri en aza indirilerek tedavi gerçekleşir. Hedefli tedaviler 

kemoterapötik maddelerin kanser hücrelerinde veya kanser büyümesine katkı sağlayan 

doku içerisinde belirli genler veya proteinler ile etkileşimini sağlar. Hedefli tedavi 

yaklaşımı, meme kanseri tedavisinin her aşamasında, yani neoadjuvant veya adjuvan terapi 

olarak planlanabilir (40). 
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Hedefe yönelik tedavi meme tedavisinin her aşamasında neoadjuvan tedavi olarak ameliyat 

öncesi veya adjuvan tedavi olarak ameliyat sonrası sağlanabilir. HER2-pozitif meme 

kanseri hastalarında monoklonal antibiyotik aracılı biyolojik tedavi oldukça yaygındır. 

Neratinib, trastuzumab, lapatinib, pertuzumab ajanları hedefleyici tedavilerde kullanılan 

başlıca ilaçlar arasında yer alırlar (41-44). 

2.3.6. NANOPARTİKÜLER SİSTEMLER 

Nanopartiküller küçük boyutları, geniş yüzey alanları, yüksek yüzey aktivitesi, modifiye 

edilebilir fizikokimyasal özellikleri, yüksek yüzey-hacim oranı ve büyük ölçekli 

benzerlerine göre üstün tedavi verimliliği göstermesi gibi özelliklere sahiptir. Özellikle 

kanser hastalıklarında gelişmiş tedavi olanakları sağlayabilmektedirler (45). 

Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemler seçici hedefleme, kontrollü ve uzatılmış salım, 

gelişmiş çözünürlük, azaltılmış toksisite, kombine tedavilere imkân sağlaması, ilaç 

direncini aşabilmeleri, teşhis amacıyla kullanılabilme özellikleri nedeniyle kanser 

tedavisinde umut vadeden araçlar olarak ortaya çıkmaktadır. Nanopartiküller sağlıklı 

dokulara verilen zararı en aza indirerek özellikle kanser hücrelerini hedeflemek üzere 

tasarlanabilir. Bu seçici hedefleme, kanser hücrelerinde aşırı ifade edilen reseptörlere 

bağlanan spesifik ligandları ekleyerek veya tümörlerin benzersiz fizyolojik özelliklerini, 

örneğin gelişmiş geçirgenlik ve tutma (EPR) etkisini, kullanarak elde edilebilir (46). 

Uygulama sonrasında ilacın belirli bir süre boyunca kontrollü salınmasını sağlayarak ilaç 

uygulamasının sıklığını azaltmayı ve ilaç konsantrasyonunu daha uzun süre terapötik 

pencerede tutmayı mümkün kılarlar (47). Birçok anti-kanser ilacı hidrofobiktir ve sulu 

çözeltilerde düşük çözünürlüğe sahiptir. Nanopartiküler sistemler bu ilaçların 

çözünürlüğünü artırabilir, biyoyararlanımını ve etkinliğini geliştirir (48). İlaçların 

nanopartiküler sistemlerde hapsedilmesi sağlıklı dokuların ilaçlara doğrudan maruziyetini 

en aza indirerek yan etkileri azaltabilir ve hasta uyumunu geliştirebilir (49). Birden fazla 

ilacın eş zamanlı olarak teslim edilmesi için tasarlanabilmeleri sayesinde iki veya daha 

fazla ilacın birlikte kullanıldığı kombinasyon terapileri için faydalı olabilirler (50). Kanser 

tedavisinde büyük bir problem oluşturan çoklu ilaç direncini yenebilmek için efluks 

pompalarını aşabilir veya bu pompaları inhibe edebilecek ilaçları taşıyacak biçimde 

modifiye edilebilirler (51). Bazı nanopartiküller hem terapi hem de teşhis amaçlı 

kullanılabilirler. Örneğin nanopartiküllere görüntüleme ajanları yüklenebilir ve bu sayede 
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ilaç teslimatının yanı sıra terapötik yanıtın non-invaziv izlenmesine olanak sağlayabilirler 

(52). 

Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemler düşük toksisiteye sahip olmaları, güvenli ve etkili 

kontrollü salım sağlayabilmeleri, aktif veya pasif hedeflemeye olanak sağlamaları, ilaç 

direncine karşı tedavi etkinliğini arttırmaları dolayısıyla kanser tedavilerinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (5). Birçok avantajına rağmen sistemik uygulanan nanopartikül temelli 

kanser tedavilerinde başlangıç patlama salımı, tümör bölgelerinde verimsiz ilaç birikimi, 

spesifik olmayan etkileşimlere ilaveten tümör heterojenitesi, doku bariyerleri kaynaklı 

kısıtlamalardan dolayı tedavi etkinliğini sınırlı olabilmektedir. (6) Özelikle lokal kanser 

tedavileri için düşünüldüğünde küçük boyutlarından dolayı hedef bölgeden hızlı bir şekilde 

eliminasyona uğramaları, uzatılmış lokal etkiyi sağlamada sınırlı kapasiteye sahip olmaları 

dezavantaj sağlayabilmektedir (7). Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemler düşük toksisiteye 

sahip olmaları, güvenli ve etkili kontrollü salım sağlayabilmeleri, aktif veya pasif 

hedeflemeye olanak sağlamaları, ilaç direncine karşı tedavi etkinliğini arttırmaları 

dolayısıyla kanser tedavilerinde yaygın olarak kullanılmaktadır (5). Birçok avantajına 

rağmen sistemik uygulanan nanopartikül temelli kanser tedavilerinde başlangıç patlama 

salımı, tümör bölgelerinde verimsiz ilaç birikimi, spesifik olmayan etkileşimlere ilaveten 

tümör heterojenitesi, doku bariyerleri kaynaklı kısıtlamalardan dolayı tedavi etkinliğini 

sınırlı olabilmektedir (6). Özelikle lokal kanser tedavileri için düşünüldüğünde küçük 

boyutlarından dolayı hedef bölgeden hızlı bir şekilde eliminasyona uğramaları, uzatılmış 

lokal etkiyi sağlamada sınırlı kapasiteye sahip olmaları dezavantaj sağlayabilmektedir (7). 

2.3.7. DOKSORUBİSİN 

Doksorubisin (DOX) diğer adıyla adriamisin suda çözünür, nötr pH’ta turuncudan-kırmızı 

renkli ışığa duyarlı Streptomyces peucetius var. caesius’tan izole edilmiş kemoterapötik bir 

ilaçtır (53). Doksorubisinin sık kullanılan bir tuz formu doksorubisin hidrokloriddir 

(Doksorubisin HCl, DOX HCl). Bu form (Şekil 2.1.) hidroklorik asidin eklenmesiyle elde 

edilir ve genellikle farmasötik preparatlarda yaygın olarak kullanılır. Molekül ağırlığı 

579,98 g/mol olan doksorubisinin moleküler formülü C27H29O11N.HCl'dir. Erime noktası 

205°C'dir. Genellikle kristalize bir şekilde bulunur. Katı kristalize haldeyken dayanıklılığı 

yüksektir ve 22°C'de uzun süre stabil kalabilir. Doksorubisin, kimyasal olarak kararlı bir 
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bileşiktir. Ancak, ışık ve ısıya maruz kalma gibi faktörler, zamanla bazı kimyasal 

degradasyonlara neden olabilir. Doksorubisin, su ve diğer çözücülerde çözülebilir. Distile 

su çözeltisi, yaklaşık 1 ay süresince kararlıdır (54).  

 

Şekil 2.1. DOX HCl moleküler yapısı 

DOX, hücre içinde genellikle çekirdekte olmak üzere yaklaşık %80'lik bir oranda dağılım 

gösterir ve hücre döngüsünün farklı aşamalarında bölünen hücreleri hedefler. Hücrede 

farklı fazlarda farklı mekanizmalarla etki gösteren doksorubisin, DNA sentezinin 

inhibisyonu, protein sentezini veya yapısal konfigürasyonu etkileyebilmektedir (55). 

Bölünmeyen hücrelerde daha az ilaç birikimi olur fakat yine de RNA sentezi inhibisyonu 

dolayısıyla hücreler ölebilirler. DOX'un hücre içerisinde birden fazla hedefi vardır. DOX 

sitoplazmada 26S proteazomlarına yüksek afinite ile bağlanır. Proteazomun 20S alt 

biriminin nükleer translokasyon sinyalleri, antrasiklinin nükleer gözenekler aracılığıyla 

çekirdeğe girişini sağlar. Fakat DOX'un DNA'ya bağlanma af<initesi daha yüksektir ve bu 

nedenle çekirdekte DOX 26S proteazomundan ayrılarak DNA'ya bağlanır ve apoptozu 

indükler (56). DOX nükleer aktivitenin yanı sıra spesifik olarak iç mitokondriyal membran 

fosfolipidine ve kardiyolipine bağlanarak elektron taşıma zincir komplekslerinden I ve II'yi 

inhibe ederek reaktif oksijen türlerinin oluşumuna yol açar. DOX, sitoplazma içerisinde 
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elektron alıcı olarak işlev görür ve oksidoredüktaz enzimleri NADH dehidrogenaz, nitrik 

oksit sentaz ve ksantin oksidaz aracılığıyla dönüşüme uğrar. Bu dönüşüm, doksorubisinin 

kararsız bir yarı kinon formuna dönüşmesine ve bu formun reaktif oksijen türlerini serbest 

bırakarak doksorubisinin hücreler üzerinde sitotoksik etkisini artırmasına yol açar (57, 58). 

DOX, tek başına veya diğer kemoterapötik ilaçlarla kombinasyon halinde çok sayıda katı 

ve metastatik tümör için birinci basamak tedavi olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır. 

Akut lenfoblastik/miyeloblastik lösemi, nöroblastom, meme, küçük hücreli akciğer, 

yumurtalık, mesane, mide, tiroid kanserinde doksorubisinin kullanımı mevcuttur (59-66). 

DOX, çeşitli hematopoietik malignitelerin ve katı tümörlerin tedavisinde oldukça etkili bir 

ajan olmasına rağmen uygulamada geri dönüşümsüz kardiyotoksisite, tedaviye bağlı 

maligniteler ve gonadotoksisite dahil olmak üzere ciddi yan etkilere sahiptir (67). 

Antrasiklinlerin neden olduğu kardiyotoksisite doza bağımlı bir şekilde gelişmekte ve 

ölümcül olabilmektedir. Tolere edilen maksimum kümülatif doza ulaşıldığında tedavi 

durdurulmalı ve kalp fonksiyonu zayıf olan hastalar antrasiklin içeren kemoterapi rejimleri 

dışlanmalıdır (68). Toksik yan etkilere ek olarak ilaç direnci gelişimi de doksorubisin 

tedavisi ile ilgili problemlerdir. Doksorubisin direncine birçok farklı faktör neden 

olabilmektedir. Doksorubisin düşük konsantrasyonlarda çoklu hücre içi hedeflere sahip çok 

yönlü bir ilaçtır ve enfekte olmuş hücrelerin immünojenisitesini artırabilir. Zamanla test 

edilen ilaç, bugüne kadar çok sayıda kanser için kombinasyon halinde veya tek başına 

birinci basamak kemoterapötik ilaç olarak tercih edilmektedir. Yan etkiler ve kemodirenç 

gelişimi en önemli zayıflatıcı faktörlerinden birisidir (69). 

Meme kanseri tedavisinde doksorubisin uygulamalarında düşük dozda verimli tedaviyi 

sağlayabilmek, tedavi etkinliğini iyileştirmek ve yan etkileri hafifletmek için hedefe 

yönelik farklı ilaç formülasyonlarının üretilmesi kemoterapötik direncin aşılabilmesi ve 

kanser nüksünün önüne geçilebilmesi açısından büyük bir öneme sahiptir. Bu amaç 

doğrultusunda sentezlenen doğal veya sentetik polimerik nanopartiküller, 

nanoemülsiyonlar, nanopolimerzomlar, nanotüpler, nanojellerin meme kanserine yönelik 

yaygın uygulamaları mevcuttur (70-74). 
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2.3.8. pEGFP-C1 PLAZMİDİ 

Yeşil floresan protein (GFP, Green Fluorescent Protein), Aequorea forskalea cinsi 

denizanasına özgü karakteristik yeşil biyolüminesans kaynağı olarak keşfedilmiş bir 

proteindir (75). Bu proteinin yüksek floresan niteliği proteinin yapısında bulunan ve 

modifiye edilmiş amino asitlerden oluşan özgün bir kromoforun varlığından 

kaynaklanmaktadır. Bu floresan kromoforun oluşumu, türe özgü ek faktörlere gerek 

duymaksızın gerçekleşmektedir. GFP, hücrelerdeki protein ekspresyonunu ve 

lokalizasyonunu izlemek için kullanılabilmekte ve bu sayede hücre içi süreçlerin 

görselleştirilmesi mümkün hale gelmektedir. Kromofor yapının şiddetli floresans özelliği 

dolayısıyla GFP cDNA'sı biyolojik araştırmaların çeşitli alanlarında kullanılan eşsiz bir 

gösterge sistemine dönüşmüştür (76).  

Moleküler biyoloji teknikleriyle hedef bir proteine genetik olarak GFP etiketi eklenerek 

hibrit proteinler oluşturulabilmekte böylelikle hedef bölgede takibi sağlanabilmektedir. 

GFP etiketli hibrit protein floresan özelliği sayesinde ışıma vererek hücre içi gen aktivitesi 

ve dağılımı hakkında bilgi verebilmektedir. Işıma şiddeti ifade edilen proteinin miktarına, 

difüzyon dinamiklerine ve biyokimyasal etkileşimlere göre farklılık gösterebilmektedir 

(77). GFP’nin yaygın kullanım potansiyeline ilaveten moleküler biyolojide farklı 

gereksinimlere hizmet etmesi amacıyla farklı GFP mutantları dizayn edilmiştir (78). 

GFP’deki bir nokta mutasyon sonrasında elde edilen EGFP ile GFP’nin spektral 

karakteristikleri geliştirilmiştir. Bu mutasyon ile 488 nm’de maksimum eksitasyon, 509 

nm’de maksimum emisyon pikleri elde edilmiş, arttırılmış floresan ve fotostabilite 

özellikleri elde edilmiştir (79). 
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Şekil 2.2. pEGFP-C1 plazmid haritası 

pEGFP-C1, çok sayıda restriksiyon enzim kesim siteleri içeren bir çoklu klonlama bölgesi 

(MCS, Multiple Cloning Site) barındırır (Şekil 2.2.). Bu özellik, farklı genlerin kolayca 

klonlanmasını ve ekspresyonunun izlenmesini sağlar. Ayrıca, yüksek düzeyde gen 

ekspresyonu için güçlü bir viral promotör içerir. pEGFP-C1 plazmidi, kanser araştırmaları, 

gen tedavisi, hücre biyolojisi ve farmakoloji gibi birçok alanda önemli bir rol 

oynamaktadır (80). 

2.3.9. PEG-b-PCL 

Poli(etilen glikol)-blok-poli(ε-kaprolakton) (PEG-b-PCL) kopolimeri (Şekil 2.3.) sentez 

kolaylığı, biyouyumluluk ve biyoparçalanır nitelikleri ve amfifilik yapısı dolayısıyla 

nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistem uygulamalarında tercih edilen çok yönlü bir polimerdir 

(81). Bu diblok kopolimerde PEG hidrofilik karakteristik gösterirken PCL’nin hidrofobik 

karakter göstermesi dolayısıyla formülasyonlarda PCL iç kabuğu oluştururken PEG dış 
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kabuğu oluşturmaktadır. PEG’in biyouyumlu ve hidrofilik özellikleri sulu çözeltilerde 

misel oluşumunu sağlar. Blok kopolimer bileşiminde yer alan polimer oranlarına göre 

değişen hidrofilik-hidrofobiklik oranı PEG boyutuyla yakından ilişkilidir. Bu durum 

formülasyonlarda ilaç taşıma verimliliğini önemli oranda etkilemektedir (82). 

 

Şekil 2.3. PEG-b-PCL molekül yapısı 

Uzatılmış ilaç salım uygulamalarında PCL’nin biyouyumlu ve biyoparçalanır nitelikleri, 

yüksek stabilitesi, bozunması sonucunda yan ürün oluşturmaması polimerin öne çıkan 

özellikler arasındadır. Biyodegredasyonun yavaş olması ve yumuşak doku uyum 

özelliklerinin düşük olması gibi özellikleri PCL polimerinin PEG gibi hidrofilik 

polimerlerle kopolimerizasyonu ile aşılabilmektedir (83). Kopolimerazsyon sonucunda 

oluşan blok kopolimerin biyolojik parçalanabilirlik özellikleri artmakta, daha iyi hidrofilik 

ve mekanik özellik göstermektedir (84).  

2.3.10. HİDROJEL SİSTEMLER 

Üç boyutlu yapıları, yüksek oranda su tutabilmeleri, poröz ve geçirgen özellikleri ile 

biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak parçalanabilir niteliklerinden dolayı, 

hidrojeller farmasötik uygulamalar için önemli bir potansiyele sahiptir (8).  Hidrojellerin 

karakteristik özellikleri ilaçların sistemik dağılımının oluşturduğu ağır yan etkileri 

engelleme, terapötik maddelerin kan dolaşımında daha uzun süre kalmasını sağlama, tümör 

hücrelerinde daha etkili bir dağılım oluşturma ve tedavi etkinliğini artırma yetenekleri ile 

tedavi sürecinde büyük avantajlar sunar (85). Hidrojellerin yumuşak ve hidrofil yüzeyleri 

hedef dokulara kolayca adheze olmalarına imkân sağlarken, vücut dokusu ile olan 

benzerlikleri de olası immün tepkiyi azaltmaktadır. Hidrojellerin biyolojik olarak 

parçalanabilirliği, biyouyumluluğu ve hassasiyeti, polimer matris yoğunluğu, moleküler 

ağırlıkları, çapraz bağlayıcıların iç özellikleri gibi faktörlere bağlı olarak belirlenir (86). 
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2.3.10.1. Enjektabl Hidrojeller 

Enjeksiyon yoluyla uygulanan hidrojel bazlı ilaç taşıyıcı sistemleri formülasyon 

bileşenlerine göre özelleştirilebilir yapılarına sahiptir. Bu niteliği biyolojik uyumluluğu ve 

biyolojik olarak parçalanabilirliği üzerinde belirleyici bir etkiye sahiptir. Hidrojellerin 

tasarımında karşılaşılan zorluklar, nanopartiküller ve yardımcı maddelerle entegrasyon 

yoluyla aşılmakta, bu sayede çok yönlü tedavi seçenekleri sunulmaktadır. Kemoterapötik 

ilaçların yer aldığı bu enjeksiyonluk hidrojel sistemler, hedeflenen dokularda ilaçların 

yüksek verimlilikle dağılımın sağlanması, ilk çıkış etkisinin azaltılması, etkin maddenin 

hızlı sistemik atılımın engellemesi ve uzatılmış kontrollü salım olanak sağlamaktadır (87). 

Hidrojel sistemlerin sinerjistik etkisi, kanser tedavisinde nanopartiküllerin etkinliğini 

büyük ölçüde iyileştirmektedir. Hidrojeller, yüksek su içerikleri ve biyouyumlulukları 

sayesinde, ilaç taşıma sistemlerinde ideal bir platform sunar. Nanopartiküllerin bu hidrojel 

matrislere entegrasyonu ilaçların hedeflenen dokuya daha etkin bir şekilde ulaştırılmasını 

sağlar ve böylece tedavinin başarısını artırır. Nanopartikül entegrasyonu, hidrojel 

sistemlerinin fonksiyonelliğini artırır. Nanopartiküller formülasyonda ilaç yükleme 

etkinliğini artırarak daha yüksek yoğunluktaki tedavi dozlarının uygulanabilmesini 

mümkün kılar ve aynı zamanda etkin maddenin tümör dokusuna daha derinlemesine nüfuz 

etmesine yardımcı olur (88). Bu sinerjistik etki post operatif lokal uygulanacak 

formülasyonlar için önemli bir avantaj sağlamaktadır.  

Hidrojeller ve nanopartiküllerin birlikte kullanımı etkin madde yan etkilerinin 

azaltılmasında da önemli bir rol oynamaktadır. Bu sistemler ilacın sağlıklı dokulardaki ilaç 

maruziyetini azaltarak normal hücrelere üzerindeki istenmeyen etkileri minimize eder. Bu 

özelliğiyle hidrojel tabanlı nanopartiküler sistemler kanser tedavisinde daha güvenli ve 

etkili bir alternatif sunmaktadır. Bu yaklaşım kanser tedavisinde mevcut yöntemlerin 

sınırlamalarını aşarak daha etkili ve yan etkileri azaltılmış tedavi seçenekleri sunmaktadır 

(89). Tüm bunlar ele alındığında enjekte edilebilir hidrojel ilaç taşıyıcı sistemlerin özellikle 

lokalize meme kanseri tedavisinde geleneksel yaklaşımlara kıyasla daha etkili ve güvenli 

bir çözüm olduğu görünmektedir. 
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2.3.11.  HYALÜRONİK ASİT 

Hyalüronik asit (HA), glikozaminoglikan ailesine dahil olan bir polisakkarit türüdür ve 

temel yapısı glukuronik asit ve N-asetil-glukozamin şekerlerinden oluşan doğal, yüksek 

biyouyumluluğa sahip biyofonksiyonel bir bileşiktir (Şekil 2.4.). Yapı içerisindeki 

bileşenler birbirine β1-3 ve β1-4 bağlarla bağlanmış polianiyonik disakkarit birimlerinden 

oluşur. Bağ dokusu hücreler arası matriksin, sinoviyal sıvının, embriyonik mezenkimin, 

cildin ve vücudun birçok diğer organ ve dokusunun lineer bir polisakkaritidir (90). 

 

Şekil 2.4. HA molekül yapısı 

Molekülün karboksil grupları nedeniyle HA negatif yüklüdür, yüksek derecede hidrofiliktir 

ve yüksek moleküler ağırlıklarda viskoz bir ağ oluşturur. Fizikokimyasal özellikleri 

nedeniyle HA, hücreler arası matriksi hidrate ederek doku homeostazını ve sıkışma 

kuvvetlerine direncini düzenler. Birçok proteoglikan büyük hacimli molekül 

kompozitlerini oluşturmak ve matriksin jel durumunu stabilizasyonunu sağlamak için HA 

ile etkileşime girer. Ayrıca HA hücre yapışmasını, göçünü ve proliferasyonunu düzenleyen 

bağlayıcı proteinleri ile etkileşime girerek bir sinyal molekülü olarak işlev gören hücrelerin 

çoğunun etrafında bir perisellüler kaplama oluşturur (91). 
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HA iltihaplanma yanıtı, hücre yapışması, göç, proliferasyon, diferansiyasyon, anjiyogenez 

ve doku yenilenmesi dahil birçok biyolojik süreçte kilit rol oynar. HA anti-inflamatuar 

özellikleri dolayısıyla inflamasyonu azaltmaya ve hücre hasarını iyileştirmeye yardımcı 

olur. Özellikle iltihaplı cilt durumlarında veya postoperatif iyileşme süreçlerinde bu 

özelliklerin faydası görülür.  Bu, özellikle yara iyileşmesi ve cilt bakımı uygulamalarında 

faydalıdır. HA'nın tüm bu özellikleri ve biyolojik fonksiyonları bir arada 

değerlendirildiğinde yara iyileşmesi amaçlı üretilecek hidrojellerin sentezi için cazip bir 

materyal yapar (92). 

Hidrojel formülasyonlarında HA’nın kullanımının önemli avantajları bulunmaktadır. 

HA'nın yüksek su tutma kapasitesi, hidrojelin nemli kalmasını sağlar ve hedef dokuyu 

nemlendirerek bir bariyer oluşturur. Bu, özellikle kurulukla ilişkili durumlarda, ilacın daha 

iyi nüfuz etmesine ve cilt üzerinde koruyucu bir bariyer oluşturarak dış etkenlerden 

korumasına yardımcı olur. HA doğal yapışkan özelliklere sahiptir. Formülasyonlarda 

adhezif niteliklerin iyileştirilmesine önemli katkı sağlar ve hidrojellerin hedef dokuya 

lokalize olarak daha iyi yapışmasını mümkün kılar. Bu niteliği ile özellikle deri 

bölgesindeki uygulamalarda, mukozal yüzeylerdeki uygulamalarda hidrojellerde ilacın 

hedef bölgede daha uzun süre kalmasına ve daha etkin olmasına yardımcı olur (93). 

2.3.12. KARBOKSİ METİL SELÜLOZ 

Karboksi metil selüloz (CMC) selülozun suda çözünebilen anyonik bir türevi olan 

polisakkarit yapıda bir maddedir (Şekil 2.5.). Selüloz susuz glukozun lineer 

polisakkaritlerinden oluşan ve tekrar eden birimleri β-1,4-glikozidik bağlarla birbirine 

bağlanmaktadır. Moleküler düzeyde CMC ile selüloz arasındaki temel fark CMC'de bazı 

hidroksil gruplarının yerini alan anyonik karboksimetil gruplarının bulunmasıdır. Bu 

gruplar, selülozun orijinal yapısında bulunan bazı hidrojen atomlarının yerini alır (94). 

İlaç taşıyıcı sistemlerde CMC polimerinin kullanımı formülasyon için birçok avantajı 

beraberinde getirmektedir. CMC'nin yüksek su tutma kapasitesi, hidrojel yapısının 

korunmasına ve ilaç moleküllerinin stabil bir şekilde kalmasına olanak tanır. Bu, hidrojelin 

fiziksel bütünlüğünü ve ilaç salım profilinin tutarlılığını artırır. CMC matriksinde tutulan 

ilaçlar dış etkenlere karşı koruma sağlar bu da etkin maddenin vücut içi stabilitesinin 

artmasını sağlar (95).  
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Şekil 2.5. CMC molekül yapısı 

CMC yüksek biyouyumluluk ve biyolojik olarak parçalanabilir özellikleri sayesinde vücut 

tarafında kolayca işlenir ve vücuttan uzaklaştırılabilir. Böylece oluşabilecek yan etkilerin 

azaltılmasında yardımcı olur. CMC tabanlı hidrojeller hücre uyumluluğunun arttırılması ve 

doku onarımının iyileştirilmesinde etkili bir ajandır. Hücrelerin büyümesi ve farklılaşması 

için uygun bir ortam sağlar. Bu özellik yara iyileşmesinin hedeflendiği tedavi 

yaklaşımlarında CMC kullanımını ön plana çıkarmaktadır (96). 

2.3.13. POLİ ETİLEN OKSİT 

Poli etilen oksit (PEO), etilen oksit monomerlerinin polimerizasyonu ile oluşur ve tekrar 

eden -CH2-CH2-O- birimlerinden oluşan lineer bir polimer zincirine sahiptir (Şekil 2.6.). 

PEO, su molekülleriyle etkileşime girebilen hidrofilik bir yapıya sahiptir. Bu, su içinde 

kolayca çözünmesini ve su tutma kapasitesinin yüksek olmasını sağlar (97).  

PEO’nun düşük protein adsorpsiyonu özelliği, özellikle biyomedikal uygulamalar ve ilaç 

taşıyıcı sistemler için önemli bir avantaj sunar. PEO'nun düşük protein adsorpsiyonu 

biyolojik ortamlarda daha fazla stabilite sağlar. Proteinler ve diğer biyolojik moleküllerin 
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PEO yüzeyine yapışması engellenir, bu da hidrojelin biyolojik sıvılarda daha stabil 

olmasını ve istenmeyen biyolojik etkileşimlerin önlenmesini sağlar. Protein 

adsorpsiyonunun azalması ilaç moleküllerinin hedef dokuya daha etkin bir şekilde 

ulaşmasını ve stabil kalmasını sağlar. Proteinlerin hidrojel üzerinde birikmesi 

engellendiğinde, ilaç molekülleri serbestçe hareket edebilir ve hedef dokuya ulaşabilir (98, 

99). 

 

Şekil 2.6. PEO molekül yapısı 

PEO yüzeyinin proteinler tarafından bloke edilmemesi, konak ve biyomateryal 

etkileşiminin önlenmesi formülasyonların yüzey özelliklerinin korunmasına katkı sağlar. 

Bu özellikler PEO'nun ilaç taşıyıcı hidrojel formülasyonlarında geniş bir kullanım alanına 

sahip olmasını sağlar. PEO'nun belirtilen ilaç taşıyıcı sistemlerin etkinliğini ve güvenliğini 

artırarak daha iyi tedavi sonuçları elde edilmesine katkıda bulunur (100). Cerrahi sonrası 

hidrojel uygulamalarında da PEO protein etkileşimi için adhezyon bariyer niteliği taşıdığı 

ve bir dış ortam bariyeri oluşturma niteliği bu amaçla kullanılacak formülasyonlar için 

önem taşımaktadır (101). 

2.3.14. İLAÇ TAŞIYICI SİSTEM GELİŞTİRİLMESİNDE YAZILIM DESTEKLİ 

DENEY TASARIMI 

Deney tasarımı (Design of Experiments, DOE), bilimsel ve mühendislik araştırmalarında 

karmaşık sistemlerin ve süreçlerin analiz edilmesinde kullanılan bir dizi sistemli yöntem ve 

prensibi ifade eder. Bu metodoloji değişkenler arasındaki ilişkilerin ortaya çıkarılmasında, 

etkileşimlerin anlaşılmasında ve optimal koşulların belirlenmesinde önemli bir araçtır. 

DOE, deneysel çalışmaları planlamak, yönetmek ve analiz etmek için matematiksel ve 

istatistiksel teknikler kullanır. Yanıt değişkenlerine (çıktılara) bir veya birden çok faktörün 

(girdilerin) etkisini analiz etmeye ve bu etkileri modellemeye olanak tanır. Optimal 
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sonuçlar elde etmek için gerekli faktör seviyelerini belirleme ve bu faktörlerin yanıt 

üzerindeki doğrusal olmayan etkileşimlerini değerlendirme yeteneği DOE'yi deney süreci 

için değerli bir araç haline getirmektedir (102). 

DOE'nin kullanımı birçok avantajı beraberinde getirmektedir. Farklı faktörlerin 

birbirleriyle nasıl etkileşime girdiğini ve bu etkileşimlerin çıktılar üzerinde ne tür etkiler 

yarattığını anlamayı sağlar. Geleneksel birer birer değişken değiştirme yöntemlerine 

kıyasla daha az deney yaparak daha fazla bilgi elde etmeyi sağlar. En uygun sonuçları elde 

etmek için hangi faktör düzeylerinin kullanılması gerektiğini belirlemeye yardımcı olur. 

Rastgele veya tahmini değişiklikler yerine, verilere dayalı ve sistematik bir yaklaşım sunar 

(103). 

Design-Expert, DOE prensiplerini pratik bir uygulamaya dönüştürme konusunda çok yönlü 

ve etkili bir yazılımdır. Yazılım farklı deneysel tasarımları destekler, bunlar arasında 

faktöriyel, fraksiyonel faktöriyel ve yanıt yüzeyi metodolojisi gibi tasarımlar 

oluşturulmasına olanak tanır. Design-Expert yazılımında, model uygunluğunu 

değerlendirmek için istatistiksel testleri (ANOVA), yanıt yüzeylerini ve etkileşim 

grafiklerini kullanarak yanıtların optimizasyonunu mümkün kılar. Yazılımın sağladığı 

grafiksel araçlar, bulguların görselleştirilmesini ve yorumlanmasını basitleştirirken, 

optimizasyon özelliği araştırmacılara çoklu yanıtların aynı anda maksimize edilmesi veya 

minimize edilmesi gibi karmaşık hedeflere ulaşma imkânı sunar (103). 

Tez çalışmasında uygulanan Yanıt Yüzey Yöntemi (Response Surface Methodology,RSM) 

içinde kullanılan Merkezi Bileşik Tasarım (Central Composite Design, CCD), özellikle bir 

ya da birden fazla yanıt değişkeninin optimize edilmesi gereken durumlarda kullanılan 

etkili bir deneysel tasarım yaklaşımıdır. CCD, yanıt yüzeyinin eğriliğini (ikinci dereceden 

etkileri) yakalamak ve modellemek için uygundur. Çalışmadaki yanıtların faktörlerle 

doğrusal olmayan bir ilişkisi varsa veya faktörler arası etkileşimleri içeriyorsa, CCD bu 

karmaşıklığı etkili bir biçimde modelleyebilmektedir. Buna ilaveten yanıtların maksimize 

veya minimize edilmesi gibi bir optimizasyon hedefi olan durumlar için kullanımı idealdir. 

Optimum deney koşullarını belirlemeye yardımcı olur. Faktörlerin birbirleriyle 

etkileşimlerinin yanı sıra, her bir faktörün yanıt üzerindeki kavisli etkisini değerlendirmek 

için CCD bu etkileri ayrıntılı bir şekilde incelemeye olanak tanır. CCD, az sayıda deneme 
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ile çok sayıda faktör ve bunların etkileşimlerini incelemek için verimli bir yol sunar. 

Geleneksel bir faktöriyel tasarıma kıyasla daha az deney ile daha geniş bir tasarım alanını 

kapsar. CCD, çalışma alanında merkez noktası etrafında ekstra noktalar (yıldız noktaları 

veya eksenel noktalar) ekleyerek optimum noktanın daha da dışındaki yanıtları tahmin 

etmek için genişletilebilmektedir (104). Bu tasarım faktörlerin bir arada nasıl çalıştığını 

göstermekte ve oluşan yanıtların analiz edilmesinde pratiklik sağlamaktadır.  

Çalışmada hedeflenen yanıtları etkileyen iki faktör olarak CMC ve HA maddelerinin 

formülasyondaki miktarları ve bu faktörlerin vizkozite, sertlik, adhezyon, kohezyon, 

elastisite gibi mekanik özelliklerini içeren yanıtlar üzerindeki kavisli etkilerini ve 

etkileşimlerinin incelenmesinde ve değerlendirilmesinde CCD bu ihtiyaçları karşılayan 

esnek bir deneysel tasarım sağlamıştır. Bu nedenle yanıt yüzeyleri üzerinde derinlemesine 

optimizasyon ve analiz yapılması gereken deney planlarında bu tasarım modelinin işlevsel 

ve kullanışlı olduğu gözlemlenmiştir. 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Bu tez çalışmasında hidrojel ve nanopartiküler ilaç taşıyıcı vektörler ile tasarımı yapılan 

kargo taşıyıcı sistem aracılığı ile rezidüel meme kanserine karşı lokal tedaviye yönelik ilaç 

taşıyıcı sistem geliştirilmesi amaçlanmıştır. Meme kanseri tedavisi sürecinde daha etkin bir 

tedavi için, cerrahi sonrası adjuvan uygulamalarında karşılaşılan hedef bölgede yara 

iyileşme sürecinin uzaması, antikanser ajanın belirlenen süre stabil olarak etkinlik 

gösterememesi sorunlarına odaklanılmıştır. Bu doğrultuda etkin maddeye uzatılmış salım 

özelliklerinin kazandırılması ve uygulama sonrası hedef bölgede stabil olarak tedaviyi 

sağlayabilecek kargo ilaç taşıyıcı sistemin geliştirilmesi amaçlanmıştır.  
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

4.1.1. HÜCRE HATLARI 

Bu çalışmada adheran olarak büyüyen, NIH/3T3 fare embriyonik fibrablast hücre hattı ve 

4T1 üçlü negatif fare meme kanseri hücre hattı kullanılmıştır. Hücre hatları ve ortam 

içerikleri Çizelge 4.1.’de verilmiştir. 

Çizelge 4.1. Hücre hatları ve ortam içerikleri 

Hücre Hattı Hücre Adı Ortam İçeriği 

NIH/3T3 Fare embriyonik fibrablast hücresi 
DMEM + %10 FBS + %1 

Penisilin/Streptomisin   

4T1 Fare meme kanseri hücresi 
RPMI-1640 + %10 FBS + %1 

Penisilin/Streptomisin   

4T1-luc Fare meme kanseri hücresi 
RPMI-1640 + %10 FBS + %1 

Penisilin/Streptomisin   

4.1.2. DENEY HAYVANLARI 

In vivo çalışmalar Kobay DHL AŞ Yerel Etik Kurulu tarafından verilen 17.03.2023 tarihli 

664 protokol numaralı onay dahilinde Hacettepe Üniversitesi HÜDHAM bünyesinde 

gerçekleştirilmiştir. Deney dahilinde 6-8 haftalık 48 adet dişi Balb-c fare ile çalışılmıştır. 

4.1.3. REAKTİF VE KİMYASALLAR 

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 bromür (DDAB) Sigma-Almanya  
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D-luciferin Sigma-Almanya 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma-Almanya 

EDTA Sigma-Almanya 

Fetal bovin serum Sigma-Almanya 

Heksadesiltrimetil-amonyum bromit (HTAB) Sigma-Almanya  

Kalsiyumklorit-2 hidrat Merck-Almanya 

Maya ekstraktı Merck-Almanya 

Müsin %75-95 Carl Roth-Almanya 

Penisilin-Streptomisin Çözeltisi Sigma-Almanya 

Polietilen oksit (4000 kDA) Colorcon-Amerika 

Polivinil alkol (%87, Ma 13.000-23.000) Sigma-Almanya 

Potasyum fosfat monobazik Fluka-Amerika 

Potasyum klorür Merck-Almanya 

RPMI-1640 Sigma-Almanya 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Sigma-Almanya 

Sodyum fosfat dibazik Fluka-Amerika 

Sodyum hyaluronat Merck-Almanya 

Sodyum karboksimetilselüloz (High viscosity)  Sigma-Almanya 

Sodyum klorür Sigma-Almanya 

Sorbitan seskioleat (Arlacel) Sigma-Almanya 

Tripton  

Trizma baz Sigma-Almanya 

Trizma hidroklorür Sigma-Almanya 

Tween 80® Merck-Almanya 

4.1.4. TAMPONLAR 

1 M pH 7,4 Fosfat-Salin Tamponu (PBS) 2,38 g          Disodyum hidrojen fosfat 

0,19 g           Potasyum dihidrojen fosfat 

8 g                Sodyum klorür 

1 lt km          H2O 
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0,01 M pH 7,4 Fosfat Tamponu (%1 Twin) 

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

1,2 g             Sodyum fosfat monobazik 

1 g                Twin 80 

1 lt km          H2O 

 

0,1 M Trizma Tamponu I (pH 8,5) 1,011 g         Tris HCl 

11,337 g       Tris Baz 

1 lt km          PBS (pH 7.4) 

0,1 M Trizma Tamponu II (pH 8,5) 1,011 g          Tris HCl 

11,337 g        Tris Baz 

1 lt km           PVA (%1) 

Alkalen Lizis I Tamponu 50 mM          Glukoz 

25 mM          Tris-Cl (pH 8) 

10 mM          EDTA (pH 8) 

25 ml km       H2O 

Alkalen Lizis II Tamponu 0.2 N             Sodyum hidroksit 

%1                 Sodyum dodesil sülfat 

10 ml km       H2O 

Alkalen Lizis III Tamponu 3 M                 Potasyum asetat 

2 M                 Glasiyel asetik asit 
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100 ml km       H2O 

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

 %0,47 (a/h)    CaCl2.2 H2O 

1 lt km             H2O 

 

Transformasyon tamponu (TSS) %10                PEG-6k  

%5                  DMSO 

10 mM           MgCl2 

10 mM           MgSO4 

1 ml km         2xYT besiyeri 

Tris asetat EDTA tamponu (TAE) 50X 121 g             Trizma baz 

35,69             Asetik asit %80 

50 ml             EDTA         

500 ml km     H2O 

4.1.5. KİTLER 

Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit Invitrogen-Amerika 

4.1.6. KULLANILAN CİHAZLAR VE SARF MALZEME 

Canlı hayvan görüntüleme sistemi Newton 7.0 Vilber-Fransa 

Diferansiyel taramalı kalorimetre  Shimadzu-Japonya  

Diyaliz membran  Sigma MCWO 14 kDa-Almanya 
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Floresan görüntüleme  Bio-Rad VersaDoc Imaging System 

Model 1000-Amerika 

Florometre  Qubit 4 Thermo Fischer Scientific-

Amerika 

Elektroforez tankı Invitrogen-Amerika 

Hassas terazi Mettler Toledo-İsviçre 

Isıtıcılı manyetik karıştırıcı Daihan Scientific-Güney Kore 

İklim kabini ID 501 Nüve-Türkiye 

İnkübatör çalkalayıcı  Lab Companion SI 300-Güney Kore 

Laminar kabin                                                                Thermo Scientific Holten 1.2-Amerika 

Liyofilizatör Christ Gamma 2/16 LSC-Kanada 

Mikroplaka spektrofotometre Spectra Max Molecular Devices-Amerika 

Partikül boyutu ölçüm cihazı                                         Malvern-Zeta Sizer Nano ZS-İngiltere 

pH Metre Mettler Toledo-İsviçre 

Spektrofotometre UV 1601 Shimadzu-Japonya 

Tekstür analiz cihazı TA.XT Plus Stable Micro Systems-

İngiltere 

Taramalı Elektron Mikroskopu FEI Tecnai G2-Japonya 

Transwell Transwell 3415 Lot #23014051 Corning 

Incorporated-Amerika 

Ultrasantrifüj Hitachi CS120FNX,-Japonya 
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Ultrasonik banyo Ultrasoni LC30-Almanya 

Ultrasonik homojenizatör Bandelin Sonoplus-Almanya 

Viskozimetre    Brookfield DV II-Almanya 

Yüksek hızlı karıştırıcı IKA Eurostar 20-Japonya 

Zeta potansiyel ölçüm cihazı                                             Malvern-Zeta Sizer Nano ZS-Almanya 

4.2. YÖNTEM  

4.2.1. DOKSORUBİSİN HCL’İN FİZİKOKİMYASAL ÖZELLİKLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

Doksorubisin ışık maruziyetiyle floresan özelliğini kaybeden fotosensitif bir etkin madde 

olması dolayısıyla formülasyon hazırlama ve saklama basamaklarında ışıksız olarak 

çalışılmıştır ve cam malzemeler alüminyum folyo ile kaplanmıştır (105). 

4.2.1.1. Doksorubisin HCl’nin Ultra Viyole (UV) Spektrumu 

Doksorubisin HCl’nin 50 µg/ml konsantrasyonda hazırlanan DMSO’da çözünmüş olan 

çözeltisi kuartz küvetler kullanılarak UV spektrumu 200-800 nm dalga boyları arasında 

spektrum taraması yapılarak elde edilmiştir. 

4.2.1.2. Doksorubisin HCL’in Analitik Yöntemler ile Miktar Tayini ve Kalibrasyonu 

Doksorubisinin, formülasyonlardaki enkapsülasyon ve in vitro salım uygulamalarında 

ortama salınan miktarlarının tayin edilmesinde UV-vis spektrofotometre cihazı 

kullanılmıştır. Doksorubisin DMSO’da çözündürülerek hazırlanan stok çözeltisi belirlenen 

oranlarda dilüsyonlar kullanılarak 480,0 nm dalga boyunda kalibrasyon doğrusu 

çizilmiştir. 

4.2.1.3. Doksorubisin Kalibrasyon Doğrusunun Çizilmesi 

Doksorubisinin UV-vis spektrofotometrede miktar tayininin in vitro şartlarda 

gerçekleştirilmesinde bir seri DOX çözeltisi seri dilüsyonları kullanılarak kalibrasyon 
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doğrusu çizilmiştir. Bu amaçla 2 mg DOX 10 ml DMSO’da çözündürülerek stok çözelti 

500 µg/ml konsantrasyonda hazırlanmıştır. Stok çözelti seyreltilerek 0,5-100 µg/ml (0,5-1-

3-5-7,5-10-20-25-50-100 µg/ml) aralığında 10 farklı konsantrasyonda dilüantlar elde 

edilmiştir. 

4.2.1.4. Analitik Yöntem Validasyonu 

Doksorubisinin miktarını tespit edebilmek için geliştirilen yöntemin validasyon işlemi 

belirlenen yöntemin hedeflenen terapötik uygulamalara uyumlu olduğunu göstermek 

amacıyla yapılmıştır. Analitik yöntem validasyonu için doğruluk, doğrusallık, kesinlik, 

duyarlılık ve uygulama aralığı parametreleri değerlendirilmiştir (106).   

4.2.1.4.1. Doğrusallık 

Bir analitik yöntemde belirlenen ölçüm aralığındaki verilerin örneğin içerisinde bulunan 

maddenin konsantrasyonuyla orantılı biçimde elde edilebilir olması yöntemin ne kadar 

doğrusal olduğunu gösteren bir belirteçtir. Doğrusallık parametresinin geçerli olduğunu 

göstermek amacıyla standart çözelti konsantrasyon serisi ve seriye ait absorbans değerleri 

arasında regresyon analizi yapılarak kalibrasyon doğrusu elde edilmiştir. DOX-DMSO stok 

çözeltisinden (500 µg/ml) konsantrasyonda hazırlanan dilüsyon seri çözeltilerin (0.5-100 

µg/ml) 480,0 nm’de absorbans değerleri ölçülmüş ve konsantrasyon-absorbans grafiği 

üzerinden kalibrasyon doğrusu denklemi çıkarılmıştır. Regresyon katsayı (R2) değerinin 

0,999 değerine eşit veya daha büyük olması verilerin kalibrasyon doğrusu ile ne derecede 

uyum gösterdiğini belirten bir kanıt olarak sayılmaktadır (107). Kalibrasyon doğruları 

aracılığıyla sağlanan kalibrasyon denklemlerine ait regresyon katsayılarının hesabı 

yapılarak yöntemin doğrusallık derecesi değerlendirilmiştir. 

4.2.1.4.2. Doğruluk 

Doğruluk elde edilen deneysel verilerin gerçek değer ile ne derecede yakın olduğunu 

gösteren bir ölçüttür. Bir analitik yöntemde doğruluğu belirleyebilmek için miktarı bilinen 

bir analitin tayini yapılır. Geri kazanım değeri ve gerçek değer ile arasındaki farkın 

hesaplaması yapılır. Doğruluk tayininin minimum üç konsantrasyonda minimum üç tayin 

yapılarak ölçülmesi gerekmektedir.  Doğruluk değerlendirmesi için çizilen kalibrasyon 

doğrusunda doksorubisinin üç farklı konsantrasyonunda DMSO için (3, 10 ve 20 µg/ml) 
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hazırlanan analitler, PB için (5,10 ve 20 µg/ml) üçer tekrar olarak analizi yapılmıştır. 

Hesaplanan geri kazanım değerlerine ait yüzde varyasyon katsayıları, ortalama değerleri, 

ve standart sapmaları hesaplanmıştır (108). Geri kazanım hedeflenen doğruluk değeri %97- 

%103 aralığında bulunmalıdır (109) 

Geri Kazanım (%) = X/Y x 100 

X= Ölçülen konsantrasyon (μg/ml) 

Y= Hazırlanan konsantrasyon (μg/ml) 

4.2.1.4.3. Kesinlik 

Kesinlik, bir yöntemde aynı örneğe ait seri ölçümler arasındaki yakınlık derecesini temsil 

etmektedir. Bu yakınlık değeri varyasyon katsayısı ve standart sapmanın hesaplanmasıyla 

belirlenir. Yöntemin kesinliğini değerlendirmek için birbirinden farklı konsantrasyonlarda 

gün içerisinde veya farklı günlerde tekrarlanabilirlik çalışmaları gerçekleştirilmelidir. 

Kullanılan analitik yöntemin kesinliği temel olarak tekrar edilebilirlik, günler arası 

farklılık, tekrar elde edilebilirlik parametreleri baz alınarak değerlendirilir. Kesinlik 

ortalama, bağıl standart sapma, varyasyon katsayıları kullanılarak değerlendirilir. Kesinlik 

ölçümleri için varyasyon katsayısı %2'den küçük olmalıdır (109).   

4.2.1.4.4. Tekrarlanabilirlik 

Tekrarlanabilirliğin saptanması için belirlenen konsantrasyonda analit içeren çözeltilerin 

bir örneği için UV spektrofotometre ile ardışık üç ölçümü yapılarak sonuçların varyasyon 

katsayıları, ortalama değerleri ve standart sapmaları hesaplanmıştır. 

4.2.1.4.5. Duyarlılık 

Yöntemin duyarlılığı teşhis sınırı (LOD) ve tayin sınırı (LOQ) parametreleri göz önüne 

alınarak değerlendirilmiştir. LOD, analitik metotta numunenin tespit edilebilmesine 

rağmen kantitasyonu yapılamayan, örnekte sinyali ölçülebilen düzeyde olan en düşük 

analit konsantrasyonuna karşılık gelmektedir. LOQ ise örnekte bulunan analitin kantitatif 

biçimde tespit edilebildiği en düşük konsantrasyona karşılık gelmektedir. Duyarlılık tespiti 

amacıyla mevcut analitik yöntemde doksorubisinin DMSO ve fosfat tamponu stok 

dilüsyonlarında ölçümler yapılmıştır. 
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𝐿𝑂𝐷 = 3,3 x 𝜎/𝑆     Eşitlik 1 

𝐿𝑂Q = 10 x 𝜎/𝑆     Eşitlik 2 

σ: Kalibrasyon denkleminde cevabın standart sapması 

S: Kalibrasyon doğrusunun eğimi 

4.2.1.4.6. Özgüllük 

Özgüllük uygulaması yapılan metot için belirlenen koşullar altında numune matriksindeki 

bileşenler varlığında diğer bileşen girişimleri bulunmaksızın özgül ve doğru olarak analiti 

tayin edebilme kapasitesini gösterir (110). Bu doğrultuda nanopartikül formülasyonda 

bulunan polimer yapının girişim gösterip göstermediği etkin madde ile aynı analiz 

şartlarında değerlendirilmiştir. Doksorubisin ve PEG-b-PCL’nin DMSO çözeltilerinde, 

200-800 nm dalga boyu aralığında spektrum taramaları yapılmıştır. Analiz dalga boyu olan 

480,0 nm’de formülasyon bileşenlerinin girişim durumu incelenmiştir.   

4.2.2. PLAZMİD DNA ÜRETİMİ 

Optimize nanopartikül formülasyonu ile enkapsüle edilmek üzere temin edilen pEGFP-C1 

(Addgene®) plazmidinin Escherichia coli (E.coli) bakterisi DH5-α suşu kompetan 

hücrelere transformasyonu ve izolasyonu yapılmıştır. 

4.2.2.1. Bakteriyel Besiyerinin Hazırlanması 

Tripton (16 g/L), maya ekstraktı (10 g/L), NaCl (86 mM), %15 agar agar ve kâfi miktar 

ddH2O hazırlanan 2xYT katı besiyeri 121oC’de 15 dk otoklavda steril edilmiştir. Otoklav 

sonrasında yaklaşık olarak 50°C’ye soğuması beklenen besiyerine Kanamisin (50 ug/ml) 

eklenerek karıştırılmıştır. Her bir petriye 20 ml besiyeri eklenmiş, 1 saat süreyle donması 

beklenmiştir. Besiyerleri +4°C’de muhafaza edilmiştir.  

4.2.2.2. Plazmid DNA Transformasyonu 

Transformasyon için E.coli DH5α suşu kullanılmıştır. -80°C stoğundan alınan bakteri 

kültürü içerisinde 5 ml 2xYT vb. zengin besiyeri bulunan 50 ml’lik falkona aktarılmış ve 

orbital çalkalayıcı üzerinde gece boyu inkübasyona bırakılarak başlangıç (starter) kültür 

elde edilmiştir. Ertesi gün, gece boyu inkübe edilen kültür 1/200 oranda seyreltilerek 2xYT 
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besiyerinde inkübe edilmesi suretiyle kompetan kültür mikro plaka okuyucuda 600 nm’de 

ölçülen optik dansitometre (OD) değeri 0.4-0.6 olana kadar 37°C’de çalkalayıcılı 

inkübatörde 200 rpm hızda inkübe edilmiştir. Kültür örnekleri 1000 G hızda ile 10 dk 

santrifüjlenmiştir. Devam eden deney basamakları buz üzerinde çalışılmıştır. DMSO 

eklenmeden hazırlanan steril TSS tamponuna, DMSO PVDF filtreden geçmediği için 

sonradan eklenmiştir. Her bir örneğin pelleti 500 μl TSS ile süspanse edilir ve 10.000 ng/μl 

2,5 µl pEGFP-C1 eklenmiş ve 60 dk buz üzerinde inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sonrasında 42°C’ye su banyosunda 60 sn ısı şoku uygulanmıştır. TSS eklenen bakteri 

süspansiyonlarının üzerine 2 ml 2xYT eklenmiştir. Süspansiyonlar 15 ml’lik konik tabanlı 

tüplere aktarılmış ve 37°C’de, 150 rpm’de 20 dk çalkalayarak inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonunda hücreler 10.000 G hızda ile 90 sn santrifüjlenmiştir. Ekim yapılacak 

her petri plağı için örnekler 200 µl besiyeri ile süspanse edilmiştir. 50 μg/ml 

konsantrasyonda Kanamisin içeren besiyerlerinin bulunduğu petrilere 100–200 µl hücre 

süspansiyonu yayma ekim ile ekilmiştir. Kültürler inkübatöre kaldırılarak 37°C sıcaklıkta 

gece boyu inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında koloniler plazmid izolasyonu 

için sıvı kültüre alınmıştır.  

4.2.2.3. Plazmid DNA İzolasyonu 

Plazmid izolasyonunda, pEGFP-C1 plazmidlerinin antibiyotik direnç kasetinin Kanamisin 

olması dolayısıyla, sıvı besiyeri olarak 50 ug/ml Kanamisin 2xYT kullanılmıştır. 

Transforme edilen kültür kolonisi öze yardımıyla sıvı besiyerine inoküle edilmiştir. Kültür, 

180 rpm’de, 37°C’de çalkalayıcılı etüvde, 250 ml erlende gece boyu inkübasyona 

bırakılmıştır. Kültür 10 ml’lik porsiyonlara ayrılmış ve hücreler 2000 G’de 15 dk 

santrifüjlenmiş ve süpernatantlar atılmıştır. Pelletler üzerine önce 20 µl Alkalen Lizis I 

eklenmiştir ve taze hazırlanmış 400 µl Alkalen Lizis II ile pelletler nazikçe karıştırılmıştır. 

Devamında 300 µl Alkalen Lizis III ile tüpler 5-6 kere kez tersyüz edilerek nazikçe 

karıştırılmıştır. Tüpler buz üzerinde 5 dk inkübe edildikten sonra soğutmalı santrifüjde 

+4°C’de 13000 G’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatantlardan 600’er µl alınarak 

eppendorf tüplere aktarılmıştır. Her tüp için 600’er µl kloroform eklenmiş ve 

vortekslenmiştir. Örnekler tekrardan 13000 G’de, soğutmalı santrifüjde +4°C’de 5 dk 

santrifüj edilmiştir. 600’er µl süpernatantlar yeniden ayrılarak eppendorf tüplere 

aktarılmıştır. Ayrılan örnekler üzerine 600’er µl izopropanol eklenerek vortekslenmiştir. 
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Örnekler -20°C’de gece boyu inkübe edildikten sonra, izopropanolü uzaklaştırmak için 

soğutmalı santrifüjde +4°C’de 13000 G’de 15 dk santrifüj edilmiş ve süpernatant 

uzaklaştırılmıştır. Pelletler yıkanması 900 µl %99.6 etanol ile yapılmış ve soğutmalı 

santrifüjde +4°C’de 13000 G’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatantın tamamı ayrılıp 

uzaklaştırıldıktan sonra 30 dk süreyle peletten rezidü alkolün uçması beklenmiş ve pellet 

halindeki plazmidler %0.2’lik DNAse free RNAse çözeltisiyle çözülmüş ve -20°C’de 

muhafaza edilmiştir. 

4.2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi  

Plazmid ürünlerinin konsantrasyon ölçümleri için izolasyonu yapılan plazmid ürünleri için 

1xTAE ile %1’lik agaroz jel hazırlanmıştır. Agaroz çözeltisi jelleşebilmesi için mikrodalga 

fırında ısıtıldıktan sonra sıcaklık 60oC’ye düştüğünde etidyum bromür (10 mg/mL) 

eklenmiştir. Çözelti donması için jel kalıbına dökülerek taraklar yerleştirilmiştir. Kalıp 1 

saat süreyle oda sıcaklığında bekletilerek jelin donması sağlanmış ve taraklar çıkarılmıştır. 

Jel elektroforez tankına konulmuş ve tanka jel seviyesini geçecek ölçüde 1xTAE 

eklenmiştir. Her bir pDNA (3 µl), brom fenol mavisi (0,5 µl) ile pipetaj yapılarak 

karıştırılmış ve kuyulara yüklenmiştir. Jele yüklenen örnekler 75 V değerinde 1 saat 

süreyle oda sıcaklığında elektroforez tankında yürütülmüştür.  

4.2.2.5. Plazmid DNA Miktar Tayini 

İzolasyonu yapılan plazmidlerin miktar tayini agaroz jel elektroforezi, nanopartikül 

formülasyonlarındaki enkapsülasyon verimliliğinin hesaplanmasında Qubit 1X dsDNA HS 

Assay Kit (Invitrogen,ABD) ile belirlenmiştir.  

İzole edilen plazmidlerin konsantrasyon ölçümünde, konsantrasyonu bilinen pet28a 

plazmidi ile konsantrasyonları hesaplanacak olan plazmidlerin Bio-Rad VersaDoc Imaging 

System Model 1000 (USA) floresan jel görüntülemelerine ait görüntü verileri ImageJ 

programı yardımıyla hesaplanmıştır.   

Formülasyon süpernatantlarındaki pDNA kantitasyonu için, Qubit reaktifinin kit tamponu 

ile 1:200 oranda seyreltilmesiyle Qubit analiz çözeltisi (200 µl) elde edilmiştir. Referans 

örnek, 190 µl analiz çözeltisi ve 10 µl standart ile hazırlanırken; numuneler 190 µl analiz 

çözeltisi ve 10 µl plazmid örnekleri (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1000, 10000 ng/µl) ile 
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hazırlanmıştır. Numuneler oda sıcaklığında 10 sn vortekslendikten ve 2 dk süreyle inkübe 

edildikten sonra Qubit Fluorometer 4 (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazı ile ölçümler 

yapılmıştır. 

4.2.3. NANOPARTİKÜLLERİN ÜRETİLMESİ 

4.2.3.1. Nanopartiküllerin Ön Formülasyon Çalışmaları ve Hazırlanması 

Nanopartikül formülasyonlarının hazırlanmasında ikili emülsiyon (su/yağ/su, w/o/w) 

çözücü buharlaştırma yöntemi kullanılmıştır. Hidrofilik moleküllerin yüklendiği 

nanopartikül formülasyonlarında yaygın olarak kullanılan bu teknik ultrasonikasyon 

destekli olarak kullanılmaktadır (111). Bu yöntemde etkin maddenin sulu çözeltisi 

polimerin içinde çözünmüş halde bulunduğu organik faz üzerine eklenir. Elde edilen w/o 

emülsiyonu sulu dış faza eklenerek yeniden bir emülsifikasyon sağlanarak w/o/w ikili 

emülsiyonu elde edilir. Elde edilen bu emülsiyon, etkin maddeyi içeren polimerik çözelti 

damlacıklarını oluşturur. Sonraki basamakta polimerin çözücüsü buharlaştırılarak 

uzaklaştırılır. Böylece etkin maddenin sulu çözeltisinin enkapsüle edildiği nanopartikül 

süspansiyonu elde edilmiş olur. Bu süspansiyon santrifüjlenir, süpernatant 

uzaklaştırıldığında kalan pellette nanopartiküller elde edilmiş olur. Elde edilen 

nanopartiküllerin yıkama işlemi ddH2O ile yapılır. Yıkama sonrası formülasyon 

santrifüjlenerek son ürün pellet olarak elde edilir (112, 113).  
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Şekil 4.1. Nanopartikül üretim şeması 
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4.2.3.2. Doksorubisin Yüklü Nanopartiküllerinin Eldesi 

İkili emülsiyon metoduyla nanopartikül eldesi için 50 μl ddH2O suda çözülen 

doksorubisin, 500 μl kloroformda çözünmüş olan PEG-b-PCL blok kopolimerinin üzerine 

eklenerek 30 sn süreyle 90 amplitude değerinde ultrasonikasyon cihaz yardımıyla sonike 

edilir. Böylece primer emülsiyon elde edilmiş olur. Elde edilen primer emülsiyon, su fazı 

olarak 2 ml 0.1 M pH 8,5 trizma II çözeltisinin üzerine eklenerek 120 sn süreyle sonike 

edilir. Elde edilen sekonder emülsiyondaki organik çözücü olan kloroformun uçurulması 

için seknoder emülsiyon 5 ml 0.1 M pH 8,5 trizma II çözeltisi üzerine eklenerek manyetik 

karıştırıcıda üç saat süreyle 7/10 hızda karıştırılır. Bu sürenin sonunda çözelti 35.000 

rpm’de +4 derecede bir saat süreyle santrifüjlenir. Santrifüj sonrasında bir kez su ile 

yıkama yapılarak aynı santrifüjleme işlemi tekrarlanarak nanopartiküller üretilmiş olur 

(Şekil 4.1.).  

4.2.3.3. pEGFP-C1 Yüklü Nanopartiküllerinin Eldesi 

İkili emülsiyon metoduyla nanopartikül eldesi için, 10 μg ve 20 μg yüklenecek şekilde, 50 

μl DNAse RNAse free ddH2O suda çözülen plazmid (0,2 μg/μl ve 0,4 μg/μl) , 500 μl 

kloroformda çözünmüş olan polimer sürfektan karışımın (PEG-b-PCL:DDAB ve PEG-b-

PCL:HTAB; 19:1) üzerine eklenerek 30 sn süreyle 90 amplitude değerinde ultrasonikasyon 

cihaz yardımıyla sonike edilir. Böylece primer emülsiyon elde edilmiş olur. Elde edilen 

primer emülsiyon su fazı olarak 2,5 ml 0.1 M pH 8,5 trizma II tamponu üzerine eklenerek 

120 sn süreyle sonike edilir. Elde edilen sekonder emülsiyondaki organik çözücü olan 

kloroformun uçurulması için seknoder emülsiyon 5 ml 0.1 M pH 8,5 trizma II tamponu 

üzerine eklenerek manyetik karıştırıcıda üç saat süreyle 7/10 hızda karıştırılır. Bu sürenin 

sonunda çözelti 35.000 rpm’de +4oC derecede bir saat süreyle santrifüjlenir. Santrifüj 

sonrasında bir kez su ile yıkama yapılarak aynı santrifüjleme işlemi tekrarlanarak 

nanopartiküller üretilmiş olur (Şekil 4.1.).  

4.2.3.4. PEG-b-PCL Nanopartiküllerinin Sterilizasyonu 

İn vitro ve in vivo uygulamalar için formülasyonların kullanım öncesi steril hale 

getirilmeleri gerekmektedir. Nanopartikül formülasyonlarının sterilizasyonu final ürün elde 

edildikten sonra bu formülasyonun steril kabinde 0.22 μm selüloz filtreden süzülmüş su ile 
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dispersiyonu hemen ardından disperse haldeki nanopartikül çözeltisinin 0.22 μm selüloz 

filtreden geçirilmesiyle sağlanmıştır. 

4.2.4. NANOPARTİKÜLLERİN KARAKTERİZASYONU  

Üretilen DOX nanopartiküllerinin polidispersite indeksleri (PDI), partikül büyüklüğü 

ortalaması (OPB) ölçümünde Zetasizer Nano ZS cihazı kullanılmıştır. Disperse 

nanopartikül numunesindeki Brown hareketlerinin analizi temel alınarak dinamik ışık 

saçılımı yöntemiyle oda sıcaklığında ölçümler yapılmıştır. Her bir formülasyon için 

ortalama partikül büyüklüğü ve polidispersite indeksi ölçümleri, 3 tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiştir. 

4.2.4.1. Zeta Potansiyeli Tayini 

Zeta potansiyel (ZP) nanopartiküllerde stabiliteye, hücresel etkileşimlere, fizyolojik ortam 

davranışına etki eden yüzey yükü gösteren bir ölçü parametresidir. Malvern Zetasizer Nano 

ZS cihaz yardımıyla ölçümler yapılmıştır. Üç tekrarlı olacak şekilde yapılan ölçümler oda 

sıcaklığında kapiller küvetler yardımıyla ölçülmüştür. 

4.2.4.2. Enkapsülasyonun Etkinliğinin Değerlendirilmesi 

DOX’un yükleme etkinliği polimerik PEG-b-PCL NP için direkt yöntem kullanılarak 

valide UV-vis metoduyla tayin edilmiştir. Nanopartikül üretimi sonrasında ortamdaki 

enkapsüle olmayan DOX’u içeren süpernatantın dökülerek ve sonrasında ddH2O yıkanarak 

uzaklaştırılmıştır. Pelletteki nanopartikül formülasyonları 1’er ml ddH2O ile sulandırılarak 

disperse edilmiştir. Enkapsülasyon etkinlik değerlendirmesi için 100 µl örnek alınarak 

DMSO ile 1:15 oranda seyreltilmiş, UV spektrofotometrik okumaları yapılmış ve yüzde 

enkapsülasyon verimliliği hesaplanmıştır.  

EGFP kodlayan plazmid (p-EGFP) için enkapsülasyon verimliliğinin belirlenmesinde 

Qubit 4 Florometre kullanılmıştır. Miktar tayini için plazmid yüklenen nanopartiküllerin, 

nanopartikül üretim basamağındaki santrifüj işlemi sonrasında süpernatant örnekleri 

alınmış ve Qubit dsDNA High Sensitivity Assay kit ile konsantrasyon ölçümleri 

yapılmıştır. Süpernatantta enkapsüle olmayan total plazmid miktarının florometrik ölçüm 
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ile belirlenmesini takiben enkapsüle olan pDNA miktarı belirlenerek yüzde enkapsülasyon 

verimliliği hesaplanmıştır.  

% Enkapsülasyon Etkinliği   

[Enkapsüle ilaç miktarı (µg) / Kullanılan toplam ilaç miktarı (µg)] x 100 

4.2.4.3. Nanopartikül Formülasyonlarının DSC Analizi 

DOX, PEG-b-PCL, DOX NP, DOX/PEG-b-PCL (1:10) fiziksel karışım örneklerinin 

ölçümleri Shimadzu DSC-60 cihazı ile yapılmıştır. 2 mg tartılan örnekler panlara 

doldurularak sıkıştırılmıştır. Örnekler 25-350°C ölçüm aralığında, 5°C/dk sıcaklık artış 

hızında test edilmiştir.   

4.2.4.4. Nanopartikül Formülasyonlarının FTIR Analizi 

DOX, BOŞ NP, DOX NP numunelerinin FTIR analizi PERKIN ELMER 400 FT-IR/FT-

FIR Spectrometer Spotlight 400 Imaging System ile yapılmıştır. Liyofilize örneklerin 4000 

– 400 cm-1 dalga boyu aralığında spektrum ölçümleri yapılmıştır. 

4.2.4.5. Nanopartikül Formülasyonları TEM Görüntülemesi  

Nanopartikül formülasyonlarına ait yüzey morfolojileri taramalı elektron mikroskobu 

(TEM) ile bakılmış ve değerlendirilmiştir. (52) Formülasyonların mikroskop görüntüleri, 

ODTÜ merkez laboratuvarındaki FEI Tecnai G2 cihazı ile alınmıştır. Distile su ile 20 kat 

oranda seyreltilen numunelerden 10-20 µl alınarak karbon kaplı bakır ızgaralara 

damlatılarak örneklerin kuruması beklenmiş ve görüntülenmesi yapılmıştır. 

4.2.4.6. İlaç Yüklü PEG-b-PCL Nanopartiküllerin Zamana Bağlı Fiziksel Stabilite 

Çalışmaları 

Nanopartiküller disperse halde +4°C’de buzdolabında ve +25°C’de %60 nem oranına sahip 

iklim kabininde belirlenen sürelerde (1,2 ve 3 ay) karanlık ortamda saklanmıştır. Bu 

sürenin sonunda partikül büyüklüğü ve dağılımı, zeta potansiyeli değerleri ölçülmüştür.  
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4.2.5. HİDROJEL FORMÜLASYONLARININ ÜRETİMİ VE TASARIMI 

4.2.5.1. Hidrojel Formülasyonlarının Sentezi 

Hidrojel ağ yapısını oluşturabilmek için karboksi metil selüloz, hyalüronik asit ve poli 

etilen oksit polimerleri kullanılmıştır. Jel tampon çözeltisi %0,43 (w/v) NaCl, %0,47 (w/v) 

CaCl2. 2H2O oranlarında hazırlanarak 0,45 µm’lik filtreden süzülmüştür. Her bir jel 

formülasyonu 25 ml hacimde 100 ml beherler içerisinde hazırlanmıştır. Hacim ve cam 

malzeme seçiminde IKA EUROSTAR 20 mekanik karıştırıcı üç bıçaklı pervane (R 1381) 

çapı (45 mm) göz önünde bulundurulmuştur. Polimerler deney tasarımında belirlenen 

miktarlarda tartılarak fiziksel karışım oluşturulmuştur. Polimer karışımı, oda sıcaklığında 

mekanik karıştırıcıda 1000 rpm’de karışmakta olan 100 ml’lik beher içerisindeki 25 ml 

tampon çözeltisine spatül aracılığı ile yavaşça eklenmiştir. Mekanik karıştırıcı 15 dakika 

1000 rpm hızda çalıştıktan sonra 3 saat 150 rpm’de karıştırılarak jel formülasyonu elde 

edilmiştir. Hidrojel formülasyonları, şişmesi için bir gün süreyle oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakılmış ve sonrasında +4ºC’de muhafaza edilmiştir.  

4.2.5.2. Hidrojel Formülasyonlarının Sterilizasyonu 

Hidrojel formülasyonları 100 ml’lik borosilikat cam şişelere aktarılmış, 121oC’de 15 dk 

otoklavda steril edilmiştir. Steril jel formülasyonları +4 oC’de muhafaza edilmiştir. 

4.2.5.3. Hidrojel Ön Formülasyon Çalışmaları ve Hazırlanması 

Bu çalışmada literatürde yer alan post operatif uygulamaları bulunan hidrojel 

formülasyonları değerlendirilerek tez çalışması kapsamında yara iyileştirici ve kontrollü 

ilaç salımı yapabilecek nitelikte formülasyon tasarımı yapılmıştır (101, 114, 115). 

Literatürdeki tampon içeriği temel alınarak (101) tez çalışmasında hedeflenen yara 

iyileştirici etkinlik için formülasyona hyalüronik asit bileşeni eklenmiş hedeflenen 

kullanım doğrultusunda formülasyon tasarımı yapılmıştır. Formül için gereken bileşenlerin 

miktarlarının belirlenmesi aşamasında yazılım temelli deney tasarımı yapılmıştır. Tasarım 

için ön deney aralıkları belirlenmiş, jele ait mekanik özelliklerin ölçümü yapılmış ve 

belirlenen tasarım aralığında analizler gerçekleştirilmiştir.  
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4.2.5.4. Hidrojel Formülasyon Tasarımı 

Deney tasarımı ve analizi için Design-Expert yazılımının 13.0.5.0 sürümü kullanılmıştır. 

Yanıt yüzeyi metodolojisi (Response Surface Method) kullanılarak, deneyler merkezi 

bileşik tasarım (Central Composite Design, CCD) ile planlanmıştır (Şekil 4.2.). Deney 

tasarımı kübik bir model kullanılarak oluşturulmuştur. Bu model, bağımsız değişkenlerin 

yanıt üzerindeki etkisini belirlemektedir ve bu değişkenlerin doğrusal, kare ve çapraz 

terimlerini içermektedir (116). 

Deney planı, iki bağımlı değişken faktör, sekiz yanıt türüne karşılık yazılım tarafından 

oluşturulan on üç farklı formül koşulu ve rastgele sıralama ile gerçekleştirilmiştir. Hidrojel 

formülasyonunda CMC ve HA değişken parametreler olarak belirlenmiştir. Vizkozite (5-

10-15 rpm), sertlik, sıkıştırılabilirlik, adhezyon, kohezyon ve elastisite olmak üzere 

hidrojelin mekanik özelliklerini tanımlayan sekiz farklı yanıt türü ile tasarım 

oluşturulmuştur. CMC ve HA için ön formülasyon dizayn aralıkları içerisinde mekanik 

özellikler ölçülmüş ve belirlenen cihaz parametrelerinde, yazılımın oluşturduğu formül 

standartlarının tamamının tekstür cihaz ölçüm aralığında kalması ve şırınga edilebilirlik 

niteliklerini koruması dikkate alınmıştır. Rezidüel meme kanserine sahip fareler için 

yapılacak uygulamada formülasyonun 1 cc’lik insülin enjektörleri (21 gauge) ile tümör 

rezidüsü bölgesine uygulanmasının planlanmasını takiben jelin vizkoz özellikleri 

şırıngadan geçebilmesi, homojen bir formülasyon görüntüsünün elde edilebilmesi göz 

önünde bulundurulmuştur.  

Elde edilen veriler, yanıt yüzey analizleri kullanılarak değerlendirilmiş ve modelin 

uygunluğu, istatistiksel testler (ANOVA) ile doğrulanmıştır. Modelin anlamlılığını 

belirlemek için belirlilik katsayısı (R²), ayarlanmış R² ve tahmin edilen R² değerleri 

incelenmiştir. Model terimlerinin anlamlılığı, p-değerleri kullanılarak değerlendirilmiştir. 

Hedef jel özellikleri için tayin edilen sınır aralığında tasarım planlanmıştır. Yazılım 

tarafından oluşturulan optimal koşullar incelenmiş ve arzu edilebilirlik (desirability) skoru 

en yüksek çözüm seçilerek optimal formül ile canlılık ve hayvan deneyleri 

gerçekleştirilmiştir.  
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4.2.5.5. Hidrojellerin in vitro Yöntemlerle Karakterizasyonu 

4.2.5.5.1. Hidrojellerde Vizkozite Tayini 

Vizkozimetre ölçümleri Brookfield DV cihazı ve cihaza ait No:96 mil ile 

gerçekleştirilmiştir. Rotor hızları için 5, 10 ve 15 rpm değerleri baz alınarak ölçümler 

yapılmıştır.   

4.2.5.5.2. Hidrojellerin Tekstür Profil Analizleri 

Hidrojellerin tekstür profil analizleri oda sıcaklığında TA.XT Plus Texture Analyzer 

cihazıyla yapılmıştır (Şekil 4.3.). Sertlik, sıkıştırılabilirlik, adheziflik, koheziflik ve 

elastisite ölçümlerinde 10 mm Ø Delrin SMS P/10 radyal silindir probu kullanılmıştır. 2 

Şekil 4.2. Hidrojel deney tasarımı akış şeması 
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mm/sn prob test hızı, 10 mm temas derinliği, döngüler arası 15 sn bekleme süresi, 0,1 N 

tetikleme kuvveti, 0,1 N kırılma hassasiyeti parametreleri ile çalışılmıştır. 50 ml’lik 

beherlerde 25 ml hidrojel numuneleri ölçümler yapılmıştır. 

 

4.2.5.5.3. Hidrojellerde Sertlik Tayini  

Sertlik, malzemeye uygulanan kuvvetin arttığı ilk noktada ölçülen maksimum kuvvet ile 

ifade edilir. Malzemenin direncini ve deformasyona karşı gösterdiği ilk tepkiyi yansıtır. 

Probun ilk batma periyodunda ölçülen maksimum güç değeri sertlik kuvvetini (F) 

vermektedir. Sertlik değeri Newton cinsinden ölçülmektedir. Şekil 4.3’te kırmızı nokta ile 

işaretlenen kısım sertlik değerini göstermektedir (117). 

Şekil 4.3. Tekstür profil analizinde birincil tekstür ölçümleri ve türetilen tekstür 

parametrelerinin orijin belirteçleri  (1) 
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4.2.5.5.4. Hidrojellerde Sıkıştırılabilirlik Tayini 

Sıkıştırılabilirlik, sertlikten sonra kuvvetin düşüş eğilimini ve malzemenin sıkıştırma 

sonrası ne kadarının orijinal boyutuna dönebildiğini gösterir. Malzemenin sıkıştırma 

altında ne kadar hacim kaybettiğini ve bu değişikliğin büyüklüğünü gösterir. Şekil 4.3’te 

gösterilen A1 ve A2 alanlarının toplamıyla ifade edilir (117).  

4.2.5.5.5. Hidrojellerde Adheziflik Tayini 

Cihaz probu yüzeyi ile jel yüzey arasındaki çekme kuvvetini yenebilmek için gereken 

enerjiyi tanımlamaktadır. Probun ilk batma periyodu sonrası birinci geri çekme periyodu 

süresince gözlenen eğri altı alan değeri adheziflik değerini verir. Negatif kuvvet alanı, 

malzemenin test aparatına yapışkanlığını gösterir. Şekil 4.3’te gösterilen A3 alanı ile ifade 

edilir (117).  

4.2.5.5.6. Hidrojellerde Koheziflik Tayini 

Koheziflik, malzemenin iç yapısının ne kadar bir arada tutulduğunu gösteren ve genellikle 

tekrarlanan sıkıştırma döngülerinden sonra malzemenin yapısal bütünlüğünün ne kadar 

korunduğunu gösteren bir ölçüttür. İkinci sıkıştırma periyodu ile sağlanan eğri altındaki 

alanın, birinci sıkıştırma periyodunda sağlanan eğrinin altta kalan kısmına oranı koheziflik 

değerini verir. Şekil 4.3’te gösterilen alanlara göre (A4 +A5) / (A1 + A2) oranıyla ifade 

edilir (117).  

4.2.5.5.7. Hidrojellerde Elastisite Tayini 

Elastisite, malzemenin sıkıştırma kuvveti kaldırıldıktan sonra orijinal boyutuna dönme 

kabiliyetidir. Malzemenin hemen orijinal boyutuna dönmesi yüksek elastisiteyi 

gösterirken, yavaş veya tam olmayan bir dönüş düşük elastisiteyi ifade eder. Hidrojellerde 

probun ikinci batma işleminde maksimum deformasyonu sağlaması için geçen sürenin, 

birinci batma işlemindeki maksimum deformasyonu sağlaması için geçen süreye oranı 

elastisiteyi gösterir. Şekil 4.3’e göre T2 / T1 oranıyla ifade edilir (117).  
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4.2.5.5.8. Hidrojellerde Mukoadhezyon Tayini 

Hidrojellerin mukoadhezyon analizleri oda sıcaklığında TA.XT Plus Texture Analyzer 

cihazıyla yapılmıştır. Mukoadhezyon ölçümlerinde 1/2" Ø Delrin P/0.5 radyal silindir 

probu kullanılmıştır. 0,5 mm/sn test hızı, 100 g uygulama kuvveti, 10 mm geri dönüş 

mesafesi, 30 sn temas süresi parametreleri ile çalışılmıştır. pH 6.5 tamponu ile %10’luk 

hazırlanan müsin çözeltisi, Stable Micro Systems A/MUC mukoadhezyon aparatında 

sabitlenen ve her test öncesi her numune için ayrıca hazırlanan 2 cm2 Whatman No 4 filtre 

kağıtlarına 100 µl emdirilerek, 100 µl hidrojel örneği uygulanmış prob ile analizler 

yapılmıştır.  

4.2.5.5.9. Hidrojellerde Şırınga Edilebilirlik Tayini 

Hidrojellerin şırınga edilebilirlik analizleri oda sıcaklığında TA.XT Plus Texture Analyzer 

cihazıyla yapılmıştır. Ölçümlerde 10 mm Ø Delrin SMS P/10 radyal silindir probu ve 21 

gauge iğne uçlu 2 ml’lik enjektörler kullanılmıştır. Sıkıştırma test modunda, 5 mm/sn ön 

test hızı, 1 mm/sn test hızı, 0,05 N tetikleme kuvveti parametreleri ile çalışılmıştır. 

4.2.5.6. Hidrojel Formülasyonlarında Stabilite Tayini 

Deney tasarımı ile elde edilen final hidrojel formülasyonuna ait numuneler 1, 3 ve 6 ay 

süreyle +4 oC saklama koşullarında tutulmuştur. Numunelere ait pH, vizkozite ve tekstür 

ölçümleri yapılarak karşılaştırma yapılmıştır.  

4.2.5.7. Etkin madde ve/veya Nanopartikül İçeren Hidrojel Formülasyon Karışımlarının 

Hazırlanması 

Hidrojel doksorubisin, hidrojel boş nanopartikül, hidrojel DOX nanopartikül karışımları 

BD Luer Lock kilitli şırıngaları ve konnektör aparat yardımıyla fiziksel olarak iki şırınga 

arasında karıştırılarak hazırlanmıştır (Şekil 4.4.). Deney tasarımı sonucu elde edilen 

optimum hidrojel formülasyonu ile DOX ve nanopartikül formülasyonları 1 mg/ml DOX 

konsantrasyonuna sahip olacak şekilde hazırlanmıştır. Hidrojel formülasyonunun 

seyrelmemesi için DOX liyofilize olarak hidrojel ile karıştırılırken, Boş NP ve DOX NP 

içeren formülasyonlar doz ayarı yapıldıktan sonra 35.000 rpm’de +4oC’de santrifüjlenerek 

bu formüllerin pelletleri hidrojel ile karıştırılarak final formüller elde edildi. 
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Şekil 4.4. Etkin madde ve/veya nanopartikül içeren hidrojel formülasyon karışımlarının 

hazırlanması (Biorender®) 

4.2.5.8. İn vitro Salım Çalışmaları 

Üretilen DOX yüklü nanopartiküllerden ve hidrojel formülasyonlarından DOX’un salım 

profilini aydınlatmak amacıyla in vitro salım deneyleri 37°C’de, orbital çalkalayıcılı 

inkübatörde 50 rpm hızda çalkalanarak yapılmıştır. Salım, MwCO: 12.000 Da diyaliz 

membran yardımıyla, DOX için sink koşullarının (salım süresince ortamda bulunan 

DOX’un, medyada çözünebilecek DOX miktarının %10’unu geçmemesi) sağlandığı 

ortamda gerçekleştirilmiştir (118). Fizyolojik koşulların sağlanabilmesi amacıyla fizyolojik 

pH için 0.01 M ph 7.4 fosfat tamponu, tümör mikro çevresindeki pH koşulları için 0.01 M 

pH 5.8 fosfat tamponu kullanılmıştır (119). Tamponlar %0.1 oranında Tween 80 eklenerek 

kullanılmıştır (120). Fosfat tamponları 37°C’de dengeye geldikten sonra salım 

başlatılmıştır.  21 günlük süreyle formülasyonlardan dış ortama salınan etkin maddenin 

miktar tayini yapılmıştır. Belirli zaman aralıklarında tüm medya değiştirilmiş, ortamdan 

eksilen tamponlar aynı koşullarda bulunan stok tamponlar ile tamamlanmıştır. Salım için 

belirlenen tamponlarda doksorubisin nanopartikül, doksorubisin hidrojel, doksorubisin 

nanopartikül hidrojel formülasyonlarının, 1 mg/ml doksorubisin konsantrasyonlarda, 20 

ml’lik deney tüplerinde, 10 ml salım medyumunda, 1 ml numune yüklü Mwco 14 kDa 

diyaliz membranlar ile, 37oC çalkalayıcı etüvde, 50 rpm çalkalama hızında salımı 

gerçekleştirilmiştir. Belirlenen zaman aralıklarında örneklerdeki doksorubisin miktarı UV 

spektrofotometre ile tayin edilerek hesaplanmıştır.  

4.2.6. HÜCRE KÜLTÜRÜ ÇALIŞMALARI 

Bu çalışmada hücre kültürü çalışmalarında fare hücre hatları kullanılmıştır. Kontrol grubu 

olarak NIH/3T3 emriyonik fibrablast hücre hattı, kanser hücre hattı olarak da 4T1 meme 

kanseri kullanılmıştır.  Hücre hatlarında besiyeri olarak NIH/3T3 için DMEM (%10 FBS, 

%1 penisilium/streptomycin), 4T1 için RPMI-1640 (%10 FBS, %1 

penisilium/streptomycin) kullanılmıştır. Hücreler inkübatörde %5 CO2, 37oC koşullarda 

muhafaza edilmiştir.  
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Hücre yoğunluğu yaklaşık %80 olduğunda hücre pasajlamaları yapılmıştır. Hücre pasajı 

için besiyeri ortamdan uzaklaştırılmış ve PBS ile yıkama yapılmıştır. Flasklara 10x 

Tripsin/EDTA eklenmiş (T25 için 300 µL, T75 için 600 µL) ve 2 dk süreyle inkübatörde 

inkübe edilmiştir. Hücrelerin flask tabanından ayrıldığını gözlemlemek için mikroskop 

görüntüsü incelenmiştir. Hücreler için belirlenen besiyerleri eklenerek tripsinizasyon 

işlemi sonlandırılmıştır. NIH/3T3 hücresi 1:8 oranda besiyeri, 4T1 hücresi 1:10 oranda 

besiyeri ile seyreltilerek pasaj işlemi yapılmıştır. Pasajlanan hücreler için flasklara yeterli 

miktarda besiyerleri eklenerek inkübatöre kaldırılmış ve haftada iki kez pasaj yapılmıştır. 

Hücreler her kuyu için 5x103 hücre olacak biçimde 50 µL besiyeri içerisinde 96 kuyucuklu 

plakalara ekilmiştir. Bir gece süreyle inkübe edilerek hücrelerin flask tabanına yapışması 

beklenmiştir. Belirlenen konsantrasyonlarda (0-50-100-200-400-800 nM) DOX besiyeri 

içinde üç tekrar olacak biçimde kuyulara eklenmiştir. 24-48-72 saat inkübasyon sürelerini 

takiben her kuyuya 25 µl MTT (5 mg/mL) eklenmiş ve 4 saat boyunca inkübe edilmiştir. 

İnkübasyonu takiben her bir kuyuya 80 µL SDS/DMF çözeltisi eklenmiştir. Kör olarak 

SDS/DMF kullanılmıştır. Yaklaşık olarak 16 saat inkübe edilen 96 kuyucuklu plakalardaki 

her kuyunun absorbans değeri, mikro plaka spektrofotometre yardımıyla (Spectra Max 

Molecular Devices, ABD) 570 nm dalga boyunda ölçülmüştür. Bütün koşullar için üçlü 

okumalara ait ortalama optik yoğunluk değerleri (Optical Density, OD) hesaplanmış ve 

körden elde edilen OD değerleri, hücrelerin ölçülen OD değerlerinden çıkartılmış ve arka 

plan normalizasyonu yapılmıştır. Kontrol kültür ortamında bulunan hücrelerin OD 

değerleri baz alınarak formülasyonların uygulandığı hücrelerin OD değerlerinin % 

değişimi aşağıdaki hesaplanmıştır. (Canlı hücre miktarı % = Madde uygulanmış koşul OD 

/ Kontrol koşul OD x 1) Gruplar kontrol, DOX, Boş NP, Dox NP, HA’sız HJ, Kontrol HJ, 

DOX HJ, Boş NP HJ, DOX NP HJ olarak ayrılarak uygulama yapılmıştır. 

4.2.7. TRANSWELL HÜCRE ANALİZİ 

Transwell membranına ekimi (5x104) yapılan 4T1-luc hücreleri 16 saat inkübatörde inkübe 

edilmiştir. Plakaların (24 kuyulu) tabanına, final DOX konsantrasyonu 200 nM (IC50) 

olacak biçimde formülasyonlar eklenmiştir. 48 saat inkübasyon sonrasında canlı hücre 

yoğunluğunun ölçümü için transwell yıkandıktan sonra (1X PBS), kuyular üzerine 100’er 

µl Luciferin (30 mg/ml) eklenmiş ve hücrelerin ortalama floresan yoğunlukları IVIS 
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görüntüleme sistemi ile analiz edilmiştir. Deneyler 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. 

Deneyde Transwell (Corning Incorporated, USA, 3415, 6.5 mm diameter inserts, 3 µm 

pore size, steril, LOT# 23014051) kullanılmıştır. 

4.2.8. IN VIVO HAYVAN DENEYLERİ 

Rezidüel meme kanseri modeli oluşturmak için 6-8 haftalık Balb-c dişi farelere 105 4T1-

luc meme kanseri hücresi (1:10 oranda seyreltilmiş matrijel içerisinde) subkütan olarak 

meme dokusuna enjekte edilmiştir. Hücre enjeksiyonundan 24 saat sonra her iki meme için 

meme dokusunun orta hattında 1 cm’lik eksizyonel kesi yarası oluşturularak meme dokusu 

odaklı lokal tedavi uygulamaları gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.5.). Aynı hayvan üzerinde sağ 

kadrandaki memelere DOX içermeyen formülasyonlar uygulanırken sol kadrandaki 

memelere DOX içeren formülasyonlar uygulanmıştır. (DOX-PBS, DOX NP-NP, DOX HJ-

HJ, DOX NP HJ-NP HJ) Tedavi uygulamasının ardından eksizyonel yara alanı sütur 

atılarak kapatılmıştır. Tedavi sonrası hayvanların tümör gelişimi 1 hafta boyunca takip 

edilmiştir. Tümör formasyonunun gelişimini takip etmek üzere hayvanlara 2 günde bir 

intravenöz enjeksiyonla D-luciferin uygulaması yapılarak canlı hayvan görüntüleme 

sistemi (NEWTON 7.0; Vilber, Fransa) ile görüntülenmiştir.  Cerrahi işlem sonrasında ve 

her görüntüleme gününde yara alanının fotoğrafı çekilerek yara kapanma oranları ImageJ 

programı ile analiz edilmiştir. Cerrahi işlem ve görüntülemeler öncesinde ketamin/ksilazin 

intraperitonal enjeksiyonu ile anestezi yapılmıştır. 

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

tartılarak 1 ml PBS ile çözülmüş ve 4oC’de saklanmıştır. 

SDS/DMF çözeltisi: SDS/DMF çözeltisini hazırlamak için 25 ml DMF, 25 ml distile su ile 

karıştırılmış ve 10 gr SDS yavaşça eklenmiştir. Ardından 0,1 M HCl ve 0,1 M NaOH ile 

pH 4,7’ye ayarlanmıştır. Çözelti oda sıcaklığında saklanmıştır. 
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Şekil 4.5. İn vivo hayvan modelinde formülasyonların uygulanması (Biorender®) 

4.2.9. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

Deney sonuçları, en az üç bağımsız çalışmadan elde edilmiştir. İstatistiksel farklılık analizi 

için Kruksal-Wallis testi ve ANOVA testleri kullanılmıştır. İstatistiksel anlamlılık için p ≤ 

0,05 koşulunun sağlanması değerlendirilmiştir. İstatistiksel analizlerde standart hata (SE) 

ve ortalama değerler standart sapma (SD) değerleri ile grafikler hazırlanmıştır. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. DOKSORUBİSİN HCL’NİN FİZİKOKİMYASAL ÖZELLİKLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

5.1.1. DOKSORUBİSİN HCL’İN ULTRA VİYOLE (UV) SPEKTRUMU 

Doksorubisin hidroklorürün DMSO’daki 25 μg/ml çözeltisi Şekil 5.1.’de verilmiştir. 

Spektrum verisine göre maksimum absorbans değeri 480 nm olarak belirlenmiş ve sonraki 

ölçümler bu dalga boyunda yapılmıştır. 

 

Şekil 5.1. Doksorubisin HCl ve PEG-b-PCL DMSO UV spektrumu 

5.1.2. DOKSORUBİSİN HCL MİKTAR TAYİNİ VE KALİBRASYONU 

Doksorubisin HCl 0,5-1-3-5-7,5-10-20-25-50-100 µg/ml konsantrasyonlarda DMSO’da 

çözülerek kalibrasyon doğrusu (Şekil 5.2.) çizilmiştir. Yine aynı konsantrasyon 

değerlerinde salım ortamı tamponları olan 0.01 M pH 5.8 ve pH 7.4 fosfat tamponlarında 

da kalibrasyon doğruları (Şekil 5.3. ve Şekil 5.4.) çizilmiştir.  
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Şekil 5.2. DOX HCl DMSO’da kalibrasyon doğru ve denklemi (n=3) 

  

Şekil 5.3. DOX HCl pH 7.4 PB’da kalibrasyon doğru ve denklemi (n=3) 
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Şekil 5.4. DOX HCl pH 5.8 PB’da kalibrasyon doğru ve denklemi (n=3) 
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5.1.3. PLAZMİD DNA ÜRETİMİ VE KANTİTASYONU 

 

Şekil 5.5. Agaroz jel görüntülemesi 

 

Şekil 5.6. Plazmid bantları piksel yoğunluğu ölçümü (ImageJ) 
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Çizelge 5.1. İzole edilen plazmid konsantrasyonları 

Plazmid  Plazmid Konsantrasyonu (ng/µl) 

P5 789,84 

P6 891,96 

P7 841,51 

P8 837,82 

Çizelge 5.2. Formülasyon süpernatantlarındaki plazmid konsantrasyonu ve formüllerin 

enkapsülasyon verimlilikleri 

Formülasyon Formülasyon supernatant plazmid 

konsantrasyonu (ng/µl) 

Enkapsülasyon 

Verimliliği (%) 

F7 1,29 9,7 

F8 1,32 8,3 

F9 2,52 8,6 

F10 2,68 6,2 

5.1.4. ANALİTİK YÖNTEM VALİDASYONU 

5.1.4.1. Doğrusallık 

DOX HCl’nin DMSO ve 0.01 M pH 5.8 ve pH 7.4 fosfat tamponları içerisinde hazırlanan 

çözeltilerin ölçümü maksimum absorbansın alındığı 480 nm dalga boyunda ölçülmüştür. 

Absorbans ve konsantrasyon değerleri arası ilişkinin 0,5-100 µg/ml aralığında doğrusal 

oldukları gösterilmiştir. (R2=0.999) 

5.1.4.2. Doğruluk  

Yöntemlerin doğruluk değerlendirilmeleri için elde edilen sonuçlar Çizelge 5.3. ve Çizelge 

5.4’de verilmiştir. DMSO için 3-10-20 μg/ml, fosfat tamponu için 5-10-20 μg/ml 

konsantrasyon değerleri seçilmiştir. 
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Çizelge 5.3. Doksorubisin DMSO tayin yöntemine ait doğruluk bulguları 

3 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 

Kons. (µg/mL)  % GK Kons. (µg/mL)  % GK Kons. (µg/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 

 

Çizelge 5.4. Doksorubisin PB tayin yöntemine ait doğruluk bulguları 

5 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 

Kons. (µg/mL)  % GK Kons. (µg/mL)  % GK Kons. (µg/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 

Yöntemlerin kesinlik değerlendirilmeleri için elde edilen sonuçlar Çizelge 5.5. ve Çizelge 

5.6.’de verilmiştir. DMSO için 3-10-20 μg/ml, fosfat tamponu (PB) için 5-10-20 μg/ml 

konsantrasyon değerleri seçilmiştir. 

Çizelge 5.5. Doksorubisin DMSO tayin yöntemine ait kesinlik bulguları 

3 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 

Gün Absorbans 

Kons. 

(µg/mL) Gün Absorbans 

Kons. 

(µg/mL) Gün Absorbans 

Kons. 

(µg/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 0,204 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 0,194 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 0,2 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 0,2 9,821429 3 0,401 20,07653 

Ortalama 2,681406   9,835601   20,29478 

Standart Sapma 0,050937   0,137578   0,130729 

% Bağıl Sapma 1,899637   1,398773   0,644153 
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Çizelge 5.6. Doksorubisin PB tayin yöntemine ait kesinlik bulguları 

5 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 

Gün Absorbans 

Kons. 

(µg/mL) Gün Absorbans 

Kons. 

(µg/mL) Gün Absorbans 

Kons. 

(µg/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 4,822222 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 4,822222 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 4,822222 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 4,877778 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 

% Bağıl Sapma 1,166283   0,64629   1,268051 
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5.1.4.4. Tekrarlanabilirlik 

Yöntemlerin tekrarlanabilirlik değerlendirilmeleri için elde edilen sonuçlar Çizelge 5.7. ve 

Çizelge 5.8.’de verilmiştir. Tekrarlanabilirlik için DMSO için 3-10-20 μg/ml, fosfat 

tamponu için 5-10-20 μg/ml konsantrasyon değerleri seçilmiştir.  

Çizelge 5.7. Doksorubisin DMSO tayin yöntemine ait tekrarlanabilirlik bulguları 

 3 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 

 Kons. (µg/mL)  Abs. Kons. (µg/mL)  Abs. Kons. (µg/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 

% Bağıl Sapma 1,262 1,121 0,380 0,366 0,548 0,538 

 

Çizelge 5.8. Doksorubisin DMSO tayin yöntemine ait tekrarlanabilirlik bulguları 

 5 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 

 

Kons. 

(µg/mL) Abs. Kons. (µg/mL) Abs. Kons. (µg/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 

% Bağıl Sapma 0,948 0,858 0,752 0,715 0,226 0,220 
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5.1.4.5. Duyarlılık 

Yöntemlerin duyarlılık değerlendirilmeleri için elde edilen sonuçlar Çizelge 5.9.’da 

verilmiştir. Doksorubisin için ölçülen teşhis ve tayin değerleri göz önünde bulundurularak 

doğruluk, kesinlik, tekrar edilebilirlik analizleri için tayin limitinin üstünde kalan en düşük 

konsantrasyon ile başlayarak DMSO için 3-10-20 μg/ml, fosfat tamponu için 5-10-20 

μg/ml konsantrasyon değerleri ile çalışılmıştır. LOD ve LOQ değerleri Bölüm 4.2.1.4.5. 

teki Eşitlik 1 ve Eşitlik 2 ye göre hesaplanmıştır.  

Çizelge 5.9. Doksorubisin tayin yöntemlerine ait duyarlılık bulguları 

Çözücü ortamı LOQ (μg/ml) LOD (μg/ml) 

DMSO 1,5811 0,52177 

PB 5.8 3,354 0,943 

PB 7.4 4,832 1,5946 

 

5.1.4.6. Özgüllük 

Doksorubisin HCl ve PEG-b-PCL DMSO UV spektrumunda (Şekil 5.1.) DMSO’da 

çözülen doksorubisin ve PEG-b-PCL polimerine ait ölçüm de alınmıştır. Nanopartikül 

üretimlerinde kullanılan polimerin, doksorubisinin ölçüm aralığında 480 nm’de pik 

vermediği ve sıfır değerini gösterdiği saptanmıştır.  

5.1.5. NANOPARTİKÜL FORMÜLASYONLARININ ÜRETİLMESİ 

5.1.5.1. Nanopartikül Ön Formülasyon Çalışmaları  

Çizelge 5.10.’da etkin madde yüklenmeden boş nanopartikül formülasyonları üretilmiş, 

buradan alınan veriler değerlendirilerek ön formülasyonlardan formülasyon çalışmalarına 

geçilmiştir. 
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Çizelge 5.10. Nanopartikül ön formülasyonları  

Formül 

No 

Etkin 

madde 

miktarı 

(mg) 

Polimer  Polimer 

miktarı 

(mg) 

% 

Sürfektan 

(Arlacel) 

PVA 

tamponu 

%PV

A 1 

PVA 1 

Hacim 

(ml) 

%PVA 

2 

PVA 

2 

Haci

m 

(ml) 

Sonikasyon 

1 

 

Sonikasyon 

2 

0,22 µm 

filtreden 

geçiş 

Partikül 

Boyutu  

(nm ± SS) 

PDI  

(ort ± SS) 

Süre  

(dk) 

Amp

. 

Süre 

(dk) 

Amp

. 
   

ÖF 1 0 PLGA 10 0 dH2O 0,5 2,5 0,25 10 3 80 4 80 - - - 

ÖF 2 0 PLGA 10 0 dH2O 0,5 2,5 0,5 10 3 80 4 80 - - - 

ÖF 3 0 PLGA 10 0 dH2O 0,5 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 - - - 

ÖF 4 0 PLGA 10 5 dH2O 1 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 - - - 

ÖF 5 0 PLGA 10 0 PBS 

(pH 7,4) 

0,5 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 - - - 

ÖF 6 0 PLGA 10 5 PBS 

(pH 7,4) 

1 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 - - - 

ÖF 7 0 PEG-b-

PCL 

10 0 dH2O 1 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 - - - 

ÖF 8 0 PEG-b-

PCL 

10 5 dH2O 1 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 - - - 

ÖF 9 0 PEG-b-

PCL 

10 0 PBS 

(pH 7,4) 

1 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 - - - 

ÖF 10  0 PEG-b-

PCL 

10 0 PBS 

(pH 7,4) 

1 2,5 0,5 5 0,5 90 2 90 - - - 

ÖF 11 0 PEG-b-

PCL 

10 5 PBS 

(pH 7,4) 

1 2,5 0,5 5 0,5 90 2 90 + 183,5±2,419 0,158±0,0

08 

ÖF 12 0 PEG-b-

PCL 

20 5 PBS 

(pH 7,4) 

1 2,5 0,5 5 0,5 90 2 90 + 176,7±02656 0,159±0,0

23 

ÖF 13 0 PEG-b-

PCL 

20 5 PBS 

(pH 7,4) 

1 2,5 0,5 10 0,5 90 2 90 + 175,9±2,862 0,168±0,0

12 
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5.1.5.2. Etkin Madde Yüklü PEG-b-PCL Nanopartiküllerinin Eldesi 

Ön formülasyon sonuçlarına göre PLGA polimerinin kullanıldığı formülasyonların partikül 

büyüklüğü hedeflenen boyutun üzerinde olduğu için polimerin değiştirilmesine karar 

verilmiştir. Ön formülasyon çalışmalarında çözücü buharlaştırma yöntemiyle üretilen 

nanopartiküllerde, PLGA ile üretilen nanopartiküllerin hiçbiri filtreden geçmemesi 

nedeniyle polimer değiştirilerek PEG-b-PCL blok kopolimeri kullanılmıştır.  

Polimerin sentezi TÜBİTAK-MAM laboratuvarlarında sentezlenmiş olup tarafımıza teslim 

edilmiş olan %20 PEG oranı ile Poli(etilen glikol)-blok-poli(ε-kaprolakton) polimeri ile 

formül optimizasyonuna devam edilmiş olup, bu formüllere ait partikül boyutu 

enkapsülasyon verimliliklerinin ölçümleri yapılmıştır. Etkin madde yükleme etkinlikleri 

değerlendirilmiş olup bu doğrultuda formülasyon değişikliğine gidilmiştir.  

Doksorubisin enkapsülasyon verimliliğinin en yüksek olduğu formülün Çizelge 5.11.’da 

F3 formülasyonunun olduğu saptanmıştır. Yüksek enkapsülasyon etkinliğine ulaşıldıktan 

sonra optimize nanopartikül formülasyonu olarak F3 formülü ile devam edilmesine karar 

verilmiştir (Şekil 5.7.). 

pEGFP-C1 plazmidi için optimize F3 formülü için formülasyonda organik fazda PEG-b-

PCL polimerine ilaveten DDAB ve HTAB sürfektanları ile formülasyonlar üretilerek 

enkapsülasyon etkinlikleri Çizelge 5.2.’de hesaplanmıştır.  
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Şekil 5.7. Optimize nanopartikül formülasyonu üretim şeması 
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Çizelge 5.11. Plazmid ve doksorubisin yüklemesi yapılan nanopartikül formülasyonları 

Formül 

No 

Etkin 

madde  

Polimer  Polimer 

miktarı 

(mg) 

% 

Sürfektan 

(Arlacel) 

PVA 

tamponu 

PVA 1 

Hacim 

(ml) 

% 

PVA 

1 

PVA 2 

Hacim 

(ml) 

% 

PVA 

2 

Sonikasyon 1 

 

Sonikasyon 2 Partikül 

Boyutu (nm ± 

SS) 

PDI    

(ort ± SS) 

ZP     

 (mv ± SS) 

EV 

(%) 

Süre 

(sn) 
Amp. 

Süre 

(sn) 
Amp. 

F1 
1 mg 

DOX 

PEG-b-

PCL 
10 5 

PBS (pH 

7,4) 
1 2,5 1 5 0,5 90 0,5 90 187,9±1,652 0,111±0,011 -14,7±0,85 32,01 

F2 
2 mg 

DOX 

PEG-b-

PCL 
20 5 

PBS (pH 

7,4) 
1 2,5 1 5 0,5 90 0,5 90 182,1±1,153 0,149±0,012 -5,67±0,13 38,78 

F3 
2 mg 

DOX 

PEG-b-

PCL 
20 5 

Trizma 

(pH 8.5) 
1 2,5 1 5 0,5 90 0,5 90 193,6±3,557 0,126±0,021 -19,4±0,436 83,21 

F4 
2 mg 

DOX 

PEG-b-

PCL 
20 5 

Trizma 

(pH 9,2) 
1 2,5 1 5 0,5 90 0,5 90 161,1±3,905 0,114±0,015 -21,7±0,586 74,34 

F5 - 

PEG-b-

PCL + 

DDAB 

19+1 5 
Trizma 

(pH 8.5) 
1 2,5 1 5 0,5 90 0,5 90 207,4±0,2517 0,133±0,003 -19,9±0,751 - 

F6 - 

PEG-b-

PCL + 

HTAB 

19+1 5 
Trizma 

(pH 8.5) 
1 2,5 1 5 0,5 90 0,5 90 194,7±2,303 0,100±0,012 -12,0±0,451 - 

F7 
10 µg 

pEGFP 

PEG-b-

PCL + 

DDAB 

19+1 5 
Trizma 

(pH 8.5) 
1 2,5 1 5 0,5 90 0,5 90 221,9±0,9292 0,123±0,022 -17,2±0,611 9,7 

F8 
10 µg 

pEGFP 

PEG-b-

PCL + 

HTAB 

19+1 5 
Trizma 

(pH 8.5) 
1 2,5 1 5 0,5 90 0,5 90 224,5±3,958 0,155±0,016 -11,9±0,603 8,3 

F9 
20 µg 

pEGFP 

PEG-b-

PCL + 

DDAB 

19+1 5 
Trizma 

(pH 8.5) 
1 2,5 1 5 0,5 90 0,5 90 198,8±1,976 0,102±0,012 -21,6±0,551 8,6 

F10 
20 µg 

pEGFP 

PEG-b-

PCL + 

HTAB 

19+1 5 
Trizma 

(pH 8.5) 
1 2,5 1 5 0,5 90 0,5 90 199,6±2,524 0,103±0,012 

-

16,91±0,435 
6,2 
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5.1.6. NANOPARTİKÜLLERİN KARAKTERİZASYONU  

5.1.6.1. Nanopartikül Formülasyon Bileşenleri DSC Analizi 

 

Şekil 5.8. Nanopartikül formülasyon bileşenleri DSC analizi; a) Boş NP, b) DOX NP, c) 

DOX, e) PEG-b-PCL, f) PEG-b-PCL ve DOX Fiziksel Karışım (10:1) 
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5.1.6.2. Nanopartikül Formülasyon Bileşenleri FTIR Analizi 

 

Şekil 5.9. Nanopartikül Formülasyon Bileşenleri FT-IR Analizi 
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5.1.6.3. Nanopartikül Formülasyonları TEM Görüntülemesi  

 

Şekil 5.10. NP formülasyonları TEM görüntüleri; A,B: Boş NP, C,D: DOX NP 
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Şekil 5.11. PEG-b-PCL/DDAB NP formülasyonları TEM görüntüleri; A-B: pEGFP-C1 

NP, C-D: Boş NP 

  

  



68 

 

 

5.1.6.4. Doksorubisin Yüklü PEG-b-PCL Nanopartiküllerin Zamana Bağlı Fiziksel 

Stabilite Çalışmaları 

 

Çizelge 5.12. DOX NP’ e ait stabilite örneklerinin partikül boyutu ve zeta potansiyeli  
 

Partikül Boyutu (nm ± SS) PDI (ort ± SS) ZP (mv ± SS) 

Zaman 

(Gün) 

+4oC 25oC +4oC 25oC +4oC 25oC 

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 

90 174,1±0,288 179,9±0,7506 0,144±0,025 0,174±0,018 -19,3±2,401 -21,9±1,361 
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Şekil 5.12. DOX NP partikül boyutu ve zeta potansiyeli grafiği 

  



70 

 

 

Şekil 5.13. +4oC DOX NP partikül boyutu ve zeta potansiyeli grafiği; A:30 gün, B:60 gün, C:90 gün 
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Şekil 5.14. +25oC DOX NP partikül boyutu ve zeta potansiyeli grafiği; A:30 gün, B:60 gün, C:90 gün 
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5.2. HİDROJEL FORMÜLASYONLARININ ÜRETİMİ VE TASARIMI 

5.2.1. DİZAYN FORMÜLASYONUNUN SEÇİMİ 

Hidrojel formülasyonlarının üretilmesi aşamasında deney tasarımı (DOE; Design of 

Experiment), Design Expert yazılımı aracılığı ile yapılmıştır (Çizelge 5.13.). Tasarım için 

literatürdeki hidrojel formülasyondan yola çıkılarak dizayn programına girilmek üzere 

hidrojel yapı bileşenlerine yönelik limit değerler belirlenmiştir (Çizelge 5.14.). Bu limit 

değerler yanıt yüzey metodolojisi merkezi birleşik tasarım oluşturulmak üzere programa 

giriş yapıldığında, program tarafından türetilen hidrojel formülasyonları üretilmiş (Çizelge 

5.15.) ve belirtilen parametrelere uygunluğu kontrol edilerek dizayna devem edilecek 

aralığa karar verilmiştir.  

Design Expert programında, deneysel tasarımın bir parçası olarak alfa değeri, faktöriyel 

tasarımın merkez noktasından yıldız noktalarına (star points) olan mesafeyi ifade eder. Bu, 

merkezi kompozit tasarımlarda (central composite designs - CCD) kullanılır  Şekil (5.15.). 

Deneyin axial noktalarının (yıldız noktalarının), faktör seviyelerinin merkezine olan 

uzaklığını ayarlamak için kullanılır (116). 

 

Çizelge 5.13. İki faktörlü değişkene göre standart değerlerinin gösterimi 

Standart 

no CMC (g) HA (g) 

1 min min 

2 max min 

3 min max 

4 max min 

5 medyan min - α 

6 medyan max + α 

7 min - α medyan 

8 min + α medyan 

9 medyan medyan 

10 medyan medyan 

11 medyan medyan 

12 medyan medyan 

13 medyan medyan 
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Çizelge 5.14. Hidrojel ön formülasyonlarına ait dizayn aralıkları ve dizayn formülleri 

St. no 

Dizayn aralığı 

(0.4-0.9) 

Dizayn aralığı 

(0.5-0.9) 

Dizayn aralığı 

(0.5-1.0) 

Dizayn aralığı 

(0.6-0.9) 

 CMC (g) HA (g) CMC (g) HA (g) CMC (g) HA (g) CMC (g) HA (g) 

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 0,29645 0,65 0,41716 0,7 0,39645 0,75 0,537868 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 0,41716 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 önformülasyon dizayn aralıklarındaki formülasyonların tamamı üretilmiş olup 

Bölüm 4.2.4.4.’te belirtilen parametrelere uygunluğu 0.5-0.9 limit değer aralığına sahip 

tasarım sağlamış ve bu tasarım ile oluşturulan formülasyonlar ile analizlere devam 

edilmiştir.  
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Çizelge 5.15. Optimize edilmesi için seçilen dizayn aralığındaki jel formülasyonları 

Design of Experiment 

Tasarımı 

*α = 0.083 

 Jel Formülasyonundaki Bileşenlerin Miktarları 

CMC (g) HA (g) Standart no CMC (g) HA (g) PEO (mg) 

min min HJ 1 0,5 0,5 25 

min max HJ 2 0,5 0,9 25 

max max HJ 3 0,9 0,5 25 

max min HJ 4 0,9 0,9 25 

medyan min - α HJ 5 0,7 0,417 25 

medyan max + α HJ 6 0,7 0,983 25 

min - α medyan HJ 7 0,417 0,7 25 

min + α medyan HJ 8 0,983 0,7 25 

medyan medyan HJ 9 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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Şekil 5.15. Dizayn grafikleri: A: Ham dizayn iki boyutlu grafiği B: Ham dizayn üç boyutlu 

grafiği, C: Standart dizilime göre üç boyutlu dizayn 

Hidrojel karakterizasyonu için vizkozite (5-10-15 rpm), sertlik, sıkıştırılabilirlik, adhezyon, 

kohezyon ve elastisite olmak üzere hidrojelin mekanik özelliklerini tanımlayan sekiz farklı 

yanıt türü ile tasarım oluşturulmuştur. Deney tasarımında oluşturulan formülasyonların her 

biri için yanıt cevapları ölçülmüş ve her bir yanıta ilişkin ortalama değerlerin programa 

girişi yapılmıştır (Çizelge 5.16.). (n=6) 
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Çizelge 5.16. Hidrojel formülasyonlarına ait ortalama yanıt değerleri tablosu 

 Faktörler Ortalama Yanıt Değerleri 

Standart 

No 
A: CMC B: HA 

Vizkozite  

(5 rpm) 

Vizkozite 

(10 rpm) 

Vizkozite 

(20 rpm) 
Sertlik Sıkıştırılabilirlik Adheziflik Koheziflik Elastisite 

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. DİZAYN YANITLARININ İSTATİSTİKSEL ANALİZLERİ 

Dizayn optimizasyonu için vizkozite (5-10-15 rpm), sertlik, sıkıştırılabilirlik, adhezyon, 

kohezyon ve elastisite yanıtlarının her birinin istatistiksel analizi (ANOVA) yapılmıştır 

(Çizelge 5.17.). Oluşturulan analizler için modelin F ve p değerlerinin anlamlı, model 

uyumsuzluk değerinin (lack of fit) anlamlı olmaması gerekmektedir (121). Uyum 

istatistiklerinde tahmin edilen R² değeri ile düzenlenmiş R² değer farklarının 0.2’den küçük 

olması, yeterli kesinlik değerinin 4’ten büyük olması gerekmektedir. Kodlanmış faktörler 

açısından da katsayıların güven aralıkları içerisinde olması beklenmektedir. Oluşturulan 

kübik modele göre her bir yanıtın istenen nitelikte ve istatistiksel olarak uyumlu olduğu 

görünmektedir. Çizelgelerde anlamlı ifadesi için “*”, anlamlı değil ifadesi için “**” 

simgeleri kullanılmıştır. 

5.2.3. DİZAYN YANITLARI İSTATİSTİKSEL ANALİZLERİ  

Çizelge 5.17. Kodlanmış faktörler açısından nihai denklem 

Vizkozite 

(5 rpm) 

Vizkozite 

(10 rpm) 

Vizkozite 

(20 rpm) 

Sertlik Sıkıştırılabilirlik Adheziflik Koheziflik Elastisite = 

+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 B² 

+7.84 -0.1254 -0.3099 -0.0270 -0.0058 +0.0107 -0.0450 +0.0006 A²B 

+11.45 +18.33 +5.46 -0.0066 -0.0070 -0.0072 -0.0267 -0.0007 AB² 

+0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 A³ 

+0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 +0.0000 B³ 
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5.2.4. HİDROJEL DİZAYN OPTİMİZASYONU 

Yanıtlardan elde edilen veriler dahilinde bu verilerin nümerik optimizasyonu için 

işlenebilmesinde (Çizelge 5.18) dizayn hedefleri belirlenmiştir. Bu hedefler doğrultusunda 

Design Expert yazılımı (Çizelge 4.41.) çözüm tablosu oluşturmuştur.  

Çizelge 5.18. Deney tasarımında dizayn yanıt hedefleri  

Dizayn Bileşenleri Dizayn Hedefi Alt Limit Üst Limit 

Faktör A: CMC Hedef aralıkta 0.5 0.9 

Faktör B: HA Hedef aralıkta 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 

Sıkıştırılabilirlik 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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Çizelge 5.19. Nümerik optimizasyon çözümleri 

Çözüm 

No 

CMC HA Vizkozite 

(5 rpm) 

Vizkozite 

(10 rpm) 

Vizkozite 

(20 rpm) 

Sertlik Sıkıştırılabilirlik Adheziflik Koheziflik Elastisite Arzu 

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 0.512 0.900 567.350 390.718 259.067 0.363 1.078 0.642 0.961 0.998 0.448 
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Çizelge 5.19.’daki çözümler içerisinde içerisinde arzu edilebilirlik değeri en yüksek olan 

formülasyon (Çözüm No 1: CMC:595 mg, HA: 900mg) seçilmiş ve optimizasyon 

grafikleri oluşturulmuştur (Şekil 5.16., Şekil 5.17., Şekil 5.18., Şekil 5.19.).  

 

 

Şekil 5.16. Numerik optimizasyon kontür grafiği A: Vizkozite 5 rpm B: Vizkozite 10 rpm 

C: Vizkozite 20 rpm 
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Şekil 5.17. Nümerik optimizasyon kontür grafiği, A: Sertlik, B: Sıkıştırılabilirlik, C: 

Adheziflik, D: Koheziflik, E: Elastisite 
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Şekil 5.18. Numerik optimizasyon 3D yüzey grafiği, A: Vizkozite (5 rpm), B: Vizkozite (10 

rpm), C: Vizkozite (20 rpm) 
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Şekil 5.19. Nümerik opimizasyon 3D yüzey grafiği, A: Sertlik, B: Sıkıştırılabilirlik, C: 

Adheziflik, D: Koheziflik, E: Elastisite 
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5.2.5. DİZAYN ÇÖZÜM YANITLARININ ELDESİ VE DOĞRULANMASI 

Hidrojel nümerik optimizasyon çözümlerinde arzu edilebilirlik değeri en yüksek olan 

Çizelge 5.20.’de gösterildiği şekilde optimal formülasyon (Çözüm No:1) için yanıt değer 

parametreleri olarak tekstür ve vizkozite ölçümleri yapılmıştır. Yapılan ölçümlerin 

tasarıma uygunluğunun değerlendirilebilmesi için Design Expert yazılımından nokta 

tahmin tabloları çıkartılmıştır. Bu doğrultuda Çizelge 5.21.’deki nokta tahmini ve 

doğrulama ile Çizelge 5.22.’deki dizayn katsayı tablosu tablosu elde edilmiştir.    

Çizelge 5.20. Dizayn çözümünde seçilen optimize formülasyona ait yanıt değerleri 

Dizayn Yanıtları Optimize Çözüm 

Ölçüm Değerleri 

Vizkozite (5 rpm) 667 

Vizkozite (10 rpm) 443 

Vizkozite (20 rpm) 291 

Sertlik 0,516000 

Sıkıştırılabilirlik 1,161000 

Adheziflik 0,663000 

Koheziflik 0,941430 

Elastisite 0,998004 
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Çizelge 5.21. Analiz sonrası nokta tahmini ve doğrulama değerleri 

 Analiz Sonrası Nokta Tahmini Analiz Sonrası Doğrulama 

Seçilen Dizayn 

Çözümü 

Yanıtları 

Tahmin 

Edilen 

Ortalama 

Tahmin 

Edilen 

Medyan 

Standart 

Sapma 

Ortalama 

Standart 

Hata 

Ortalamada 

% 95 GA 

Alt Limit 

Ortalamada 

% 95 GA  

Üst Limit 

%95 TA 

Alt Limit  

%95 TA 

Üst 

Limit 

Tahmin 

Edilen 

Standart 

Hata 

%95 

THA  

Alt 

Limit 

%95 

THA 

Üst 

Limit 

Vizkozite (5 rpm) 658.911 658.911 12.3444 7.79089 638.884 678.938 576.779 741.042 14.5974 621.387 696.434 

Vizkozite (10 rpm) 444.806 444.806 7.22392 4.5592 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 283.586 302.39 254.431 331.546 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 

Sıkıştırılabilirlik 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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Çizelge 5.22. Analiz sonrası dizayn katsayı tablosu p < 0.05 olan değerler 

 Sabit A B AB A² B² A²B AB² 

Vizkozite (5 rpm) 596.8 269.054 195.161 48.5 64.5375 20.2875 7.83853 11.4459 

p-değerleri  < 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-değerleri  < 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-değerleri  < 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-değerleri  0.0026 0.0351 0.0914 0.0216 0.0061 0.4610 0.8539 

Sıkıştırılabilirlik 1.2492 0.28184 0.11842 -0.0550465 -0.023003 -0.058653 -0.00579673 -0.0070378 

p-değerleri  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-değerleri  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-değerleri  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-değerleri  0.0528 0.0058 0.1788 0.2246 0.0495 0.1215 0.1015 
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5.3. HİDROJELLERİN İN VİTRO YÖNTEMLERLE KARAKTERİZASYONUNA 

AİT BULGULAR 

5.3.1. HİDROJEL TEKSTÜR GRAFİKLERİ 

Çizelge 5.3. te yer alan formülasyonları tekstür grafikleri Texture Analyser cihazıyla elde 

edilmiştir. Optimize formül Çizelge 5.42. deki tekstür sayısal sonuçlarını vermiştir.  

Çizelge 5.23. Hidrojel formülasyonlarına ait adhezyon ve mukoadhezyon verileri 

 Jel 

Formülasyonundaki 

Bileşenlerin Miktarları 

  

Standart 

no 

CMC 

(g) 

HA 

(g) 

PEO 

(mg) 

Adheyzyon Verileri Mukozadezyon Verileri 

HJ 1 0,5 0,5 25 0.141506 1,283 

HJ 2 0,5 0,9 25 0.363805 2,777 

HJ 3 0,9 0,5 25 0.647667 1,704 

HJ 4 0,9 0,9 25 0.803283 3,179 

HJ 5 0,7 0,417 25 0.318502 0,971 

HJ 6 0,7 0,983 25 0.606233 3,067 

HJ 7 0,417 0,7 25 0.141736 1,497 

HJ 8 0,983 0,7 25 0.780102 2,587 

HJ 9 0,7 0,7 25 0.610354 2,316 
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Şekil 5.20. Optimize formül tekstür ölçümleri A: Tekstür grafiği, B: Mukoadhezyon 
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Şekil 5.21. Hidrojel formülasyonları (HJ 1-HJ 2-HJ 3) tekstür grafikleri 
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Şekil 5.22. Hidrojel formülasyonları (HJ 4-HJ 5-HJ 6) tekstür grafikleri 
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Şekil 5.23. Hidrojel formülasyonları (HJ 7-HJ 8-HJ 9) tekstür grafikleri 
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Şekil 5.24. Hidrojel formülasyonları (HJ 1-HJ 2-HJ 3) mukoadhezyon grafikleri 

 

Şekil 5.25. Hidrojel formülasyonları (HJ 4-HJ 5-HJ 6) mukoadhezyon grafikleri 
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Şekil 5.26. Hidrojel formülasyonları (HJ 7-HJ 8-HJ 9) mukoadhezyon grafikleri 

 

 

Şekil 5.27. DOX NP HJ, NP HJ ve HJ formülasyonlarına ait şırınga edilebilirlik grafiği  

 

 



94 

 

Çizelge 5.24. Şırınga edilebilirlik kuvvet değerleri (N) 

Formülasyon 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. FORMÜLASYON İN VİTRO SALIM BULGULARI 

Çizelge 5.25. Doksorubisin yüzde kümülatif salımı  

 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 15,01 ± 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 28,25 ± 1,41 32,21 ± 1,61 20,85 ± 1,04 62,80 ± 3,14 

24 34,59 ± 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 ± 2,38 32,81 ± 1,64 80,66 ± 4,03 

72 47,20 ± 2,36 49,68 ± 2,48 45,70 ± 2,28 52,41 ± 2,62 39,97 ± 2,00 86,94 ± 4,35 

96 51,35 ± 2,57 58,31 ± 2,92 49,91 ± 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 49,24 ± 2,46 93,93 ± 4,70 

144 60,29 ± 3,01 74,58 ± 3,73 57,66 ± 2,88 66,32 ± 3,32 52,90 ± 2,65 96,42 ± 4,82 

192 66,94 ± 3,35 83,27 ± 4,16 62,94 ± 3,15 74,56 ± 3,73 60,89 ± 3,04 97,70 ± 4,89 

240 72,20 ± 3,61 88,61 ± 4,43 66,93 ± 3,35 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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Şekil 5.28. Formülasyonların pH 7.4 fosfat tamponunda kümülatif salım profili 

 

Şekil 5.29. Formülasyonların pH 5.8 fosfat tamponunda kümülatif salım profili 
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5.3.3. HÜCRE KÜLTÜRÜ VE HAYVAN DENEY BULGULARI 

 

Şekil 5.30. Formülasyonların NIH/3T3 ve 4T1 hücre hatlarında hücre canlılığı üzerine 

24, 48, ve 72 saatlik etkileri (X±SH, n=3). 
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Şekil 5.31. Formülasyon uygulaması sonrası 48 saat transwell assay ortalama floresan 

yoğunlukları (OFY) 



98 

 

 

Şekil 5.32. Formülasyonların ön deneme IVIS görüntülemesi 
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Şekil. 5.33. A) Tümör bölgesi floresan yoğunluk görüntülemesi B) Tümör bölgesi floresan 

yoğunluk değerleri (FY: Floresan yoğunluğu, OFY: Ortalama floresan yoğunluğu) 



100 

 

 

Şekil 5.33. A) Tümör bölgesi floresan yoğunluklarının görüntülemesi B) Tümör bölgesi 

floresan yoğunluk değerleri (FY: Floresan yoğunluğu, OFY: Ortalama floresan yoğunluğu) 
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Şekil 5.34. Yara iyileşmesi görüntüleri (Gün) 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA 

6.1.1. DOKSORUBİSİNİN FİZİKOKİMYASAL ÖZELLİKLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

Doksorubisin, formülasyon üretimlerinin öncesinde fizikokimyasal niteliklerine ait 

bulgular literatür ile karşılaştırma yapılmış ve literatür uygunluğu gösterilmiştir. Bu 

doğrultuda doksorubisin UV spektrum taraması, FT-IR spektrum taraması ve DSC analizi 

yapılmıştır.  

Doksorubisinin DMSO çözeltisindeki UV spektrumu (Şekil 5.1.) incelendiğinde 

maksimum absorbans veren dalga boyunun literatürde de gösterildiği üzere 480 nm olduğu 

saptanmıştır (122). 

DSC termal analizinde doksorubisine ait erime noktasının tayin edilerek maddenin saf 

olduğunun gösterilmesi amaçlanmıştır. Şekil 5.8.’de gösterildiği şekilde literatürle 

örtüşecek şekilde yaklaşık olarak 202oC’de erimeye başlayıp 226 oC’de pik vermiştir. (123) 

Doksorubisin için 4000-450 cm-1 dalga sayısı aralığında fonksiyonel grupların 

aydınlatılabilmesi için FT-IR analizleri gerçekleştirilmiştir. Yapılan analizler ile 

Doksorubisin etken türünün karakteristik pikler Şekil 5.9.’da gösterildiği üzere 

belirlenmiştir. Doksorubisine ait karakteristik pikler ise sırasıyla 1579, 1521 ve 555 cm-1 

dalga boylarında açıkça görülmektedir. Analiz edilen piklerin literatürdeki verilerle 

uygunluk göstermektedir (124).  

6.1.2. DOKSORUBİSİN ANALİTİK VALİDASYONU 

Doksorubisinin miktar tayininde UV-Vis spektroskopisi kullanılmış olup doğrusallık, 

doğruluk, kesinlik, tekrar edilebilirlik, duyarlılık ve özgüllük parametreleri incelenmiştir. 

Şekil 5.2, Şekil 5.3. ve Şekil 5.4.’ te gösterildiği üzere 0,2-100 μg/ml konsantrasyon 

aralığında R2 değerleri 0,999’dan büyük olduğu görülmektedir. Bu durum etkin madde 

konsantrasyon ile absorbans değerleri ilişkisinin doğrusal olduğunu göstermektedir. 
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Korelasyon katsayı değerinin 0,999 değerinden büyük olması doğrusallığın elde edildiğini 

göstermektedir (110).  

Doğruluk parametresi yöntemi, hesaplanan değerler ile gerçek değerler arasındaki yakınlığı 

belirlemek için kullanılmaktadır. Geri kazanım hesaplaması ile gösterilmektedir. Geri 

kazanım değerlerinin %97-103 aralığında olması, doğruluk parametreleri için yöntemin 

uygun olduğunu göstermektedir (110). Çizelge 5.1 ve Çizelge 5.2’de gösterilen değerler 

literatürde belirtilen değer aralığındadır ve yöntemin yüksek doğrulukta olduğunu 

göstermektedir.  

Kesinlik parametresi ile farklı koşullarda tekrarlanan deneyde aynı örneğe ilişkin alınan 

ölçümler arasındaki yakınlık gösterilmektedir. Bağıl standart sapma değerlerinin %2’den 

düşük olması, yöntemin yüksek doğrulukta olduğunu göstermektedir  (110). Çizelge 5.3 ve 

5.4.’te %BS değerlerinin %2 değerinin altında olduğu görünmektedir.  

Çizelge 5.5. ve Çizelge 5.6.’da yer alan PB ve DMSO tayin yöntemlerinde belirlenen 

konsantrasyonlarda tekrarlanabilir değerlerin bağıl standart sapmasının %2’nin altında 

olduğu ve yöntemlerin tekrarlanabilir olduğu görülmektedir.  

Özgüllük parametresini göstermek için UV spektrum taramasında PEG-b-PCL polimer 

çözeltisinin de spektrum taraması yapılmış ve etkin madde tayin bölgesindeki dalga 

boyunda (480 nm) doksorubisin ile girişim yapmadığı Şekil 5.1.’de gösterilmiştir.  

6.1.3. NANOPARTİKÜL FORMÜLASYONLARININ ÜRETİLMESİ  

Nanopartikül üretiminde polimer seçimi için Çizelge 5.10.’daki ön formülasyonlar 

üretilmiştir. Çözücü buharlaştırma yönteminde yer alan sonikasyon süreleri, PVA yüzde 

konsantrasyonu ve hacmi, PVA’nın hazırlama tampon türü, sürfektan (Arlacel) etkisinin 

anlaşılması için ön formülasyon çalışması yapılmıştır. Canlılık deneylerinde kullanılacak 

olan nanomalzemenin steril olması gerekliliği dolayısıyla sterilizasyon işlemleri 

nanopartikül formülasyonlarının steril kabinde 0.22 µm selüloz Millipore filtrelerden 

geçirilerek yapılmıştır. Bu nedenle üretilen formüllerin öncelikli olarak filtreden geçme 

durumları incelenmiştir. Filtreden geçen formüller ile optimizasyon sağlanmış ve bu 

formüller için etkin madde yüklemesi yapılmıştır. Ön formülasyonlar seçilirken literatürde 
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çözücü buharlaştırma yöntemlerinin kullanıldığı, stabilizan olarak PVA’nın kullanıldığı 

formüller incelenmiştir (125-127).  

Literatürde PVA’nın satabilizan etkisinin moleküler ağırlığı ve hidroliz derecesine göre 

değişkenlik gösterdiği belirtilmiştir. Nanopartikül formülasyonlarında düşük molekül 

ağırlıklı PVA çözeltilerinin kullanılmasının daha verimli olduğu bildirilmiştir (128). Buna 

ilaveten PVA hidroliz derecesinin de nanopartikül oluşumunda önemli oranda rol aldığı, 

%90 hidroliz derecesinden daha düşük hidroliz derecesine sahip PVA’ların stabilizan 

etkilerinin daha yüksek olduğu belirtilmiştir (129). Buna dayanarak nanopartikül 

formülasyonlarının üretiminde düşük molekül ağırlıklı ve düşük hidroliz derecesine sahip 

PVA (%87 Hidrolize Mw:13000-23000) kullanılmıştır. Literatürde dış faz olarak 

kullanılan PVA çözeltisinin, su yerine PBS ile hazırlanmasıyla üretilen nanopartiküllerde 

enkapsülasyon verimliliklerinin arttığı bildirilmiştir (130). Çizelge 5.11.’de bu doğrultuda 

formülasyonlar üretilmiştir. Karşılaştırma yapabilmek için Çizelge 5.11.’deki 

formülasyonlarda doksorubisin yükleme etkinlikleri değerlendirilmiştir. Çizelge 5.10.’da 

sürfektan olarak Arlacel’in kullanıldığı ÖF11 formülasyonunda, ÖF10 formülasyonuna 

kıyasla partikül boyutunun düştüğü gözlenmiştir.  Çizelge 5.11’da PBS tamponu kullanılan 

PVA çözeltilerinde enkapsülasyon verimliliğinin düşük olması dolayısıyla formülasyonun 

değiştirilmiştir. Literatürde %1 PVA PBS pH 8  bir tamponda enkapsülasyon verimliliğinin 

arttığı bildirilmiştir (131). Buradan hareketle PVA’nın daha bazik pH’da bir tamponla 

beraber hazırlanmasına karar verilmiştir. Önceki formüllerde PBS pH 7.4 ile hazırlanan 

%1 PVA, distile su ile %1 oranında hazırlanmıştır. Bazik bir tampon olarak kullanılması 

hedeflenen pH 8.5 trizma tamponunda, çözelti %1 PVA kullanılarak hazırlanmıştır (132). 

Değiştirilen tamponla birlikte enkapsülasyon verimliliği ortalama %30’dan %80 değerine 

çıkmıştır. Nanopartikül üretimi hazırlanan formüller arasında en yüksek enkapsülasyon 

etkinliğine sahip olan Çizelge 5.11.’deki F3 kodlu formül ile gerçekleştirilmiştir.   

Hesaplanan verim oranları nanopartikül sistemlerin sterilizasyon işlemleri steril kabinde 

0,22 µm Millipore filtrelerden süzülerek yapıldığı aşamada 0,22 µm’nin üzerindeki 

boyuttaki nanopartiküller filtrede tutulduğu için hesaplanan verim ile filtrasyon sonrası 

verim farklı bulunmuştur. Doksorubisin için ortalama %80±6 aralığında bulunan 

enkapsülasyon verimlilikleri %56±5 değerlerine düşmüştür.  
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pEGFP-C1 plazmid nanopartikül formülasyonları da F3 formülü ile üretilmiş olup 

sürfekten olarak DDAB ve HTAB kullanılmıştır. 10 μg ve 20 μg pDNA ile üretilen 

formülasyonlarda F7 ve F9 DDAB, F8 ve F10 HTAB ile hazırlanmıştır. Çizelge 5.11.’de 

gösterildiği üzere DDAB içeren formülasyonların enkapsülasyon etkinlikleri HTAB ile 

hazırlanan formüllere kıyasla daha yüksek gözlenmiştir. Ayrıca 20 μg pDNA ile hazırlanan 

formülasyonlarda enkapsülasyon etkinliğinin düştüğü gözlenmiştir.  

6.1.4. FORMÜLASYONLARDA DSC ANALİZ SONUÇLARININ 

DEĞERLENDİRİLMESİ 

Şekil 5.8.’te gösterilen termogramda boş NP, DOX NP, DOX, PEG-b-PCL polimeri ve 

PEG-b-PCL:DOX (10:1) fiziksel karışımının analiz değerleri gösterilmiştir.  

DSC termal analizinde doksorubisine ait erime noktasının tayin edilerek maddenin saf 

olduğunun gösterilmesi amaçlanmıştır. Şekil 5.5.’te gösterildiği şekilde literatürle 

örtüşecek şekilde yaklaşık olarak 202oC’de erimeye başlayıp 226 oC’de pik vermiştir. (123) 

Formülasyon termogramlarına göre doksorubisin yüklü formülasyonlarda doksorubisine ait 

karakteristik pikler kaybolmuş olup, PEG-b-PCL polimerinin pikine benzer bir pik 

gözlenmiştir. Bu durum doksorubisinin amorf halde nanopartiküle yüklendiğini ve 

nanopartikül içerisinde homojen olarak disperse edildiğini göstermektedir (133).  

6.1.5. FORMÜLASYONLARDA FT-IR ANALİZ SONUÇLARININ 

DEĞERLENDİRİLMESİ 

Şekil 5.9.’da gösterildiği üzere örnekler için 4000-450 cm-1 dalga sayısı aralığında 

fonksiyonel grupların aydınlatılabilmesi için FT-IR analizleri gerçekleştirilmiştir. Yapılan 

analizler ile doksorubisin karakteristik piklerinin ve sentez ürünü nanopartiküle ait 

karakteristik piklerinin belirlenmesi sonrasında, sentezlenen nanopartikülün içerisine 

doksorubisinin enkapsüle edildiği açıkça görülmektedir. Boş nanopartikül için 

gerçekleştirilen FT-IR analizi sonrasında en baskın karakteristik pikler sırasıyla 2922, 

2855, 1724, 1168, 1102 ve 732 cm-1 dalga sayısında açıkça görülmektedir. 2922 cm-1 dalga 

boyunda görülen pikler C-H simetrik, 2855 cm-1’deki gerilmeler ise C-H asimetrik 

gerilmelere atfedilen karakteristik piklerdendir. Yapıdaki en keskin ve güçlü pik olarak 

gözlenebilen 1724 cm-1 dalga sayısındaki pik C=O absorpsiyon gerilim bandından 
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kaynaklanmaktadır. Bu pik, yapıdaki karbonil grubunun varlığının kanıtı olarak 

görülmektedir. Karakteristik 1168 cm-1 piki genellikle yapıdaki ester kaynaklı C-O eğilme 

titreşimlerinden kaynaklanırken, 1102 cm-1’deki keskin pik C-O-C eğilme titreşim bandına 

atfedilmektedir. Doksorubisine ait karakteristik pikler ise sırasıyla 1579, 1521 ve 555 cm-1 

dalga sayılarında açıkça görülmektedir. Bu piklerin literatüre uygunluk gösterdiği ilgili 

çalışmadaki veriler ile kanıtlanmıştır (124). Doksorubisinin nanopartikül formuyla beraber 

etkileşimi incelendiğinde, FT-IR analizinde etkin maddeye ait karakteristik piklerin ikili 

formda baskılandığı ve doksorubisine ait baskın piklerinde herhangi bir değişiklik olmadığı 

açıkça görülmektedir. Buradan hareketle üretilen nanopartikül formülasyonlarında 

doksorubisinin nanopartikül içerisine enkapsüle edildiği gözlenmiştir.  

6.1.6. NANOPARTİKÜL FORMÜLASYONLARININ TEM GÖRÜNTÜLEMESİ  

Optimize nanopartikül formülasyonuna (F3) ait boş nanopartikül ve doksorubisin yüklü 

nanopartiküle ait görüntüler Şekil 5.10.’de gösterilmiştir. Şekil 5.11’de ise aynı optimize 

F3 nanopartiküllere pEGFP-C1 plazmid yüklenmiştir. Küresel şekilde gözlenen mikroskop 

görüntülerinde doksorubisin yüklü nanopartiküllere ait matriks ve membran yapısı 

görüntüde ayırt edilebilmektedir (134, 135). Formüllerde TEM ile gözlenen boyut 

küçülmesinin numuneleri TEM gridi üzerinde kuruması dolayısıyla gerçekleştiği 

düşünülmektedir.  

6.1.7. NANOPARTİKÜL FORMÜLASYONLARININ STABİLİTELERİNİN 

DEĞERLENDİRİLMESİ 

Polimerik nanopartikül formülasyonlarında partikül boyutu, polidispersite indeksi ve zeta 

potansiyel değerleri nanopartiküllerin etkinliklerini ve verimliliklerini belirleyen 

karakteristik özelliklerdir (136). Polidispersite indeksi (PDI), homojen bir boyut dağılımını 

temsil etmekte ve biyolojik ortamlarda nanopartikülün davranış ve stabilitesini belirleyen 

önemli bir parametredir. Partikül boyutu, özellikle tümör hücrelerinde hücresel tutulumu 

ve permeabilite niteliğini belirleyerek formülasyonların hücresel alım verimliliğine etki 

etmektedir. Zeta potansiyeli ise hücresel alım özelliklerinin yanı sıra fizyolojik koşullarda 

nanopartikül stabilitesine ve agregasyon davranışına etki eden bir faktördür. Nanopartikül 

formülasyonlarında etkin bir tedavi için düşük PDI değerleri (PDI<0.3), 200 nm altında 
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partikül boyutu değerleri, -30 ile +30 aralığında zeta potansiyeli değerlerinin tercih edildiği 

belirtilmektedir (136-139). 

Stabilite çalışmalarında doksorubisin yüklü optimize nanopartikül formülasyonlarda deney 

başlangıcında (0. Gün) (Şekil 5.12.), +4°C (Şekil 5.13.) ve +25°C’de (Şekil 5.14) 

muhafaza edilmiş ve 30,60 ve 90 gün saklama süresi sonrasında partikül boyutları ve zeta 

potansiyel değerleri korunmuştur. Agregasyon kaynaklı olarak partiküllere ait PDI 

değerleri görece artış göstermiştir. Elde edilen ölçüm değerleri üretilen nanopartikül 

formülasyonlarının yüksek stabilite özelliğine sahip olduğunu göstermektedir.  

6.1.8. HİDROJEL FORMÜLASYON TASARIMININ DEĞERLENDİRİLMESİ 

Hidrojel formülasyonları, kullanım amaçları ve hedeflenen parametreler göz önünde 

bulundurularak tekstür özelliklerinin optimize edilmesiyle üretilebilmektedir. Böylece 

tedaviye ilişkin verimlilik arttırılabilmektedir. Vizkozite, sertlik, sıkıştırılabilirlik, 

adheziflik, koheziflik ve elastisite değerleri tekstür ölçümünde ele alınan önemli 

karakteristik belirteçlerdir (140, 141). Bu amaç doğrultusunda, deney tasarımı için yazılım 

destekli metotların kullanılmasıyla birlikte hedeflenen karakteristik özelliklere sahip 

formülasyonlar elde edilebilmekte ve optimizasyonları sağlanabilmektedir (142-144). Şekil 

5.21., Şekil 5.22. ve Şekil 5.23. ortalama değerleri temsil eden tekstür grafikleri 

bulunmaktadır.  

Değişken parametrelere ilişkin limit değerler (Çizelge 5.14.) hidrojel ön formülasyon 

çalışmaları ile elde edilmiştir. Dizayn aralığı belirlendikten sonra tasarımın optimizasyon 

yapılabilmesi için yazılımın oluşturduğu formüller üretilmiştir (Çizelge 5.15.). Hidrojel 

tekstür karakteristiklerini yansıtan 5,10 ve 20 rpm’de vizkozite değerleri, sertlik, 

sıkıştırılabilirlik, adheziflik, koheziflik ve elastisite olmak üzere sekiz farklı yanıtın 

(Çizelge 5.16.) ölçümleri yapılmış ve program üzerinden ANOVA istatistiksel analizler 

yapılmıştır (Çizelge 5.17). Her bir yanıta ilişkin oluşturulan yanıt değerlerinin istatistiksel 

olarak anlamlı olduğu saptanmıştır (EK 1: Dizayn yanıtları istatistiksel analiz verileri).  

Deney tasarımı yapılması aşamasında, ön formülasyonda dizayn aralığına karar verilmesini 

takiben en önemli basamağı dizayn bileşenlerine yönelik dizayn hedeflerinin belirlenmesi 

oluşturmaktadır (Çizelge 5.18.). Hedefler belirlenirken tezde çalışılacak olan hidrojel 

malzemenin, post operatif müdahale ile hedef bölgede hem kanser hücrelerine karşı 



108 

 

antikanser ajan ile sitotoksik etkinin sağlanmasına imkân tanıması ve bunu uzatılmış 

kontrollü bir salımla sağlayabilmesi amaçlanmıştır. Bunun yanı sıra hedef bölgedeki yara 

iyileşme sürecinin hızlandırılması, antikanser ajanın yara iyileşme sürecini bozacak yan 

etkilerinin tamponlanması hedeflenmiştir. Verilen hedef değerler doğrultusunda yazılım 

tarafından sunulan nümerik optimizasyon çözümleri içerisinde (Çizelge 5.19.) en yüksek 

arzu edilebilirliğe sahip çözüm (No:1) ile devam edilmiştir. Buna göre üretilen optimum 

formülasyonun değişken yanıtlarının da analiz sonrası nokta tahmininde, her bir değerin 

%95 güven aralığını sağlayacak şekilde olmasına dikkat edilmiştir (Çizelge 5.21., Çizelge 

5.22.).  

Yara bölgesine uygulanmak için tasarlanan bir hidrojelin viskozitesi, uygulama kolaylığı, 

jelin yerinde kalma yeteneği ve yara ortamıyla etkileşimi açısından kritik bir parametredir. 

Hidrojel kolayca yaraya uygulanabilmeli ve aynı zamanda yara bölgesinde yerinde kalarak 

ilaç salımını devam ettirebilecek bir viskoziteye sahip olmalıdır. Bu, genellikle jelin 

yaranın düzensiz yüzeyine yayılacak kadar akışkan, uygulama sırasında enjektabl ve 

sürülebilir olma nitelikleri uygulamada zorluk oluşturmayacak biçimde olmalıdır. 

Uygulandıktan sonra, hidrojel yaranın yüzeyine ve konturlarına uyum sağlayacak yeterli 

viskozitede olmalıdır. Çok viskoz bir jel yayılmakta zorlanabilirken, çok akışkan bir jel 

formülasyonu da lokal olarak düşük tutunma özelliği gösterebilmektedir. Viskozite, 

hidrojelin yara sekresyonunu etkili bir şekilde emmesine ve yapısını korumasına izin 

verecek şekilde dengelenmelidir. Bu emilim, iyileşme için kritik olan yara neminin 

yönetilmesi açısından önemlidir. Yara iyileşmesi için hidrojellerin viskozitesi spesifik 

formülasyona ve amaçlanan kullanıma bağlı olarak değişebilir. Bazı hidrojeller daha kolay 

uygulama için daha az viskoz olarak tasarlanırken, diğerleri daha uzun süreli kullanım 

veya spesifik yara türleri için daha viskoz olabilir. Optimal viskozitenin spesifik 

uygulamaya ve yara tipine bağlı olarak değişebilmektedir. Açık yaralar için jelin uygulama 

bölgesinde kalabilmesi ve fazla sıvıyı absorplayabilmesi için daha yüksek bir viskozite 

tercih edilmektedir (145).  

Lokal uygulama için hidrojel tasarlama aşamasında vizkozitenin yanı sıra optimal 

performansı sağlamak için sertlik, sıkıştırılabilirlik, adhezyon, kohezyon ve elastisite gibi 

mekanik özelliklerin dengelenmesi gerekmektedir (146-148). Dizayn hedefi oluşturulurken 
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bu parametrelerin hedef limitleri için lokal uygulama için en etkili olacak şekilde bir 

formülasyonun eldesi amaçlanmıştır. 

Lokal uygulamalar için tasarlanan hidrojel formülasyonlar, yara yüzeyine uyum sağlayacak 

yapısal özelliklerde olmalı, hedef bölgeye tutunma sağlayabilmeli, stabil yapısını tedavi 

süresince koruyabilmeli ve hedeflenen ilaç etkinliğini sağlayabilmelidir (149, 150). 

Yaranın üzerine baskı yapmamak veya tahrişe neden olmamak için genellikle düşük sertlik 

değerleri tercih edilmektedir. Hidrojel formülasyonu en fazla yara alanını etkili bir şekilde 

dolduracak derecede sıkıştırılabilir olmalıdır. Sıkıştırılabilir niteliklerinin düşük olmasıyla 

nemli bir iyileşme ortamının sağlanması ve gaz alışverişini kolaylaştıran belirli bir yapıyı 

koruması sağlanabilmektedir (151, 152). Hidrojelin yara bölgesinde stabil şekilde kalarak 

ilaç salımını sağlayabilmesi için adhezif özelliklerinin yüksek olması gerekmektedir (153). 

Hidrojelin uygulama ve kullanım sırasında formül bütünlüğünü korumasını sağlamak için 

yüksek kohezyon kritik öneme sahiptir. Koheziflik artışı polimerik matrikste fiziksel 

çapraz bağlayıcı gibi davranış özelliği ile polimerik matriksi stabilize eder. Yüksek 

koheziflik niteliği sağlanarak formülasyonun parçalanmasının veya fragmente olmasının 

önüne geçilir (154). Hidrojelin vücudun hareketlerine ve yara alanının değişen şekline 

uyum sağlamasını ve esnemesini sağlamak için elastisite esastır. Bu özellik, yara yüzeyiyle 

sürekli teması sürdürmeye yardımcı olarak iyileşme ve korumaya katkıda bulunur (155). 

Kantitatif olarak düşük elastisite değerleri, yüksek elastisite özellik göstergesidir (152). 

Hidrojel dizayn parametreleri ve literatürde lokal uygulamaya yönelik formül hedefleri göz 

önünde bulundurulmuştur. Buna göre yüksek vizkozite, adheziflik ve koheziflik değerleri 

ile düşük sertlik, sıkıştırılabilirlik ve elastiklik değerlerini bir arada bulunduran bir tasarım 

yapılmıştır.  

6.1.9. FORMÜLASYON TASARIMINDA BAĞIMLI PARAMETRELERİN 

HİDROJEL MEKANİK ÖZELLİKLERİ ÜZERİNE ETKİLERİNİN 

DEĞERLENDİRİLMESİ  

Yara iyileşmesi için tasarlanan bir hidrojelin viskozitesi, uygulama kolaylığı, jelin yerinde 

kalma yeteneği ve yara ortamıyla etkileşimi açısından kritik bir parametredir. Hidrojel, 

rahatsızlık yaratmadan kolayca yaraya uygulanabilecek bir viskoziteye sahip olmalıdır. Bu, 

genellikle jelin yaranın düzensiz yüzeyine yayılacak kadar akışkan ancak uygulama 
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sırasında kontrol etmek zor olmayacak kadar akışkan olmaması anlamına gelir. Uygulama 

sonrasında hidrojel yaranın yüzeyine ve konturlarına uyum sağlayacak yeterli viskozitede 

olmalıdır. Çok viskoz bir jel yayılmakta zorlanabilirken, çok akışkan bir jel ihtiyaç duyulan 

yerde kalmayabilmektedir (156). Viskozite, hidrojelin yara sekresyonunu etkili bir şekilde 

emmesine ve yapısını korumasına izin verecek şekilde dengelenmelidir. Bu emilim, 

iyileşme için kritik olan yara neminin yönetilmesi açısından önemlidir (157). Yara 

iyileşmesi için hidrojellerin viskozitesi formülasyona ve amaçlanan kullanıma bağlı olarak 

değişebilmektedir. Bazı hidrojeller daha kolay uygulama için daha az viskoz olarak 

tasarlanırken, diğerleri daha uzun süreli kullanım veya spesifik yara türleri için daha viskoz 

olabilmektedir. Optimal viskozitenin enjekte edilebilirlik gibi spesifik uygulamaya ve yara 

tipine bağlı olarak değişebilmektedir (147, 158-160). Yara iyileşmesinin hedeflendiği lokal 

tedavilerde de hidrojel formülasyonlarının adhezif, elastik ve dayanıklı olması 

beklenmektedir (140, 161). Bunun yanı sıra hidrojel formülasyonundaki tekstür 

özelliklerinin dengeli olması gerekmektedir. Sertlik, sıkıştırılabilirlik, adheziflik, 

koheziflik ve elastisite gibi nitelikler tedavi verimliliğine doğrudan etki eden 

parametrelerdir (140). 

Faktör A'nın (CMC) ve Faktör B (HA) bağımlı parametrelerin kodlanmış eşitlik 

değerlerine göre formülasyonda alınan mekanik yanıtlara olan etkisi gözlenebilmektedir. 

CMC katsayılarına bakıldığında, bu faktörün özellikle vizkozite yanıtlarına büyük etkisi 

olduğu görülmektedir. Bu durum CMC'nin konsantrasyonunun artmasıyla bu viskozite 

değerlerinin önemli ölçüde arttığını göstermektedir (162). HA’nın da vizkozite üzerinde 

anlamlı pozitif etkileri olduğu görülmektedir. Bu durum HA'nın konsantrasyon artışının 

viskoziteyi artırıcı etkisi olduğunu işaret etmektedir (163). Ancak CMC'ye kıyasla bu 

etkiler görece daha düşük görünmektedir. Çizelge 5.39.’a göre vizkozite yanıtları, CMC ve 

HA'nın formülasyondaki miktar değişimlerinden önemli ölçüde etkilenen özelliklerdir. 

Vizkozite yanıtları her iki faktörün artışıyla birlikte en büyük artışı gösteren yanıtlardır. 

CMC ve HA bağımlı parametrelerin, tekstür cihazından elde edilen sertlik, 

sıkıştırılabilirlik, adhezyon, kohezyon ve elastisite verilerinde önemli ölçüde etki 

gösterdiği gözlenmiştir. Sertlik için CMC ve HA’nın sertlik üzerindeki doğrudan etkileri 

sırasıyla pozitif ve daha düşük pozitif olarak görünmektedir (164, 165). Bu durum CMC’ 

nin artışıyla sertliğin arttığını, HA'nın etkisinin ise daha az olduğunu göstermektedir. AB 

etkileşimi sertlik üzerinde negatif bir etki göstermektedir, bu da iki faktörün birlikte 
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kullanıldığında sertliği azaltabileceğini işaret etmektedir. Sıkıştırılabilirlik için hem CMC 

hem de HA yanıt üzerinde pozitif bir etkiye sahiptir, her iki faktörün artışı da bu özelliği 

arttırmaktadır. Bununla birlikte, AB etkileşiminin sıkıştırılabilirlik üzerinde negatif bir 

etkisi vardır, bu da faktörlerin birleşik etkisinin farklı olduğunu göstermektedir. Adheziflik 

için CMC’nin adheziflik üzerinde pozitif bir etkisi olsa da HA’nın daha yüksek bir pozitif 

etkiye sahip olduğu görünmektedir (166, 167). Bu durum özellikle HA'nın konsantrasyon 

artışının adhezifliği artırıcı bir etkisi olduğunu göstermektedir.  

Koheziflik değerleri CMC faktörüyle artarken HA faktörüyle azalmaktadır (165, 168).  

Koheziflik için CMC ve HA faktörlerinin etkileri görece düşüktür. AB etkileşimi 

koheziflik üzerinde pozitif bir etki gösterirken, karesel ve üçlü etkileşimlerin etkileri daha 

az belirgindir. Elastisite için faktörlerinin her ikisinin de etkileri düşüktür. Bu durum 

elastisite özelliğinin CMC ve HA'nın konsantrasyon değişikliklerine karşı oldukça 

dayanıklı olduğunu göstermektedir (164). 

6.1.10. HİDROJEL FORMÜLASYONU ADHEZİF VE MUKOADHEZİF 

ÖZELLİKLERİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

Çizelge 5.23.’te belirtilen jel formülasyonlarda tekstür verilerinden elde edilen adhezyon 

verileri ve mukozadhezyon verileri (Şekil 5.24, Şekil 5.25, Şekil 5.26)  göz önüne 

alındığında, bu iki ölçüm arasında bir paralellik gözlemlenmektedir. Adhezyon ve 

mukozadhezyon ölçümleri, mantıken benzer fenomenleri değerlendirmektedirler. Her ikisi 

de jel formülasyonunun hedef yüzeye yapışma kabiliyetini ölçer. Ancak, her ölçüm farklı 

teknikler kullanarak bu yapışmayı değerlendirir. Adhezyon, genellikle malzemenin başka 

bir yüzeye yapışma gücünü ifade eder. Bu ölçüm, formülasyonun hedef yüzeyle olan 

fiziksel etkileşimini ve bu etkileşimin gücünü ölçer. Mukozadezyon ise özellikle mukoza 

yüzeylerine yapışma kabiliyetini ifade eder ve mukoza gibi özel yüzeylerle etkileşim için 

özel olarak değerlendirilir (169). 

Çizelge 5.23.’e göre bileşen miktarları arttığında veya azaldığında her iki değerin de 

benzer şekilde değiştiği görülmektedir. HJ 4 formülasyonunda hem adhezyon hem de 

mukozadezyon değerleri en yüksektir. Bu durum bileşenlerin miktarının artışının, hem 

genel yapışma gücünü olan adhezyonu hem de mukoza yüzeylerine özgü yapışma 

kabiliyetini mukozadezyonu artırdığını göstermektedir. Hidrojel formülasyonlarındaki 
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bileşenler arasında, yapışma gücünü en çok etkileyen temel bileşenin hyalüronik asit 

olduğuna işaret etmektedir. HA, moleküler yapısı ve biyolojik uyumluluğu nedeniyle hem 

adhezyon hem de mukozadezyon özelliklerini önemli ölçüde artırabilen bir polimerdir. HJ 

2 (CMC: 0.5 g, HA: 0.9 g) ve HJ 6 (CMC: 0.7 g, HA: 0.983 g) formülasyonlarında, HA 

miktarının artışıyla birlikte hem adhezyon hem de mukozadezyon değerlerinin önemli 

ölçüde yükseldiği görülmektedir. Bu durum, HA'nın yapışma gücü üzerindeki belirleyici 

rolünü vurgulamaktadır. Diğer taraftan, HA miktarının azaldığı durumlarda, HJ 5'te (CMC: 

0.7 g, HA: 0.417 g), her iki yapışma değeri de önemli ölçüde düşmektedir. Bu da HA'nın 

azalmasının formülasyonun adhezif kabiliyetini negatif yönde etkilediğini göstermektedir. 

HA'nın bu etkisi onun yüksek hidrasyon kapasitesi ve biyolojik yüzeylerle etkileşim 

kabiliyetinden kaynaklanmaktadır (170). Sonuç olarak, HA'nın jel formülasyonlarındaki 

miktarı, adhezyon ve mukozadezyon değerleri üzerinde belirleyici bir etkiye sahip 

görünmektedir. Bu durum HA'nın formülasyonların genel adhezif özelliklerini önemli 

ölçüde etkileyebileceğini göstermektedir. Bu bulgulara göre özellikle lokal uygulamalar 

için HA'nın, jel formülasyonlarının geliştirilmesi ve optimizasyonunda kritik bir bileşen 

olduğunu vurgulamaktadır. 

6.1.11. HİDROJEL FORMÜLASYONU ŞIRINGA EDİLEBİLİRLİK 

ÖZELLİĞİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

Şekil 5.27. ve Çizelge 5.24.’te gösterildiği üzere DOX NP HJ, NP HJ ve HJ 

formülasyonlarının şırınga edilebilirlik değerleri ölçülmüştür. Nanopartikül içeren hidrojel 

formülasyonlarının kuvvet (N) değerleri artış göstermiştir (171). DOX içeren formül en 

yüksek kuvvet değerini göstermiştir. Karboksi metil selüloz, hyalüronik asit ve poli etilen 

oksit hidrojel bileşenleri doğası gereği su tutma eğilimi gösteren hidrofilik yapılardır. Boş 

nanopartikül ve doksorubisin yüklü nanopartikül yapılarının eklenmesiyle meydana gelen 

fiziksel etkileşimler hidrojelin akış özelliklerinde değişikliğe sebep olmuştur. PEG-b-PCL 

polimeri hidrofilik özellikteki PEG’in yanında hidrofobik özellikteki PCL’yi yapısında 

bulundurmaktadır. Tuz formdaki doksorubisin HCl ise temel formuna kıyasla daha iyonik 

ve daha hidrofilik bir yapıya sahiptir. Polimerde ve etkin maddede yer alan hidrofilik 

bileşenlerin, jel matriksinde yer alan hidrofil gruplarla ve hidrojel matriksi ile etkileşimde 

bulunmaları dolayısıyla bu akış özellikleri arasındaki farkın oluştuğu düşünülmektedir.  
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6.1.12. FORMÜLASYONLARDA İN VİTRO SALIM DEĞERLENDİRMESİ  

Tümör bölgelerindeki pH disregülasyonu, tümör ilerlemesini ve invazyonunu arttıran bir 

takım hücresel fonksiyonlar tetiklemektedir. Tümör mikro çevresinde, kanser hücrelerinin 

aktif metabolik aktiviteleri sonucu artan asitlik dolayısıyla pH düşmektedir (172). Tümör 

çevresinde gözlenen pH düşüşü antikanser tedavide kullanılan ilaçların dağılımını, salım 

profilini ve hücre içine alımını önemli ölçüde etkilemektedir (173). Ayrıca doksorubisin 

gibi iyonize antikanser ajanlarında sitotoksik etkinliği pH değişiminden önemli ölçüde 

etkilenmektedir (174). Tüm bunlar ele alındığında kanser tedavisi için geliştirilen ilaç 

taşıyıcı sistemlerin ve salım özelliklerinin değerlendirilmesinde pH kaynaklı oluşan 

fizyolojik değişiklikler mutlaka göz önünde bulundurulmalıdır.  

Çalışmada elde edilen formülasyonların doksorubisin salımı üzerindeki etkinliği, salım 

profilinin belirlenmesi için Çizelge 5.25.’te belirtildiği şekilde DOX NP, DOX HJ ve DOX 

NP HJ olmak üzere doksorubisin içeren formülasyonlar kullanılmıştır. Nötral pH (pH 7,4) 

ve tümör mikro çevresindeki asidik pH koşullarını (pH 5,8) (Şekil 5.29.) modelleyebilecek 

şekilde hazırlanan fosfat tamponlarında salım deneyleri gerçekleştirilmiştir (175). Fosfat 

salin (PBS) tamponlarında gerçekleştirilen doksorubisin salım deneylerinde çökme 

problemiyle karşılaşıldığı için fosfat tamponu ile salım deneyleri gerçekleştirilmiştir (176). 

Fosfat tamponunun tamponlama aralığı pH 5,8-7,4 olması dolayısıyla salım deneylerinde 

pH 5,8 ve pH 7,4 tamponları kullanılmıştır. DOX yüklü formülasyonların in vitro salım 

deneyleri diyaliz membran ile yapılmıştır (177). Ön salım çalışmalarında belirli zaman 

aralıklarında medyum ortamından örnek alınması ve eksilen medyum miktarının 

tamamlanması ile gerçekleştirilen çalışmalarda 12-24 saat sonrasında salım profilinde plato 

gözlenmesi, elde edilen ölçüm değerlerine göre salımın durduğunun gözlenmesini takiben 

devam eden örnek alma saatlerinde DOX’un turuncu agregatlar olarak medyum ortamında 

bulunduğu, salım ortamındaki cam yüzeye ve ve diyaliz membran bileşenlerine adheze 

olduğu görülmüştür. Bundan dolayı her örnek alma vaktinde tüm medya değiştirilecek 

şekilde salım deneyi gerçekleştirilmiştir. 

Şekil 5.28. ve Şekil 5.29.’ da görüldüğü üzere 21 günlük salım profiline bakılarak 

formülasyonlar ile doksorubisinin uzatılmış kontrollü salımının sağlandığı görülmektedir. 

Nanopartikül formülasyonlarında pH 5.8’de pH 7.4 göre kıyasla yüksek bir ilk çıkış etkisi 
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görünmektedir. pH 7.4’te nanopartikülün hidrofobik çekirdek yapısının daha yüksek 

oranda korunduğu bu nedenle asidik pH’ya kıyasla düşük miktarda salımın gerçekleştiği 

görülmektedir. Doksorubisinin pH bağımlı salımı, DOX’un amino gruplarının asidik 

pH’da protonasyonu sonucu çözünürlüğünün artmasından kaynaklanabilmektedir. Buna 

ilaveten pozitif yüklü DOX moleküllerinin negatif yüklü PEG-b-PCL nanopartikülleri ile 

etkileşiminin, asidik pH değerlerinde DOX’un protonasyon nedeniyle PCL çekirdek yapıyı 

zayıflatması sebep olabilmektedir. Bu yüzden literatürde de belirtildiği üzere PCL çekirdek 

yapılarının asidik pH’da parçalanma hızının artışı, DOX’un ortama salım hızını da 

etkilemiştir (178, 179). Bunlara bağlı olarak kanserli dokuların mikro çevresinin genellikle 

daha asidik olması dolayısıyla, pH bağımlı DOX salım davranışının kanser tedavisinde 

seçici ve pasif hedefleme avantajlar sağlanacağı düşünülmektedir. Bu nitelikleri ile 

formülasyonların, sağlıklı dokulara zarar vermeden tümör dokusuna daha fazla ilaç 

ulaştırması, kontrollü ve etkili bir ilaç salımı sağlayabilmesi öngörülmektedir. 

DOX NP formülasyonu ilk saatlerde görece yüksek ilk çıkış etkinliği sergilerken, DOX NP 

HJ ve DOX HJ formülasyonları daha yavaş ve sürekli bir salım profili göstermiştir. DOX 

NP formülasyonu, özellikle ilk 2 saatte yüksek salım oranlarına ulaşırken, DOX NP/HJ 

formülasyonu daha kontrollü bir salım profili sergilemiştir. Özellikle pH 5.8’de, DOX NP 

formülasyonunun 10 günlük bir salım süresiyle en hızlı salım elde edilirken, DOX HJ 

formülasyonunun 21 günlük sürede en yavaş salımı gerçekleştirdiği görülmektedir. DOX 

NP HJ de içeriğindeki jel formülasyonu ile DOX NP’ye kıyasla 21 günlük salımı 

sağlayabilmiş ve önemli ölçüde salım süresi uzamıştır. Bu durum nanopartiküllerin 

kontrollü ve uzatılmış salım için hidrojel matrisin gerekliliğini göstermektedir. DOX NP 

HJ formülasyonundaki nanopartikül ve hidrojelin formülasyonlarının bir arada bulunması 

doksorubisinin kontrollü ve uzatılmış salım etkinliğini sağlamada öne çıkmaktadır. Bu, 

ilacın salım hızının daha iyi kontrol edilmesini sağlamakta ve hedeflenen tedaviye daha 

etkin ulaşım sunmaktadır. DOX NP/HJ formülasyonu, bu uzun süreli salımı 

nanopartiküllerin ve hidrojelin sinerjisi sayesinde daha etkin bir şekilde 

gerçekleştirebilecek potansiyele sahiptir. 

Hidrojel formülasyonlarında (DOX NP/HJ ve DOX/HJ) formülasyonlarından ilaç salımı, 

504 saat (21 gün) boyunca devam etmektedir. Bu, özellikle kronik yaraların tedavisinde ve 

uzun süreli kanser tedavilerinde önemlidir.  
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Sonuç olarak DOX NP/HJ formülasyonunun, doksorubisinin asidik ortamlarda kontrollü 

salımını sağlaması, uzun süreli etkinliği ve hedeflenen bölgeye dengeli ulaşımı sayesinde 

özellikle kanser tedavisi ve kronik yara iyileşmesinde önemli avantajlar sunacağı ön 

görülmektedir.  

6.1.13. HÜCRE KÜLTÜRÜ VE HAYVAN DENEYLERİ DEĞERLENDİRMESİ 

6.1.13.1. Hücre Kültürü Değerlendirmeleri 

Hücre canlılık testleri Şekil 5.30.’da gösterildiği üzere formülasyonların hem sağlıklı 

hücreler (NIH/3T3) hem de kanser hücreleri (4T1) üzerindeki etkileri incelenmiştir. MTT 

hücre canlılık testi kullanılarak gerçekleştirilen deneyde canlılık oranları yüzde olarak 

ifade edilmiştir. Grafikte genel olarak gözlenen 4T1 meme kanseri hücreleri üzerinde 

doksorubisin içeren tüm formülasyonların (DOX, NP/DOX, JEL/DOX ve NP/JEL/DOX) 

belirgin sitotoksik etkiler gösterdiği ve hücre canlılığını düşürdüğü ile gözlenmiştir. 

NP/DOX ve NP/JEL/DOX formülasyonları, 4T1 hücreleri üzerinde özellikle etkili 

olmuştur. JEL/DOX formülasyonu da etkili olsa da nanopartikül bazlı formülasyonlarla 

karşılaştırıldığında daha düşük etkinlik göstermiştir. Bu durum, nanopartiküllerin ilacın 

hücre içine girişini daha etkin bir şekilde artırabileceğini öne sürmektedir. Sağlıklı 

NIH/3T3 hücrelerinde ise, yüksek konsantrasyonlarda DOX içeren formülasyonların toksik 

etkileri belirginleşmiştir. Ancak sağlıklı hücreler üzerindeki toksik etki kanser hücrelerine 

göre göreceli olarak daha az olup bu da formülasyonların terapötik seçiciliğinin bir 

göstergesi olabileceğini ön görülmektedir.  

Şekil 5.31.’de transwell analizi yapılan 4T1 hücrelerinde 48 saatlik süre sonrasında ölçülen 

floresan değerler görülmektedir. Burada iki günlük sürenin sonunda MTT testlerine kıyasla 

farklı bir sonuç elde edilmiş, deney sonunda doksorubisin yüklü hidrojel formülasyonunun 

en fazla etkinlik gösteren formülasyon olduğu gözlenmektedir. DOX/JEL 

formülasyonunun doksorubisin çözeltisinin uygulandığı örnekten daha yüksek etkinlik 

göstermesi dikkat çekmektedir. İlaç salım profili ve MTT sonuçlarından farklı olan bu 

sonucu jelin davranışı ile açıklamak mümkündür. Transwell kuyu tabanlarına bırakılan 

formülasyonlar hücre medyumu ile taşınarak membran filtredeki hücrelere ulaşmakta ve 

etki göstermektedir. Bu süreçte degrade olan ve medyuma karışan jel formülasyonu bir 

süre sonra membran filtreye adheze olarak bu bölgede tutunma göstermektedir. Tutunmayı 
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takiben doksorubisin çözeltisinin bulunduğu örneğe kıyasla daha yüksek konsantrasyonda 

bir etkin madde varlığı göstermektedir. 

Hyalüronik asit hücre proliferasyonunu ve migrasyonunu teşvik eden ve doku onarımını 

destekleyen doğal bir polisakkarittir. Bunun yanı sıra yara iyileşmesi ve doku 

rejenerasyonu sürecinde olumlu etkinlik gösteren bir maddedir (180). Jel formülasyonu 

içeren gruplar hem sağlıklı NIH/3T3 hücrelerinde hem de 4T1 meme kanseri hücrelerinde 

hücre canlılığında bir artış görülmektedir. Bu durumun yara iyileşmesi sürecinde jel 

formülasyonunun içeriğindeki hyalüronik asitin hücre proliferasyonu ve canlılığı üzerinde 

olumlu etkisi olacağını göstermektedir.  

Sonuç olarak bu çalışma, doksorubisin yüklü nanopartikül ve jel formülasyonlarının, 

kanser tedavisinde kullanılmak üzere geliştirilen ilaç taşıyıcı sistemlerinin etkinliğini 

artırma potansiyeline sahip olduğunu göstermektedir. Formülasyonları hedef hücrelere 

daha etkin bir şekilde ulaşmasını sağlayarak tedavinin etkinliğini artırabileceği ve sağlıklı 

hücrelere zarar verme potansiyelini azaltabileceği sonucuna varılmıştır. Jel 

formülasyonunun hyalüronik asit içermesi, sağlıklı ve kanserli hücre hatlarında hücre 

canlılığını ve proliferasyonunu artırmada olumlu bir faktör olarak değerlendirilmiştir.  

6.1.13.2. Fare Deneyleri 

Fare deneylerinin öncesinde farelerin sırt kısmında belirlenen bölgelerde üç noktaya 

enjeksiyon yapılarak ön denemeler gerçekleştirilmiştir. Bu ön denemelerde DOX ve DOX 

NP formülasyonları sıvı olduğu için enjeksiyon bölgesinde lokalize olamazken, DOX HJ 

ve DOX NP HJ hidrojel formülasyonlarının Şekil 5.32.’de görüldüğü üzere enjeksiyon 

bölgesine tutunarak lokalize olduğu görülmektedir.  Şekil 5.33.’de elde edilen görüntüler 

farelerin meme bölgesinde ışıma veren kanser hücrelerinin canlı görüntüleme sistemleri 

kullanılarak izlenmesi çalışmasını göstermektedir. Floresan ışıma, kanser hücrelerinin 

aktivitesini ve/veya varlığını gösteren bir işaretçi olarak kullanılmaktadır. Çalışmada 

formülasyonların karşılaştırılmalı etkinliği, bu floresan yoğunluğu üzerinden ölçülmekte ve 

karşılaştırılmaktadır. Grafik tedavi edilen her grup için zamanla ölçülen ortalama floresan 

yoğunluğunu göstermektedir. Bu veriler her bir formülasyonun tedavi etkinliğinin yanı 

sıra, ilacın hedef dokuda ne kadar süreyle aktif kaldığını anlamak için önemlidir. Daha 

yüksek floresan yoğunluğu, genellikle daha yüksek kanser hücresi popülasyonunu 
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göstermektedir. Görüntülere göre uzatılmış salım etkinliğinin en yüksek olduğu 

formülasyon DOX NP HJ formülasyonudur. Doksorubisin salımının yüksek olduğu, 

floresan yoğunluğun hızlıca düştüğü farelerde her ne kadar kanser hücresi yoğunluğu 

düşmüş olsa da Şekil 5.39.’da görüldüğü üzere yara kapanmaları gecikmiş ve yara 

iyileşmesi sekteye uğramıştır. Yara iyi edici etken varlığında uzatılmış kontrollü salım 

sağlanmasının tedavi sürecinde daha başarılı sonuçlar verdiği saptanmıştır. 

Şekil 5.34.’te farelerde cerrahi uygulama sonrası yara iyileşme takibi için yedi gün 

boyunca yara bölgesinin görüntüleri alınarak değerlendirme yapılmıştır. Yara iyileşmesi 

sürecinde, cerrahi işlem yapılan bölgedeki dikişlerin atılması, sütur atılan bölgenin 

kapanması göz önüne alınmıştır. Antikanser ajan olarak ortamda bulunan doksorubisin 

yara iyileşmesini engellemekte yara kapanmasını geciktirmektedir (181). Yara bölgesinde 

bu etkin maddeye olan akut maruziyet süreci olumsuz etkilemektedir. Hidrojel içeren 

formülasyonlarla birlikte hem yapıdaki hyalüronik asit sayesinde hem de sağlanan 

uzatılmış salım sayesinde farelerde yara kapanma sürecinin daha hızlı olduğu gözlenmiştir.  

6.2. SONUÇ 

Meme kanserine karşı etkili olduğu bilinen Doksorubisin HCl’nin kargo taşıyıcı sistem 

içerisindeki formülasyonlarının geliştirilmesi, karşılaştırmalı çalışmalarla birlikte lokal 

olarak hedeflendirilme yapılarak rezidüel meme kanserine yönelik post operatif 

kullanımıyla tümör nüksünün önlenerek hem kanser tedavisinin sağlanması hem de yara 

iyileşme sürecinin hızlandırılması amacıyla yürütülen bu tez çalışmasından şu çıkarımlar 

elde edilmiştir; 

Doksorubisin için yüksek enkapsülasyon verimliliğine sahip nanopartiküler formülasyon 

geliştirilmiştir. Yazılım destekli deney tasarımı ile cerrahi sonrası lokal tedavide 

kullanılmak üzere birçok parametre değerlendirilerek bu kullanıma yönelik optimize bir 

hidrojel formülasyonu dizayn edilmiş ve üretilmiştir.  

Üretilen optimize hidrojel formülasyonunun karakterizasyonları yapılmış optimize 

nanopartikül formülasyonu ile kullanımıyla hedeflenen tedaviye uygun kargo taşıyıcı 

sistem niteliklerini taşıyan bir sistem elde edilmiştir. 
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Nanopartiküllerin hazırlanmasında çözücü buharlaştırma metodu kullanılmıştır. Birçok 

formülasyon parametresinin karşılaştırılması yapılmıştır. Doksorubisin etkin maddesi için 

enkapsülasyon etkinliği yüksek, boyutu 200 nm’nin altında steril olarak elde edilen 

formüller üretilmiştir. 

Formülasyon karakterizasyon değerlendirmeleri sonucunda F3 kodlu formül optimal 

nanopartikül formülasyonu olarak seçilerek ileri deney basamaklarına bu formül ile devam 

edilmiştir.  

Doksorubisinin yanı sıra pEGFP-C1 plazmidi üretilerek saflaştırılmış, optimize formülün 

katyonik sürfektan modifikasyonu ile enkapsülasyonu sağlanmıştır.  

Nanopartikül formülasyonlarının 1,2 ve 3 aylık sürede +4oC ve 25 oC’de stabilite testleri 

yapılmış formülasyonlar elde edilen karakterizasyonlar stabilitelerinin korunduğunu 

göstermiştir. 

Optimize formüller ile elde edilen sistemlerde nihai nanopartikül jel formülasyonlarında 21 

günlük salım testlerinde uzatılmış ve kontrollü bir salım elde edildiği ortaya konulmuştur.  

Fare deneylerinde oluşturulan cerrahi model üzerinde formülasyon etkinlikleri gözlenmiş, 

uzatılmış salım niteliklerinin yanı sıra hidrojel içeren formülasyonlarda yara iyi edici 

etkinliğin arttığı görülmüştür.  

Hazırlanan nanopartikül ve hidrojel formülasyonları ile gerçekleştirilen hücre canlılığı ve 

fare modeli çalışmalarında elde edilen formülasyonları ile bu tez çalışmasında tez için 

belirlenen hedeflere yönelik başarılı sonuçlara ulaşılmıştır. 

Tez çalışması sonrasında gerçekleştirilmesi planlanan çalışmalar ise şu şekildedir; 

Tezde çalışılan pEGFP-C1 ile üretilen nanopartiküler sistemin hücresel ölçekte 

transfeksiyon verimliliği değerlendirilecek ve ticari ürün Lipofectamine ile etkinlik 

karşılaştırması yapılacaktır. Buradan elde edilecek veriler doğrultusunda model plazmid 

yerine terapötik etkinliğe sahip meme kanserine yönelik plazmid taşıyıcı sistemler ile 

çalışmaların devam ettirilmesi planlanmaktadır.   
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EKLER 

EK 1: 5 RPM VİZKOZİTE İÇİN KÜBİK MODELDE ANOVA ANALİZİ 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Ortalama 

Kareler 

F-değeri p-değeri 

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 1 9409.00 61.74 0.0005 

A² 28974.53 1 28974.53 190.14 < 0.0001 

B² 2863.18 1 2863.18 18.79 0.0075 

A²B 122.89 1 122.89 0.8064 0.4103 

AB² 262.02 1 262.02 1.72 0.2468 

A³ 0.0000 0 
   

B³ 0.0000 0 
   

Kalıntı 761.93 5 152.39 
  

Uyumsuzluk 325.13 1 325.13 2.98 0.1595** 

Saf Hata 436.80 4 109.20 
  

Düzeltilmiş 

Toplam 

9.616E+05 12 
   

*: anlamlı, **: anlamlı değil. 
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EK 2: 5 RPM VİZKOZİTE İÇİN ANOVA ANALİZİNDE KODLANMIŞ FAKTÖR 

KATSAYILARI 

Faktör Katsayı 

Tahmini 

Serbestlik 

Derecesi  

Standart 

Hata 

%95 GA 

Alt limit 

%95 GA 

Üst limit 

VBF 

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 

A² 64.54 1 4.68 52.51 76.57 1.02 

B² 20.29 1 4.68 8.26 32.32 1.02 

A²B 7.84 1 8.73 -14.60 30.28 2.00 

AB² 11.45 1 8.73 -10.99 33.88 2.00 

A³ - 
     

B³ - 
     

 

EK 3: 5 RPM VİZKOZİTE İÇİN ANOVA ANALİZİNDE UYUM 

İSTATİSTİKLERİ 

Standart 

Sapma 

Ortalama % 

VK 

R² Düzeltilmiş 

R² 

Tahmin 

Edilen R² 

Yeterli 

Kesinlik 

12.34 649.00 1.90 0.9992 0.9981 0.9777 99.8578 
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EK 4: 10 RPM VİZKOZİTE İÇİN KÜBİK MODELDE ANOVA ANALİZİ 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Ortalama 

Kareler 

F-değeri p-değeri 

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 

A² 14536.58 1 14536.58 278.56 < 0.0001 

B² 1505.79 1 1505.79 28.85 0.0030 

A²B 0.0315 1 0.0315 0.0006 0.9814 

AB² 672.19 1 672.19 12.88 0.0157 

A³ 0.0000 0 
   

B³ 0.0000 0 
   

Kalıntı 260.93 5 52.19 
  

Uyumsuzluk 36.13 1 36.13 0.6428 0.4676** 

Saf Hata 224.80 4 56.20 
  

Düzeltilmiş 

Toplam 

3.754E+05 12 
   

*: anlamlı, **: anlamlı değil. 
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EK 5: 10 RPM VİZKOZİTE İÇİN ANOVA ANALİZİNDE KODLANMIŞ FAKTÖR 

KATSAYILARI 

Faktör Katsayı 

Tahmini 

Serbestlik 

Derecesi  

Standart 

Hata 

%95 GA 

Alt limit 

%95 GA 

Üst limit 

VBF 

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 

A² 45.71 1 2.74 38.67 52.75 1.02 

B² 14.71 1 2.74 7.67 21.75 1.02 

A²B -0.1254 1 5.11 -13.26 13.01 2.00 

AB² 18.33 1 5.11 5.20 31.46 2.00 

A³ - 
     

B³ - 
     

 

EK 6: 10 RPM VİZKOZİTE İÇİN ANOVA ANALİZİNDE UYUM 

İSTATİSTİKLERİ 

Standart 

Sapma 

Ortalama % 

VK 

R² Düzeltilmiş 

R² 

Tahmin 

Edilen R² 

Yeterli 

Kesinlik 

7.22 427.38 1.69 0.9993 0.9983 0.9929 107.9954 
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EK 7: 20 RPM VİZKOZİTE İÇİN KÜBİK MODELDE ANOVA ANALİZİ 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Ortalama 

Kareler 

F-değeri p-değeri 

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 

A² 3936.31 1 3936.31 117.20 0.0001 

B² 666.40 1 666.40 19.84 0.0067 

A²B 0.1921 1 0.1921 0.0057 0.9426 

AB² 59.67 1 59.67 1.78 0.2401 

A³ 0.0000 0 
   

B³ 0.0000 0 
   

Kalıntı 167.93 5 33.59 
  

Uyumsuzluk 45.13 1 45.13 1.47 0.2921** 

Saf Hata 122.80 4 30.70 
  

Düzeltilmiş 

Toplam 

1.452E+05 12 
   

*: anlamlı, **: anlamlı değil. 
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EK 8: 20 RPM VİZKOZİTE İÇİN ANOVA ANALİZİNDE KODLANMIŞ 

FAKTÖR KATSAYILARI 

Faktör Katsayı 

Tahmini 

Serbestlik 

Derecesi  

Standart 

Hata 

%95 GA 

Alt limit 

%95 GA 

Üst limit 

VBF 

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 

A² 23.79 1 2.20 18.14 29.44 1.02 

B² 9.79 1 2.20 4.14 15.44 1.02 

A²B -0.3099 1 4.10 -10.84 10.22 2.00 

AB² 5.46 1 4.10 -5.07 16.00 2.00 

A³ - 
     

B³ - 
     

EK 9: 20 RPM VİZKOZİTE İÇİN ANOVA ANALİZİNDE UYUM 

İSTATİSTİKLERİ 

Standart 

Sapma 

Ortalama % 

VK 

R² Düzeltilmiş 

R² 

Tahmin 

Edilen R² 

Yeterli 

Kesinlik 

5.80 273.46 2.12 0.9988 0.9972 0.9788 83.1469 
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EK 10: SERTLİK İÇİN KÜBİK MODELDE ANOVA ANALİZİ 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Ortalama 

Kareler 

F-değeri p-değeri 

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 

A² 0.0248 1 0.0248 10.86 0.0216 

B² 0.0475 1 0.0475 20.78 0.0061 

A²B 0.0015 1 0.0015 0.6369 0.4610 

AB² 0.0001 1 0.0001 0.0376 0.8539 

A³ 0.0000 0 
   

B³ 0.0000 0 
   

Kalıntı 0.0114 5 0.0023 
  

Uyumsuzluk 0.0045 1 0.0045 2.61 0.1812** 

Saf Hata 0.0069 4 0.0017 
  

Düzeltilmiş 

Toplam 

0.2457 12 
   

*: anlamlı, **: anlamlı değil. 
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EK 11: SERTLİK İÇİN ANOVA ANALİZİNDE KODLANMIŞ FAKTÖR 

KATSAYILARI 

Faktör Katsayı 

Tahmini 

Serbestlik 

Derecesi  

Standart 

Hata 

%95 GA 

Alt limit 

%95 GA 

Üst limit 

VBF 

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 

A² -0.0597 1 0.0181 -0.1063 -0.0131 1.02 

B² -0.0826 1 0.0181 -0.1292 -0.0360 1.02 

A²B -0.0270 1 0.0338 -0.1138 0.0599 2.00 

AB² -0.0066 1 0.0338 -0.0934 0.0803 2.00 

A³ - 
     

B³ - 
     

EK 12: SERTLİK İÇİN ANOVA ANALİZİNDE UYUM İSTATİSTİKLERİ 

Standart 

Sapma 

Ortalama % VK R² Düzeltilmiş 

R² 

Tahmin 

Edilen R² 

Yeterli 

Kesinlik 

0.0478 0.4379 10.91 0.9535 0.8885 -0.2195 11.4257 
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EK 13: SIKIŞTIRILABİLİRLİK İÇİN KÜBİK MODELDE ANOVA ANALİZİ 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Ortalama 

Kareler 

F-değeri p-değeri 

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 

A² 0.0037 1 0.0037 1.21 0.3208 

B² 0.0239 1 0.0239 7.89 0.0376 

A²B 0.0001 1 0.0001 0.0222 0.8875 

AB² 0.0001 1 0.0001 0.0327 0.8637 

A³ 0.0000 0 
   

B³ 0.0000 0 
   

Kalıntı 0.0152 5 0.0030 
  

Uyumsuzluk 0.0093 1 0.0093 6.35 0.0654** 

Saf Hata 0.0059 4 0.0015 
  

Düzeltilmiş 

Toplam 

0.7795 12 
   

*: anlamlı, **: anlamlı değil. 
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EK 14: SIKIŞTIRILABİLİRLİK İÇİN ANOVA ANALİZİNDE KODLANMIŞ 

FAKTÖR KATSAYILARI 

Faktör Katsayı 

Tahmini 

Serbestlik 

Derecesi  

Standart 

Hata 

%95 

GA Alt 

limit 

%95 

GA Üst 

limit 

VBF 

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 

A² -0.0230 1 0.0209 -0.0767 0.0307 1.02 

B² -0.0587 1 0.0209 -0.1123 -0.0050 1.02 

A²B -0.0058 1 0.0389 -0.1059 0.0943 2.00 

AB² -0.0070 1 0.0389 -0.1071 0.0931 2.00 

A³ - 
     

B³ - 
     

EK 15: SIKIŞTIRILABİLİRLİK İÇİN ANOVA ANALİZİNDE UYUM 

İSTATİSTİKLERİ 

Standart 

Sapma 

Ortalama % 

VK 

R² Düzeltilmiş R² Tahmin 

Edilen R² 

Yeterli 

Kesinlik 

0.0551 1.20 4.59 0.9805 0.9533 0.2247 20.2950 
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EK 16: ADHEZİFLİK İÇİN KÜBİK MODELDE ANOVA ANALİZİ 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Ortalama 

Kareler 

F-değeri p-değeri 

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 

A² 0.0115 1 0.0115 4.72 0.0819 

B² 0.0119 1 0.0119 4.89 0.0780 

A²B 0.0002 1 0.0002 0.0943 0.7712 

AB² 0.0001 1 0.0001 0.0432 0.8436 

A³ 0.0000 0 
   

B³ 0.0000 0 
   

Kalıntı 0.0122 5 0.0024 
  

Uyumsuzluk 0.0015 1 0.0015 0.5639 0.4945** 

Saf Hata 0.0107 4 0.0027 
  

Düzeltilmiş 

Toplam 

0.5384 12 
   

*: anlamlı, **: anlamlı değil. 

  



150 

 

EK 17: ANOVA ANALİZİNDE KODLANMIŞ FAKTÖR KATSAYILARI 

Faktör Katsayı 

Tahmini 

Serbestlik 

Derecesi  

Standart 

Hata 

%95 GA 

Alt limit 

%95 GA 

Üst limit 

VBF 

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 

A² -0.0406 1 0.0187 -0.0887 0.0075 1.02 

B² -0.0414 1 0.0187 -0.0894 0.0067 1.02 

A²B 0.0107 1 0.0349 -0.0790 0.1004 2.00 

AB² -0.0072 1 0.0349 -0.0969 0.0824 2.00 

A³ - 
     

B³ - 
     

EK 18: ADHEZİFLİK İÇİN ANOVA ANALİZİNDE UYUM İSTATİSTİKLERİ 

Standart 

Sapma 

Ortalama % 

VK 

R² Düzeltilmiş R² Tahmin 

Edilen R² 

Yeterli 

Kesinlik 

0.0493 0.5069 9.73 0.9774 0.9457 0.7903 17.2069 
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EK 19: KOHEZİFLİK İÇİN KÜBİK MODELDE ANOVA ANALİZİ 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Ortalama 

Kareler 

F-değeri p-değeri 

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 

A² 0.0137 1 0.0137 33.71 0.0021 

B² 0.0111 1 0.0111 27.29 0.0034 

A²B 0.0041 1 0.0041 9.98 0.0251 

AB² 0.0014 1 0.0014 3.52 0.1195 

A³ 0.0000 0 
   

B³ 0.0000 0 
   

Kalıntı 0.0020 5 0.0004 
  

Uyumsuzluk 0.0012 1 0.0012 6.20 0.0674** 

Saf Hata 0.0008 4 0.0002 
  

Düzeltilmiş 

Toplam 

0.0616 12 
   

*: anlamlı, **: anlamlı değil. 
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EK 20: KOHEZİFLİK İÇİN ANOVA ANALİZİNDE KODLANMIŞ FAKTÖR 

KATSAYILARI 

Faktör Katsayı 

Tahmini 

Serbestlik 

Derecesi  

Standart 

Hata 

%95 GA 

Alt limit 

%95 GA 

Üst limit 

VBF 

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 

A² 0.0443 1 0.0076 0.0247 0.0640 1.02 

B² 0.0399 1 0.0076 0.0203 0.0595 1.02 

A²B -0.0450 1 0.0142 -0.0816 -0.0084 2.00 

AB² -0.0267 1 0.0142 -0.0633 0.0099 2.00 

A³ - 
     

B³ - 
     

EK 21: KOHEZİFLİK İÇİN ANOVA ANALİZİNDE UYUM İSTATİSTİKLERİ 

Standart 

Sapma 

Ortalama % 

VK 

R² Düzeltilmiş R² Tahmin 

Edilen R² 

Yeterli 

Kesinlik 

0.0201 0.9618 2.09 0.9670 0.9209 -0.3023 15.1454 
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EK 22: ELASTİSİTE İÇİN KÜBİK MODELDE ANOVA ANALİZİ 

Kaynak Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Ortalama 

Kareler 

F-değeri p-değeri 

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 

A² 4.637E-07 1 4.637E-07 1.92 0.2246 

B² 1.607E-06 1 1.607E-06 6.65 0.0495 

A²B 8.387E-07 1 8.387E-07 3.47 0.1215 

AB² 9.700E-07 1 9.700E-07 4.01 0.1015 

A³ 0.0000 0    

B³ 0.0000 0    

Kalıntı 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   

Düzeltilmiş 

Toplam 
0.0000 12    

*: anlamlı, **: anlamlı değil. 
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EK 23: ELASTİSİTE İÇİN ANOVA ANALİZİNDE KODLANMIŞ FAKTÖR 

KATSAYILARI 

Faktör Katsayı 

Tahmini 

Serbestlik 

Derecesi  

Standart 

Hata 

%95 GA 

Alt limit 

%95 GA 

Üst limit 

VBF 

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 

A² 0.0003 1 0.0002 -0.0002 0.0007 1.02 

B² 
-0.0005 1 0.0002 -0.0010 

-1.439E-

06 
1.02 

A²B 0.0006 1 0.0003 -0.0002 0.0015 2.00 

AB² -0.0007 1 0.0003 -0.0016 0.0002 2.00 

A³ - 
     

B³ - 
     

 

EK 24: ELASTİSİTE İÇİN ANOVA ANALİZİNDE UYUM İSTATİSTİKLERİ 

Standart 

Sapma 

Ortalama % VK R² Düzeltilmiş 

R² 

Tahmin 

Edilen R² 

Yeterli 

Kesinlik 

0.0005 0.9983 0.0492 0.9352 0.8446 0.8586 11.7243 
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EK 25: ETİK KURUL KARARI 
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