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ONSOZ

Bu ¢aligmada hepatoselliiler karsinom tedavisinde antikanser aktivitesinden
yararlanmak tiizere piroksikamin polimerik nanopartikiiler ila¢ tasiyici sisteminin
gelistirilmesi amaglanmus ve 3% faktoriyel deney tasarmm kullamlarak hazirlanan
polimerik nanopartikiillerin etken madde ylikleme etkinligi, partikiil bliytkligi ve
polidispersite indeksi, zeta potansiyeli, morfolojik 6zellikleri arastirilmistir. Ayrica
piroksikam yiiklii nanopartikiiller etken madde aciga ¢ikis hizi, stabilite ve
antiproliferatif aktiviteleri bakimindan incelenerek bu kapsamda hazirlanan
formiilasyonlar degerlendirilmistir.
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1. GIRIS

Kanser c¢esitleri arasinda mortalite bakimindan dordiincii sirada yer alan
hepatoseliiler karsinom tanm1 konulduktan sonraki diisiik sagkalim orani nedeniyle
alternatif tedavi seceneklerine ihtiya¢ duyulan bir hastaliktir (Diinya Saglik Orgiitii,
‘Cancer’, Erisim: 22 Kasim 2020). Polimerik nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerle
sahip olduklar1 ozellikleri sayesinde hepatoseliiler karsinomda da umut verici
sonuglar elde edilmektedir. Kronik enflamasyonu engelleyen COX (Siklooksijenaz)
inhibitorleri polimerik nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerle uygulandiginda
antiproliferatif etki gostermektedirler (Ahmadian ve ark.,2018; Jin ve ark., 2014).
Hepatoseliiler karsinomda nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler ve oksikam grubu
COX inhibitorii etken maddeler iizerinde antiproliperatif etkiye yonelik mevcut
caligmalar bulunmakta ve arastirmalar devam etmektedir (Cervello ve Montalto,
2006).

1.1. Kanser Nedir?

Kanser hiicrelerin ya da dokularin biiylimesini ve boliinmesini kontrol eden gen
mekanizmalarinin bozulmasi sonucunda hiicrelerin ya da dokularin anormal diizeyde
cogalmasi ile ortaya ¢ikan ve diinyadaki en 6liimciil hastaliklardan biri olarak kabul
goren somatik genetik hastaliklarin en yaygin ve en karmasik olanmidir (Abriata ve
ark., 2019; Rajeshkumar, 2016; Yokus ve Ulker, 2012). Kanser tiirlerinin Diinya
Saglik Orgiitii’niin 2018 tahmini verilerine gore diinyada goriilme siklig1 ve mortalite
oranlart sirasiyla Sekil 1.1 ve Sekil 1.2°de goriilmektedir. Kanser diinya ¢apinda
morbidite ve mortalite oranlarinda 6énemli bir paya sahiptir. (Rajeshkumar, 2016;
Villanueva ve ark., 2013; Yokus ve Ulker, 2012). DSO’ye gore sadece 2018’de
tahmini 9,6 milyon 6liimden sorumlu olan kanser, kiiresel olarak 6liim nedenleri
arasinda ikinci siradadir. Kiiresel agidan yaklasik alti oliimden biri kanser
kaynaklidir. Kanser kaynakli oOliimlerin ortalama %70'1 disik ve orta gelirli

iilkelerde gozlenmektedir (Diinya Saglik Orgiitii, ‘Cancer’, Erisim: 22 Kasim 2020).



Akciger Kanseri 2.093.876
(%11.,6)

Diger kanser tiirleri
8.323.793 (%46)

Gogiis Kanseri
2.088.849 (%11,6)

Kolorektum

Kanseri
1.849.518
(%10.2)

Prostat Kanseri
1.276.106 (%7,1)

Ozofagus Kanseri
572.034 (%3.2)

Mide Kanseri

; : 1.033.701 (%5.7)
Karaciger Kanseri

841.080 (%4.7)
Sekil 1.1. DSO 2018 tahmini kanser cesitlerinin insidans dagilimi (Global Cancer
Observatory, (GCO), Cancer Today, Erisim: 30 Kasim 2020).

Akciger Kanseri
1.761.007 (%18.4)

Diger Kanser
Tiirleri 3.781.406
(%39.6)
Kolorektum
I Kanseri 880.792
(%9.2)
Mide Kanseri
782.685 (%9.2)
Pankreas Kanseri
432.242 (%4.5) Karaciger Kanseri

781.631 (%8.2)

Ozofagus Kanseri Gogiis Kanseri
508.585 (%5.3) 626.679 (%6.6)

Sekil 1.2. DSO 2018 tahmini kanser cesitlerinin mortalite dagilimi (Global Cancer
Observatory, (GCO), Cancer Today, Erisim: 30 Kasim 2020).

1.1.1. Kanser Olusumu

Kanserlerin temel olusum mekanizmasinin sebebi DNA diziliminde meydana

gelen beklenmedik degisikliklerdir. Bu hastaligin %10 ile %15’lik kisminin



ebeveynden bebege genetik olarak gectigi, %85 ile %90’k kisminin yasam
stiresince canli hiicrelerde bulunan DNA’nin cesitli sebeplerle hasara ugramasi
sonucu meydana geldigi diistiniilmektedir (Rajeshkumar, 2016; Villanueva ve ark.,
2013; Yokus ve Ulker, 2012). Bu sebepler hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki
bozukluklar ve bunu takip eden hiicre siklusu anormallikleri, apoptozda meydana
gelen bozulmalar, protoonkogenler ve onkogenlerde anormal hiicre bolinmesi ya da
farklilagsmasi lehine degisikliklerdir (Corn ve EI-Deiry, 2002). Hiicre siklusunu
kontrol eden genlerdeki hasar, hiicrenin siradis1 bir bigimde biiylimesi ve
bolinmesine yol agarak kanser klonu olugmasina sebep olmaktadir (Rajeshkumar,
2016; Villanueva ve ark., 2013; Yokus ve Ulker, 2012). Anormal sekilde boliinen ya
da biiyiiyen hiicre toplulugu ilk olarak bulundugu doku ya da organmi baskilayarak

normal islevini yerine getirmesini engellemektedir (Oylar ve Tekin, 2011).

Protoonkogenlerin iglev gordiigii apoptoz ise programlanmis hiicre Sliimiidiir.
Neoplazinin sebebi olarak yaygin goriis hiicre ¢ogalmasindaki artis olmasi iken,
yakin zamanda kanser hiicrelerinin programlanmig hiicre O6limii siirecine
girememeleri hipotezi destek gormektedir. Apoptoz baglaminda kanser hiicreleri
aslinda hiicre boliinmesi ve takiben hiicre ¢ogalmasi ile oliim arasindaki
dengesizlikten olusmaktadir. Ayni zamanda geri doniisiimsiiz bir sekilde zarar
gérmiis hiicre i¢cin en 1yl savunma mekanizmasi olan apoptoz yetenegi
kaybedildiginde hasarli DNA’ya sahip hiicreler meydana gelmekte ve cogalma
devam etmektedir (Corn ve EI-Deiry, 2002). Apoptozu uyaran ve inhibe eden
genlerdeki bir mutasyon ise kansere neden olmaktadir (Rajeshkumar, 2016;
Villanueva ve ark., 2013; Yokus ve Ulker, 2012).

1.1.2. Kanserde Rol Oynayan Risk Faktorleri

Kanserin risk faktorleri c¢evresel ve genetik faktorlerden olusmaktadir.
Cevresel faktorler igerisinde radyasyon, pestisit maruziyeti oldugu gibi yasam
sekline baglh faktorlerde mevcuttur. Bunlar sigara igmek, alkol tiikketmek, sebze ve

meyve orani diisiik diyet, fiziksel aktivite yetersizligi gibi yasam tarziyla ilgili



faktorlerdir. Genetik bozukluklar da kanser igin risk faktorii olabilmektedir. Wiskott-
Aldrich ve Beckwith-Wiedemann sendromlar1 gibi bagisiklik sistemini etkileyen
genetik bozukluklar da kansere yol acabilmektedir. Bunlarin disinda belirli viriislere
maruziyet de risk faktorii olabilmektedir. Epstein-Barr, HIV gibi viriislerin ¢ocukluk
donemlerinde goriilen kanser tiirleri ile baglantili oldugu diisliniilmiis ve olasilikla
viriisiin hiicrelerde degisikliklere yol agtig1 sonrasinda bu degisen hiicrelerden yine
degismis hiicreler meydana geldigi ve bu hiicrelerden de kanserli hiicrelerin olustugu
sonucuna varilmistir (Goyal ve Kumar, 2014). Virlis maruziyetinin risk faktori
oldugunu bir baska Ornekle de agiklamak miimkiindiir. Bu kanserlerden biri de
Hepatit B ve Hepatit C viriislerinin olusturdugu hepatoseliiler karsinomadir

(Breuhahn ve ark., 2011).

1.1.3. Kanser Tedavi Se¢enekleri

Kiiresel ¢apta kanser tedavisinde kullanilan temel tedavi yontemleri; cerrahi
yontemler, radyasyonla tedavi, kemoterapi ve immunoterapidir (Masood, 2016).
Cerrahi operasyon kanser tedavisinde en yaygin kullanilan yontemlerden biridir.
Hastaliktan etkilenmis doku viicuttan c¢ikarilmakta ve beraberinde radyoterapi ve
kemoterapi ile tedaviye devam edilmektedir. Radyasyonla tedavide gama 1sinlari,
yiiklii parcaciklar yardimiyla kanserli bolgeye yiiksek enerjili radyasyon isinlari
gonderilmektedir. Viicudun i¢c ya da dis kismindan olacak sekilde
uygulanabilmektedir. Bu tedavi kanserli doku hiicrelerinin gen yapisini bozarak
cogalmasini dnlemeyi saglamakta ve kullanilan 1sinlara olduk¢a duyarl tiimorlii yap:
yok edilmektedir. Kemoterapi ise kanserli hiicre ya da dokunun ilagla tedavisini ifade
etmektedir (Goyal ve Kumar, 2014). Diisiik molekiil agirligina sahip kemoterapotik
ilaglar yiiksek farmakokinetik dagilim hacmi sergilerler bu sebeple sitotoksisite
lehine sonuclar dogurmaktadirlar. Bu ilaglar viicuttan hizli bir sekilde elimine
edildiklerinden sitotoksisite olusturacak terapdtik yanit olusturmak icin daha yliksek
derisimde kullanilmalar1 gerekmektedir (Kumari ve ark., 2016). Kullanildiklart
yiiksek doz seviyesi ile oldukca yiiksek sitotoksisite kapasitesine sahip ilaclar

kullanildigindan ¢ogu zaman normal doku ve hiicrelerde zarar gorebilmektedir.



Kullanilan ilaglar hiicre boliinmesine etki etmektedir dolayistyla siirekli boliinme
ozelligine sahip doku ve hiicrelerde birtakim istenmeyen yan etkiler olusmaktadir.
Kemik iligi hiicreleri, gastrointestinal sistem ve sa¢ folikiilleri bunlardan bazilaridir
(Souto, 2011). immunoterapi geleneksel tedavilerle kiyaslandiginda yeni bir tedavi
sekli olup viicudun bagisiklik sistemi ile entegre olan kanserle savasan hiicrelerin
ortadan kaldirilmasina yonelik olarak kullanilanlar interferon, monoklonal antikorlar,

asilar, gen terapisi, interlokinlerdir (Goyal ve Kumar, 2014).

1.1.4. Kanser Tedavisinde Siklooksijenazlarin Yeri ve Onemi

Kanserin baglamas1 ve ilerlemesi; hiicre proliferasyonu, hiicre gocii, kan ya
da lenf damarlarina dogru yayilim, metastaz olusmus bolgelerde yapisma ve sonug
olarak tekrar tiimor olusumu meydana gelmesi seklinde kademeli olaylardir. Kanser
baslangic bolgesinde ve yeni tiimor olusan bolgelerde tiimdr hiicresinin
fonksiyonlart; biiyiime faktorleri ve reseptorleri, kemokinler, niikleer reseptorler,
hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre-matris etkilesimleri ve arasidonik asitten olusan
prostaglandinler gibi onciiller ile kontrol edilmektedir. COX ve lipooksijenazlar
(LOX) 1ile bu enzimlerden arasidonik asitten {iretilen eikosanoid iriini
prostanoidlerin timor hiicreleri tarafindan da olusturuldugu gézlemi ve bu enzimlerin
hiicre biiylimesini, hiicrenin yagamini siirdiirebilmesini, gé¢iinii diizenledigi bulgusu,
kanser tedavisinde rol oynayabileceklerini diistindiirmiistiir. 1980’11 yillarin sonlarina
kadar tek bir COX sekli bilinirken 1990’11 yillarda COX-2 adiyla bir COX izoformu
daha tanimlanmistir (Schneider ve Pozzi, 2011). Giintimiizde ise COX enziminin
viicutta artik iic ¢esidi bulundugu one siirlilmektedir. Bunlar arasidonik asidi
prostaglandinlere doniistiiren COX-1, COX-2 ve yeni izoform COX-3’tiir (Giinaydin
ve Bilge, 2018). COX-1 viicudun bir¢ok dokusunda yapisal olarak sentezlenerek
fizyolojik siireglere katilmaktadir (Hidalgo-Estévez ve ark., 2020). Gastrointestinal
sitoproteksiyon, bdbreklerde vazodilastasyon, trombositler tarafindan agregatif
prostanoid tromboksan iiretimi bu fizyolojik siireg¢lerden bazilaridir (Kapoor ve ark.,
2010). COX-2; makrofajlar, enflamatuvar sitokinler biiyiime faktorleri ile uyarilarak
10-80 kat artmakta ve iltihapli dokularda bulunmaktadir (Giinaydin ve Bilge, 2018;



Subongkot ve ark, 2003). COX-2 yalnizca enflamasyon sirasinda olusan bir enzim
degil bobrekler gibi saglikli organlarda az miktarda bulunabilen bir enzimdir. COX-3
omurilik ve serebral korteksten salgilanan endotel hiicreleri, monositler ve kalpte
bulunabilen COX-1 ile ayn1 genden meydana gelen sekli olmasina karsin islevi halen
kesin olarak saptanamamistir (Giinaydin ve Bilge, 2018). COX ve LOX, timor
hiicresi proliferasyonu, biiyiimesi, hiicrenin yasamini devam ettirmesinde direkt
olarak rol oynayarak tiimorijenez meydana getirmektedirler (Schneider ve Pozzi,
2011). Ayrica COX-2 izoformunun asir1 ekspresyonu ¢ogu kanserde olusmakta ve
timoriin ileri seviyelere ulagsmasinda rol oynamaktadir (Thomas ve Morton, 2017).
COX-1 izoformunun kanserdeki potansiyel roliine nispeten daha az yer verilmesine
karsin cilt ve bagirsak kanserlerinde etkisi kanitlanmigtir. COX-1; gdgiis, prostat,
yumurtalik kanserlerinde artan diizeydedir ve yapilan aragtirmalar COX-1 geninin
yok edilmesi sonucu Min farelerinde intestinal tiimdrijenez seviyesinin azaldigini

ortaya koymustur (Cervello ve Montalto, 2006).

1.1.5. Kanser Tedavisinde COX inhibitorlerinin Rolii

Steroid olmayan antienflamatuvar ilaglar (NSAII) analjezik, antipiretik ve
antienflamatuvar etkinlik gostermektedirler (Giinaydin ve Bilge, 2018). NSAIl’ler
COX enziminin gii¢lii inhibitorleridir (Li ve ark., 2009). Bu gruptaki molekiiller
kanserin Onlenmesi i¢in gelecek vaat etmektedir. Bu bulgu, tiimor hiicrelerinin
bliylimesini  uyaran  prostaglandinlerin ~ olusumunu  inhibe etmelerinden
kaynaklanmaktadir (Denda ve ark., 1997). Ayrica bilim insanlarinin neoplastik
bolgelerde tespit ettikleri artmis prostaglandin seviyeleri bu ajanlarin  ve
metabolitlerinin timor olusumuna katkida bulunduklarini ortaya koymustur (Hawk
ve ark., 2002). Prostaglandinler ates, agri, enflamasyon onciilleridirler (Giinaydin ve
Bilge, 2018). Kronik enflamasyon ise kanser i¢in temel bir risk faktorii olarak
tanimlanmaktadir. Antienflamatuvar bir ajanin kullanimi bu patogenezin Oniine
gegmekte ve tiimor olusumu engelleyen sekilde sonuglar vermektedir (Shiff ve ark.,

2003). Prostaglandin seviyesinin azalmasi hiicre proliferasyonunun engellenmesi ve



anjiogenezin inhibisyonu ile sonuclanmakta ve NSAIl’ler bdylelikle antitimor

etkilerini gostermektedirler (Schmidt ve ark., 2001).

Li ve ark. (2009) tarafindan NSAIl grubundan bir etken madde olan
ibuprofen ile timor anjiogenezi tlizerine calisilmis ve ibuprofenin prostaglandin
sentezini engellemesinin yani sira hiicre i¢i anjiogenezde de inhibe edici etkisinin
oldugu sonucuna varilmustir. Kolorektal kanserde uzun siireli aspirin ve NSAII
kullanimi riski %40-%50 oraninda azaltmaktadir (Kapoor ve ark., 2010). Leahy ve
ark. (2002) tarafindan sican korneasinda selektif COX-2 inhibitorii selekoksib ile
yapilan bir caligmada ise antiproliferatif bulgular elde edilmis ayrica timor
hiicrelerinin apoptozunda da artiglar saptanmistir. Goldman ve ark. (1998) tarafindan
yine farelerde HCA-7 hiicre hatlarinda yapilan bir bagka ¢alismada meloksikam ile
tedaviden dort hafta sonra tiimdr boyutlarinda %51 oraninda azalma belirlenmistir.
Anderson ve ark. (2002) tarafindan pankreas kanserine yonelik olarak yapilan bir
arastirmada ise yedi yil boyunca arastirmaya katilanlarin verileri takip edilerek

aspirin kullaniminin kemopreventif olabilecegi sonucuna varilmstir.

1.2. Hepatoselliiler Karsinom

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi verilerine gore karaciger kanseri diinya
izerinde insidans orani olarak tiim toplum {izerinde kanser cesitleri icerisinde besinci
sirada yer almaktadir. Mortalite oranlar1 géz oniinde bulunduruldugunda ise tigiincii
sirada bulunmaktadir (Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi, ‘Cancer’, Erisim: 15
Ekim 2020). Diinya Saglik Orgiitii'niin 2018 verilerine gore karaciger kanserinin
diinyada her iki cinsiyet ve yas gruplarinda insidans oranlar1 Sekil 1.3‘te, mortalite
oranlart Sekil 1.4’de goriilmektedir. Hepatoseliiler karsinom, diinya ¢apinda en sik
goriilen primer karaciger kanseri tiiriidiir ve karaciger kanseri vakalariin %75’ini
olusturur. Hepatoseliiler karsinom ilerleyen evrelerine kadar spesifik bir semptom
gostermeyen oldukca agresif bir hastaliktir (Al-Shakarchi ve ark., 2018). Uzun bir
latent donemine sahip oldugu icin hepatoseliiler kanser gelisen hastalara tam

kondugunda hastalik orta ya da ileri seviyeye ulasmis durumdadir. Bu sebepten 6tiirii



bu asamadan once tedavi edilmesi oldukga gii¢ bir hastaliktir (Zhang ve ark., 2016).

Tan1 konduktan sonraki bes yillik hayatta kalma orani ise %5’ten daha azdir (Li ve
ark., 2015).

Okyanusya 3988
(%0.47)

Kuzey Amerika
41.851 (%5)

Afrika
64.779
(%7.7)

Latin Amerika
ve Karavipler
38.400 (%4.6)

Asya 609.596
(%72.5)

Toplam: 841.080

Sekil 1.3. Karaciger kanserinin kitalara gore insidans dagilimlar1 (Global Cancer
Observatory, (GCO), Cancer Today, Erisim: 30 Kasim 2020).

Latin Amerika ve

Karayipler 36.436 (%4.,7)

Okyanusya 3650
(%0.47)

Kuzey Amerika
34.339 (%4.4)

Afrika 63.562
(%8.1)

Avrupa 77.375
(%9.9)

Asya 566.269
(%72.4)

Toplam: 781.631

Sekil 1.4. Karaciger kanserinin kitalara gore mortalite dagilimlar1 (Global Cancer
Observatory, (GCO), Cancer Today, Erisim: 30 Kasim 2020).



Hepatoseliiler karsinom, teshis edilene kadar semptom gostermemekte ancak
semptom gosterdiginde de ates, gozde ve ciltte sarilik, karinda agr1 ve sisme
halsizlik, kilo kaybi1 gibi kronik karaciger hastaliklarinda goriilebilen belirtileri
gostermektedir. Asemptomatik hastalarinda tespit edilebilmesi amaciyla bu
hastaligin risk grubuna giren kisilere belirli periyotlarda hepatoseliiler karsinom
taramasi yaptirmalar1 tavsiye edilmektedir. Bu taramada serum alfa-fetaprotein
testleri, ultrason, MRI ve CT yer almaktadir (Janevska ve ark., 2015). Patolojik tani
ise timorlii dokudan biyopsi ve s6z konusu dokunun etrafindaki parankimi de
kapsamaktadir (Verslype ve ark., 2012). En basarili tedavi i¢in hastaligin oldukga

erken evrelerde tespit edilmesi 6nemlidir (Balogh ve ark., 2016).

Karaciger kanserine yonelik ¢esitli klinik ve patolojik evrelendirme sistemleri
bulunmaktadir. Bunlar arasinda en kabul goren ve kullanilan evrelendirme sistemi
Barselona Klinik Karaciger Kanser (BCLC) evrelendirme sistemidir (Balogh ve ark.,
2016). Bu sistem hepatoseliiler karsinomlu ve siroz Oykiisii olan hastalarda
kullanilmaktadir. Hastalik evre 0, A, B, C ve D olarak gruplandirmistir. Evre 0 ve A
grubu kiiratif tedavilerden yarar gorebilecek hasta grubunu temsil ederken evre D
yasam kalitesini de diigiirecek diizeyde ilerlemis seviyeyi ifade etmektedir (Verslype
ve ark., 2012).

1.2.1. Hepatoseliiller Karsinomda Risk Faktorleri

Hepatoseliiler karsinomanin baslamasi ve ilerlemesine neden olan risk faktorleri
Hepatit C ve B viral enfeksiyonlar1 ile hemokromatoz gibi genetik hastaliklar,
cinsiyet, cografi bolge, diyabet Oykiisii, alkol tiiketimi, sigara, obezite, aflatoksin
maruziyeti gibi etkenlerdir (Balogh ve ark., 2016; Breuhahn ve ark., 2011; Hatzaras
ve ark., 2014). Bu risk faktorleri arasinda Hepatit B ve C viriisii, alkol tiiketimi ve
buna bagl olarak da gelisebilen siroz, aflatoksin maruziyeti 6ne ¢ikmaktadir. O
kadar ki hepatoseliiler karsinoma vakalarinin %350’sini Hepatit B enfeksiyonu,

%25’ini Hepatit C enfeksiyonu olusturmaktadir (Janevska ve ark., 2015).



Hepatit B enfeksiyonuna yol agan virlis DNA virlisidiir ve kendi genetik
materyalini bulundugu hepatik hiicreye aktarabilmektedir. Bu sebeple dogrudan
genetik yapiyr degistirebilmektedir. Hepatit B Oykiisiiniin hepatoseliiler karsinoma
oranini artirmadaki temel sebebi de bu durumdur (Janevska ve ark., 2015). Meydana
gelen genetik hasar kansere yol agmaktadir (Marrero ve ark., 2018). Hepatit B
viriisiinde tasiyici olmak dahi hepatoselliiler karsinom riskini 223 kat artirmaktadir

(Balogh ve ark., 2016).

Hepatit C enfeksiyonuna yol agan viriisiin RNA viriisii olmas1 konak hiicreye
entegrasyona imkan vermedigi icin apoptoz yolagi ya da timoér olusumunda
degisikliklere yol agma gibi nedenlerle hepatoseliiler karsinom tablosu olusmaktadir.
(Janevska ve ark., 2015). Bu enfeksiyonla karsilasmis bireylerde viriis ilk etapta
kaybolmamakta ve enfeksiyon kroniklesmektedir. Boylelikle devamli enflamasyon
ile hepatosit rejenerasyonunu takip eden siroz gelismektedir. Bu ilerleyis,
kromozomlarda hasar olusturmakta ve hepatokarsinogenez meydana gelmektedir

(Gomaa ve ark., 2008).

Giinliik agir alkol tiiketiminin uzun siire boyunca devam etmesi hepatoselliiler
karsinomaya yol agmaktadir (El-Serag ve Kanwal, 2014). Aflatoksin ise iklim ve
saklama kosullarina bagli olarak nemli ve sicak ortamlarda tahil trtinleri, baklagil
grubu besinler, misir ya da yer fistig1 gibi iriinlerde Aspergillus tiirli mantarlarin
tirettigi bir toksindir. Aflatoksin maruziyetinin yiiksek seviyede oldugu bolgelerde
hepatoselliller karsinom diizeyinin de yiiksek olmasi risk faktorii olarak

diistiniilmesine yol agmistir (Balogh ve ark., 2016; Gomaa ve ark., 2008).

Cinsiyete bagl olarak hepatoseliiler karsinom gelisme riskinin erkek bireylerde
daha yiiksek gdzlemlenmesinin temel nedeni kadin bireylere gore daha fazla alkol
tilketmeleri, sigara icmeleri ve nispeten daha yliksek viicut kitle endeksine sahip
olmalari ile iligkilidir (Balogh ve ark., 2016). Fakat bu risk hormonlara da baglidir.
Erkek bireylerde bulunan yiiksek testosteron hormonu seviyesi hepatosit hiicre

siklusu lehine islev gosterir ve hepatokarsinogenezin olusumuna hiz katmaktadir.
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Kadin bireylerde bulunan o&stradiol hormonu ise hiicre siklusu diizenleyicilerini
inhibe edici etki gosterdiginden karaciger kanseri riskini azaltmaktadir (Marrero ve

ark.,2018).

1.2.2. Hepatoselliiler Karsinomda Tedavi Secenekleri

Tedavi segenekleri arasinda girisimsel yontemler olarak cerrahi rezeksiyon,
karaciger transplantasyonu sayilabilirken, cerrahi islem gerektirmeyen secenekler
olarak  da  transarteriyal kemoembolizasyon (TACE), transarteriyal
radyoembolizasyon (TARE) ve sistemik tedaviler yer almaktadir (Balogh ve ark.,
2016; Marrero ve ark., 2018). Hepatoselliiler karsinomun tedavisinde hangi yontemin
kullanilacagi, tiimoriin morfolojisine ve bulundugu bdlgeye, etrafindaki dokularla
iligkisine, tlimoér miktarmma, damarlanma durumuna ve altta yatan Kkaraciger
fonksiyonuna gore degismektedir. Teshis konulan hastalarda hastalik ilerlemis
durumda oldugu i¢in bu durum uygulanan tedavilerden alinabilecek olumlu yaniti

zorlagtirmaktadir (Hatzaras ve ark., 2014).

Cerrahi rezeksiyon hastaligin erken evrelerinde bulunan ve yeterli karaciger
fonksiyonuna sahip olan kisilere uygulanmaktadir ve % 60’in {izerinde bes yillik
sagkalim orani saglamaktadir (Flores ve Marrero, 2014). Karaciger nakli de
hastaligin erken evresindeki hastalar i¢in son derece etkin bir tedavidir ancak organ
bagisinin az olmasi bu yontemin uygulanabilirligini kisitlamaktadir (Marrero ve ark.,
2018). TACE intraarteriyal girisimle uygulanan bir tedavidir. Tiimor beslenmesini
saglayan arteriyal uzantilara kemoterapotik ilaglarin dogrulan verilmesi temel tedavi
secenegidir ve soz konusu bolgede spesifik embolizasyon olusturmaktadir. Tatbik
edilen kemoterapdtik ilacin etkisi ve olusan iskemi tiimorde nekroz meydana

getirmektedir (Hatzaras ve ark., 2014).

Transarteriyal radyasyonda Ytrium-90 adli bir radyoizotop transarteriyal
kemoembolizasyondakine benzer yollarla tiimér dokusuna uygulanmaktadir (Balogh

ve ark., 2016). Boylelikle minimum seviyede cerrahi girisimle tedavi gergeklesmis
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olmaktadir (Marrero ve ark., 2018). Bu tedavi segenekleri erken ve bazen orta seviye

hepatoselliiler karsinomlara uygulanabilmektedir (Flores ve Marrero., 2014).

Sistemik tedavi ise rezeksiyona, karaciger nakline, arteriyal girisimlere izin
vermeyen ileri asama hepatoselliiler karsinomda kullanilmaktadir. Sistemik tedavi
kemoterapotik ilaglarla tedaviyi kapsamaktadur. Bu amagla giiniimiizde en sik
kullanilan ilag ise sorafenibtir (Balogh ve ark., 2016). Sorafenib, Amerika Gida ve
Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis bir ilagtir ancak cesitli yan etkilere de
sahiptir (Shoshan ve ark., 2019). En yaygin rastlanan yan etkiler ishal, halsizlik, el ve

ayak derisinde reaksiyonlardir (Bruix ve Sherman, 2011).

1.2.3. Hepatoselliiler Karsinom Tedavisinde COX Inhibitorlerinin Yeri

Tiimor dokularinda yiiksek diizeyde COX-1 ve COX-2 izoformlarinin bulunmasi
ve bu enzimlerin prostaglandin olusumunda rol oynamalari, hepatoseliiler karsinom
tedavisinde COX inhibitorlerinin kullanilabilirliginin arastirilmasinin  yolunu
acmistir. COX-2 enzimi hiicre proliferasyonu, apoptoz ve anjiogenezde etkilidir.
Hiicre proliferasyonunda etkili olmasinin sebebi ise prostaglandinlerin olusumunda
gorev almasindan kaynaklanmaktadir. Prostaglandin diizeyi sican hepatositleri ve
insan hepatoseliiler karsinom hiicre proliferasyonunda artmaktadir. Hepatoseliiler
karsinom acisindan farklilagsmis dokular ve normal dokular kiyaslandiginda
farklilasmis dokularda yiiksek oranda COX-2 enzimi tespit edilmistir. Dolayisiyla
COX-2 enzim inhibisyonu, bu ajanlarin hepatoseliiller karsinom tedavisinde
kullanimini akla getirmektedir. Bu yaklasim, COX-2 enzim inhibisyonunun hepatom
hiicre  biliylimesinin  baskilanmasin1  da  indiikledigini  gOsteren  verilerle

desteklenmektedir (Cervello ve Montalto, 2006).

Cervello ve Montalto (2006) tarafindan yapilan ¢alisgmalarda COX-1 enzim
inhibisyonunun da hepatoseliiler karsinomda etkili olabilecegi bulunmustur.
Hepatoseliiler karsinomlu doku ve etrafindaki saglam dokular COX-1 enzim igerigi

acisindan degerlendirilmis ve farklilasmis hepatoseliiller karsinom hiicrelerinde
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olduke¢a yiiksek oranda COX-1 ekspresyonu ile karsilagilmistir. Bu durum COX-1

enzim varliginin erken dénem hiicre biiylimesinde rol oynayabilecegini gostermistir.

1.3. Nanopartikiiler fla¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanopartikiil kavrami bilim diinyasmna 1960’1 yillardan sonra girmistir. Nano
Olcekli materyallerin ilag tedavisinde kullanilabilecegi fikri alman bakteriyolog Paul
Erlich tarafindan 6ne atilmis, 1959°da Amerikan Fizik¢iler Dernegi toplantisinda
fizik bilim insan1 Richard Feyman’in ‘asagida ¢ok yer var’ sdylemi ile gliniimiize

girmistir (Chugh ve ark., 2018).

Nanopartikiiller boyutlar1 1-1000 nm arasinda degisen, fizik, kimya, biyoloji ve
tip gibi farkli alanlarda kullanilabilen ¢esitli nano boyutlu ilag tasiyici sistemler igin
kullanilan genel bir ifadedir. Bu sistemler alisilagelmisin disinda optik, mekanik,
termal ve manyetik 6zelliklere de sahip olabilmektedirler (Goyal ve Kumar, 2014;
Kumari ve ark.,, 2016). Tasidiklart bu 6zellikler farmasotik, terapotik ve
biyoteknolojik c¢aligmalarin yanisira tibbi goriintiileme, biyomedikal ve teshis

alanlarinda da kullanilma imkan1 sunmaktadir (Kadian, 2018; Liu ve ark., 2019).

Nanopartikiiller, kullanim alanlarina yonelik yelpazenin genis olmastyla,
boyutlariyla, sekil ozellikleriyle, farkli tasarimlara firsat veren nano Olgekli
sistemlerdir. Cok kiiciik boyutlarda olabilmeleri ve kullanim amaclarma gore
boyutlarinin ayarlanabilmesi, yliksek ylizey alanlari, hedefe yonelik farkli ligandlarla
yiizey Ozelliklerinin modifiye edilebilmesi, farkli sekil o6zelliklerine sahip
olabilmeleri  dolayisiyla ilag tasiyict  sistemler olarak yogun  sekilde
aragtirtlmaktadirlar (Kumari ve ark., 2016; Wang ve ark., 2020). Sahip olduklari
kiigiik ve kontrol edilebilir boyut o6zellikleri, tasidiklar1 terapdtik ajanin in vivo
biyodagilim 6zelliklerinde de 6nemli islevler gostermektedir (Kadian, 2018; Kumari
ve ark., 2016).
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Yiiklenmis etken maddenin stabilitesini artirabilmekte, biyoyararlanim profilini
iyilestirebilmekte ve dozlama sikligin1 azaltabilmektedirler (Kadian, 2018).
Nanopartikiiler ilag tasiyic1 sistemin boyut dagilimi, retikiiloendotelyal sistem
vasitastyla aciga c¢ikan etken maddenin sistemik dolasima katilabilmesini
saglamaktadir (Kumar ve ark., 2017). Ayrica boyutlar1 karaciger ve bobrek
klirensinde de etkilidir. Nano boyutlar1 sayesinde artmig spesifik ylizey alanlari,
etken madde ile biyolojik membranlarin etkilesimlerinin ve ¢oziintirliik 6zelligi zayif
olan molekiillerin emilim miktarinin artmasini saglamaktadir (Kumari ve ark., 2016;
Wu ve ark., 2018). Etken maddenin hedeflendirilebilmesi ve kontrollii salim
profilinin temin edilmesi ilaglarin farmasotik ve terapotik ozelliklerinin

iyilestirilebilmesi agisindan 6nemli bir yaklasimdir (Foroud ve ark., 2018).

1.3.1. Polimer Bazh Nanopartikiiler ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Polimerik  yapili  nanopartikiiller;  lipozomlar, niozomlar, miseller,
nanoemiilsiyonlar gibi diger ilac tasiyici sistemlerle karsilastirildiklarinda nispeten
daha yiiksek kimyasal ve biyolojik stabilite gostermektedirler. Ayrica etken madde
salim ozellikleri de daha kolay modifiye edilebilmektedir. Bu sebepler ilag tasiyici
sistemler arasindaki kullanimlarin1 yaygin hale getirmektedir (Contreras-Caceres ve
ark., 2019; Kandasamy ve ark., 2019). Polimerik nanopartikiiller boyut 6zellikleri,
kullanom  amacma  gore yiizey  Ozelliklerinin -~ modifiye  edilebilmesi,
hedeflendirilebilmeleri ve kontrollii salim saglayabilmeleri sayesinde 6zellikle kanser
terapisinde oldukga one ¢ikan sistemler olmuslardir (Ahmad ve ark., 2018; Liechty
ve Peppas, 2012; Masood, 2016).

Polimerik nanopartikiilleri hazirlama yontemlerine gore nanokiire ve
nanokapsiiller olarak siniflandirmak miimkiindiir. Nanokiireler tamami kati1 halde
olan ve etken maddenin fiziksel olarak homojen sekilde polimerik matris i¢inde
dagildig1 sistemlerdir (Mohanraj ve Chen., 2006; Rao ve Geckeler, 2011).

Nanokapsiiller ise etken maddenin polimer yapi ile ¢evrili bir kabuk icerisindeki yag
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veya sudan olusan bir boslukta bulundugu vezikiiler sistemlerdir (Rao ve Geckeler,

2011). Nanokiire ve nanokapsiil yapilart Sekil 1.5’de goriilmektedir.

Yiiklenmis etken madde

Yiizeye adsorbe edilmis
etken madde

Yiizeye adsorbe edilmisg

etken madde

Yiiklenmis etken madde

Sekil 1.5. Nanokiire ve nanokapsiil yapilar1 (Derman ve ark., 2013).

Polimer bazli nanopartikiiler ilag tasiyict  sistemlerin  avantajlarini;
hedeflendirmeye olanak saglamalarindan dolayr spesifik ilag tedavisine izin
vermeleri, toksisitenin diisiiriilmesi, biyouyumluluk géstermeleri, daha uzun siire kan
dolasim1 temin edebilmeleri, yiiksek oranda ilag ylikleme kapasitesi saglamalar1 ve
etken maddelerin farmakokinetik profillerinin iyilestirilmesi seklinde siralamak
miimkiindiir. Ayrica kontrollii salim temin edebilmeleri ve hedeflendirilebilmeleri
daha diisiik dozla daha etkin tedavi elde edilmesini saglamaktadir. Daha diisiik dozda
ilag kullanim1 da toksisitenin azalmasinda temel bir etkendir. Tiim bu avantajlar
ozellikle kanser tedavisinde polimerik nanopartikiillerin tercih edilebilirligini
artirmaktadir (Kumari ve ark., 2010; Liechty ve Peppas, 2012; Mandal ve ark., 2018;
Masood., 2016).
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1.3.2. Kanser Tedavisinde Nanopartikiiller ve Polimer Bazli Nanopartikiiler

fla¢ Tasiyic1 Sistemlerin Yeri

Konvansiyonel kanser terapisi; hastaligin erken donemde tespitinin diistik
olmasi, tiimor hiicresinde gerekli miktarda etken madde derisiminin saglanamamasi,
spesifik olmayan dagilimin gézlenmesi gibi dezavantajlar1 igermektedir (Goyal ve
Kumar, 2014). Yaygin tedavi yontemi olan kemoterapi ise yiiksek derecede
sitotoksik ilaclarin kullanilmasi ve bu ilaglarin hedefleme 6zgiinliigiinlin yetersizligi
gibi 6nemli sinirlamalara sahiptir. Bu durum saglikli dokularda da hasara ve
istenmeyen yan etkilere sebep olmaktadir. Sa¢ dokiilmesi, mide problemleri ve
kusma, yorgunluk hissi gibi hastanin yagam kalitesini diisiiren durumlar hatta ikincil
neoplazmalar dahi goriilebilmektedir (Goyal ve Kumar, 2014; Kumari ve ark., 2016).
Ayrica bir bagka kisitlama da antikanser molekiillerin fizikokimyasal 6zellikleri ile
ilgilidir. Bu molekiillerin ¢ogu hidrofobik 6zellikte olup diisiik ¢oziintirliik 6zelligi ve
stabilite problemleri gostermektedirler (Xia ve ark., 2017). Tim bu olumsuzluklar
alternatif bir sistem arayisina yol agcmaktadir. Nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemler
bu yaklasim dogrultusunda ise kanser tan1 ve tedavisi i¢in oldukc¢a yiiksek avantajlar

sunmaktadirlar (Kumari ve ark., 2016).

Nanopartikiillerin aktif ve pasif hedeflendirilebilmeleri, kanser tedavisinde bu
sistemleri ideal ilag tasiyici sistem haline getirmistir. Nanopartikiiller timor bolgesi
damar aginin artmig EPR (Gegirgenlik ve tutma etkisi) ile tiimor dokusuna giris
yapabilmektedirler.  Bdylelikle pasif hedeflendirmeyle istenilen  bolgeye
ulagabilmektedirler. Ayrica bolgeye 6zgili ligandlarla konjuge edilerek de istenilen
timorliic  dokuya ulagmalarnt  temin edilmekte ve bu sekilde aktif
hedeflendirilebilmektedirler (Chang ve ark., 2014). Klinik kullanimda FDA
tarafindan kaposi sarkom tedavisi i¢in onaylanmis bir iirlin olan Doxil, pasif
hedeflendirilme mekanizmasina dayanarak gelistirilmis bir nanopartikiiler sistemdir

(Stylianopoulos ve Jain, 2015; Wang ve ark., 2020).
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Polimer bazli nanopartikiiller, biyolojik olarak parcalanabilmeleri, uzun siiren
kan dolasimi temin edebilmeleri, yiiksek diizeyde biyouyumluluk sergilemeleri,
yiizeylerinin kolaylikla islevsellestirilebilmesi ile kanserin tan1 ve tedavisinde {imit
vaat eden sistemler olmuslardir. Sudaki ¢oziiniirlilk 6zelligi diisiik olan etken
maddelerin yiiklendigi polimerik nanopartikiiller tiimor etrafindan EPR etkisi ile
hedef bolgeye alinmakta ve akabinde tiimdr hiicresi i¢inde etken maddenin agiga
¢ikmasini temin edip biyolojik yolaklarla zaman i¢inde par¢alanmaktadir (Kumari ve
ark., 2016).

1.3.3. Hepatoselliiler Karsinomda Nanopartikiiler Sistemlerin Yeri

Hepatoselliller karsinom tedavisinde esas olan tedavi kemoterapi olarak
goriilmektedir (Li ve ark., 2015). Mevcut kemoterapdtik tedavi rejimlerinde
kullanilan etken maddelerin sahip oldugu zayif su ¢oziiniirligi, distik
biyoyararlanim, istenmeyen yan etkiler ve toksisite ise temel sinirlamalari
olusturmaktadir (Al-Shakarchi ve ark. 2018; Poojari ve ark., 2015). Ozellikle
hepatoseliiler karsinom hastalarinda ilacin spesifikliginin diigiik olmasi sebebiyle
saglikli karaciger hiicrelerinin zarar gérmesi oldukca kritiktir ve karaciger yetmezligi

sonucu hasta kaybedilebilmektedir (Zamboni ve ark., 2017).

Mevcut tedavi rejimlerinin malignite ve metastazlar1 6nlemede yetersiz kalmasi,
yiiksek biyoyararlanim, daha etkili hedeflendirme, azaltilmis yan etki gerekliligi
alternatif tedavi segeneklerinin gelismesine yol agmistir (Chu ve ark., 2016; Jin ve
ark., 2014; Taghizadeh ve ark., 2019). Nanopartikiiler ilag¢ tasiyici sistemler
hepatoselliiller karsinomla miicadelede umut verici bir yaklasim olarak
goriilmektedir. (Ahmadian ve ark., 2018). Son yillarda hedeflendirme kapasitesi
yiiksek, stirekli ilag salinimi saglayabilen, biyolojik olarak parcalanabilir 6zellikteki
polimerik nanopartikiiller ise bu alanda 6ne ¢ikan en temel tasiyici sistemlerdir (Jin

ve ark., 2014).
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Li ve ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada, 5-Florourasil yiiklii nanopartikiilerin
HepG2 hiicrelerindeki antikanser etkinlikleri irdelenmis ve sonuglar tek basina 5-
Florourasil ile inkiibe edilmis HepG2 hiicrelerine kiyasla nanopartikiiler sistemlerin
uygulandiklar1 hiicrelerde daha yiiksek oranda 5-Florourasil igeriginin tespit
edildigini gostermistir (Li ve ark., 2016). Yapilan bir baska ¢alismada ise beta
trikalsiyum fosfat nanopartikiillerinin HepG2 hiicrelerindeki antiproliferatif etkisi
incelenmistir. Beta trikalsiyum fosfat yiiklii nanopartikiiler ilag tasiyict sistem
HepG2 hiicrelerinin siklusunu engellemis ve 40 mg/kg gibi yiiksek bir dozda
uygulama yapilmasina ragmen herhangi bir toksik etki gozlenmemistir (EI-Hamidy,
2020).

1.4. Nanopartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Polimerler tibbi uygulamalarda kullanilabilen nanopartikiil yapilarina entegre
edilebilen sayica ¢ok ve gesitli molekiillerin tasarimlari i¢in elverisli malzemelerdir
(Nagavarma ve ark., 2012). Ozellikle tibbi kullanimda in vivo performans agisindan
cesitli gereksinimleri karsilamalar1 gerekmektedir. Oncelikle biyolojik olarak
parcalanabilmeli, viicutta toksisiteye yol acacak tarzda birikim gostermemeli,
immunojenik olmamali ve biyolojik ortamla uyumlu olmalidirlar. Bozunma {iriinleri
de benzer sekilde toksik ve immunojenik olmamahidir (Vauthier ve Bouchemal,
2009). Polimerlerin ilag tastyict sistemler seklindeki uygulamalarinda biyolojik
olarak pargalanabilirlikleri ve biyouyumluluklar1 biiyilk rol oynamaktadir.
Biyobozunur polimerler dogal yollarla viicuttan tamamen atilabildikleri igin
avantajlidirlar. Dogal polimerler de biyobozunur 6zellik gostermektedirler ve
genelde  biyouyumludurlar ancak  diisiikte olsa  immunojenik  etkinlik

gosterebilmektedirler (Crucho ve Barros, 2017).

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda dogal polimer olarak;
e Kitozan
e Albiimin

e Jelatin
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e Aljinat

Sentetik homopolimerler olarak;

e PLA

e PCL

e PICBA

e PIHCA

e PBCA

e Poliakrilat ve polimetakrilatlar
Kopolimer olarak;

e PLA-PEG

e PLGA-PEG

e PCL-PEG

e PLGA

Kolloidal yiizey etken maddeler olarak ise;
e Dekstran F68

e Polivinil alkol (PVA)

e Tween® 20 ya da Tween® 80,
kullanilabilmektedir (Crucho ve Barros, 2017; Derman ve ark., 2013).

1.4.1. Cahsmamizda Kullanilan Yardimc1 Maddeler

1.4.1.1. PLGA

Polilaktik-ko-glikolik asit, laktik asit ve glikolik asitin birbirlerine ester baglari
ile baglanmalari sonucu olusan bir kopolimerdir (Sekil 1.6) (Amreddy ve ark., 2017).

O
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Sekil 1.6. PLGA kimyasal yapis1 (Koerner ve ark., 2019).
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PLGA polimerini meydana getiren polilaktik asitin stereokimyasal acidan D ve L
seklinde iki sekli bulunmaktadir ve PLGA yapisinda bu iki sekil esit oranda bulunmaktadir
(Makadia ve Siegel., 2011). PLGA’nin hidroliz olmas1 sonucunda a¢iga ¢ikan laktik asit ve
glikolik asit monomerleri insan viicudu i¢in toksik degildir ve bu durum PLGA’nin
toksisitesinin minimum seviyede kalmasini temin etmektedir (Sekil 1.7) (Kumari ve ark.,
2010).
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Sekil 1.7. PLGA hidrolizi (Dinarvand ve ark., 2011).

PLGA farkl fizikokimyasal 6zellikteki etken maddelerin enkapsiilasyonu i¢in en
cok tercih edilen biyoparcalanabilir ve biyouyumlu polimerdir. Klor igeren
¢oziiclilerin yanisira aseton ve etil asetat gibi siklikla kullanilan ¢oziiciilerde de
¢Oziinebilmektedir. Camsi gecis sicakligi 37°C’nin iizerinde olmasi1 nedeniyle camsi
ozelliktedir ve sert zincir yapisina sahiptir. PLGA nin fiziksel 6zellikleri; saklama
kosullari, molekiil agirligi, laktik asit ve glikolik asit orani gibi faktorlere gore
degiskenlik gostermektedir. Mekanik direnci ise molekiil agirligi ve polidispersite
indeksinden etkilenmektedir. Bu direnci etkileyen diger etmenler ise kristallik
derecesi, hidrolize olma kapasitesi, biyolojik bozunma hizidir. PLGA’nin bozunma
hizini etkileyen faktorleri ise polimer bilesimi, camsi gegis sicakligi, ortalama
molekiil agirhigi, yiiklenmis olan etken madde miktari, matris boyutu ve bi¢imi, pH
ve enzimler olarak siralamak miimkiindiir. Ornegin, laktik asit ve glikolik asit
oranlarinin degiskenlik gosterdigi PLGA polimerler tiplerinin bozunma oranlar
incelenmis ve glikolik asit orani artttkca bozunma hizinin arttifi sonucuna
varilmistir. Bagka bir etken olan pH ise giiglii asidik ve giliclii bazik ortamlarda
PLGA polimerinin bozunma hizin1 artirmaktadir. Etken madde igerigi yiiksek olan
matrislerde nispeten daha yiiksek ani salim etkisi tespit edilmis olmasina karsin belli
bir seviyeden sonra etken maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak etken

madde miktarinin etkinligi azalmaktadir (Makadia ve Siegel, 2011).
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PLGA, FDA tarafindan onayli bir polimerdir. Yapilan arastirmalar, PLGA ile
hazirlanan nanopartikiillerin 6zellikle kanser tedavisinde etkin ilag tastyici sistemler
olduklarin1 ortaya koymustur. Paklitaksel, doksorubisin, 5-florourasil, sisplatin gibi
antikanser molekiiller PLGA ile enkapsiile edilmisler ve yiiksek bir tedavi etkinligi
gostermiglerdir (Kumari ve ark., 2010). PLGA gostermis oldugu biyouyumluk,
biyolojik olarak pargalanabilirlik ve immunojenik olmayan yapisi dolayisiyla
antikanser molekiiller i¢in uygun bir matris bileseni olarak degerlendirilmistir.
Artmis gecgirgenlik ve alikonma etkisi sayesinde pasif hedeflendirme yaklagimu ile,
cesitli ligandlar vasitasiyla ise aktif hedeflendirme segenegi acisindan hedef timor
dokusunda birikebilme ve boylece saglikli dokularda toksisitenin azaltilmasina 6ncii

olabilmektedir (Dinarvand ve ark., 2011).

1.4.1.2. Poloksamer 188

Poloksamer 188 amfifilik 6zellik gosteren noniyonik triblok bir kopolimerdir
(Guler ve ark., 2017). Otuzdan fazla sekli bulundugu bilinen poloksamerler
igerisinde farmasotik uygulamalarda en ¢ok tercih edileni Poloksamer 188’dir (Yan
ve ark., 2010). Kapali formiili CgHi1303 ve molekiil agirhigi 162.23 g/mol’diir
(PubChem, Poloksamer 188, Erisim: 5 Aralik 2020). FDA tarafindan kullanimi1
onaylanmis Poloksamer 188 ticari olarak Pluronic, Lutrol, Synperonic, Kolliphor
isimleriyle de taninmaktadir. Merkezinde hidrofobik polipropilen oksit zincirinden
olusan bir ¢ekirdek yap1 ve etrafinda iki hidrofilik polietilen oksit zinciriyle ¢evrilidir
(De Francisco ve ark., 2019; Panda ve ark., 2018). Cesitli poloksamer tiirleri
kullanilarak hazirlanan ilag tasiyici sistemler; 6zellikle tibbi goriintiileme ve vaskiiler
hastaliklarin tedavi secenekleri gibi bir¢ok biyomedikal alanda kullanim payina
sahiptir (Moghimi ve Hunter, 2000). Etken maddelerin biyoyararlanim profillerinin
gelistirilmesinde ve nano boyutlu ilag tasiyici sistemlerin olusturulmasinda da etkin
bir rolii bulunmaktadir. Poloksamer 188, bir ylizey etken madde olarak yapay kan
cozeltisi  bilesimlerinde, okiiler formiilasyonlarin ve kati dispersiyonlarin

hazirlanmasinda 6ncelikle tercih edilmektedir (De Francisco ve ark., 2019).
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Panda ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir caligmada modifiye edilmis
nanoprespitasyon yontemiyle metformin hidrokloriirin  PLGA  nanokristal
formiilasyonlar1 hazirlanmis ve farkli derisimlerdeki (% 0,5, % 0,75, % 1)
Poloksamer 188’in etkisi arastirilmistir. %1, % 2 ve % 3 derisimdeki PLGA
oranlarma karsilik % 0,5, % 0,75, % 1 oranlarindaki Poloksamer 188 igeren
formiilasyonlar basariyla iiretilmistir. Bu arastirmada Poloksamer 188 derisiminin
nanopartikiillerin partikiil biliytikligl, buyiiklik dagilimi, ylizey morfolojisi, zeta
potansiyel degeri ve salim profili iizerine etkinligi tayin edilmistir. Arastirma
sonucunda olugan nanopartikiiller dar bir boyut dagilimi sergilemisler ve Poloksamer
188 derisiminin artmasiyla partikiil biiyiikliikleri ile ytlizey yiklerinde disiis
gozlenmistir. Poloksamer 188 derisimindeki artisin etken madde saliminda da matris
yapt icerisindeki difiizyon kanallarini artirarak birim zamanda acia cikan etken

madde miktarin1 artirdig1 sonucuna varilmistir.

Yan ve ark. (2010) tarafindan dosetaksel yiiklii PLGA nanopartikiilleri
emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma teknigi ile hazirlanmis ve Poloksamer 188
derisiminin nanopartikiil boyutu, morfolojisi ile kanser hiicreleri iizerindeki
sitotoksisite profili incelenmistir. Calisma sonucunda yaklasik 200 nm civarinda bir
partikiil boyutunun dar bir biiyiikliik dagilimi ile elde edildigi belirlenmistir. Sadece
PLGA igeren nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri 274.7 nm olarak tayin edilirken
formiilasyona Poloksamer 188’in katilmasi ile partikiil biiyilikliigliniin 217.6 nm’ye
indirgendigi belirlenmistir. Poloksamer 188 hidrofilik 6zelligi sayesinde PLGA
matris yapist igerisinde lretim esnasinda goézenekli bir yaprt olusturmustur.
Dosetaksel’e direngli insan go6giis kanseri hiicre hattinda (MCF-7 TAX 309)
gerceklestirilen hiicre kiiltiiri deneyleri sonucunda tek basina PLGA igeren
nanopartikiil formiilasyonuna kiyasla kanser hiicreleri iizerinde daha yliksek bir

antiproliferatif etkinlik elde edilmistir.

1.5. Polimerik Nanopartikiilleri Hazirlama Teknikleri

Son yillarda polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi ic¢in ¢esitli yontemler

gelistirilmistir (Nagavarma ve ark., 2012). Bu yontemlerin olusturulmasindaki ana
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etkenler daha az organik ¢oziicii kullanma gerekliligi, daha ekonomik diizeyde
tiretim teknikleri yaratmak, iiretim Olgegini biiylitme imkani saglayan daha basit
tiretim prosediirlerine duyulan ihtiyac1 ve etken madde yiikleme verimliligini
artirmaktir (Reis ve ark., 2006). Polimerik nanopartikiillerin tiretimi i¢in kullanilacak
yontem segilirken etken maddenin fizikokimyasal 6zellikleri, polimerin tiird, iiretim
ortam1 kosullar1 ve polimerik nanopartikiillerin final kalite 6zellikleri géz 6niinde
bulundurulmalidir. Hedeflenen Ozelliklere sahip polimerik nanopartikiillerin elde

edilebilmesi i¢in uygun yontemin se¢imi oldukga kritiktir (Crucho ve Barros, 2017).

Polimerik nanopartikiil hazirlama yontemleri iki asamali ya da tek asamali
prosediirler olarak siniflandirilabilmektedir. iki asamali prosediirler i¢in oncelikle bir
emiilsiyon sisteminin hazirlanmas1 gerekmektedir. Nanopartikiillerin olusumu,
prosesin ikinci asamasinda meydana gelmektedir ve kullanilan yonteme adini bu
asama vermektedir. Ikinci asamada polimerin ¢okmesi, jellesmesi ya da
monomerlerin polimerizasyonu s6z konusudur. Tek asamali prosediirler de ise
nanopartikiillerin olusmasindan 6nce herhangi bir emdiilsiyon sistemine gerek
kalmadan spontan sekilde polimerin kendiliginden ¢dkmesi veya makromolekiillerin
kendiliginden birlesmesi s6z konusudur (Dinarvand ve ark., 2011; Vauthier ve
Bouchemal, 2009).

1.5.1. Emiilsiyon-Céziicii Buharlastirma Yontemi

Bu yontem halihazirda var olan polimerlerden nanopartikiil olusturmak ig¢in
gelistirilen ilk tekniktir. Polimer alaninda ¢alisan bilim insanlar1 tarafindan
gelistirilen bir yontem olmasina ragmen asil gelisimi ilag iiretiminde biyobozunur
polimerleri kullanan Farmaso6tik Teknoloji alaninda olmustur (Rao ve Geckeler.,
2011). Farmasotik Teknoloji alanindaki 6ncli ¢alismalar1 ise Gurny ve arkadaslari

gerceklestirmiglerdir (Vauthier ve Bouchemal, 2009).

Emiilsifikasyonun s6z konusu oldugu hazirlama yontemlerinde damlacik olusumu

esastir. Meydana gelen polimerik nanopartikiillerin boyutu ve boyut dagilimi, olusan
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damlaciklarin katilasmasindan sonra tayin edilmektedir (Crucho ve Barros, 2017).
Bu yontemin ilk asamasinda polimer c¢ozeltisi sulu bir faz i¢inde emiilsifiye
edilmekte ve ikinci asama da ise polimeri igeren ¢dziicli ortamdan buharlastirilarak
uzaklagtirilirken nano boyutlu kiiresel sekildeki polimer damlaciklar1 ¢okerek

nanopartikiiller olugsmaktadir (Sekil 1.8) (Reis ve ark., 2006).
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Sekil 1.8. Emiilsiyon-¢6ziicli buharlagtirma sematik gosterimi (Crucho ve Barros., 2017).

Bu teknikte, 6ncelikle polimer ve etken madde suyla karismayan 6zellikteki
ugucu bir organik ¢oziicii i¢erisinde ¢oziiliir (Dinarvand ve ark., 2011). Bu amagla
diklorometan ve kloroform en yaygin kullanilan organik ¢6ziiciiler olmalarina karsin,
sahip olduklar1 toksisiteleri sebebiyle toksisite profili daha diisiik olan etil asetat
bugiin bu ¢oziiciilerin yerini almistir (Crucho ve Barros, 2017). Polimer ve etken
maddeyi igeren ¢ozelti yiizey etken madde igeren sulu faz igerisinde ultrasonik bir
cihaz ya da yiiksek enerjili homojenizator kullanilarak emiilsifiye edilir ve etken
madde polimer matris i¢inde dagilarak nanopartikiiller seklinde ortamdan ayrilir
(Dinarvand ve ark., 2011). Organik faz ya basing veya vakum altinda ya da manyetik
karistirict ile oda sicakliginda siirekli karigtirilarak buharlastirilir (Reis ve ark.,
2006). Katilasan nanopartikiiller ultrasantrifiijle ayrilarak yilizey etken maddenin
fazlas1 ve yiiklenmeyen etken madde ortamdan uzaklastirilmak amaciyla yikanir.
Saklama kosullarinda polimerik yapinin sulu ortamda hidrolize olmamasi i¢in
nanopartikiiller liyofilizasyon islemine tabi tutularak kuru sekle donistiiriiliirler

(Dinarvand ve ark., 2011; Rao ve Geckeler, 2011).
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Bu yontemde polimerik nanopartikiillerin partikiil biiylikligl; karistirma hizi,
yiizey etken maddenin ¢esidi ve kullanilma orani, organik ve su fazlarin viskozitesi
ile ortam sicakligi ayarlanarak kontrol edilebilmektedir (Reis ve ark., 2006).
Uygulanan sonikasyon teknigi, sonikasyonun siiresi ve hizi yine partikiil biiyiikligi
tizerinde etkin olan diger faktdrlerdir. Emiilsiyonun hazirlanmasinda kullanilan
polimer ve ¢oziicii derisimleri, polimerik nanopartikiillerin final kalite 6zelliklerini
etkilemektedir (Rao ve Geckeler, 2011). Bu yontem basit bir teknik olmasina karsin
sadece yagda ¢Oziiniirliigli bulunan etken maddelerin enkapsiilasyonuna imkan
saglamakta olup zaman alic1 ve agregasyon olusumuna agik bir tekniktir (Nagavarma

ve ark., 2012).

1.5.2. Emiilsiyon-Céziicii Difiizyon Yontemi

Bu yontem, emiilsiyon-¢oziicli buharlagtirma yonteminin modifiye edilmis bir
sekli olup emiilsiyon olusumu i¢in temel gereklilik kullanilan ¢6ziiciiniin kismen su
ile karisabilir nitelikte olmasidir (Dinarvand ve ark., 2011; Nagavarma ve ark.,
2012). Uretim tekniginin ilk asamasinda polimer, propilen karbonat gibi su ile
kismen ¢6ziinebilen bir ¢oziicli igerisinde ¢oziiliir (Reis ve ark., 2006). Elde edilen
organik faz, ylizey etken madde iceren sulu bir ¢ozelti igerisinde karistirilarak
emiilsifiye edilir (Quintanar-Guerrero, 1998). Su igerisinde yag tipi emiilsiyon elde
edildikten sonra ise yiiksek hacimde su ile ortam seyreltilir (Dinarvand ve ark.,
2011). Bu seyreltme sonucunda dagilmis damlaciklar igerisindeki organik fazin yani
sira organik ¢Oziicii damlaciklart da ortamda dagilir ve bu durum polimerin
¢dkmesine yol acar (Dinarvand ve ark., 2011). Uretim siirecinin son asamasinda ise
kullanilan organik ¢06ziicii buharlastirilarak veya siizme yoluyla ortamdan

uzaklastirilir (sekil 1.9) (Reis ve ark., 2006).
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Sekil 1.9. Emiilsiyon-¢6ziicii diflizyon teknigi sematik gosterimi (Crucho ve Barros., 2017).

Bu teknikte kullanilabilecek uygun ¢oziicliler arasinda benzil alkol, propilen
karbonat, etil asetat, izopropil asetat, metil asetat, metil etil keton, benzil alkol, butil
laktat ve izovalerik asit bulunmaktadir (Dinarvand ve ark., 2011). Formiilasyonda en
cok kullanilan yiizey etken maddeler arasinda polivinil alkol ve Poloksamer 188 yer
almaktadir (Quintanar-Guerrero, 1998). Bu yontem i¢in Oncelikle tercih edilen
baslica polimerler ise PLA, PLGA, PCL ve Eudragit E dir (Vauthier ve Bouchemal,
2009). Bu iretim teknigi Ozellikle lipofilik yapidaki etken maddelerin
enkapsiilasyonunda tercih edilmekte olup, olusan nanopartikiillerin partikiil boyutu
tizerinde etkin olan temel parametreler ise suyun organik ¢oziicii ile karisabilirligi,
karistirma hizi, emiilsiyona eklenen yilizey etken maddelerin derigsimi ve polimer
derisimidir. Yapilan galismalar gostermistir ki yiizey etken madde derisimi ve
karistirma hizi nanopartikiillerin partikiil boyutunda azalmaya yol agarken polimer
derigiminin artmasi ise partikiil boyutunu artirmaktadir (Vauthier ve Bouchemal,
2009).

Emiilsiyon-¢oziici  diflizyon  tekniginin  temel  avantajlarn1  arasinda
homojenizasyon islemine gerek duyulmamasi, farmasétik olarak kabul edilebilir
organik ¢oziiciilerin kullanilabilmesi, seriden seriye tekrarlanabilirligin elde edilmesi,
Olcek biiyiitme kolayligi ve yiikksek oranda enkapsiilasyon etkinliginin temim
edilmesi sayilabilmektedir. Emiilsifikasyon esnasinda suda ¢oziiniir 6zellikteki etken

maddenin doymus su fazina difiizyonu ve dolayisiyla enkapsiilasyon etkinliginin
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azalmasi ise yonteme ait baslica dezavantajdir (Quintanar-Guerrero, 1998; Reis ve
ark., 2006).

1.5.3. Tuzla Coktiirme Yontemi

Nanopartikiil iiretiminde en ¢ok tercih edilen hazirlama ydntemleri ¢evreye
oldugu kadar fizyolojik sistemler acisindan da sakincali organik c¢oziiciilerin
kullanimin1 gerektirmektedir. Bu olumsuzlugun iistesinden gelinmesi amaciyla ise
1988 yilinda Bindschaedler ve arkadaglari tarafindan tuzla ¢oktiirme yontemi
gelistirilerek etken maddenin biyobozunur polimerik nanokiireler icine enkapsiile
edilmesi temin edilmis ve bu iiretim yontemi igin patent alinmistir (Quintanar-
Guerrero, 1998; Rao ve Geckeler., 2011). Bu teknik prensipte emiilsiyon-¢oziicii
buharlastirma yontemine yakin bir yontem olmakla birlikte temel farkliligi toksik
¢oziicii kullanimma gerek duyulmamasidir. Bu husus, bu iiretim metodunun da

baslica avantajini olusturmaktadir (Crucho ve Barros, 2017; Bouchemal, 2009).

Tuz ile ¢oktliirme tekniginde aseton gibi su ile karisabilen bir ¢oziicli i¢inde
¢coziinen etken madde ve polimer; magnezyum kloriir, kalsiyum kloriir veya
magnezyum asetat gibi elektrolit yapisindaki veya silikroz gibi elektrolit 6zellikte
olmayan tuz ile ¢oktiirme ajani ve polivinilpirolidon veya polivinil alkol tarzindaki
kolloidal yapili bir yiizey etken madde iceren sulu faz icerisinde emiilsifiye edilir
(Crucho ve Barros, 2017; Nagavarma ve ark., 2012). Olusan su icinde yag tipi
emiilsiyon, yeterli hacimde su ile seyreltildiginde aseton su fazina diflize olmakta ve
bu sekilde polimerik damlaciklarin ¢okelmesi ile nanopartikiil olusumu temin

edilmektedir (Sekil 1.10) (Quintanar-Guerrero, 1998).
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Sekil 1.10. Tuzla ¢oktiirme tekniginin sematik gosterimi (Crucho ve Barros., 2017).

Bu yontem yiiksek oranda enkapsiilasyon etkinligi temin edilebilmesi ve
prosesin kolaylikla 6l¢eklendirilebilmesi gibi avantajlara sahiptir (Quintanar-
Guerrero, 1998). Uretim esnasinda sicaklik uygulamasi gerekmediginden 1s1ya
duyarl lipofilik yapili etken maddelerin nanopartikiillerinin hazirlanmasi amaciyla
tercih edilen bir hazirlama yontemidir. Ancak 6zellikle lipofilik yapidaki terapotik
ajanlarin enkapsiilasyonuna imkan saglamasi ve tuz ile ¢oktliirme ajaninin fazlasinin
ortamdan yikanarak uzaklastirilmasi gerekliligi yontemin en temel dezavantajlarini

olusturmaktadir (Nagavarma ve ark., 2012).

1.5.4. Nanoprespitasyon Teknigi

(Coziicli deplasman teknigi olarak da adlandirilan bu yontem ilk olarak Fessi ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilmis ve patentlenmistir (Crucho ve Barros, 2017
Quintanar-Guerrero, 1998). Bu teknikteki temel prensip organik ¢oziiciiniin lipofilik
bir ¢ozeltiden sulu faza yer degistirmesi sonrasi polimerin ara ylizeyde ¢okmesidir.
Polimer, etken madde ve lipofilik yapil1 bir ylizey etken madde, aseton veya etanol
gibi yar1 polar suyla karisabilen bir ¢oziicii icerisinde ¢dziindiiriiliir. Olusan organik
faz manyetik karistirma ile polivinil alkol veya Poloksamer 188 gibi bir yiizey etken
madde igeren sulu faza eklenir ve bu islem tek seferde asamali olarak damla damla

ya da enjeksiyon ile gerceklestirilir (Crucho ve Barros, 2017).
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Nanopartikiillerin olusum mekanizmasi manyetik karistiricida uygulanan hizl
karistirma isleminde ¢oziicliniin yer degistirmesi aninda meydana gelen ara yiizey
geriliminin diismesine dayanmaktadir. Coziciiler arasinda karsilikli karigabilirlik
diizeyi ile baglantili olarak nano boyuttaki ¢6zlicii damlaciklar1 arayiizden kopar. Bu
damlaciklar, organik c¢oziiciiniin su fazina difiizyonu ve polimerik damlaciklarin
cokmesi gerceklesene kadar yiizey etken madde tarafindan hizla stabilize edilir.
Davies ve Rideal arayiizey geriliminin diismesi esnasinda yag fazinin hizli ve
diizensiz titresimler gecirdigi ve siirekli ¢oziicii karisim girdaplarinin olusumu ile
damlacik olusumu ve ¢okmesinin gerceklestigini tanimlamaktadirlar. Bagka bir
degisle, polimer c¢ozeltisinin sulu faza kendiliginden ve hizla difiize olmasi
dolayisiyla etken madde ve polimerin su molekiillerinden hemen kaginmak icin
aninda nano boyutlu damlaciklar seklini aldigir belirlenmistir. Bu siire¢ iki faz
arasindaki ara yiizey gerilimindeki azalmanin hizli diflizyon nedeniyle damlacik
yiizey alanmi arttirmasi ve kiigiilk organik ¢ozilicii damlaciklarint olusturan
Marangoni etkisi ile yonetilmektedir. Coziicii nano damlaciklardan buharlagarak
ayrilirken polimerik yapili nanopartikiil damlaciklar1 katilasarak c¢okmektedirler

(Sekil 1.11) (Quintanar-Guerrero, 1998).
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Sekil 1.11. Nanoprespitasyon tekniginin sematik gosterimi (Crucho ve Barros., 2017).
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Uretim asamasinda genel olarak organik faz su fazina eklenmektedir ancak ayni
prensiple bunun tersi yani su fazin organik faza ilave edilmesi de miimkiindiir. Bu
hazirlama tekniginde en ¢ok kullanilan ¢6ziicli, hizli buharlagabilmesi ve suyla
karisabilir 6zellikte olmas1 nedeniyle asetondur ancak etanol, hekzan, metilen kloriir
veya dioksan da bu amagla kullanilabilmektedir (Crucho ve Barros, 2017; Rao ve
Geckeler, 2011). Etanol veya metanoliin aseton ile birlikte kullanildig: ikili ¢oziicii
karisimlarindan da bu amagla faydalanilmaktadir (Crucho ve Barros, 2017). Bu
yontemin etkinligini belirleyen faktorler arasinda organik fazin su fazina ilave edilme
hiz1 ve ilave edilme sekli, sulu fazin karistirilma hizi, organik ve su fazlarin birbirine
oranlari, polimer ile etken maddenin birbirine oranlari ve yiizey etken madde
derigimi yer almaktadir (Rao ve Geckeler, 2011). Bu yontemin temel dstiinliikleri
basitligi ve tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasidir (Crucho ve Barros, 2017). Bu
tiretim tekniginde en fazla kullanilan polimerler biyobozunur polyester yapisindaki
polimerlerdir. Bu kapsamda 6zellikle polikaprolakton, polilaktik asit, polilaktik-ko-
glikolik asit ile eudragitler ve polialkilsiyanoakrilatdan yararlanilmaktadir (Rao ve
Geckeler, 2011).

1.6. Piroksikam

Ilk olarak Pfizer ilag sirketi tarafindan gelistirilmis olan bu etken madde yetmisli
yillarda tip diinyasinda kullanilmaya baslanmistir (Mihali¢ ve ark., 1986). Analjezik
antipiretik, antienflamatuvar etkilerine sahip olmakla birlikte NSAII arasinda
oksikamlar grubunda yer almaktadir (Brogden ve ark. 1984). Ayni grupta yer aldig1
meloksikamla birlikte g¢esitli tiimor hiicre hatlarinda deneyler yapilmis ve antitimor

aktivitelerine yonelik bulgular saptanmistir (Knottenbelt ve ark., 2006).
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1.6.1. Piroksikamn Fizikokimyasal Ozellikleri ve Miktar Tayini Yontemleri

Kimyasal okunusu [4-hidroksi-2-metil-N-(2-piridil)-2H-1,2-benzotiyazin-3-
karboksamid-1,1-diaoksit] (Sekil 1.12) olan piroksikam p-dikarbonil islevselligi
bulunan nonsteroidal antienflamatuvar bilesiktir (Damiani ve ark., 1998; Lombardino
ve Wiseman, 1982).

oH © o
E—ni
N
s’N"‘CHa

Oz
Sekil 1.12. Piroksikamin kimyasal yapis1 (Ishizaki ve ark., 1979).

Piroksikam iki farkli tautomerik sekilde bulunabilmektedir (Sekil 1.13). Kapali
formiilii C15H13N304S seklinde olup molekiil agirligi 331,6 Daltondur (Mihali¢ ve
ark., 1986).
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Sekil 1.13. Piroksikamin tautomerik sekilleri (Mihali¢ ve ark., 1986).

Piroksikamin su gibi polar bir ¢6ziicii igerisinde ¢oziniirliigii 10 pM’dan
kiiciiktiir (Nazar ve ark., 2009). Diizopropil eter ve tolliende kismen ¢oziiniirken
sikloheksanda ise ¢Oziiniirliigii bulunmamaktadir. Dimetilformamid, dimetilsiilfoksit,
kloroform, dioksan, aseton ve etil asetat gibi bazi1 organik c¢oziiciilerde ¢oziiniir
Ozellikte olup metanol, etanol ve izopropanolde ise ¢oziiniirliigii biraz daha diistiktiir
(Mihali¢ ve ark., 1986). Piroksikamin plazma, serum, tampon c¢ozeltileri ve
farmasotik preparatlar icerisindeki miktarinin tayini i¢in polarografik ve voltametrik
teknikler, yiiksek performansli sivi kromatografisi, ultraviyole spektrofotometri,

kapiler bolge elektroforezi gibi yontemler bildirilmektedir (Damiani ve ark., 1998).

31



1.6.2. Piroksikamin Farmakolojik Ozellikleri

Nonsteroidal antienflamatuvar ilaglarin  oksikamlar grubunda yer alam
piroksikam romatoid artrit, osteoartrit, ankilozan spondilit, kas-iskelet problemleri,
spor yaralanmalar1 ve dogum sonrasi agrilar1 gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde hizli
ve etkin sonuglar vermektedir (Damiani ve ark., 1998). Analjezik, antipiretik aktivite
gosterdigi gibi diger nonsteroidal antienflamatuvar ilaglara benzer sekilde
trombositlerin fonksiyonlar1 ve prostaglandinlerin sentezi ilizerinde de etkisi s6z
konusudur (Brogden ve ark., 1984). Gastrointestinal mukoza tizerindeki aktivitesi
nedeniyle en bilinen yan etkisi ise {ilserdir. Bunlarin yani sira deri dokiintiisii, bas
agrisi, bas donmesi, 6dem gibi daha az 6nemli ve ender yan etkileri de bulunmaktadir
(Damiani ve ark., 1998). Farelerde fenilkinona bagli agriy1 320 mg/kg dozluk
aspirinin etkisine benzer sekilde 10-32 mg/kg dozda piroksikam onlemis ve bu etki
analjezik aktivitesinin etkinligini isaret etmistir. Yine farelere intramiiskiiler
enjeksiyonla uygulanan Escherichia coli lipopolisakkariti sonucu olusan piretik
etkinin incelendigi bir aragtirmada oral yoldan verilen 10 mg/kg doz piroksikam, 56
mg/kg doz aspirinin olusturdugu antipiretik aktivite profiline esdeger bir profil

gostermistir (Damiani ve ark., 1998).

1.6.3. Piroksikamin Farmakokinetik Ozellikleri ve Biyoyararlanim

Piroksikamin farmasotik ve farmakokinetik profilini sahip oldugu kimyasal
gruplar belirlemektedir. Yapisinda bulunan enolik kisim piroksikamin pKa degerini
diisiirdiigiinden molekiiliin iyonlasma miktar1 artmaktadir. Bdylelikle etken
maddenin aktivitesi uzamaktadir. Ayrica bu enolik yap1 piroksikamin etki
mekanizmast oldugu diisiinlilen prostaglandin biyosentetaz inhibisyonu ig¢in de
gereklidir. Bu aktivitesinden N-metil grubu da pay sahibidir. Sahip oldugu stilfoksit
grubu sayesinde hidrofobik ozellik gostermektedir. Lipofilik 6zelligini artiran bu
ozellik,  piroksikamin  kan-bagirsak  bariyerini  asarak  emilimini  ise
kolaylastirmaktadir. Lipofilik 6zellige katkida bulunarak asiditesini de artiran

heterosiklik yan zincirler de hidroksilasyon hizim1 diisiirerek plazma yar1 dmriinii
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uzatmaktadir (Mihali¢ ve ark., 1986). Ishizaki ve ark. (1979) tarafindan tamami
erkek tiiniversite Ogrencilerinden olusan 22 kisilik bir ekip ile gerceklestirilen
piroksikamin farmakokinetigine yonelik bir arastirmada, plazma yar1 6mrii net bir
sekilde belirlenmeye ¢alisilmistir. Oral yoldan uygulanan piroksikamin zamana bagl
plazma derisimleri incelenmis ve genel yari Omiir siiresi 37, 5 saat olarak tayin

edilmistir.

Saglikli ve romatizmal hastaliklara sahip deneklerde yapilan ¢alismalarda ise tek
ve tekrarlayan dozlar seklindeki uygulama sonucu ortaya cikan farmakokinetik
profili degerlendirilmistir. Bu ¢aligmalara dayanilarak piroksikamin farmakokinetik
profilinin dogrusal oldugu sonucuna varilmistir. Plazma derisim-zaman egrisi altinda
kalan alan (AUC) doza bagimhidir. Maksimum plazma derisimine 2 saatte
ulasilmakta ve kandaki stabil denge derisiminin olusumu 7 ile 12 giin arasinda
degismektedir. Insanda oral uygulamadan sonra goriiniir dagilma hacmi yaklasik
0,14 I/kg’dir ve bu deger de 70 kg agirliginda bir insan i¢in dagilim hacminin
yaklagik olarak 10 I oldugunu gostermektedir (Brogden ve ark., 1984).

1.6.4. Piroksikamin Metabolizmasi ve Eliminasyonu

Piroksikamin insanlarda ugramis oldugu metabolik yolaklar 5-piridin halka
hidroksilasyonu, glukuronidasyon, siklodehidrasyon, N-dealkilasyon gibi yolaklardir.
Olusan metabolitlerin temel metaboliti olusturmasi sicanlarda, kopeklerde ve
insanlarda farklilik gostermektedir. Ana metabolit kopeklerde siklodehidre edilmis
sekli olurken (A), sicanlarda para konumundaki piridil halkasinin hidroksile halidir
(B). Insanlarda ise ana metabolit siganlardaki gibi piridil halkasmin hidroksile hali
olabildigi gibi glukuronik asitle konjuge yapisi veya serbest sekli de olabilmektedir.
Bu metabolitler piroksikamin tek basina gosterdigi antienflamatuvar aktiviteye sahip
olmayip, prostaglandin sentetazi inhibe etmede de neredeyse 1000 kat daha az
etkilidir. Piroksikam i¢in tanimlanmis metabolik yolaklar Sekil 1.14’de gosterildigi
gibidir (Mihali¢ ve ark., 1986). Piroksikamin tek oral dozunun %10’u idrarla
degismeden atilirken Brogden ve ark. (1984)’nin yapmis oldugu daha yeni ¢alismalar
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sonucunda %2 ile %5’inin degismeden atildig1 belirlenmistir. Toplam viicut klirensi
0,13-0,15 /s iken renal klirensi viicut klirensinin % 10’u diizeyindedir (Brogden ve

ark., 1984).
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Sekil 1.14. Piroksikam metabolizmas1 (Mihali¢ ve ark., 1986).

1.6.5. Piroksikamin Antikanser Etkinligi

Prostaglandin biyosentezinin engellenmesi hayvanlarda kanser olusumunun
online gegmektedir. Tek basina piroksikamin si¢anlarda kullanimi ile bagirsak
kanserinin inhibe edildigi belirtilmistir (Nigro ve ark., 1986). Knottenbelt ve ark.,
(2006) yaptiklar1 bir ¢aligmada piroksikam ve meloksikamin kopeklerdeki
osteosarkom, lenfoma, meme karsinomu hiicre hatlarinda antiproliferasyon ve
apoptoz inhibisyonuna etkilerini degerlendirmislerdir. Bu calismayla incelendikleri
timor hiicre hatti ¢esidine gore farkli antitlimor aktiviteler tespit etseler de onerilen
dozlarinin iizerinde kullanilmalar1 sonucunda ciddi oranda proliferasyon inhibisyonu
ve apoptoz indiiksiyonu gozlemlemislerdir. Li ve ark. tarafindan 2006 yilinda
piroksikam benzeri bir oksikam grubu etken madde olan meloksikamin insan HepG2
hiicre hatt1 lizerindeki antiproliferatif etkinligi irdelenmis ve hiicre proliferasyonu
MTT testi ile analiz edilmistir. Sonug¢ olarak meloksikamin bu hiicre hattinda

proliferasyonu, doza ve zaman bagli sekilde inhibe ettigi, hiicre dongiisiinii
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durdurdugu ve HepG2 hiicrelerinin apoptozunu da indiikledigi belirlenmistir (Li ve
ark., 2006).

Bu tezin amaci, hepatoselliiler karsinom tedavisinde mevcut tedavi rejimine
alternatif olarak timit vaad eden kemopreventif bir etken madde olan piroksikamin bu
amagla ilk defa polimerik nanopartikiiler ila¢ tasiyici sisteminin gelistirilmesi ve
HepG2 insan karaciger kanseri hiicre hatti {izerindeki antiproliferatif etkinliginin
tayin edilmesidir. Bu kapsamda 3% faktoriyel deney tasarimi kullanilarak hazirlanan
polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin in-vitro 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biyiikligli ve biiytiklik dagilimi, yiizey
yiikii, morfolojik 6zellikleri ve in-vitro etken madde ¢ikis tayini ger¢eklestirilmistir.
Hazirlanan polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinda gergeklestirilen 32 faktoriyel
deney tasarimi kapsaminda yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonrasinda
belirlenen optimum piroksikam yiiklii polimerik nanopartikiil formiilasyonu iizerinde
ise basta etken madde-yardimci madde etkilesimleri, etken maddenin polimerik
matris yapisi i¢indeki fiziksel durumunun tespiti, stabilite ¢alismalarinin yanisira,
antiproliferatif etkinliginin belirlenebilmesi amaciyla hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 da

gerceklestirilmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerecler

Tez calismasi kapsaminda 6n formiilasyon calismalart ve yapilan literatiir
arastirmalart 1s181inda hepatoseliiler karsinom tedavisine yonelik antiproliferatif etkisi
arastirtlacak piroksikami iceren polimerik nanopartikiiler ilag tasiyict sistem
formiilasyonlarinin olusturulabilemsi i¢in kullanilan tiim gerecler ve temin edildikleri

kurum, firma, yer ile marka bilgileri B6lim 2.1.1 ve Boliim 2.1.2° de verilmistir.

2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Piroksikam Abdi Ibrahim Ila¢ San. ve Tic. A.S.,
Tiirkiye

PLGA (50:50) (MA:40-75 kDa) Sigma-Aldrich, Almanya

Poloksamer 188 Fluka, Almanya

PVA (MA.9-10 kDa) Sigma-Aldrich, Almanya

Vitamin E TPGS Eastman, ABD

Aseton Merck, Almanya

Asetonitril Sigma-Aldrich, Almanya

Diyaliz Membran Sigma-Aldrich, Almanya

Disodyum Hidrojen Fosfat Merck, Almanya

Potasyum Dihidrojen Fosfat Merck, Almanya

Sodyum Kloriir Merck, Almanya

Sodyum Hidroksit Merck, Almanya

Dimetil Siilfoksit Sigma-Aldrich, Almanya

HepG2 Hiicre Hatt1 ATCC, Almanya

MTT Sigma-Aldrich, ABD

DMEM Besiyeri Sigma-Aldrich, Almanya

Tripsin/EDTA Cozeltisi Lonza, Isvicre
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FBS
Penisilin-Streptomisin

Tripan Mavisi

Sigma-Aldrich, ABD
Sigma-Aldrich, ABD
Bio-Rad California, ABD

2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Partikiil Biyiikliigii Tayin Cihaz1

UV Spektrofotometre
Hassas Terazi

Yiiksek Devirli Santrifiij
Calkalayic1 Inkiibator

Liyofilizator

pH Metre

Manyetik Karistirici

Ultrasonik Banyo

Ultrasonik Prob

Iklim Dolab1

Taramali Elektron Mikroskobu
Diferansiyel Tarama Kalorimetresi
FTIR Spektrofotometre

UV Spektrofotometre

Hiicre Kiiltiiri Kabini
Hiicre Sayim Cihazi
Santrifiij

Etiv

Vorteks

ZetaSizer Nano ZS, Malvern Inst. Ltd.,
Ingiltere

Shimadzu UV-1601, Japonya
Sartorius BL 210S, Almanya

Sigma 3K15, Almanya

Jeio Tech SI-300, Jeio Tech Co. Ltd.,
Kore

Christ Gamma 2-16 LSC, Almanya
Mettler Toledo S-20K, Isvicre

Stuart SB 162-3, Ingiltere

Ultrasonic LC30, Almanya

Bandelin Sonoplus HD 2070, Almanya
Niive, Tlrkiye

FEI Nova NanoSem 430, Japonya
Shimadzu DSC-60, Japonya

Agilent Cary 630, Santa Clara, USA
Thermo Scientific, Multiscan Go
Microplate, Almanya

Sanyo, Almanya

TC20, Bio-Rad California, USA
Sigma-Aldrich USA

Thermo Scientific, USA

Holten, Almanya
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2.2. Yontem

2.2.1. Etken Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1. Etken Maddenin Fourier Transform Infrared (FTIR)
Spektroskopisi ile Analizi

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonu igerisinde etken maddenin varliginin
saptanabilmesi, sahip oldugu fonksiyonel gruplariyla gosterdigi kendine has emilim
bantlar1 sayesinde gézlemlenmesi ve olusabilecek herhangi bir polimer etken madde
etkilesiminin belirlenebilmesi i¢in fourier transform infrared spektroskopisi
kullanmilmistir. Bu teknik diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) ile elde edilen
sonuglara da katkida bulunmustur (Sengel-Tiirk, 2009). Bu c¢alismada kullanilan
hesapli miktar piroksikam FTIR cihazinin ilgili boliimiine yerlestirilmis ve 650-4000

cm™ araliginda tarama yapilmistir.

2.2.1.2. Etken Maddenin Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) Analizi

Bu analiz etken maddenin termal 6zellik ve davraniglarinin saptanmasi igin
gerceklestirilmektedir (Sengel-Tiirk, 2009). Calismamizda kullandigimiz etken
madde piroksikamdan tartilan 2 mg cihaza yerlestirmek {izere kapakli aliiminyum
pana konulmustur. Analiz sirasindaki 1sima igleminin yol agabilecegi kapak atma
durumundan sakinmak amaciyla kapak tizerinde oldukga kiiciik boyutlu delikler
acilmistir. Siki bir sekilde kapak kapatildiktan sonra pres uygulanan pan cihaza

yerlestirilmistir. 20-250°C sicaklikta 10°C/dak hiz ayarlarinda termogram alinmustir.
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2.2.1.3. Etken Maddenin UV Spektrumunun Incelenmesi

Piroksikamin belirlenen ortamlar olan asetonitril ve pH 7,4 fosafat tamponu
(PBS) ¢ozeltisinde absorbans verdigi maksimum dalga boyunun (Amax) belirlenmesi
amaciyla 0,2 mg/mL derisimde ¢ozeltileri hazirlanmis ve 200-400 nm dalga boyu

araliginda UV cihazinda spektrumlari ¢izdirilmistir.

pH 7.4 Fosfat Tamponu (Avrupa Farmakopesi (EP) 7.0, 2011, s.: 492):

Disodyum hidrojen fosfat 2,38 ¢
Potasyum dihidrojen fosfat 0,199
Sodyum klortir 8,009
Distile su ym 1000 mL

Hazirlanisi: Tiim maddeler belirtilen miktarlarda tartilarak distile su icinde
¢Oziinmiis ve bildirilen hacme distile su ile tamamlanmistir. Etken maddenin
¢Oziinme hiz1 ortamindaki 1slanabilirligini temin etmek amaciyla tampon ortamina %

0,05 oraninda Tween 20 ilave edilmistir.

2.2.2. Etken Maddenin Kalibrasyonu ve Analitik Validasyon

Piroksikamin polimerik nanopartikiillere ne kadar yiiklendiginin Sl¢tilebilmesi
i¢in asetonitril ortaminda ve ¢6ziinme hiz1 ortaminda ¢oziinen piroksikam yiizdesinin
tespit edilmesi amaciyla pH 7,4 fosfat tamponu ¢ozeltisinde ¢ozeltileri hazirlanmastir.
Bu baglamda hem asetonitril ortam1 hem de pH 7.4 fosfat tamponu ¢ozeltilerinin

analitik validasyonu yapilmistir.
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2.2.2.1. Etken Maddenin Kalibrasyon Dogrularinin ve Grafiklerinin

Belirlenmesi

Piroksikamin asetonitril ve pH 7,4 tampon ortamlarinda hazirlanan stok
cozeltileri kullanilarak gerekli ve uygun seyreltmelerle farkli derisimdeki ¢ozeltileri
hazirlanmistir. 0,005 g etken madde hassas terazide tartilmistir. Balonjojeye aktarilip
ve 25 mL’ye asetonitril veya pH 7,4 fosfat tamponu ¢ozeltisi ile tamamlanmistir.
Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden hareketle derisimleri diistikten yiiksege dogru bir dizi
diliisyon hazirlanmis ve bu diliisyonlarin absorbanslar1 tayin edilen Amax degerinde
okunmustur. Her bir diliisyona karsilik gelen absorbans degerleri (y) ¢ozeltilerin
derisim (x) degerlerine kars1 grafige gecirilerek Microsoft Excel programi vasitasiyla

kalibrasyon denklemi elde edilmistir.

2.2.2.2 Etken Maddenin UV Spektrofotometrik Yontemle Kalibrasyonuna
Yonelik Analitik Validasyon Calismalari

2.2.2.2.1 Secicilik

Secicilik kullanilan analitik metodun analizi yapilan maddeyi, incelenen
numunede yer alan ya da alabilecek diger bilesenlerin varliginda da saptayabilme
giiciinii ifade eden validasyon parametresidir (Saudagar ve Thete, 2018). Bu amagla
etken madde igermeyen numuneler ve tiim yardimci maddeleri de igeren
nanopartikiil formiilasyonlar1 nanopirespitasyon teknigi ile hazirlanmis ve asetonitril
ortaminda nanopartikiil yapisinin parcalanmasi ile ¢ozeltileri elde edilmistir. Bu
cozeltilerin spektrumlari, UV spektrofotometresinde 200-400 nm dalga boylarinda
alimarak etken maddenin spektrumu ile kiyaslanmis ve formiilasyon bilesenleri ile

etken madde arasinda herhangi bir girisim olup olmadig1 tespit edilmistir.
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2.2.2.2.2. Dogrusallik Arahg

Bu parametre incelenen Ornekte yer alan etken madde derisimi ve deney
sonuglar1 arasindaki orantiyr gosterir. Segilen bir aralikta numudeki etken madde
miktar1 ve elde edilen cevap arasindaki iligkiyi saptamak amaciyla lineer regresyon
analizi yapilir. Dogrusallik araligi; arastirilan etken maddenin bulundugu alt ve st
siirlar igerisindeki miktarinin kesinlik, dogruluk ve dogrusallik bakimindan

incelendigi araliktir (Sengel-Tiirk, 2009).

Bu parametrenin tayininde segilen her iki ortam i¢in de Oncelikle etken
maddenin 0,2 mg/mL derisimde stok ¢6zeltileri hazirlanmis ve bunlardan hareketle
bir dizi farkli derisimde diliisyonlar1 elde edilmistir. Her bir ortam i¢in belirlenen
Amax degerinde diliisyonlarin absorbanslari tayin edildikten sonra Instant Paket
Programi kullanilarak regresyon dogru denklemleri ile lineer regresyon kareler
toplami, ortalamanin artik kareler toplami ve artik kareler toplami parametreleri

belirlenmistir.

2.2.2.2.3. Dogruluk

Bu parametre elde edilen deneysel sonuglarin gercek degerlere ne oranda
yaklasildig: hakkinda bilgi verir. Segilen analitik yontemin hatasizliginin 6l¢isiidiir
(Sengel-Tirk, 2009). Birbirinden bagimsiz hazirlanan stok g¢o6zeltilerinden disiik,
orta ve vyiiksek derisimde farkli farkli dilisyonlar hazirlanmis ve UV
Spektrofotometre cihazinda belirlenen dalga boyunda her diliisyonun alti kez
absorbanslar1  6lgiilmiistiir. Her diliisyonun kendi iginde oOlgiilen absorbans
degerlerinin ortalamasi ve bilinen derisim degerleri kullanilarak teorik derisim
degerleri elde edilmis ve standart sapma, % geri kazanim ve % bagil standart sapma
verilerine ulasilmistir. ICH Q2 (R1) kilavuzu dogrultusunda kullanilan yontemin
dogruluk Olgiistinlin tespiti i¢in ¢ikan sonuglarin % 2 nin altinda olmasi

gerekmektedir.
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2.2.2.2.4. Kesinlik

Birbiri ardina yapilan dl¢timler arasindaki benzerligi ifade eder. % bagil standart
sapma ve standart sapma Kkatsayilariyla degerlendirilir (Sengel-Tiirk, 2009). Bu

calismada kesinligin iki alt 6l¢iitii olan tekrarlanabilirlik ve orta kesinlik ¢aligilmistir.

2.2.2.2.4.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik parametresi i¢in ayni analist tarafindan degismeyen calisma
kosullar altinda asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarindan elde edilen stok
cozeltiden hareketle diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde etken maddenin diliisyonlar
hazirlanmis ve bu c¢ozeltilerin emililim degerleri ayni gilin igerisinde 6 defa

Olclilmiistiir.

2.2.2.2.4.2. Orta Kesinlik

Orta kesinlik i¢in ayni analist tarafindan degismeyen c¢alisma kosullar1 altinda
etken maddenin stok ¢ozeltisinden hareketle hazirlanan diisiik, orta ve yiiksek
derigimlerdeki diliisyonlarin absorbans degerleri pespese gelen farkli giinlerde 6 kez
Olclilmiis ve bu dl¢iimlerden hesaplanan % bagil standart sapma degerlerinin %2’den

diisiik olma durumuna gore elde edilen sonuglar yorumlanmastir.

2.2.2.2.5. Teshis Simir1 (LOD)

Teshis simirmin belirlenebilmesi amaciyla etken maddenin 3 farkli stok
cozeltisinden hareketle edile edilen kalibrasyon dogrularinin kesisim degerlerinin
standart sapmas1 hesaplanmis ve kalibrasyon dogrusunun egimine oranlanarak 3,3

carpaniyla LOD degerine ulasilmigtir.
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2.2.2.2.6. Tayin Sinir1 (LOQ)

Tayin simirinin belirlenebilmesi amaciyla etken maddenin 3 farkli stok
coOzeltisinden hareketle edile edilen kalibrasyon dogrularinin kesisim degerlerinin
standart sapmas1 hesaplanmis ve kalibrasyon dogrusunun egimine oranlanarak 10

carpantyla LOQ degeri belirlenmistir.

2.2.3. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyon Calismalari

2.2.3.1. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Yapilan literatilir arastirmalar1 ve 6n hazirlik ¢aligsmalarindan sonra nanopartikiil
formiilasyonlarinin ~ hazirlanmasi  amaciyla  nanoprespitasyon  tekniginin
kullanilmasima karar verilmistir. Bu amacla once belirli bir miktar piroksikam ve
PLGA hassas terazide tartilmis ve aseton igerisinde ¢ozlindiriilmiistiir. Elde edilen
bu organik faz sabit hizda manyetik karistiric1 tizerinde belirli miktarda ylizey aktif
madde igeren sulu faza damla damla ilave edilmistir. Elde edilen dispersiyon 24 saat
manyetik karistirici tizerinde sabit hizda karistirilarak asetonun uzaklastirilmasi
saglanmistir. Olusan siispande nanopartikiiller 60 dakika siire ile 56.000 x g hizda
santirfiijlenmis ve olusan nanopartikiil ¢okelegi iki kez saf su ile yikandiktan sonra
48 saat siireyle liyofilize edilerek kuru toz halde saklanmistir (Sengel-Tirk ve ark.,
2017). Gergeklestirilen formiilasyon gelistirme calismalarina ait formiilasyon

bilesenleri Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Nanoprespitasyon teknigi kullanilarak hazirlanan formiilasyon denemeleri.

Formiilasyon bilesen miktarlart D1* D2 D3

Piroksikam (mg) 10 10 10

PLGA (mg) 200 200 200

Aseton (mL) 10 10 10

Poloksamer 188 (%) - - 0,5

Vitamin E TPGS (%) 0,1

PVA (9-10 kDa) (%) B 3

Distile Su (mL) 30 30 30

*Nanopartikﬁl olusumu temin edilememistir.
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Gergeklestirilen formiilasyon gelistirme g¢aligmalar1 kapsaminda partikiillerin
enkapsiilasyon etkinlikleri ve partikiil biiyiikliikleri kiyaslanmis ve nanoprespitasyon
yontemi ile polimerik nanopartikiil iiretimi i¢in en uygun ylizey aktif maddenin
Poloksamer 188 oldugu belirlenerek, formiilasyon igeriklerinin bu dogrultuda

tasarlanmasina karar verilmistir.

2.2.3.2. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Optimizasyonu

Piroksikam igeren polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin optimizasyonu igin
32 faktoriyel deney tasarimi kullanilmistir. Boylelikle {i¢ seviyede iki faktorlii tasarim
ile piroksikam yiiklii polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi
planlanmistir. Calismamizda etkinligi incelenecek bagimsiz faktorler polimer olarak
kullanilan PLGA miktarlar1 (50 mg, 100 mg, 200 mg) ve yiizey aktif madde olarak
kullanilan Poloksamer 188 derisimleri (%1, %2, %3) seklinde belirlenmistir. Bagimli
degiskenler olarak ise yiikleme etkinligi, partikiil biiylikliigli ve yiizey yiikiiniin
irdelenmesine karar verilmistir. Iki bagimsiz degiskenin {ic bagiml degisken
tizerindeki etkisi -1 diisiik seviye, 0 orta seviye ve +1 yiiksek seviye derecelerinde
degerlendirmis ve bu etkinligin tayin edilebilmesi amaciyla Design Expert® 6.0.8
(Stat-Easy Inc., ABD) bilgisayar programi kullanilmstir. Cizelge 2.2 deney tasarimi
kapsaminda incelenecek bagimsiz degiskenleri ve diizeylerini gosterirken Cizelge
2.3’te ise deney tasarimi kapsaminda hazirlanan formiilasyon igerikleri yer

almaktadir.

Cizelge 2.2. Deney tasarimi kapsaminda incelenecek bagimsiz degiskenleri ve diizeyleri.

Faktor Diizey
Diisiik Seviye Orta Seviye Yiiksek Seviye
(-1 (0) (+1)
PLGA Miktar1 (mg) (X1) 50 100 200
Poloxamer 188 Derisimi (%)
1 2 3
(X2)
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Cizelge 2.3. Deney tasarimi kapsaminda hazirlanan formiilasyon igerikleri.

Formiilasyon PLGA Miktari Poloxamer 188 Derigimi
Kodu (X1) (mg) (X2) (%)
F1 50 1
F2 50 2
F3 50 3
F4 100 1
F5 100 2
F6 100 3
F7 200 1
F8 200 2
F9 200 3
Merkez noktas: tekrarlari
F10 100 2
F11 100 2
F12 100 2
F13 100 2

2.2.3.3. Nanopartikiil Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Kontroller

2.2.3.3.1. Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinliginin Tayini

Hazirlanan polimerik nanopartikiil formiilasyonlarina yiiklenen piroksikam
miktarinin saptanmasi i¢in ultrasonikasyon teknigi kullanilmistir. Belirli oranda kuru
toz haldeki nanopartikiiliin asetonitril ortami igerisinde ¢oziinmesi saglanmis ve 10
dakika siire ile %100 c¢ikis enerjisinde ultrasonikasyon islemi gerceklestirilmistir.
Elde edilen ¢ozelti uygun oranda seyreltilerek polimerik nanopartikiillere yiiklenmis
piroksikam miktar1 325 nm dalga boyunda UV-Spektofotometre kullanilarak
saptanmistir (n=3). Polimerik nanopartikiillere yiiklenen piroksikamin enkapsiilasyon
etkinligi Esitlik 1, Esitlik 2 ve Esitlik 3’de sunulan formiiller kullanilarak
hesaplanmistir (Liu ve ark., 2019; Sengel-Tiirk ve ark., 2017).
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% Piroksikam Yiikleme Kapasitesi = (Nanopartikiil igerisindeki piroksikam

miktari/Nanopartikiil miktar1) X 100 (Esitlik 1)

% Teorik Piroksikam Miktar1 = (Dispers fazdaki piroksikam miktari/ Dispers fazdaki
kat1 madde miktar1) X 100 (Esitlik 2)

% Islem Etkinligi = (% Piroksikam yiikleme kapasitesi/%Teorik piroksikam miktari)
X 100 (Esitlik 3)

2.2.3.3.2. Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Polidispersite Indeksi
(PDI) Tayini

Nanopartikiillerin partikiil biytikliigii, hiicre icine alim esnasinda Onemli
olmakla birlikte nanoboyutlu ilag tasiyici sistemlerin olusturdugu biyolojik yaniti
belirleyici o6zelliklerinden birisidir (Danaei ve ark., 2018). Bu amagla hazirlanan
polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil buyiiklikleri ve boyut
homojenligini degerlendirebilmek adma polidispersite indeksi degerleri tayin
edilmistir. Bu analiz i¢in belirli bir miktar kuru toz sekildeki nanopartikiil
formiilasyonu 30 mL distile su iginde disperse edilerek ultrasonik banyoda 20 dakika
streyle sonike edilmistir. Elde edilen oOrneklerin boyut analizleri ic¢in foton
korelasyon spektroskopisi cihazi (Zetasizer Nano-ZS, Malvern Inst., Ingiltere)
kullanilmis ve hazirlanan tiim polimerik nanopartikiil formiilasyonlari i¢in pespese

ti¢ 6l¢iim yapilarak analiz ger¢eklestirilmistir.
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2.2.3.3.3. Nanopartikiillerin Zeta Potansiyel Analizi

Zeta potansiyel degeri, nanopartikiillerin yiizey yiikii ve stabilitelerini tayin
etmek negatif yiiklii hiicre zar ile etkilesimini degerlendirebilmek i¢in 6nemli bir
parametredir. Tlaglar ve hiicresel yiizeyler arasindaki elektrostatik etkilesim hiicresel
alimi da etkileyeceginden biyoyararlanimi da belirlemektedir (Zhang ve ark., 2008).
Bu nedenle hazirlanan polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyel
degerlerini tayin etmek igin Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Inst.,
Ingiltere) cihaz1 kullanilmistir. Béliim 2.2.3.3.2°de nanopartikiillerin partikiil boyutu
analizine yonelik olarak belirtilen sekilde hazirlanan 6rnekler zeta potansiyel 6l¢iim
kiivetine konulmus ve oda sicaklifinda her formiilasyonun zeta potansiyel degeri

tayin edilmistir (n=3).

2.2.3.3.4. In Vitro Etken Madde Aciga Cikis Hiz1 Tayini

Elde edilen piroksikam yiiklii polimerik nanopartikiil formiilasyonlarindan
piroksikamin agiga ¢ikis hizi ve profilini belirleyebilmek i¢in diyaliz membran
yontemi kullanilmistir. Cozlinme hizi ortami olarak pH 7,4 fosfat tamponu (PBS)
ortaminin kullanilmasina karar verilmistir (Huang ve ark., 2017). Belirli miktarda
etken madde igeren liyofilize sekildeki polimerik nanopartikiiller 1 mL ultra saf su
icerisinde disperse edildikten sonra molekiiler biiylikliigi 10-12 kDa olan seliiloz
asetat diyaliz membranlarin igerisine yerlestirilmis ve membranin her iki ucu
klipslenmistir. Hazirlanan membranlar 100 mL 37°C sicaklikta pH 7,4 fosfat
tamponu ortamina konulmus ve 50 rpm doniis hizinda calistirilan inkiibatorlii
calkalayiciya yerlestirilerek belirlenen siirelerde ortamdan 5 mL 6rnek ¢ekilmistir.
Cekilen ortam kadar tekrar pH 7,4 fosfat tamponu ortama ilave edilerek ¢oziinme
hiz1 ortam hacminin sabit kalmasi temin edilmistir. Alinan 6rneklerdeki agiga ¢ikan
piroksikamin absorbansdegeri UV-Spektrofotometrede 354 nm dalga boyunda tayin

edilmistir (n=3).
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2.2.3.3.5. A¢iga Cikan Etken Madde Miktarimin Tespiti

3? faktoriyel deney tasarimi kapsaminda hazirlanan piroksikam yiiklii polimerik
nanopartikiil formiilasyonlarinin her bir zaman noktasinda agiga ¢ikan etken madde
miktarlar1 tayin edildikten sonra bu degerler cevap degiskeni olarak programa
girilmis ve belirlenen optimum formiilasyonun deneysel ¢oziinme hizi verilerine
karsilik program tarafindan tahmini ¢iktt verileri olusturulmustur. Bu sekilde
sistemin tahmin yetenegi, deneysel veriler ile programdan gelen tahmini veriler
arasindaki korelasyon ve benzerlik diizeyi acisindan iki es karsilagtirma yaklagimi ile

belirlenmistir.

Cozlinme hiz1 profillerinin karsilastirilmast amaciyla Moore ve Flanner
tarafindan gelistirilen iki es karsilastirma yaklasimi model bagimsiz bir yontem olup
fl fark ve f2 benzerlik testlerini i¢ermektedir. Bu her iki testte ¢oziinme hizi
profillerinin karsilastirilmas1 amaciyla FDA tarafindan onerilen esitliklerdir (Moore
ve Flanner, 1996). f1 fark esitligi, her zaman noktasi i¢in referans ve teste ait
ortalama degerler arasindaki farklarin toplami olarak tanimlanir ve referanstan her
zaman noktasinda aciga ¢ikan ortalama miktarin toplamidir. Esitlik 4’te goriildiigii
gibi fl1 fark faktorii iki ¢oziinme hizi profili arasindaki hatayr yiizde cinsinden

yaklasik olarak vermektedir.

n

IR -1}
£ =1 —Ix100

3|
= (Esitlik 4)

f2 benzerlik esitligi ise referans ve teste ait degerler arasindaki hata farklarinin
kareler toplaminin logaritmik doniisimii ile tanimlanmaktadir. Coziinme hizi
profillerinin benzerlik diizeyinin belirlenmesi i¢in f2 degerinin hesaplanmasinda

Esitlik 5’ten faydalanilmaktadir.
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0S5
n

;= 1 2
f, =50log, [l + , Zu',(R, -1,) ‘ x 100 (Esitlik 5)

Bu esitliklerde;
Rt: Referansin t aninda ¢6zlinen etken madde ylizdesi
Tt: Testin t aninda ¢6ziinen etken madde ytizdesi

n: Coziinme hiz1 deneyi esnasinda alinan numune sayisi’n1 ifade etmektedir.

Cozinme hizi profillerinin  degerlendirmesinde profillerin  benzer kabul
edilebilmesi i¢in f1 degerinin 0-15 arasinda, f2 degerinin ise 50-100 arasinda olmasi
gerekmektedir. Referans ve testte ait ¢oziinme hizi profilleri aynm1 oldugunda f2

degeri 100 olup, % hata ise sifirdir (Eryol ve Oner, 2005).

2.2.3.3.6. Nanopartikiillerin DSC Analizi

Nanoprespitasyon teknigi ile hazirlanan polimerik nanopartikiil formiilasyonlari
arasindan 37 faktoriyel deney tasarimi sonucunda belirlenen optimum formiilasyon
tizerinde DSC analizi gerceklestirilmistir. Etken maddenin polimerik matriks yapisi
igerisindeki fiziksel durumunu belirlemek ve formiilasyon bilesenleri ile etken madde
arasindaki olas1 etkilesimleri saptayabilmek iizere etken madde iceremeyen bos
nanopartikiillerin de DSC termogramlar1 Boliim 2.2.1.2°de belirtilen kosullar altinda

tayin edilmistir.

2.2.3.3.7. Nanopartikiillerin FTIR Analizi
Deney tasarimi kapsaminda saptanan optimum nanopartikiil formiilasyonunun

piroksikam igeren ve igermeyen seklinin FTIR spektrumlari 650-4000 cm™ bant

araliginda alinmustir.
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2.2.3.3.8. Nanopartikiillerin Morfolojik Ozellikleri

Nanopartikiillerin morfolojileri hiicre i¢ine alinmalari, dolagimda kalma siireleri
acisindan onemlidir (Salatin ve ark., 2015). Bu sebeple nanoprespitasyon teknigi ile
olusturulan piroksikam yiiklii optimum nanopartikiil formiilasyonunun sekil ve ylizey
Ozelliklerini tespit edebilmek i¢in Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) cihazi
kullanilmistir. Liyofilizasyondan sonra kuru toz halde elde edilen nanopartikiiller
ornek tutucuya bir bant lizerine yayilarak tutturulmus ve nanopartikiil yiizeyi altin ile

kaplanmistir. Bu sekilde nanopartikiillerin SEM mikrogramlari ¢ekilmistir.

2.2.3.3.9. Stabilite Calismalar:

Belirlenen optimum formiilasyonun liyofilize edildikten sonra final kalite
ozelliklerinin takip edilmesi agisindan saklama sicakligi olarak belirlenen 4 °C’de 6
ay siire boyunca stabilite takibi yapilmistir. Bu amagla liyofilize sekildeki polimerik
nanopartikiil formiilasyonunun {giincii ve altinci ayda enkapsiilasyon etkinligi,
partikiil biiyiikliigii ve dagilimi ile zeta potansiyel degerleri tayin edilmistir (n=3).
Ayrica liyofilize sekildeki optimum formiilasyonun dagilabilirliginin tespiti
acisindan gergeklestirilen redispersibilite indeksi tayinine yonelik olarak {iretim
prosesi esnasinda santrifiij isleminden dnce dispersiyon ortamindan alinan bir miktar
nanopartikiil dispersiyonu distile su icinde disperse edilmis ve partikiil boyutu
belirlenmistir. Liyofilizasyon islemini takiben ayni ortamda disperse edilen
formiilasyon tekrar partikiil biiyiikliigii agisindan degerlendirilmis ve redispersibilite
indeksi degeri asagidaki sunulan Esitlik 6 kullanilarak tespit edilmistir. Ayni
tiretimlere ait liyofilize optimum formiilasyon stabilite takibinin gergeklestirildigi ii¢
ve alt1 aylik donemler sonunda da yine ayni dispersiyon ortaminda redisperse edilmis

ve partikiil boyutu tayinin gerceklestirilmistir.
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Redisperse edilmis liyofilize nanopartikillerin ortalama partiktl boyutu

Redispersibilite indeksi =

Orjinal nanopartikilleri ortalama partiktl boyutu

(Esitlik 6)

2.2.3.4. Nanopartikiilerin Antiproliferatif Aktivitelerinin Tayini

2.2.3.4.1. Test Maddesi

Saf piroksikam %10 DMSO igerisinde ¢oziilerek, piroksikam yiikli optimum
nanopartikiil formiilasyonu ise pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde dispese edilerek
diliisyonlar hazirlanmistir ve hazirlanan bu diliisyonlar +4 °C’ de muhafaza

edilmistir. DMSO son derisimi<%0.01 olacak sekilde diliisyonlar hazirlanmaistir.

2.2.3.4.2. Hiicre Kiltiiri

37°C, % 5 CO, igeren etiivde, 25 cm?’lik flasklarin i¢inde % 1 penisilin
streptomisin karisimi ile % 10 FBS igeren DMEM besiyerinde HepG2 hiicreleri
inkiibe edilmistir. Hiicreler istenilen yogunluga ulastiginda 10 pL Tripan mavisi
kullanilarak canli hiicre sayist hiicre saymmi cihaz hesapi ile hesaplanmustir. 5x10°*
hiicre/mL olacak sekilde elde edilen hiicre siispansiyonu, plaklarin her bir

kuyucuguna ekilmis ve etiivde inkiibasyona birakilmastir.

2.2.3.4.3. Hiicre Canhlik Testi
Hiicreler etiivde iken uygun derisimdeki saf piroksikam ¢ozeltisi ve pH 7,4

fosfat tamponu ortaminda disperse edilmis sekilde piroksikam yiikli olan ve

olmayan optimum nanopartikiil dispersiyonlari hazirlanmis ve 0,22 pm’lik steril
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filtrelerden gecirilerek filtrasyon teknigi ile steril hale getirilmislerdir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra etiivden ¢ikarilan plaklarin kuyucuklarina son derisimleri 10-
1000 uM araliginda olacak sekilde 20 pL nanopartikiil dispersiyonu veya saf
molekiil ¢ozeltisi uygulanmistir. 48 saatlik inkiibasyondan sonra inkiibatérden alinan
plaklara MTT testi uygulanmis ve plaklar yeniden iki saat boyunca etiivde inkiibe
edilmistir. Siirenin sonunda plaklarda yer alan MTT soliisyonu geri alinmig ve
ortama 100 pL DMSO ¢ozeltisi eklenerek 540 nm dalga boyunda spektrofotometre
cihazinda absorbans olgiimii yapilmistir. Hiicre canliligi analizleri plak igerisinde
dort tekrarli olarak ve iki paralel seklinde galisilmis ve sonuglar ortalama + standart

sapma seklinde ifade edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Etken Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.1.1. Etken Maddenin FTIR Spektroskopisi ile Analizi Bulgulari

Piroksikamin FTIR spektroskopisi ile analizine ait elde edilen bulgu Sekil 3.1°de

verilmigtir.
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Sekil 3.1. Piroksikamin FTIR spektrumu.

3.1.2. Etken Maddenin DSC Analizi Bulgular:

Piroksikamin termal davranisini saptamak amaciyla yapilan DSC analizi sonucu

elde edilen termogrami Sekil 3.2°de gorilmektedir.

DsSC
mW/mg_

0.00-

-5.00-

203.37C

100.00 200.00
Temp [C]

-10.00-

Sekil 3.2. Piroksikamin DSC termogramu.
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3.1.3. Etken Maddenin UV Spektrum Bulgularn

Piroksikamin asetonitril ve pH 7,4 fosfat tampon ortamlarinda UV spektrumlari
incelenmis ve Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te gOsterilmistir. Yapilan analizlerde
piroksikamin ilgili ortamlarda absorbans gosterdigi maksimum dalga boylar1 Cizelge

3.1’de verilmistir.

2.0

1.5+

1.0+

Abs

0.5

0.0

I T T 1
200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Sekil 3.3. Piroksikamin asetonitril ortamindaki UV spektrumu.
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Sekil 3.4. Piroksikamin pH 7,4 fosfat tamponu ortamindaki UV spektrumu.

54



Cizelge 3.1. Piroksikamin asetonitril ve pH 7,4 tamponunda gosterdigi maksimum dalga
boylari.

Ortam Asetonitril pH 7.4
Amax 325.0 nm 354.0 nm

3.2. Etken Maddenin Belirlenen Kalibrasyon Dogrular1 ve Grafikleri
Bulgulan

Piroksikamin c¢alisilan asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarindaki
standart dogrular1 Sekil 3.5 ve Sekil 3.6°da, Instat paket programi kullanilarak elde

edilen kalibrasyon verileri Cizelge 3.2°de verilmistir.

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10

0,00
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00

Derigim (mikrogram/mL)

y =0,0595x - 0,0129
R>=10,9997

Absorbans (325 nm)

Sekil 3.5. Piroksikamin asetonitril ortamindaki kalibrasyon dogrusu.

1,00
'€ 0,80
[
<t
3 = 0,0473x + 0,003
0,60 y="q ,
S5 R? = 0,9997
0,40
5
20,20
< Il
0,00
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Derisim (mikrogram/mL)

Sekil 3.6. Piroksikamin pH 7,4 fosfat tampon ortamindaki kalibrasyon dogrusu.
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Cizelge 3.2. Piroksikamin asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarinda elde edilen
kalibrasyon verileri.

Egim + GS Kesisim = GS . -
Ortam r r
(m) (n)
Asetonitril 0,0595 0,0129 0,9999 0,9997
Tampon ortami 0,0473 0,0030 0,9999 0,9997

*korelasyon katsayisi
**determinasyon katsayisi

3.3. Etken Maddenin UV Spektrofotometrik Yontemle Belirlenen
Kalibrasyonuna Yonelik Analitik Validasyon Bulgulari

3.3.1. Secicilik

Formiilasyonda bulunan yardimci maddelerin formiilasyonda yer alan
miktarlarinda ¢ozeltileri ayrica hazirlanmis ve piroksikam bulunmayan nanopartikiil
formiilasyonlari da hazirlanarak 200-400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumlar:
incelenmistir. Sonuglar piroksikama ait UV spektrumuyla kiyaslanmigtir. Yardimci
maddeler bu spektrum aralifinda belirgin pik goéstermemis ve calismalarimizda

kullanilacak olan analitik yontemin piroksikama secici oldugu saptanmustir.

3.3.2. Dogrusallik Aralhig:
Bu validasyon parametresine yonelik olarak Instat paket programi kullanilmis ve

Sekil 3.7 ve Sekil 3.8 deki grafikler bu programla ¢izilmistir. Asetonitril ile pH 7,4

fosfat tamponu ortamlari i¢in hesaplanan veriler Cizelge 3.3’te yer almaktadir.
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Cizelge 3.3. Dogrusallik araliginin saptanmasinda asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu

ortamlarina ait veriler.

Ortam Asetonitril Ortami Tampon Ortami
Egim 0,0595 0,0473
Eoimin Gi
S EWVE L ALt S 0,0586 0,0468
Sinirlari
(%95) Ust Sinir 0,0603 0,0475
Kesisim (n) -0,0129 0,0030
Kesisimin Alt Sinir -0,0211 -0,0028
Giiven
Swrlart Ust Smur - 0,0042 0,0046
(%95)
r2 0,9997 0,9997
Sy.x 0,0053 0,0027
Lineer Regresyon Kareler
0,7462 0,8160
Toplamu
Artik Kareler Toplami 0,0002 7,291X10'5
Ortalamanin Artik Kareler . .
2,875x10° 7,291x10°

Toplamu

—— Linear Regression
fffff 95% Confidence Interval

0,942
0,901

0.86
0,819
0.778
0.737
0,696
0.655
0614
0573
0,532
0492
0451

041
0,369
0328
0.287
0.246
0.205
0.164
0123
0.082

Absorbans

ASETONITRIL KALIBRASYON

2 3 4 5

Sekil 3.7. Asetonitril ortamu igin Instant paket programu ile ¢izilen lineer regresyon grafigi.
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—— Linear Regression

""" 95% Confidence Interval

0,901

0,86
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0.778
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0,082 jmer
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Sekil 3.8. pH 7,4 ortam1 i¢in Instant paket programu ile ¢izilen lineer regresyon grafigi.

3.3.3. Dogruluk
Tim ¢alisma boyunca kullanilacak asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu
ortamlar1 i¢in hesaplanan % geri elde degerleri ile ortalamalari, % bagil standart

sapma ve standart sapma degerleri Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Dogrulugun saptanmasinda asetonitril ortamina ait veriler.

Diisiik Derigim Orta Derisim Yiiksek Derigim
(1.6 pg/mL) (8.0 pg/mL) (16 pg/mL)
A* C** % Geri Elde A* C** % Geri Elde A* C** % Geri Elde

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0.080 1.561 97.58 0.460 7.948 99.35 0.923 15.729 98.31
0.083 1.612 100.74 0.459 7.931 99.14 0.926 15.780 98.62
0.081 1.578 98.63 0.457 7.897 98.72 0.925 15.763 98.52
0.079 1.545 96.53 0.453 7.830 97.88 0.931 15.864 99.15
0.080 1.561 97.58 0.454 7.847 98.09 0.928 15.813 98.83
0.079 1.545 96.53 0.456 7.881 98.51 0.930 15.847 99.04
Ortalama % Geri 97.93 Ortalama % Geri 98.61 Ortalama % Geri 98.75
Elde Elde Elde
Standart Sapma 1.581 Standart Sapma 0.575 Standart Sapma 0.321
% Bagil Standart 1.615 % Bagil Standart 0.583 % Bagil Standart 0.325
Sapma Sapma Sapma
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Cizelge 3.5. Dogrulugun saptanmasinda pH 7,4 fosfat tamponu ortamina ait veriler.

Diisiik Derisim Orta Derigim Yiiksek Derigim
(1.6 pg/mL) (9.6 pg/mL) (19.2 pg/mL)
A* C** % Geri Elde A* C** % Geri Elde A* C** % Geri Elde

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0.075 1.576 98.52 0.451 9.428 98.21 0.910 19.153 99.75
0.074 1.555 97.19 0.450 9.407 97.99 0.909 19.131 99.64
0.074 1.555 97.19 0.446 9.322 97.10 0.907 19.089 99.42
0.076 1.597 99.84 0.449 9.386 97.77 0.909 19.131 99.64
0.075 1.576 98.52 0.450 9.407 97.99 0.907 19.089 99.42
0.076 1.597 99.84 0.447 9.343 97.33 0.906 19.068 99.31
Ortalama % Geri 98.52 Ortalama % Geri 97.73 Ortalama % Geri 99.53
Elde Elde Elde
Standart Sapma 1.184 Standart Sapma 0.428 Standart Sapma 0.171
% Bagil Standart 1.202 % Bagil Standart 0.438 % Bagil Standart 0.172
Sapma Sapma Sapma

3.3.4. Kesinlik

Calisilan analitik yontemin kesinliginin belirlenmesinde kullanilmak {izere

piroksikamin asetonitril ve tampon ortamlarinda tekrarlanabilirlik ve orta kesinlik

parametreleri incelenmistir.

3.3.4.1. Tekrarlanabilirlik

Piroksikamin asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarinda tekrarlanabilirlik

parametresi belirlenirken her iki ortamda da etken maddenin diisiik, orta ve yiiksek

derisim olacak sekilde ti¢ farkli ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltilerin absorbans

degerleri alti kez oOlgiilmiis ve bu Olgiimlere karsilik ortalama derisim, % bagil

standart sapma ve standart sapma degerleri hesaplanarak Cizelge 3.6 ve Cizelge

3.7°de sunulmustur.
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Cizelge 3.6. Asetonitril ortaminda tekrarlanabilirlik parametresi igin elde edilen veriler.

Ortam: Asetonitril

Diisiik Derigim Orta Derigim Yiiksek Derigim
(1,6 ng/mL) (8,0 pg/mL) (16 pg/mL)
Absorbans Derigim Absorbans Derigim Absorbans Derigim
Degerleri (ng/mL) Degerleri (ng/mL) Degerleri (ng/mL)
0,077 1,511 0,467 8,066 0,941 16,032
0,080 1,561 0,470 8,116 0,938 15,982
0,080 1,561 0,472 8,133 0,937 15,965
0,078 1,528 0,469 8,099 0,940 16,015
0,078 1,528 0,468 8,082 0,940 16,015
0,079 1,545 0,468 8,082 0,939 15,998
Ortalama 1,539 8,096 16,001
Standart
Sapma 0,020 0,025 0,025
% Bagil
Standart 1,299 0,309 0,156
Sapma

Cizelge 3.7. pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda tekrarlanabilirlik parametresi i¢in elde edilen

veriler.
Ortam: pH 7,4 fosfat tamponu
Diisiik Derisim Orta Derisim Yiiksek Derigim
(1,6 pg/mL) (9,6 pg/mL) (19,2 pg/mL)
Absorbans Derisim Absorbans Derisim Absorbans Derisim
Degerleri (png/mL) Degerleri (ng/mL) Degerleri (ng/mL)
0,080 1,682 0,449 9,500 0,916 19,394
0,081 1,703 0,463 9,796 0,928 19,648
0,081 1,703 0,466 9,860 0,932 19,733
0,080 1,682 0,469 9,923 0,929 19,669
0,081 1,703 0,465 9,838 0,932 19,7333
0,081 1,703 0,465 9,838 0,929 19,669
Ortalama 1,696 9,793 19,641
Standart 0,010 0,149 0,126
Sapma
% Bagil
Standart 0,642 1,525 0,642
Sapma
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3.3.4.2. Orta Kesinlik

Piroksikamin asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarinda orta kesinlik

parametresi belirlenirken her iki ortamda da etken maddenin diisiik, orta ve yiiksek

derism olacak sekilde ti¢ farkli ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltilerin absorbans

degerleri farkli giinlerde alt1 kez 6l¢iilmiis ve bu dlgiimlere karsilik ortalama derisim,

% bagil standart sapma ve standart sapma katsayilari hesaplanarak Cizelge 3.8 ve

Cizelge 3.9’da sunulmustur.

Cizelge 3.8. Asetonitril ortaminda orta kesinlik parametresi i¢in elde edilen veriler.

Diisiik Derigsim Orta Derisim Yiiksek Derisim
(1,6 pg/mL) (8,0 pg/mL) (16 pg/mL)
Gtinler 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1.6lgim 1,611 | 1,510 | 1,577 | 8,076 | 8,126 | 7,975 | 16,140 | 15,668 | 15,820
2.0l¢lim 1,628 | 1561 | 1,561 | 8,160 | 8,295 | 8,076 | 16,157 | 15,769 | 15,837
3.0l¢tim 1,645 | 1,561 | 1,577 | 8,210 | 8,311 | 8,076 | 16,157 | 15769 | 15870
4.0l¢lim 1,645 | 1,561 | 1561 | 8244 | 8,345 | 8126 | 16,157 | 15820 | 1,820
5.0l¢tim 1,662 | 1544 | 1,561 | 8,227 | 8261 | 8,109 | 16,173 | 15803 | 15,854
6.0l¢tim 1,662 | 1,527 | 1,561 | 8,244 | 8,194 | 8,109 | 16,173 | 15837 | 15854
Ortalama 1,642 | 1544 | 1,566 | 8,194 | 8255 | 8,079 | 16,159 | 15,778 | 15,842
Standart Sapma (+) | 0,020 | 0,021 | 0,009 | 0,066 | 0,082 | 0,055 | 0,013 | 0,060 | 0,020
% Bagil Standart
sepma 1,218 | 1,360 | 0,575 | 0,805 | 0,993 | 0,681 | 0,805 | 0,380 | 0,126
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Cizelge 3.9. pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda orta kesinlik parametresi i¢in elde edilen
veriler.

Diisiik Derigim Orta Derigim Yiiksek Derigim
(1,6 pg/mL) (9,6 ng/mL) (19,2 pg/mL)
Giinler 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1.6l¢tim 1,588 | 1,588 | 1,567 | 9,669 | 9,415 | 9,478 | 18,885 | 19,161 | 18,991
2.6l¢tim 1,594 | 1,540 | 1,567 | 9,923 | 9,478 | 9,394 | 19,161 | 19,203 | 19,012
3.0l¢tim 1,594 | 1,567 | 1,594 | 9,902 | 9,372 | 9,457 | 19,182 | 19,139 | 19,033
4.6l¢tim 1,567 | 1,540 | 1,588 | 9,881 | 9,521 | 9,457 | 19,266 | 19,139 | 18,991
5.0l¢tim 1,588 | 1,567 | 1,567 | 9,966 | 9,478 | 9,500 | 19,203 | 19,161 | 19,076
6.0l¢tim 1,567 | 1,567 | 1,588 | 9,944 | 9,457 | 9,415 | 19,203 | 19,161 | 19,097

Ortalama 1,583 | 1,561 | 1,579 | 9,881 | 9,454 | 9,450 | 19,150 | 19,160 | 19,033

Standart

0,013 | 0,019 | 0,013 | 0,208 | 0,052 | 0,039 0,134 0,023 0,044
Sapma ()
% Bagil
Standart 0,821 | 1,217 | 0,823 | 1,093 | 0,556 | 0,417 0,702 0,121 0,233
Sapma

3.3.5. Teshis Simir1 (LOD)

Piroksikamin asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarinda hesaplanan LOD
verileri Cizelge 3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.10. Piroksikamin asetonitril ve tampon ortamlarindaki LOD degerleri.

Ortam LOD Degeri (ng/mL)
Asetonitril 0,238
pH 7,4 0,171

3.3.6. Tayin Simir1 (LOQ)

Piroksikamin asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarinda hesaplanan LOQ

degerleri Cizelge 3.11’de verilmistir.
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Cizelge 3.11. Piroksikamin asetonitril ve tampon ortamlarindaki LOQ degerleri.

Ortam LOQ Degeri (ng/mL)
Asetonitril 0,723
pH 7.4 0,519

3.4. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyon Calismalar1 Bulgularn

3.4.1. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin 3? Faktoriyel Deney Tasarimu ile

Optimizasyon Bulgulan

Piroksikam igeren polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin optimizasyonu igin

3% faktoriyel deney tasarimi kullanilmistir. Bu tasarim i¢in gereken bagimli ve

bagimsiz degiskenler belirlenmis olup Cizelge 2.2°de yer verilmistir. Bu boliimde de

belirtildigi gibi tiim nanopartikiil formiilasyonlar1 i¢in cevap degiskeni olarak

belirlenen enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiylikligli ve zeta potansiyel analizleri

her formiilasyon i¢in ii¢ 6l¢iim olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen cevap

degiskenlerine ait bulgular Cizelge 3.12°de verilmektedir.

Cizelge 3.12. Nanopartikiil formiilasyonlarimin 3% faktoriyel deney tasarimu ile elde edilen
cevap degiskenlerine ait bulgular.

Formiilasyon Enkapsiilasyon Etkinligi Partikiil Bityiikligii Zeta Potansiyel
Kodu (% £ SS) (nm+ SS) (mV+ SS)
F1 98,88 £ 0,87 184,6 +0,92 -31,8+0,81
F2 83,56 +1,18 187,3+0,64 -23,0+£0,44
F3 71,37+1,20 190,5+0,70 -20,6 £0,76
F4 89,88 +£0.96 204,6 = 1,26 -25,8+0,87
F5 84,00+ 1.51 211,3+0,35 -24,3+0,53
F6 58,72 £2.14 217,4 £ 0,56 -22,4 £0,40
F7 64,17 £3.42 232,8 £0,65 -32,1 £6,35
F8 46,29 +3.42 250,1+1,86 -20,2+£0,70
F9 29,65+ 1.65 323,4+£2,26 -9,3+0,08

63



Bagiml degiskenler enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiyiikligl ve yiizey yiikii
lizerine bagimsiz degiskenler PLGA miktar1 ve Poloksamer 188 yiizdesinin etkisini
gosteren yiizey cevap grafikleri Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de goriildiigi gibi
elde edilmistir. Design Expert® 6.0.8 bilgisayar programi kullanilarak elde edilen

tasarim sonuglar1 Sekil 3.12°de yer almaktadir.

ot W A
e i

Enkapstilasyon Etkinligi

Poloksamer 188 4%

konsantrasyonu (%) 920 0.00
1.00 1.00

-0.50

PLGA miktari (mg)

Sekil 3.9. PLGA miktar1 ve Poloksamer 188 derisiminin piroksikam nanopartikiillerinin
enkapsiilasyon etkinligi {izerine etkisini gosteren yiizey cevap grafigi.

299.103

. 268.191
;gn

= 237.278
Aé- 206 366
m

E 175.453
[o¥

1.00

0.00
Poloksamer 188 _
konsantrasyonu (%) -0.50

PLGA miktar1 (mg)

-1.00 -1.00

Sekil 3.10. PLGA miktar1 ve Poloksamer 188 derisiminin piroksikam nanopartikiillerinin
partikiil biiytikligii lizerine etkisini gosteren ylizey cevap grafigi.
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32.0795
27.8128
235462
19.2795
15.0128

0.50
Poloksamer 188  o.00 0.50
konsantrasyonu (%) 0.00
-0.50
050 PLGA miktar1 (mg)
-1.00 "-1.00

Sekil 3.11. PLGA miktar1 ve Poloksamer 188 derigsiminin piroksikam nanopartikiillerinin
zeta potansiyeli tizerine etkisini gosteren ylizey cevap grafigi.

Zeta Potansiyeli

1.00

3? faktoriyel deney tasarimi kapsaminda incelenen cevap degiskenlerinin
bagimsiz degiskenlerle olan matematiksel iligkilerini ifade eden dogru denklemlerine

ait katsayilar ve istatistiksel veriler Cizelge 3.13’de sunulmaktadir.
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Cizelge 3.13. Polimerik nanopartikiillerin 6zellik parametrelerine uygulanan program analizi sonucunda elde edilen dogru denklemlerine ait
katsayilar ve istatistiksel veriler.

99

Cevap Degiskenleri Dogru denklemi katsayilari Istatistiksel veriler
Faktor Katsay1 P degeri F degeri P degeri r’
Sabit + 82,50 77,42 <0,0001 %98,22
X1 - 18,95 < 0,0001
Enkapsiilasyon Etkinligi X2 71553 <0,0001
X1 - 13,86 0,0003
X2 -4,48 0,0641
X1X2 -1,75 0,3357
Partikiil Buyukliigii Kesigim + 219,06 22,13 0,0002 %88,06
X1 + 40,65 <0,0001
X2 +18,22 0,0126
X1X2 +21.18 0,0163
Zeta Potansiyel Kesisim +23,55 12,26 0,0020 %71,03
X1 -2,30 0,1173
X2 -6,23 0,0009

F: Modele uyumu ifade eden deger;
P: Istatistiksel agidan farki ifade eden deger (P degeri <0.05 olan faktorler istatistiksel olarak anlamlidir);

r%: Determinasyon katsayisi

Enkapsiilasyon Etkinligi = + 82,50 - 18,95X1 - 15,53X2 - 13,86X1% 4,48X2%- 1,75X1.X2

Partikiil Biiyiikliigii = + 219,06 + 40,65X1 + 18,22X2

Zeta Potansiyel = + 23,55 - 2,30X1 - 6,23X2




Bagimsiz degiskenlerin, cevap degiskenleri iizerine olan etkilerini belirlemek
icin kurulan matematiksel esitlikler ve modeller elde edildikten sonra hedeflenen
cevap degiskenleri olarak en yiiksek enkapsiilasyon etkinligi, en diisiik partikiil
buytikligli ve > 30 mV zeta potansiyel degerlerine sahip formiilasyonu gosteren
kontur grafigi ¢izilmistir. Sekil 3.10’da optimum formiilasyonu gosteren kontur
grafigi goriilmektedir. Optimum formiilasyonun belirlenmesinde incelenen her iki
bagimsiz faktoriin cevap degiskenleri iizerine olan etkinligini ifade eden bu grafigin
yanisira hedeflenen cevap degiskenlerine sahip ongoriilen optimum formiilasyonun
tespiti i¢in “Arzulanabilirlik Fonksiyonu (desirability function) (d)” yonteminden de
yararlanilmigtir (Yerlikaya ve ark., 2013; Pal ve Gauri, 2018; Sengel-Tiirk ve ark.,
2021). Deney tasarimi kapsaminda belirlenen hedef cevap degiskenlerine yonelik
etkinligi irdelenen bagimsiz degiskenler bazinda elde edilen “d” degeri 0,99 olarak

tayin edilmistir.

1.00 —i L &
.50 —
0.00 —ig Se L

En Kiiciik Partikiil Biiyiikligi

En Biiyiik Enkapstilasyon Etkinligi

Poloksamer 188 Derisimi (%)

-0.40 —

Zeta>30 mV

-1.00 -4 | ® | *

-1.00 -0.40 n.oo 0.50 1.00

PLGA Miktart (mg)

Sekil 3.12. Optimum formiilasyonu gosteren kontur grafigi. Sar1 bolge hedeflenen cevap
degiskenlerine ulagsmak icin calisilmasi gereken bagimsiz degisken diizeylerini yani optimum
formiilasyonu tanimlamaktadir.
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3.4.2. Nanopartikiillerin PDI Tayinine Ait Bulgular

Boliim 2.2.3.3.2°de belirtildigi gibi hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlari
i¢cin polidispersite indeksi tayini yapilmistir. Gergeklestirilen analiz sonucunda elde

edilen PDI degerleri Cizelge 3.14’de sunulmaktadir.

Cizelge 3.14. Nanopartikiil formiilasyonlarinin PDI verileri.

Formiilasyon Kodu PDI (Ortalama + SS)
F1 0,051 £0,013
F2 0,098 + 0,006
F3 0,062 +0,011
F4 0,088 + 0,008
F5 0,097 + 0,005
F6 0,082 + 0,027
F7 0,075 + 0,026
F8 0,098 £ 0,011
F9 0,249 + 0,006

3.4.3. In Vitro Etken Madde Aqiga Cikis Hizi Tayini Bulgular

Bolim 2.2.3.1°de belirtildigi gibi hazirlanan piroksikam yiikli dokuz
nanopartikiil formiilasyonunun zamana bagli etken madde agiga ¢ikis hiz1 tayinine

yonelik bulgular Sekil 3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.13. in vitro etken madde ag13a cikis hiz1 profilleri.

3.4.4. Aciga Cikan Etken Madde Miktarimin Bulgular:

Bu kapsamda programa girilen bagimsiz degiskenlerin diizeyleri ile her bir
formiilasyon i¢in tayin edilen agiga ¢ikan etken madde miktarlar1 Cizelge 3.15°te
sunulmustur. Bolim 3.4.1°de belirtildigi sekilde F1 kodlu optimum formiilasyonun
deneysel ¢oziinme hizi verilerine karsilik program tarafindan olusturulan tahmini
ciktt verileri Cizelge 3.16°da, tahmini ve deneysel ¢6ziinme hizi verilerine ait
korelasyon grafigi Sekil 3.14’te, deneysel ve tahmini ¢oziinme hiz1 profilleri Sekil

3.15’te ve f1 fark ve f2 benzerlik test sonuglari ise Cizelge 3.17’de sunulmustur.
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0.

Cizelge 3.15. Programa girilen bagimsiz degiskenlerin diizeyleri ile her bir formiilasyon i¢in tayin edilen agiga ¢ikan etken madde miktarlari.

Bagimsiz
) Ag18a ¢ikan etken madde miktarlar1 (%)
Formiil degiskenler

no

X1(mg) | X2(%) 2. saat 6. saat 1. giin 4. giin 8. giin 12. giin 15. glin 18.giin 21. giin 25. giin 31. giin
F1 50 1 2,00+£0,81 | 6,70+0,99 | 11,38+1,22 | 18,43+1,87 | 31,26+2,17 | 38,42+2,79 | 47,64+2,87 | 60,82+3,16 | 69,93+2,89 | 78,76+2,58 | 85,47+2,12
F2 50 2 1,11+0,10 | 2,79+0,68 | 6,62+1,22 | 11,62+1,54 | 17,86+1,80 | 23,57+1,82 | 32,20+2,34 | 40,41+3,42 | 48,05+2,15 | 63,03+2,66 | 71,74+1,46
F3 50 3 1,06+0,04 | 2,10+£0,21 | 3,51+0,49 | 8,43+0,90 | 11,57+1,28 | 19,46+2,11 | 26,37+1,56 | 32,88+2,17 | 40,80+2,73 | 44,20+3,95 | 56,21+1,74
F4 100 1 0,96+0,06 | 1,34+0,08 | 2,40+0,27 | 5,95+0,41 | 8,95+0,26 | 14,32+0,39 | 19,51+0,56 | 25,75+0,84 | 32,15+1,01 | 36,61+1,37 | 42,23+0,60
F5 100 2 0,85+0,06 | 1,17+0,14 | 2,05+0,12 | 4,74+0,65 | 7,49+0,38 | 9,82+091 | 14,03+0,84 | 21,22+1,01 | 26,56+0,55 | 29,92+0,25 | 35,91+0,67
F6 100 3 0,81+0,04 | 1,10+0,07 | 1,76+0,10 | 3,73+0,29 | 5,00+0,79 | 7,61+0,31 | 8,92+0,24 | 11,76+0,57 | 16,30+1,06 | 19,75+0,91 | 23,86+1,36
F7 200 1 0,67+0,05 | 0,96+0,06 | 1,29+0,15 | 2,50+0,45 | 3,64+0,88 | 5,63+0,42 | 8,05+0,67 | 11,75+0,51 | 17,03+0,33 | 18,92+0,71 | 24,50+1,18
F8 200 2 0,52+0,09 | 0,83+0,12 | 1,03+0,08 | 1,96+0,22 | 3,11+0,52 | 4,35+0,46 | 5,55+0,60 | 8,42+0,73 | 14,46+0,95 | 12,19+1,26 | 15,99+0,78
F9 200 3 0,38+0,08 | 0,64+0,13 | 0,90+0,12 | 1,54+0,22 | 2,38+0,38 | 2,91+0,68 | 3,57+0,37 | 3,28+0,20 | 3,59+£0,31 | 3,77+0,98 7,13+




Cizelge 3.16. Optimum formiilasyona ait deneysel ¢dziinme hizi verilerine karsilik program
tarafindan olusturulan tahmini ¢6ziinme hizi ¢ikt1 verileri.

Deneysel olarak agiga ¢ikan Tahmini olarak agiga ¢ikan
Zaman (saat / giin)
etken madde miktar (%) etken madde miktart (%)
2. saat 2,00+ 0,81 1,57
6. saat 6,70 £ 0,99 5,93
1. glin 11,38 +1,22 10,60
4. giin 18,43 +1,87 17,45
8. glin 31,26 £2,17 29,18
12. giin 38,42 +2,79 36,56
15. giin 47,64 +2.87 46,10
18. giin 60,82 +3,16 57,99
21. giin 69,93 +2,89 66,44
25. giin 78,76 2,58 77,45
31. giin 85,47 +2,12 84,37
90,00 -
[
80,00 - .,.-'
70,00 - oo
_ O
g 60,00 A ...."
£ 50,00 ot -
£ ® Y Do
S 40,00 A ...-' >
30,00 - _,"'
20,00 - P
10,00 - o
@
000 @ — . . . ; ; ; ; .
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00
Deneysel veri

Sekil 3.14. Optimum formiilasyonun tahmini ve deneysel ¢oziinme hizi verilerine ait
korelasyon grafigi.
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Sekil 3.15. Optimum formiilasyonun deneysel ve tahmini ¢6ziinme hizi profilleri.

Cizelge 3.17. Optimum formiilasyonun f1 fark ve f2 benzerlik testi sonuglari.

Uygulanan test Sayisal deger
f1 fark testi 3,81
2 benzerlik testi 84,32

3.4.5. Optimum Formiilasyonun DSC Analizi Bulgular:

Optimum formiilasyonda yer alan piroksikam yiiklii nanopartikiillerin ve bos

nanopartikiillerin DSC termogrami1 Sekil 3.16°da goriildiigl gibi elde edilmistir.

— + — Piroksikam yiiklii nanopartikiil
DSC — —— Bos nanopartikiil
mW/mg
I e B
Gl T SRR Lol
0.00- %) P
i “.i ’ ?
\‘\ ¥51.60C 54
P P A e T TR S R T SR —
3.5 T
Vi
b
Y 51.95¢
-5.00- : <
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.16. Optimum formiilasyonda yer alan piroksikam yiiklii nanopartikiillerin ve bos
nanopartikiillerin DSC termogramu.
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3.4.6. Optimum Formiilasyonun FTIR Analizi Bulgular:

Optimum nanopartikiill formiilasyonunun FTIR analizi sonucu eclde edilen

bulgularina yonelik grafik Sekil 3.17°deki gibi elde edilmistir.
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Sekil 3.17. a. Piroksikam yiiklii optimum nanopartikiil formiilasyonunun FTIR spektrumu;
b. Piroksikam igermeyen bos optimum nanopartikiil formiilasyonunun FTIR sepkturumu.

3.4.7. Nanopartikiillerin Morfolojik Ozellikleri Bulgular
Nanoprespitasyon teknigi kullanilarak olusturulan piroksikam yiikli optimum

nanopartikiil formiilasyonunun taramali elektron mikroskopisi kullanilarak elde

edilen goriintiileri Sekil 3.18’de goriildigii sekilde elde edilmistir.
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Sekil 3.18. Nanopartikiillerin morfolojik goriiniimii.

ra

Ed

3.4.8. Stabilite Calismalar1 Bulgular:

"
2.
Mag= 20.00 K X

Bolim 2.2.3.3.9’da aciklanan sekilde gerceklestirilen stabilite caligsmalari

kapsaminda elde edilen bulgulardan optimum formiilasyona ait enkapsiilasyon

etkinligi, partikiil biytikliigii ve biytlikliik dagilimi ile zeta potansiyel degerleri

Cizelge 3.18’de, redispersibilite indeksine ait bulgular ise Cizelge 3.19’da

sunulmustur.

Cizelge 3.18. Optimum formiilasyonun 4°C sicaklik degerindeki 6 aylik stabilite verileri.

Enkapsiilasyon Partikiil .
PDI Zeta Potansiyel
Zaman Etkinligi Biiyiikligii
(Ortalama =+ SS) (mV= SS)
(% £ SS) (nm= SS)

Baslangig 98,88 £ 0,87 184,6 £0,92 0,051 +£0,013 -31,8 +£ 0,81
3. ay 98,76 £ 0,71 185,7+1,15 0,057 £ 0,025 -32,2+1,09
6. ay 98,47 £ 0,65 187,1 = 1,47 0,047 + 0,033 -32,7+1,27
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Cizelge 3.19. Optimum formiilasyonun liyofilizasyon islemi sonrasinda ve 3 ile 6 aylik
sabilite donemleri sonrasinda tayin edilen redispersibilite indeksi degerleri.

Zaman

Redispersibilite indeksi

Uretimde liyofilizasyon islemi sonrasinda 1,0044

3. ay stabilite dénemi

1,0103

6. ay stabilite donemi

1,0179

3.4.9. Piroksikam Yiiklii Nanopartikiillerin Antiproliferatif Etkinlik

Bulgulan

Boliim 2.2.3.4°te belirtilen dogrultuda gercgeklestirilen hiicre kiiltiirii ¢alismalari

sonucunda 100-250 uM derisim araliginda saf piroksikamin ve piroksikam yiiklii

optimum nanopartikiil formiilasyonunun HepG2 insan karaciger kanseri hiicre hatti

tizerindeki canliligr Sekil 3.19 ve Sekil 3.18’de 48. saat lizerinden sunulmustur.
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Sekil 3.19. Saf piroksikamin 48 saat inkiibasyon sonrast HepG2 hiicre canliligi iizerine

etkisi.
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Sekil 3.20. Piroksikam yiiklii optimum nanopartikiil formiilasyonunun 48 saat inkiibasyon
sonrast HepG2 hiicre canlilif iizerine etkisi (*, p<0,0001, kontrole gore anlamlilik).
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4. TARTISMA

4.1. Etken Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesine Yoénelik Bulgularin

Degerlendirilmesi

Hepatoseliiler karsinom tedavisine yonelik antiproliferatif aktivite tespiti
amactyla yapilan deneylerde kullanilmak {izere temin edilen piroksikamin
Ozelliklerini teyit etmek tizere FTIR analizi, DSC analizi, UV Spektrum analizi
gerceklestirilmistir. Bu boliimde analizlerin sonuglar1 degerlendirilmis ve bu

degerlendirmeler sonucu verilen kararlar ilgili boliim sonlarinda belirtilmistir.

4.1.1. Etken Maddenin FTIR Analizi Bulgularimin Degerlendirilmesi

Yapilan ¢aligmalarda saf piroksikamin Sekil 3.1°de yer alan FTIR spektrumu
incelendiginde piroksikama ait temel belirleyici kimyasal grubun N-H gerilimi
oldugu, bu gerilimin disinda ise deformasyon titresimleri olarak tanimlanan SO,, C-
S, C-H kimyasal gruplarinin da spektrumda yer aldigi belirlenmistir (Nikoli¢ ve ark.,
2014; Panzade ve ark., 2017). Tez ¢alismamizda elde edilen piroksikamin FTIR
spektrumunda, piroksikamin kimyasal yapisinda bulunan en &zellikli grup olan N-H
gerilimi 3334 cm™de tayin edilirken; SO, gerilimi 1146 cm™de, C-S gerilimi 685
cm™®de ve C-H gerilimine ait emilim bantlarinin ise 660-900 cm™ gozlendigi
belirlenmistir. Elde edilen bu bulgular, piroksikam ile yapilan ¢alismalarda
gozlemlenen belirleyici emilim bantlan ile ortiismektedir (Nikoli¢ ve ark., 2014;
Panzade ve ark., 2017).
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4.1.2. Etken Maddenin DSC Analizi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Tez calismamizda piroksikamin Sekil 3.2°de yer alan DSC termogrami
incelendiginde 203,37 °C’de keskin yapida endotermik bir pik gozlenmektedir. Elde
edilen bu pik piroksikamin erime derecesini gosterirken pikin keskin sekli ise
piroksikamin kristal yapida oldugunu isaret etmektedir. Elde edilen bu bulgu
piroksikamin DSC analizine yonelik literatiir bilgileri ile uyumlu bulunmustur

(Panzade ve ark., 2017).

4.1.3. Etken Maddenin UV Spektrumunun Degerlendirilmesi

Bu caligmada piroksikamin miktar tayini yontemi olarak UV spektrofotometri
yonteminin kullanilmistir. Bu yontemin, piroksikamin ¢esitli dozaj sekilleri ve ilag
tagiyict sistemlerde yer alan miktarinin belirlenebilmesi amaciyla kullanimina
yonelik ¢ok sayida ¢alisma literatiirde bulunmaktadir (Gholivand ve ark., 2014,
Kormosh ve ark., 2011). Piroksikamin asetonitril ve pH 7,4 tampon ortamlarindan
alinan spektrumlar1 ve kalibrasyon dogru denklemleri Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da
verilmis olup asetonitril ortaminda verdigi maksimum absorbans dalga boyu 325 nm,
pH 7.4 tampon ortaminda verdigi maksimum absorbans dalga boyu ise 354 nm
olarak tespit edilmistir.

4.2. Secilen Analitik Yontemin Validasyon Bulgularinin Degerlendirilmesi

Tez calismasi boyunca segilen analitik yontemin validasyonunun tespit ve tayini
icin secicilik, dogruluk, dogrusallik araligi, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve orta
kesinlik parametreleri {izerinden), teshis smir1 ile tayin sinir1 parametreleri
arastiritlmistir. Secicilik sonuclar1 degerlendirilecek oldugunda gelistirilen miktar
tayini yonteminin piroksikama 6zgiin olup olmadigmin tespiti i¢in ilgili ortamlarda

etken madde pikinin bulundugu absorpsiyon boélgesinde baska herhangi bir pikin
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bulunmadig1 belirlenmis ve dolayisiyla segilen miktar tayini yonteminin piroksikama

6zglin oldugu sonucuna varilmstir.

Tez calismamizda dogrusallik araligi parametresine yonelik olarak calisilan her
iki ortam icin de elde edilen r? degerleri 1’e yakin tespit edilmistir. Ayn1 sekilde Sy.x
degerleri ise asetonitril i¢in 0,0053; pH 7,4 tampon ortami i¢in 0,0027 seklinde
oldukea diisiik diizeyde hesaplanmustir. r* degerlerinin yiiksek, Sy.x degerlerinin ise
diisiik olmasi her iki ortam i¢in elde edilen kalibrasyon verilerinin bu parametreyi

kanitladigin1 géstermektedir.

Dogruluk parametresinin belirlenebilmesine yonelik yapilan deneyler sonucu
elde edilen bulgular Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’de verilmistir. Asetonitril ve pH 7,4
tampon ortamui i¢in % geri elde degerlerine ait % bagil standart sapma sonuclariin %

2’den kii¢iik olmasi1 bu parametrenin ispatlandigini géstermektedir.

Segilen miktar tayini yonteminin analitik validasyonunda kesinlik
parametresinin tespitine yonelik olarak asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlari
i¢in yapilan tekrarlanabilirlik ¢alismalarinin sonuglart Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de
verilmistir. Secilen analitik yontemin kesinliginin tespitine yonelik asetonitril ve pH
7,4 fosfat tamponu ortamlart igin yapilan orta kesinlik ¢alismalarinin sonuglari ise
sirasiyla Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9’da sunulmustur. Her iki ¢aligmada da elde edilen
% bagil standart sapma katsayilarinin % 2’den diisiik ¢ikmasi bu parametrelerin

saglandigin1 kanitlamaktadir.

Segilen miktar tayini yonteminin analitik validasyon calismalar1 kapsaminda
LOD degerlerinin tespitine yonelik yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen bulgular
asetonitril ve pH 7.4 fosfat tamponu ortamlar1 igin Cizelge 3.10’da, LOQ
degerlerinin tespitine yonelik elde edilen bulgular ise Cizelge 3.11°de sunulmustur.
Piroksikamin asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortami i¢in LOD degerleri
sirastyla 0.238 pg/mL ve 0.171 pg/mL olarak saptanirken LOQ degerleri ise 0.723
pug/mL ve 0.519 pg/mL olarak belirlenmistir.

79



4.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin 3? Faktoriyel Deney Tasarmm ile

Optimizasyon ve Ozellik Bulgularinin Degerlendirilmesi

4.3.1. Optimizasyon Bulgularinin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda, 3° faktoriyel deney tasarimi kapsaminda piroksikam yiikli
polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin kritik final 6zellikleri olan enkapsiilasyon
etkinligi, partikiil biiyiikligli ve ylizey yiikii lizerine bagimsiz degiskenler olarak
belirlenen PLGA miktar1 (X1) ve Poloksamer 188 derisiminin (X2) etkinliginin
irdelenmesi amaglanmistir. Belirlenen bagimsiz degiskenler -1 diisiik seviye, 0 orta
seviye ve +1 yiiksek seviye derecelerinde degerlendirilmis ve bu dogrultuda PLGA
polimeri 50 mg, 100 mg ve 200 mg’lik miktar seviyesinde ve Poloksamer 188 ise %

1, % 2 ve % 3 derisim diizeyinde kullanilmistir.

Hazirlanan polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinligi
degerleri incelenen PLGA miktar1 (X1) ve Poloksamer 188 derisimi (X2) bagimsiz
degiskenlerinin etkinligi agisindan irdelendiginde, her iki bagimsiz degiskenin de
enkapsiilasyon etkinligi cevap degiskeni {izerinde istatistiksel acidan anlamh
diizeyde etkin oldugu (Cizelge 3.13, P<0,0001) ve her iki bagimsiz degiskenin
diizeyi artikga nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinliginin azaldigi belirlenmistir
(Cizelge 3.13). Bu cevap degiskenine gore olusturulan matematiksel esitlik modeline
ait P degerinin <0,0001 (P<0,05) olusu da formiiller arasinda istatistiksel olarak
anlaml farkliliklarin elde edildigini gostermektedir (Cizelge 3.13). Modele ait dogru
denklemi katsayilar1 6niinde yer alan + ve — isaretler, her bir faktoriin pozitif veya
negatif etkinligini ifade etmektedir (Amasya ve ark., 2020). Bu kapsamda incelenen
her iki bagimsiz parametrenin de (X1 ve X2) nanopartikiillerin enkapsiilasyon
etkinlikleri lizerinde genel olarak negatif bir etkinligi oldugu gézlenmistir (Cizelge
3.13). Bir diger degisle X1 ve X2 degerleri arttik¢a, nanopartikiillerin enkapsiilasyon
etkinligi degerleri azalmakta ve bu azalis formiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde gerceklesmektedir. Cizelge 3.13’de sunulan istatistiksel veriler,

enkapsiilasyon etkinligi cevap degiskeni acisindan yorumlandiginda program
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tarafindan cevap degiskenine yoOnelik gelistirilen matematiksel esitlik modeline
uyumun bir gostergesi olan F degerinin 77,42 olarak tayin edildigi belirlenmistir. Bu
cevap degiskeni i¢in elde edilen F degeri, F testine ait istatiksel tabloda % 5 kritik
seviyesinde tek tarafli agidan serbestlik dereceleri baz alinarak belirlenen tablo F
degeri ile kiyaslandiginda oldukca biiyiik bir degerdir (Ftablo=4.46) (Gilindiiz, 1998,
sf.: 42). Piroksikam ytiklii polimerik nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi cevap
degiskeni igin gelistirilen modelin F degerinin (Cizelge 3.13, F=77,42), Ftablo
(Ftablo=4.46) degerinden biiyiikk olmasi, elde edilen sonuglarin yiiksek oranda
farkliligini ifade etmektedir. Yine Cizelge 3.13’de yer alan ve gelistirilen modelin
determinasyon katsayisini ifade eden r? degeri ise % 98,22 olarak hesaplanmustir. r°
degerinin 1’e yakinligi gelistirilen modelin dogrulugunun ve uygunlugunun bir

gostergesidir (Sengel-Tiirk ve ark., 2021).

Gergeklestirilen 32 faktoriyel tasarim kapsaminda verilerin istatistiksel agidan
degerlendirilmesinin yan1 sira cevap yiizey metodolojisi yaklasimi da optimum
formiilasyonun belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir. Bu yaklasim bir degiskende
meydana gelen degisimin hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin incelenen
bagimli degiskenlerin iizerinde nasil bir etkinlige sahip oldugunu gorsel olarak
sunmakta ve etkinligin anlagilmasina yardimci olmaktadir (Amasya ve ark., 2020).
Bu kapsamda tezimizde incelenen bagimsiz degiskenler olan PLGA miktart (X1) ve
Poloksamer 188 derisiminin (X2) piroksikam yiikli polimerik nanopartikiillerin
enkapsiilasyon etkinligi cevap degiskeni iizerine olan etkisi Sekil 3.9’da
goriilmektedir. FElde edilen grafik degerlendirildiginde en yiiksek yiikleme
etkinliginin her iki bagimsiz degiskenin de -1.00 seviyesi ile -0.50 seviyesi araliginda
gerceklestigi  goriilmektedir. Deney tasariminda bu konfigiirasyona sahip olan
formiilasyon ise F1 kodlu formiilasyondur. Piroksikam yiiklii nanopartikiillerin
enkapsiilasyon etkinligi degerlerinin PLGA miktar1 ve Poloksamer 188 derisimi
artikca azalmasmin temel nedeninin, hidrofobik 6zellikte bir molekiil olan
piroksikamin, ¢6ziindiigli ortam olan organik faz i¢inde kalma egilimindeyken, dis su
fazinda artan Poloksamer 188 derisimine bagli olarak bulundugu i¢ organik fazdan
dis su fazina difiize olmaya baslamasi ve dolayisiyla sulu fazda miseller olarak

¢Oziinlir hale gelmesi sonucunda nanodamlaciklarin katilagmasi esnasinda
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piroksikamin dis su fazina kagmasi oldugu diistiniilmektedir. Piroksikam 188
derisiminin artmasi ile elde edilen nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinliklerinde
gbzlemlenen bu azalma, ulasilan literatiir verileri ile de desteklemektedir (Sharma ve

ark., 2015).

Hazirlanan piroksikam yiiklii polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil
biiyiikliikleri tizerine, incelenen PLGA miktar1 (X1) ve Poloksamer 188 derisimi (X2)
bagimsiz degiskenlerinin etkinligi incelendiginde, incelenen her ti¢ seviyedeki PLGA
miktar1 (50 mg, 100 mg ve 200 mg) ve Poloksamer 188 derisimi (% 1, % 2 ve % 3)
diizeyinde de, polimer miktar1 (P <0,0001, Cizelge 3.13) ve yiizey etken madde
derisimi (P=0,0126, Cizelge 3.13) artisina bagl olarak partikiil biiyiikliiklerinde
istatistiksel olarak anlaml artiglar elde edilmistir (P<0,05, Cizelge 3.13). Modelin F
degeri (F=22,13, Cizelge 3.13), Ftablo degerinden (Ftablo=4,46) biiyiik bulunmus,
determinasyon katsayisi ise % 88,06 olarak hesaplanmistir. Bu durum elde edilen
partikiil biiyiiklik verileri lizerinden gelistirilen matematiksel esitlik modelinin
yiiksek derecede uygun ve dogru oldugu sonucunu gostermistir. Sekil 3.10°da
sunulan, nanopartikiillerin sahip olduklar1 partikiil biyiikliigii cevap degiskeni
lizerine, incelenen bagimsiz degiskenlerin etkilerinin gdzlendigi yiizey cevap grafigi
incelendiginde ise en kiiciik partikiil boyutunun PLGA miktarinin ve Poloksamer 188
derisiminin en diisiik oldugu formiilasyon olan F1 kodlu formiilasyonda tespit
edildigi goriilmektedir. Nanopartikiil olusumu esnasinda hem polimer miktarinin
hem de yiizey etken madde miktarmin artmasina bagli olarak organik fazin
viskozitesi artmakta ve bu durumda emiilsifikasyon sirasinda dis su faz i¢inde daha
zor disperse olan daha viskoz bir organik faz olusumuna yol agmaktadir (Sengel-
Tiirk, 2009). PLGA miktar1 ve Polokamer 188 derisiminde meydana gelen artisa
bagli olarak nanaopartikiillerin partikiil boyutlarinda gézlemlenen istatistiksel olarak

anlamli artigin bu sebeple gozlendigi diisiiniilmektedir.

Tezimiz kapsaminda PLGA miktar1 (X1) ve Poloksamer 188 derisimi (X2)
bagimsiz  degiskenlerinin  etkisinin incelendigi bir diger parametre ise
nanopartikiillerin yiizey yiikleri olmustur. Bu acidan elde edilen sonuclar

irdelendiginde, her iki bagimsiz degiskenin artis1 sonucunda nanopartikiillerin zeta
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potansiyel degerlerinin azaldigi, ancak bu azalisin PLGA miktar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde gerceklesmedigi (P =0,11731, Cizelge 3.13),
Poloksamer 188 derisimi ag¢isindan ise statistiksel olarak anlamli diizeyde gozlendigi
(P =0,0009, Cizelge 3.13) belirlenmistir. Nanopartikiil yiizeyinde yer alan
Poloksamer 188’¢ ait iyonize karboksil gruplarinin varligindan dolay1r nanopartikiil
formiilasyonlarinin tamaminda zeta potansiyel degerleri negatif olarak elde edilmistir
(Cizelge 3.12). Elde edilen zeta potansiyel degerleri tizerinden gelistirilen
matematiksel modelin F degeri 12,26 ve dogru denkleminin 1 degeri ise % 71,03
olarak hesaplanmistir. Bu veriler elde edilen zeta potansiyel degerlerinin ilizerinden
gelistirilen matematiksel esitlik modelinin yeterli uygunluga sahip oldugunu ifade
etmektedir. Sekil 3.11’de goriilen yiizey yilikii bagimli degiskeni tizerine PLGA
miktar1 (X1) ve Poloksamer 188 derisimi (X2) bagimsiz degiskenlerinin etkinligi
irdelendiginde ise istatistiksel olarak anlamli diizeydeki en yiiksek zeta potansiyel
degerinin her iki bagimsiz degiskeninde -1.00 seviyelerinde ortaya c¢iktig

belirlenmistir.

4.3.2. Nanopartikiillerin PDI Tayinine Yonelik Elde Edilen Bulgularin

Degerlendirilmesi

Cizelge 3.14°de belirlenen bagimli ve bagimsiz degiskenler diizeylerinde
hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlarinin sahip oldugu PDI degerleri yer
almaktadir. PDI, nanopartikiillerin partikiil biytkligi dagilimmnin ifadesidir.
Tezimiz kapsaminda gelistirilen piroksikam yiiklii polimerik nanopartikiil
formiilasyonlarinin PDI degerleri 0,051 — 0,249 araliginda elde edilmistir. Bu agidan
elde edilen tiim nanopartikiil formiilasyonlar1 dar bir partikiil biiylikligii dagilim

gostermektedirler (PDI degeri <0,3, Cizelge 3.14).
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4.3.3. In Vitro Etken Madde Aqga Cikis Hizz Tayini Bulgularn

Degerlendirilmesi

Sekil 3.13’te goriilen piroksikam yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarinin yaklagik
bir ay boyunca siirdiiriilen ¢oziinme hizi profilleri incelendiginde segilen bagimsiz
degiskenler olan PLGA miktar1 ve Poloksamer 188 derisimi artikga nanopartikiil
formiilasyonlarindan piroksikamm salim hizinin anlamli diizeyde azaldig:
gozlenmistir (P<0,05). Elde edilen bu ¢oziinme hizi profillerinin, nanopartikiillerin
sahip olduklar1 partikiil blytklikleri ile uyumlu olduklar1 belirlenmistir.
Nanopartikiillerin partikiil boyutlarinin artmasina bagl olarak partikiillerin sahip
olduklar1 yiizey alanlarinin azalmasindan dolay1 birim zamanda asiga ¢ikan etken
madde miktarlart azalmis ve partikiil boyutu daha biiyiik olan nanopartikiillerden
daha yavas bir etken madde saliminin gézlendigi belirlenmistir (Sengel-Tiirk, 2009).

4.3.4. Optimum Nanopartikiill Formiilasyonun Belirlenmesine Yonelik

Bulgularmin Degerlendirilmesi

Gergeklestirilen 32 faktoriyel deney tasarimi kapsaminda belirlenen bagimsiz
degiskenler olan PLGA miktar1 ve Poloksamer 188 derisiminin, nanopartikiillerin
kritik kalite ozellikleri arasinda yer alan cevap degiskenleri olan enkapsiilasyon
etkinligi, partikiil boyutu ve zeta potansiyel degerleri iizerine olan etkinlikleri bir
arada irdelendiginde Sekil 3.12°de verilen kontiir grafigi elde edilmistir. Bu grafikte,
belirlenen tasarim alaninda hedeflenen cevap degiskenlerine sahip optimum
nanopartikiill formiilasyonun elde edilmesi i¢in c¢alisilmasi gereken bagimsiz
degisken diizeylerini sar1 ile goriilen bolge tanimlamaktadir. Grafikte gézlemlenen
bu sar1 bélgenin, hedef cevap degiskenlerine ne diizeyde uygun oldugunu tanimlayan
“d” degeri ise 0,99 olarak elde edilmistir. “d” degerinin “1” degerine yakin olmasi
hedeflenen cevap degiskenlerine yaklasildigini ifade ederken “1” degerinden
uzaklasan ve “0” degerine yakinlasan “d” degerleri ise hedeflenen cevap
degiskenlerinden uzaklasildigini ifade etmektedir. Bu dogrultuda gergeklestirilen

deney tasarimi sonucunda en diisik PLGA miktar1 (50 mg) ve Poloksamer 188
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derigsimi (%]1) konfiglirasyonuna sahip F1 formiilasyonu ile hedef cevap degiskenleri
olarak belirlenen en yiiksek enkapsiilasyon etkinligi, en diisiik partikiil biiyiikligi ve
+ 30 mV degerin lizerindeki yiizey yiikii degerlerine 0,99 oraninda yaklasildigi
saptanmistir. Bu sekilde 32 faktoriyel tasarim kullanilarak hazirlanan c¢esitli
piroksikam yiiklii polimerik nanopartikiil formiilasyonlar1 arasindan optimum
formiilasyon olarak belirlenen F1 kodlu nanopartikiil formiilasyonunun bundan

sonraki analizlere ve hiicre kiiltiirii calismalarina tasinmasina karar verilmistir.

435. Aaga Cikan Etken Madde Miktarinin Tahmini Bulgularin

Degerlendirilmesi

3? faktoriyel deney tasarimi kapsaminda hazirlanan piroksikam yiiklii polimerik
nanopartikiil formiilasyonlarinin programa girilen bagimsiz degisken diizeyleri
bazinda her bir zaman noktasi i¢in tayin edilen aciga ¢ikan etken madde miktarlari
Cizelge 3.15°te sunulmustur. Formiilasyon optimizasyon calismalari sonucunda
olusturulan modelin, tahmin yeteneginin belirlenmesi amaciyla Cizelge 3.16°da ,
Sekil 3.15te ise ¢oziinme hiz1 grafigi seklinde verilen, optimum formiilasyonun her
bir zaman noktasi i¢in deneysel ¢6ziinme hiz1 verilerine karsilik program tarafindan
olusturulan tahmini ¢ikt1 verileri arasindaki iliski hem korelasyon grafigi ve
determinasyon katsayisi (Sekil 3.14) yaklagimiyla hem de ¢6ziinme hizi profili
benzerlik diizeyi agisindan f1 fark ve f2 benzerlik testleri ile (Cizelge 3.17)
irdelenmistir. Bu dogrultuda optimum formiilasyon i¢in deneysel ¢oziinme hizi
verileri ile sistemin olusturdugu tahmini ¢6zlinme hiz1 verileri arasindaki tiim zaman
noktalar1 bazinda elde edilen korelasyon grafigine yonelik determinasyon katsayisi
0,9993 olarak belirlenmistir. Determinasyon katsayisinin 1,00 degerine yakin olarak
tayin edilmesi, tahmini ¢ikti1 degerleri ile deneysel veriler arasindaki korelasyonun
yiiksekliginin bir gostergesi olarak kabul edilmistir (Sekil 3.14). Benzer sekilde,
optimum formiilasyona ait deneysel ¢ézliinme hiz1 profili ile programin tahmin ettigi
¢ozlinme hiz1 profili arasindaki benzerlik diizeyine yonelik olarak 2 degeri 84,32; f1
degeri ise 3,81 olarak hesaplanmustir. f2 degerinin sayisal veri olarak 50’den biiyiik

olmast; f1 degerinin ise 0 degerine yakin tespit edilmesi, optimum formiilasyon igin
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deneysel ¢oziinme hizi profili ile tahmini ¢dziinme hiz1 profillerinin benzer oldugunu
kanitlamaktadir. Bu durum sistemin tasarim alani igerisinde belirlenecek olmasi
sarttyla daha once calisilmamis her bir bagimsiz degisken diizeyinde hazirlanmasi
planlanan nanopartikiil formiilasyonlarina ait ¢oziinme hizi profillerini ne diizeyde

benzer olarak tahmin edebilecegini ortaya koymaktadir.

4.3.6. Optimum Nanopartikiil Formiilasyonunun DSC Analizi Bulgularinin

Degerlendirilmesi

Tez calismamiz kapsaminda polimerik nanopartikiillerin formiilasyon igeriginde
yer alan yardimci maddeler ile piroksikam arasindaki olasi etkilesimleri tayin etmek
ve piroksikamin polimerik matriks yapi igerisindeki fiziksel durumunu belirlemek
amactyla DSC analizi gerceklestirilmistir. Sekil 3.16°da sunulan piroksikam yiiklii
optimum formiilasyon ve optimum formiilasyonun piroksikam igermeyen sekline ait
DSC termogramlari incelendiginde, Sekil 3.2°de yer alan saf piroksikama ait DSC
termograminda gozlemlenen 203,37°C’deki keskin endotermik pikin piroksikam
yiikli optimum formiilasyonda gézlenmedigi belirlenmistir. Bu durum kristal yapili
piroksikamin, polimerik matris yapist icerisinde amorf yapiya doniismesinden
kaynaklanmaktadir (Ordu ve Ozdemir., 1986; Sengel-Tiirk ve ark., 2009). Sekil
3.16°da sunulan termogramlarda PLGA polimerine ait camsi gegis sicakligi (Tg)
degerleri, piroksikam igermeyen bos nanopartikiiller i¢in 51,95°C’de gozlemlenirken
piroksikam igeren nanopartikiil formiilasyonu i¢in ise 51,60°C‘de tespit edilmistir.
PLGA polimerine yonelik benzer Tg degerleri farkli literatiirlerde de sunulmustur

(Sengel-Tiirk ve ark., 2009; Tirk ve ark., 2014).
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43.7. Optimum Nanopartikill Formiilasyonunun FTIR Analizi

Bulgularinin Degerlendirilmesi

Tez ¢alismamizda, Sekil 3.1°de sunulan saf piroksikama ait FTIR spektrumunda
gozlemlenen ve Nikoli¢ ve ark. (2014) ile Panzade ve ark. (2017) tarafindan
gerceklestirilen arastirmalarda da benzer bulunan en temel belirleyici emilim
bandinin 3334 cm™de goriilen N-H gerilimi oldugu belirlenmistir. Saf piroksikammn
FTIR spekturumunda 1146 cm™°de goriilen SO, gerilimi, 685 cm™’de gozlemlenen
C-S gerilimi ve 660-900 cm™ araliginda gbzlenen C-H gerilimlerinin ise
deformasyon titresimleri oldugu literatiirlerde tanimlanmistir (Nikoli¢ ve ark., 2014;
Panzade ve ark., 2017). Sekil 3.17.a’da yer alan piroksikam yikli optimum
nanopartikiil formiilasyonuna ait FTIR spektrumu, piroksikam molekiiliiniin
belirleyici kimayasal gruplarint ifade eden absorpsiyon bantlar1 acisindan
incelendiginde ise tanimlanan en temel kimyasal grup olan N-H geriliminin 3342 cm’
“de gozlendigi belirlenmistir. SO, geriliminin yine 1146 cm™’de ve 660-900 cm™
araliginda ise piroksikamin kimyasal yapisina 6zgii aromatik C-H yapilarim
tanimlayan 0zel deformasyon titresimlerinin gozlendigi tayin edilmistir. Sekil
3.17.b’de yer alan piroksikam igermeyen optimum formiilasyona ait FTIR
spekturmunda ise piroksikamin kimyasal yapisina ait en temel 6zel absorpsiyon
bandi olan N-H grubunun gozlenmemesi polimerik nanopartikiil yapisindaki
piroksikamin varhigmni kanitlamaktadir. PLGA polimerinin FTIR spekturumundaki
absorpsiyon bantlar1 incelendiginde ise piroksikam igeren ve igermeyen optimum
nanopartikiil formiilasyonlarinda sirasiyla 2879 cm™’de ve 2881 cm™de C-H
gerilimlerinin, her iki formiilasyonda da 1753 cm ™ de karbonil (C=0) geriliminin yer
aldig1 belirlenmistir. PLGA polimeri i¢in elde edilen bu absorpsiyon bantlari, bu
polimer ile yapilan ¢aligmalar ile de uyumlu bulunmustur (Sengel-Tiirk, 2009)
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4.3.8. Optimum Nanopartikiill Formiilasyonunun Morfolojik Ozellik

Bulgularinin Degerlendirilmesi

Tez ¢alismamiz kapsaminda belirlenen piroksikam yiikli optimum formiilasyon
olan F1 kodlu polimerik nanopartikiil formiilasyonuna ait SEM mikrograflar1 Sekil
3.18’de verilmistir. Bu mikrograflarda da gorildigi gibi piroksikam yiiklii
nanopartikiiller son derece kiiresel sekilli elde edilmis olup tayin edilen PDI

degerlerini destekler nitelikte dar bir partikiil biiytikliigi dagilimina sahiptirler.

4.3.9. Optimum Nanopartikiill Formiilasyonun Stabilite Calismasi

Bulgularmin Degerlendirilmesi

Piroksikam yiiklii optimum polimerik nanopartikiil formiilasyonunun 4°C
sicaklik degerindeki 6 aylik stabilite verileri Cizelge 3.18’de sunulmus olup bu
veriler incelendiginde, belirtilen siirecte nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi,
partikiil biiytikliigi, PDI ve zeta potansiyel degerleri yoniinden istatistiksel agidan
anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (P>0,05). Bu sonug, belirlenen saklama
Kosullarinin  gelistirilen nanopartikiil formiilasyonu i¢in uygun oldugu ve
nanopartikiillerin ~ stabilitesinin ~ korundugunu ifade etmektedir.  Optimum
formiilasyonun liyofilizasyon islemi sonrasinda ve 3 ile 6 aylik stabilite donemleri
sonrasinda tayin edilen redispersibilite indeksi degerleri ise Cizelge 3.19°da
sunulmakta olup, optimum nanopartikiil formiilasyonu i¢in hesaplanan
redispersibilite degerlerinin 1,00 degerine yakin olmasi formiilasyonlarin yeniden
disperse olma 6zelliginin son derece iyi diizeyde oldugunu kanitlamaktadir (Sengel-

Tiirk., 2009).
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4.3.10. Nanopartikiillerin Antiproliferatif Aktivite Tayini Bulgularinin

Degerlendirilmesi

Tez calismamizda saf piroksikamin ve piroksikam yiiklii optimum formiilasyon
olarak belirlenen F1 kodlu formiilasyonun HepG2 insan karaciger kanseri hiicrelerine
kars1 gosterdigi antiproliferatif etkinligin belirlenmesi amacyla hiicre canlilig testleri
gerceklestirilmistir.  Bu amagla 48 saat boyunca gergeklestirilen hiicre kiiltiiri
caligmalar1 sonucunda elde edilen % hiicre canlilig1 grafikleri saf piroksikam ig¢in
Sekil 3.19.°da, piroksikam yiiklii optimum polimerik nanaopartikiil formiilasyonu
icin ise Sekil 3.20’de sunulmustur. ISO 10993-5 Medikal iiriinlerin biyolojik
degerlendirmesi/Bolim 5'e gore in vitro sitotoksisite testleri kapsaminda hiicre
proliferasyon deneylerinde gelistirilen {riinlerin sitotoksik etkisinin nicel bir
degerlendirmesi yapildiginda, hiicre canliliginda en az %30'dan fazla bir azalma
sitotoksik etki olarak kabul edilmektedir. Bu baglamda HepG2 insan karaciger
kanseri hiicre hatt1 lizerinde piroksikam icermeyen bos nanopartikiil formiilasyonlari
higbir sitotoksik etki gostermemisken benzer durum Sekil 3.19°da sunulan saf
piroksikam i¢in de gecerlidir. Sekil 3.20°de sunulan piroksikam yiikli optiumum
polimerik nanopartikiil formiilasyonunun HepG2 insan karaciger kanseri hiicreleri
tizerindeki antiproliferatif etkinligi irdelendiginde incelenen tiim derisim
diizeylerinde 48 saat sonunda hiicre canliliklar istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalmistir. En yiiksek doz olan 250 uM derisimde hiicre canliligt % 11 diizeyinde
tespit edilmistir. Bu durum, HepG2 insan karaciger kanseri hiicreleri iizerinde
piroksikam yiiklii optimum polimerik nanopartikiil formiilasyonunun saf piroksikama
kiyasla oldukca yiiksek seviyede antiproliferatif etkinlige sahip oldugunu

gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda hepatoselliiler karsinom tedavisinde kullanilmak amaciyla

antikanser etkinligi yapilan epidemiyolojik ve ¢esitli klinik ¢alismalar ile kanitlanmis

bir oksikam grubu NSAII ajan olan piroksikamm polimerik nanopartikiiler ilag

tastyic1 sistemlerinin 3% faktoriyel deney tasarimi kapsaminda tasarlanmasi ve

gelistirilmesi hedeflenmistir. Hazirlanan piroksikam yiiklii polimerik nanopartikiiler

sistemlerin kritik final 6zellikleri olan enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiyiikligii ve

ylizey yikii lizerine belirlenen iki bagimsiz degisken olan PLGA miktar1 ve

Poloksamer 188 derisiminin etkisi incelenmis ve elde edilen optimum piroksikam

yuiklii polimerik nanopartikiil formiilasyonunun HepG2 insan karaciger kanseri hiicre

hatt1 lizerindeki antiproliferatif etkinligi tayin edilmistir. Bu dogrultuda asagidaki

sonuclara ulasilmistir:

Piroksikam yiiklii polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin tasariminda
bagimsiz degiskenler olarak belirlenen PLGA miktarinin ve Poloksamer 188
derisiminin polimerik nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi {iizerinde
negatif yonde bir etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Hazirlanan piroksikam
yiiklii polimerik nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri % 98,88 ile %
29,65 araliginda tespit edilmistir.

Bagimsiz degiskenler olan PLGA miktar1 ile Poloksamer 188 derisimi
polimerik nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri iizerinde pozitif bir etki
gostermistir ve nanopartikiillerin partikiil boyutlar1 184,6 nm — 323,4 nm
araliginda belirlenmistir. Gelistirilen polimerik nanopartikiillerin partikiil
biiyiikliigii dagilimini ifade eden PDI degerleri ise 0,3 degerinden kiigiik tayin
edilmis ve bu dogrultuda homojen bir partikiil biiyiikliik dagiliminin elde
edildigi belirlenmistir.

Polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri iizerine
iki bagimsiz degiskenin etkisi incelendiginde ise her iki bagimsiz degiskenin
artis1 sonucunda nanopartikiillerin zeta potansiyel degerlerinin azaldigi, ancak

bu azalisin PLGA miktar1 acisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde
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gerceklesmedigi, Poloksamer 188 derisimi agisindan ise statistiksel olarak
anlamli diizeyde gozlendigi belirlenmistir.

e Optimum piroksikam yiiklii polimerik nanopartikiil formiilasyonunun
belirlenebilmesi i¢in hedeflenen cevap degiskenleri olarak en yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi, en diisiik partikiil boyutu ve 30 mV degerinden
yiiksek zeta potansiyel degeri belirlenmistir. Gergeklestirilen deney tasarimi
ve optimizasyon c¢alismasi dogrultusunda en diisik PLGA miktar1 ve
Poloksamer 188 derisimi konfigiirasyonuna sahip F1 kodlu polimerik
nanaopartikiil formiilasyonu ile hedef cevap degiskenlerine 0,99 oraninda
yaklasildig1 saptanmaistir.

e Formiilasyon optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda olusturulan modelin,
tahmin yeteneginin belirlenmesi amaciyla belirlenen optimum formiilasyonun
her bir zaman noktasi1 i¢in deneysel ¢oziinme hiz1 verilerine karsilik program
tarafindan olusturulan tahmini ¢ikt1 verileri arasindaki iliski, in vitro ¢dziinme
hiz1 profili benzerlik diizeyi ile degerlendirilmis ve bu kapsamda f; fark testi
3,81; f, benzerlik testi 84, 32 olarak elde edilerek optimum formiilasyon i¢in
deneysel ¢6ziinme hizi profili ile tahmini ¢6ziinme hizi profillerinin benzer
oldugu belirlenmistir.

e Piroksikam yiiklii optimum polimerik nanopartikiil formiilasyonun 4°C
sicaklikta alti ay boyunca gerceklestirilen stabilite caligmalar1 sonucunda
final {riin Ozelliklerinde istatistiksel acidan anlamli bir farkliliga
rastlanmamistir. Bu durum 4°C sicaklik degerinin, liyofilize formdaki
nanopartikiillerin saklanmasit i¢in uygun bir ortam kosulu oldugunu
gostermistir.

o Gelistirilen  piroksikam  yiikli ~optimum  polimerik  nanaopartikiil
formiilasyonlar1 HepG2 insan karaciger kanseri hiicre hatt1 iizerinde en
yiikksek doz olan 250 uM derisimde % 11 diizeyinde bir antiproliferatif
etkinlik ortaya koyarken saf piroksikam ise incelenen 100-250 uM derisim

araliginda hiicreler {izerinde higbir sitotoksik etkinlik gostermemistir.

Sonug olarak; bu tez ¢alismasinda, gergeklestirilen deney tasarimi ile sistemin

tasarim alani igerisinde belirlenecek olmasi sartiyla daha 6nce calisilmamis her bir
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bagimsiz degisken diizeyinde hazirlanmasi planlanan nanopartikiil formiilasyonlari
icin hem incelenen cevap degiskenlerinin olasi sonuglarinin hangi seviyede dogru
olarak tahmin edilebilecegi hem de etken maddenin in vitro ¢éziinme hiz1 profilinin

ne diizeyde benzer olarak elde edebilecegi gosterilmistir.
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OZET

Hepatoselliller ~Karsinom Tedavisine Yonelik Antiproliferatif Ajan Iceren
Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Gelistirilmesi ve Degerlendirilmesi

Hepatit B ve Hepatit C viral enfeksiyonlari, sigara ve alkol tiiketimi, siroz gibi baslica
risk faktorlerinin neden oldugu hepatoselliller karsinom, mortalite oranlari géz Oniinde
bulunduruldugunda diinya ¢apinda ii¢iincii sirada yer almaktadir. Tedavi secenekleri arasinda
cerrahi yontemler, karaciger nakli, kemoterapi yer alsa da mevcut tedavilerin malignite ve
metastazlar1 6nlemede yetersiz kalmasi alternatif tedavi platformu arayisin1 dogurmustur. Bu
amacla bu tez calismasinda hepatoselliiler karsinom tedavi segeneklerine alternatif olarak
antikanser etkinlik gosteren piroksikamin polimerik nanopartikiiler ilag tasiyici sistemi
gelistirilmis ve HepG2 insan karaciger kanseri hiicre hatt1 {izerinde antiproliferatif etkinligi
tayin edilmisti. Bu kapsamda 3° faktoriyel deney tasarmu kullamilarak polimerik
nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmis ve enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiyiikligi ve
polidispersite indeksi, zeta potansiyeli, morfolojik 6zellikleri, etken madde-yardimci madde
etkilesimleri, in vitro etken madde agiga ¢ikis hiz1 tayini, stabilite ve sitotoksisite ¢aligmalari
gergeklestirilmistir. 3 faktoriyel deney tasarmmi sonucu yapilan istatistiksel degerlendirmeler
ile belirlenen optimum piroksikam yiikli nanopartikiil formiilasyonunun saf molekiile oranla
HepG2 hiicre canlilig1 {lizerinde anlamli derecede antiproliferatif etkinlige sahip oldugu
sonucuna varilmistir.

Anahtar Sézciikler: 3° Faktoriyel Deney Tasarimi, HepG2 insan karaciger kanseri hiicre
hatti, Piroksikam, PLGA, Poloksamer 188.
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SUMMARY

Development and Evaluation of Nanoparticle Formulations Containing
Antiproliferative Agent for Hepatocellular Carcinoma Treatment

When the mortality rates of hepatocellular carcinoma caused by major risk factors such
as Hepatitis C and Hepatitis B viral infections, smoking and alcohol consumptions and
cirrhosis are considered, it ranks third in the world. Although surgical methods, liver
transplation and chemotheraphy are among the treatment strategies, the inadequacy of
current treatment to prevent malignancy and metastases has led to the search for an
alternative treatment platform. For this purpose, in this thesis, polymeric nanoparticulate
drug delivery system of piroxicam which has antienflammatory activity as an alternative to
hepatocellular carcinoma treatment strategies, was developed and its antiproliferative
efffectiveness on HepG2 human liver cancer cell line was determined. In this context,
polymeric nanoparticle formulations were prepared using 3? factorial experimental design
and encapsulation efficiency, particle size and polydispersity index, zeta potential,
morphological properties, active substance-excipient interactions, in vitro drug release rate,
stability and cytotoxicity studies were carried out. It was concluded that the optimum
piroxicam loaded nanoparticle formulation, which was determined by the statistical
evaluations made as a result of 3% factorial experimental design, has a significant
antiproliferative activity on HepG2 cell viability compared to the pure molecule.

Keywords: 3° Factorial Experimental Design, HepG2, Piroxicam, PLGA, Poloxamer 188.
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