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ÖNSÖZ 

 

 

 

       Bu çalıĢmada hepatosellüler karsinom tedavisinde antikanser aktivitesinden 

yararlanmak üzere piroksikamın polimerik nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sisteminin 

geliĢtirilmesi amaçlanmıĢ ve 3
2
 faktöriyel deney tasarımı kullanılarak hazırlanan 

polimerik nanopartiküllerin etken madde yükleme etkinliği, partikül büyüklüğü ve 

polidispersite indeksi, zeta potansiyeli, morfolojik özellikleri araĢtırılmıĢtır. Ayrıca 

piroksikam yüklü nanopartiküller etken madde açığa çıkıĢ hızı, stabilite ve 

antiproliferatif aktiviteleri bakımından incelenerek bu kapsamda hazırlanan 

formülasyonlar değerlendirilmiĢtir. 
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1. GĠRĠġ 
 

 

 

       Kanser çeĢitleri arasında mortalite bakımından dördüncü sırada yer alan 

hepatoselüler karsinom tanı konulduktan sonraki düĢük sağkalım oranı nedeniyle 

alternatif tedavi seçeneklerine ihtiyaç duyulan bir hastalıktır (Dünya Sağlık Örgütü, 

‗Cancer‘, EriĢim: 22 Kasım 2020). Polimerik nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sistemlerle 

sahip oldukları özellikleri sayesinde hepatoselüler karsinomda da umut verici 

sonuçlar elde edilmektedir. Kronik enflamasyonu engelleyen COX (Siklooksijenaz) 

inhibitörleri polimerik nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sistemlerle uygulandığında 

antiproliferatif etki göstermektedirler (Ahmadian ve ark.,2018; Jin ve ark., 2014). 

Hepatoselüler karsinomda nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sistemler ve oksikam grubu  

COX inhibitörü etken maddeler üzerinde antiproliperatif etkiye yönelik mevcut 

çalıĢmalar bulunmakta ve araĢtırmalar devam etmektedir (Cervello ve Montalto, 

2006). 

 

 

 

       1.1. Kanser Nedir? 

 

 

       Kanser hücrelerin ya da dokuların büyümesini ve bölünmesini kontrol eden gen 

mekanizmalarının bozulması sonucunda hücrelerin ya da dokuların anormal düzeyde 

çoğalması ile ortaya çıkan ve dünyadaki en ölümcül hastalıklardan biri olarak kabul 

gören somatik genetik hastalıkların en yaygın ve en karmaĢık olanıdır (Abriata ve 

ark., 2019; Rajeshkumar, 2016; YokuĢ ve Ülker, 2012). Kanser türlerinin Dünya 

Sağlık Örgütü‘nün 2018 tahmini verilerine göre dünyada görülme sıklığı ve mortalite 

oranları sırasıyla ġekil 1.1 ve ġekil 1.2‘de görülmektedir. Kanser dünya çapında 

morbidite ve mortalite oranlarında önemli bir paya sahiptir. (Rajeshkumar, 2016; 

Villanueva ve ark., 2013; YokuĢ ve Ülker, 2012). DSÖ‘ye göre sadece 2018‘de 

tahmini 9,6 milyon ölümden sorumlu olan kanser, küresel olarak ölüm nedenleri 

arasında ikinci sıradadır. Küresel açıdan yaklaĢık altı ölümden biri kanser 

kaynaklıdır. Kanser kaynaklı ölümlerin ortalama %70'i düĢük ve orta gelirli 

ülkelerde gözlenmektedir (Dünya Sağlık Örgütü, ‗Cancer‘, EriĢim: 22 Kasım 2020).  
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ġekil 1.1. DSÖ 2018 tahmini kanser çeĢitlerinin insidans dağılımı (Global Cancer 

Observatory, (GCO), Cancer Today, EriĢim: 30 Kasım 2020). 

 

 

ġekil 1.2. DSÖ 2018 tahmini kanser çeĢitlerinin mortalite dağılımı (Global Cancer 

Observatory, (GCO), Cancer Today, EriĢim: 30 Kasım 2020). 

 

 

 

       1.1.1. Kanser OluĢumu 

 

 

       Kanserlerin temel oluĢum mekanizmasının sebebi DNA diziliminde meydana 

gelen beklenmedik değiĢikliklerdir. Bu hastalığın %10 ile %15‘lik kısmının 
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ebeveynden bebeğe genetik olarak geçtiği, %85 ile %90‘lık kısmının yaĢam 

süresince canlı hücrelerde bulunan DNA‘nın çeĢitli sebeplerle hasara uğraması 

sonucu meydana geldiği düĢünülmektedir (Rajeshkumar, 2016; Villanueva ve ark., 

2013; YokuĢ ve Ülker, 2012). Bu sebepler hücre siklusunu kontrol eden genlerdeki 

bozukluklar ve bunu takip eden hücre siklusu anormallikleri, apoptozda meydana 

gelen bozulmalar, protoonkogenler ve onkogenlerde anormal hücre bölünmesi ya da 

farklılaĢması lehine değiĢikliklerdir (Corn ve El-Deiry, 2002). Hücre siklusunu 

kontrol eden genlerdeki hasar, hücrenin sıradıĢı bir biçimde büyümesi ve 

bölünmesine yol açarak kanser klonu oluĢmasına sebep olmaktadır (Rajeshkumar, 

2016; Villanueva ve ark., 2013; YokuĢ ve Ülker, 2012). Anormal Ģekilde bölünen ya 

da büyüyen hücre topluluğu ilk olarak bulunduğu doku ya da organı baskılayarak 

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

 

 

       Protoonkogenlerin iĢlev gördüğü apoptoz ise programlanmıĢ hücre ölümüdür. 

Neoplazinin sebebi olarak yaygın görüĢ hücre çoğalmasındaki artıĢ olması iken, 

yakın zamanda kanser hücrelerinin programlanmıĢ hücre ölümü sürecine 

girememeleri hipotezi destek görmektedir. Apoptoz bağlamında kanser hücreleri 

aslında hücre bölünmesi ve takiben hücre çoğalması ile ölüm arasındaki 

dengesizlikten oluĢmaktadır. Aynı zamanda geri dönüĢümsüz bir Ģekilde zarar 

görmüĢ hücre için en iyi savunma mekanizması olan apoptoz yeteneği 

kaybedildiğinde hasarlı DNA‘ya sahip hücreler meydana gelmekte ve çoğalma 

devam etmektedir (Corn ve El-Deiry, 2002). Apoptozu uyaran ve inhibe eden 

genlerdeki bir mutasyon ise kansere neden olmaktadır (Rajeshkumar, 2016; 

Villanueva ve ark., 2013; YokuĢ ve Ülker, 2012). 

 

 

 

       1.1.2. Kanserde Rol Oynayan Risk Faktörleri 
 

 

              Kanserin risk faktörleri çevresel ve genetik faktörlerden oluĢmaktadır. 

Çevresel faktörler içerisinde radyasyon, pestisit maruziyeti olduğu gibi yaĢam 

Ģekline bağlı faktörlerde mevcuttur. Bunlar sigara içmek, alkol tüketmek, sebze ve 

meyve oranı düĢük diyet, fiziksel aktivite yetersizliği gibi yaĢam tarzıyla ilgili 
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faktörlerdir. Genetik bozukluklar da kanser için risk faktörü olabilmektedir. Wiskott-

Aldrich ve Beckwith-Wiedemann sendromları gibi bağıĢıklık sistemini etkileyen 

genetik bozukluklar da kansere yol açabilmektedir. Bunların dıĢında belirli virüslere 

maruziyet de risk faktörü olabilmektedir. Epstein-Barr, HIV gibi virüslerin çocukluk 

dönemlerinde görülen kanser türleri ile bağlantılı olduğu düĢünülmüĢ ve olasılıkla 

virüsün hücrelerde değiĢikliklere yol açtığı sonrasında bu değiĢen hücrelerden yine 

değiĢmiĢ hücreler meydana geldiği ve bu hücrelerden de kanserli hücrelerin oluĢtuğu 

sonucuna varılmıĢtır (Goyal ve Kumar, 2014). Virüs maruziyetinin risk faktörü 

olduğunu bir baĢka örnekle de açıklamak mümkündür. Bu kanserlerden biri de 

Hepatit B ve Hepatit C virüslerinin oluĢturduğu hepatoselüler karsinomadır 

(Breuhahn ve ark., 2011). 

 

 

 

       1.1.3. Kanser Tedavi Seçenekleri 

 

 

       Küresel çapta kanser tedavisinde kullanılan temel tedavi yöntemleri; cerrahi 

yöntemler, radyasyonla tedavi, kemoterapi ve immunoterapidir (Masood, 2016).  

Cerrahi operasyon kanser tedavisinde en yaygın kullanılan yöntemlerden biridir. 

Hastalıktan etkilenmiĢ doku vücuttan çıkarılmakta ve beraberinde radyoterapi ve 

kemoterapi ile tedaviye devam edilmektedir. Radyasyonla tedavide gama ıĢınları, 

yüklü parçacıklar yardımıyla kanserli bölgeye yüksek enerjili radyasyon ıĢınları 

gönderilmektedir. Vücudun iç ya da dıĢ kısmından olacak Ģekilde 

uygulanabilmektedir. Bu tedavi kanserli doku hücrelerinin gen yapısını bozarak 

çoğalmasını önlemeyi sağlamakta ve kullanılan ıĢınlara oldukça duyarlı tümörlü yapı 

yok edilmektedir. Kemoterapi ise kanserli hücre ya da dokunun ilaçla tedavisini ifade 

etmektedir (Goyal ve Kumar, 2014). DüĢük molekül ağırlığına sahip kemoterapötik 

ilaçlar yüksek farmakokinetik dağılım hacmi sergilerler bu sebeple sitotoksisite 

lehine sonuçlar doğurmaktadırlar. Bu ilaçlar vücuttan hızlı bir Ģekilde elimine 

edildiklerinden sitotoksisite oluĢturacak terapötik yanıt oluĢturmak için daha yüksek 

deriĢimde kullanılmaları gerekmektedir (Kumari ve ark., 2016). Kullanıldıkları 

yüksek doz seviyesi ile oldukça yüksek sitotoksisite kapasitesine sahip ilaçlar 

kullanıldığından çoğu zaman normal doku ve hücrelerde zarar görebilmektedir. 



5 

 

Kullanılan ilaçlar hücre bölünmesine etki etmektedir dolayısıyla sürekli bölünme 

özelliğine sahip doku ve hücrelerde birtakım istenmeyen yan etkiler oluĢmaktadır. 

Kemik iliği hücreleri, gastrointestinal sistem ve saç folikülleri bunlardan bazılarıdır 

(Souto, 2011). Ġmmunoterapi geleneksel tedavilerle kıyaslandığında yeni bir tedavi 

Ģekli olup vücudun bağıĢıklık sistemi ile entegre olan kanserle savaĢan hücrelerin 

ortadan kaldırılmasına yönelik olarak kullanılanlar interferon, monoklonal antikorlar, 

aĢılar, gen terapisi, interlökinlerdir (Goyal ve Kumar, 2014). 

 

 

 

       1.1.4. Kanser Tedavisinde Siklooksijenazların Yeri ve Önemi 

 

 

             Kanserin baĢlaması ve ilerlemesi; hücre proliferasyonu, hücre göçü, kan ya 

da lenf damarlarına doğru yayılım, metastaz oluĢmuĢ bölgelerde yapıĢma ve sonuç 

olarak tekrar tümör oluĢumu meydana gelmesi Ģeklinde kademeli olaylardır. Kanser 

baĢlangıç bölgesinde ve yeni tümör oluĢan bölgelerde tümör hücresinin 

fonksiyonları; büyüme faktörleri ve reseptörleri, kemokinler, nükleer reseptörler, 

hücre-hücre etkileĢimleri, hücre-matris etkileĢimleri ve araĢidonik asitten oluĢan 

prostaglandinler gibi öncüller ile kontrol edilmektedir. COX ve lipooksijenazlar 

(LOX) ile bu enzimlerden araĢidonik asitten üretilen eikosanoid ürünü 

prostanoidlerin tümör hücreleri tarafından da oluĢturulduğu gözlemi ve bu enzimlerin 

hücre büyümesini, hücrenin yaĢamını sürdürebilmesini, göçünü düzenlediği bulgusu, 

kanser tedavisinde rol oynayabileceklerini düĢündürmüĢtür. 1980‘li yılların sonlarına 

kadar tek bir COX Ģekli bilinirken 1990‘lı yıllarda COX-2 adıyla bir COX izoformu 

daha tanımlanmıĢtır (Schneider ve Pozzi, 2011). Günümüzde ise COX enziminin 

vücutta artık üç çeĢidi bulunduğu öne sürülmektedir.  Bunlar araĢidonik asidi 

prostaglandinlere dönüĢtüren COX-1, COX-2 ve yeni izoform COX-3‘tür (Günaydın 

ve Bilge, 2018). COX-1 vücudun birçok dokusunda yapısal olarak sentezlenerek 

fizyolojik süreçlere katılmaktadır (Hidalgo-Estévez ve ark., 2020). Gastrointestinal 

sitoproteksiyon, böbreklerde vazodilastasyon, trombositler tarafından agregatif 

prostanoid tromboksan üretimi bu fizyolojik süreçlerden bazılarıdır (Kapoor ve ark., 

2010). COX-2; makrofajlar, enflamatuvar sitokinler büyüme faktörleri ile uyarılarak 

10-80 kat artmakta ve iltihaplı dokularda bulunmaktadır (Günaydın ve Bilge, 2018; 
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Subongkot ve ark, 2003). COX-2 yalnızca enflamasyon sırasında oluĢan bir enzim 

değil böbrekler gibi sağlıklı organlarda az miktarda bulunabilen bir enzimdir. COX-3 

omurilik ve serebral korteksten salgılanan endotel hücreleri, monositler ve kalpte 

bulunabilen COX-1 ile aynı genden meydana gelen Ģekli olmasına karĢın iĢlevi halen 

kesin olarak saptanamamıĢtır (Günaydın ve Bilge, 2018). COX ve LOX, tümör 

hücresi proliferasyonu, büyümesi, hücrenin yaĢamını devam ettirmesinde direkt 

olarak rol oynayarak tümörijenez meydana getirmektedirler (Schneider ve Pozzi, 

2011). Ayrıca COX-2 izoformunun aĢırı ekspresyonu çoğu kanserde oluĢmakta ve 

tümörün ileri seviyelere ulaĢmasında rol oynamaktadır (Thomas ve Morton, 2017). 

COX-1 izoformunun kanserdeki potansiyel rolüne nispeten daha az yer verilmesine 

karĢın cilt ve bağırsak kanserlerinde etkisi kanıtlanmıĢtır. COX-1; göğüs, prostat, 

yumurtalık kanserlerinde artan düzeydedir ve yapılan araĢtırmalar COX-1 geninin 

yok edilmesi sonucu Min farelerinde intestinal tümörijenez seviyesinin azaldığını 

ortaya koymuĢtur (Cervello ve Montalto, 2006). 

 

 

 

       1.1.5. Kanser Tedavisinde COX Ġnhibitörlerinin Rolü 

 

 

       Steroid olmayan antienflamatuvar ilaçlar (NSAĠĠ) analjezik, antipiretik ve 

antienflamatuvar etkinlik göstermektedirler (Günaydın ve Bilge, 2018). NSAĠĠ‘ler 

COX enziminin güçlü inhibitörleridir (Li ve ark., 2009). Bu gruptaki moleküller 

kanserin önlenmesi için gelecek vaat etmektedir. Bu bulgu, tümör hücrelerinin 

büyümesini uyaran prostaglandinlerin oluĢumunu inhibe etmelerinden 

kaynaklanmaktadır (Denda ve ark., 1997). Ayrıca bilim insanlarının neoplastik 

bölgelerde tespit ettikleri artmıĢ prostaglandin seviyeleri bu ajanların ve 

metabolitlerinin tümör oluĢumuna katkıda bulunduklarını ortaya koymuĢtur (Hawk 

ve ark., 2002).  Prostaglandinler ateĢ, ağrı, enflamasyon öncülleridirler (Günaydın ve 

Bilge, 2018). Kronik enflamasyon ise kanser için temel bir risk faktörü olarak 

tanımlanmaktadır. Antienflamatuvar bir ajanın kullanımı bu patogenezin önüne 

geçmekte ve tümör oluĢumu engelleyen Ģekilde sonuçlar vermektedir (Shiff ve ark., 

2003). Prostaglandin seviyesinin azalması hücre proliferasyonunun engellenmesi ve 
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anjiogenezin inhibisyonu ile sonuçlanmakta ve NSAĠĠ‘ler böylelikle antitümör 

etkilerini göstermektedirler (Schmidt ve ark., 2001). 

 

 

              Li ve ark. (2009) tarafından NSAĠĠ grubundan bir etken madde olan 

ibuprofen ile tümör anjiogenezi üzerine çalıĢılmıĢ ve ibuprofenin prostaglandin 

sentezini engellemesinin yanı sıra hücre içi anjiogenezde de inhibe edici etkisinin 

olduğu sonucuna varılmıĢtır. Kolorektal kanserde uzun süreli aspirin ve NSAĠĠ 

kullanımı riski %40-%50 oranında azaltmaktadır (Kapoor ve ark., 2010). Leahy ve 

ark. (2002) tarafından sıçan korneasında selektif COX-2 inhibitörü selekoksib ile 

yapılan bir çalıĢmada ise antiproliferatif bulgular elde edilmiĢ ayrıca tümör 

hücrelerinin apoptozunda da artıĢlar saptanmıĢtır. Goldman ve ark. (1998) tarafından 

yine farelerde HCA-7 hücre hatlarında yapılan bir baĢka çalıĢmada meloksikam ile 

tedaviden dört hafta sonra tümör boyutlarında %51 oranında azalma belirlenmiĢtir. 

Anderson ve ark. (2002) tarafından pankreas kanserine yönelik olarak yapılan bir 

araĢtırmada ise yedi yıl boyunca araĢtırmaya katılanların verileri takip edilerek 

aspirin kullanımının kemopreventif olabileceği sonucuna varılmıĢtır. 

 

 

 

       1.2. Hepatosellüler Karsinom 

 

 

       Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı verilerine göre karaciğer kanseri dünya 

üzerinde insidans oranı olarak tüm toplum üzerinde kanser çeĢitleri içerisinde beĢinci 

sırada yer almaktadır. Mortalite oranları göz önünde bulundurulduğunda ise üçüncü 

sırada bulunmaktadır (Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı, ‗Cancer‘, EriĢim: 15 

Ekim 2020). Dünya Sağlık Örgütü‘nün 2018 verilerine göre karaciğer kanserinin 

dünyada her iki cinsiyet ve yaĢ gruplarında insidans oranları ġekil 1.3‗te, mortalite 

oranları ġekil 1.4‘de görülmektedir. Hepatoselüler karsinom, dünya çapında en sık 

görülen primer karaciğer kanseri türüdür ve karaciğer kanseri vakalarının %75‘ini 

oluĢturur. Hepatoselüler karsinom ilerleyen evrelerine kadar spesifik bir semptom 

göstermeyen oldukça agresif bir hastalıktır (Al-Shakarchi ve ark., 2018). Uzun bir 

latent dönemine sahip olduğu için hepatoselüler kanser geliĢen hastalara tanı 

konduğunda hastalık orta ya da ileri seviyeye ulaĢmıĢ durumdadır. Bu sebepten ötürü 
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bu aĢamadan önce tedavi edilmesi oldukça güç bir hastalıktır (Zhang ve ark., 2016).  

Tanı konduktan sonraki beĢ yıllık hayatta kalma oranı ise %5‘ten daha azdır (Li ve 

ark., 2015). 

 

 
ġekil 1.3. Karaciğer kanserinin kıtalara göre insidans dağılımları (Global Cancer 

Observatory, (GCO), Cancer Today, EriĢim: 30 Kasım 2020). 

 

 

ġekil 1.4. Karaciğer kanserinin kıtalara göre mortalite dağılımları (Global Cancer 

Observatory, (GCO), Cancer Today, EriĢim: 30 Kasım 2020). 
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       Hepatoselüler karsinom, teĢhis edilene kadar semptom göstermemekte ancak 

semptom gösterdiğinde de ateĢ, gözde ve ciltte sarılık, karında ağrı ve ĢiĢme 

halsizlik, kilo kaybı gibi kronik karaciğer hastalıklarında görülebilen belirtileri 

göstermektedir. Asemptomatik hastalarında tespit edilebilmesi amacıyla bu 

hastalığın risk grubuna giren kiĢilere belirli periyotlarda hepatoselüler karsinom 

taraması yaptırmaları tavsiye edilmektedir. Bu taramada serum alfa-fetaprotein 

testleri, ultrason, MRI ve CT yer almaktadır (Janevska ve ark., 2015). Patolojik tanı 

ise tümörlü dokudan biyopsi ve söz konusu dokunun etrafındaki parankimi de 

kapsamaktadır (Verslype ve ark., 2012). En baĢarılı tedavi için hastalığın oldukça 

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

 

 

       Karaciğer kanserine yönelik çeĢitli klinik ve patolojik evrelendirme sistemleri 

bulunmaktadır. Bunlar arasında en kabul gören ve kullanılan evrelendirme sistemi 

Barselona Klinik Karaciğer Kanser (BCLC) evrelendirme sistemidir (Balogh ve ark., 

2016). Bu sistem hepatoselüler karsinomlu ve siroz öyküsü olan hastalarda 

kullanılmaktadır. Hastalık evre 0, A, B, C ve D olarak gruplandırmıĢtır. Evre 0 ve A 

grubu küratif tedavilerden yarar görebilecek hasta grubunu temsil ederken evre D 

yaĢam kalitesini de düĢürecek düzeyde ilerlemiĢ seviyeyi ifade etmektedir (Verslype 

ve ark., 2012). 

 

 

 

       1.2.1. Hepatoselüller Karsinomda Risk Faktörleri 

 

 

       Hepatoselüler karsinomanın baĢlaması ve ilerlemesine neden olan risk faktörleri 

Hepatit C ve B viral enfeksiyonları ile hemokromatoz gibi genetik hastalıklar, 

cinsiyet, coğrafi bölge, diyabet öyküsü, alkol tüketimi, sigara, obezite, aflatoksin 

maruziyeti gibi etkenlerdir (Balogh ve ark., 2016; Breuhahn ve ark., 2011; Hatzaras 

ve ark., 2014). Bu risk faktörleri arasında Hepatit B ve C virüsü, alkol tüketimi ve 

buna bağlı olarak da geliĢebilen siroz, aflatoksin maruziyeti öne çıkmaktadır. O 

kadar ki hepatoselüler karsinoma vakalarının %50‘sini Hepatit B enfeksiyonu, 

%25‘ini Hepatit C enfeksiyonu oluĢturmaktadır (Janevska ve ark., 2015). 
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       Hepatit B enfeksiyonuna yol açan virüs DNA virüsüdür ve kendi genetik 

materyalini bulunduğu hepatik hücreye aktarabilmektedir. Bu sebeple doğrudan 

genetik yapıyı değiĢtirebilmektedir. Hepatit B öyküsünün hepatoselüler karsinoma 

oranını artırmadaki temel sebebi de bu durumdur (Janevska ve ark., 2015). Meydana 

gelen genetik hasar kansere yol açmaktadır (Marrero ve ark., 2018).  Hepatit B 

virüsünde taĢıyıcı olmak dahi hepatosellüler karsinom riskini 223 kat artırmaktadır 

(Balogh ve ark., 2016). 

 

 

       Hepatit C enfeksiyonuna yol açan virüsün RNA virüsü olması konak hücreye 

entegrasyona imkan vermediği için apoptoz yolağı ya da tümör oluĢumunda 

değiĢikliklere yol açma gibi nedenlerle hepatoselüler karsinom tablosu oluĢmaktadır.  

(Janevska ve ark., 2015). Bu enfeksiyonla karĢılaĢmıĢ bireylerde virüs ilk etapta 

kaybolmamakta ve enfeksiyon kronikleĢmektedir. Böylelikle devamlı enflamasyon 

ile hepatosit rejenerasyonunu takip eden siroz geliĢmektedir. Bu ilerleyiĢ, 

kromozomlarda hasar oluĢturmakta ve hepatokarsinogenez meydana gelmektedir 

(Gomaa ve ark., 2008). 

 

 

       Günlük ağır alkol tüketiminin uzun süre boyunca devam etmesi hepatosellüler 

karsinomaya yol açmaktadır (El-Serag ve Kanwal, 2014). Aflatoksin ise iklim ve 

saklama koĢullarına bağlı olarak nemli ve sıcak ortamlarda tahıl ürünleri, baklagil 

grubu besinler, mısır ya da yer fıstığı gibi ürünlerde Aspergillus türü mantarların 

ürettiği bir toksindir. Aflatoksin maruziyetinin yüksek seviyede olduğu bölgelerde 

hepatosellüler karsinom düzeyinin de yüksek olması risk faktörü olarak 

düĢünülmesine yol açmıĢtır (Balogh ve ark., 2016; Gomaa ve ark., 2008). 

 

 

       Cinsiyete bağlı olarak hepatoselüler karsinom geliĢme riskinin erkek bireylerde 

daha yüksek gözlemlenmesinin temel nedeni kadın bireylere göre daha fazla alkol 

tüketmeleri, sigara içmeleri ve nispeten daha yüksek vücut kitle endeksine sahip 

olmaları ile iliĢkilidir (Balogh ve ark., 2016). Fakat bu risk hormonlara da bağlıdır. 

Erkek bireylerde bulunan yüksek testosteron hormonu seviyesi hepatosit hücre 

siklusu lehine iĢlev gösterir ve hepatokarsinogenezin oluĢumuna hız katmaktadır. 
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Kadın bireylerde bulunan östradiol hormonu ise hücre siklusu düzenleyicilerini 

inhibe edici etki gösterdiğinden karaciğer kanseri riskini azaltmaktadır (Marrero ve 

ark.,2018). 

 

 

 

       1.2.2. Hepatosellüler Karsinomda Tedavi Seçenekleri 

 

 

       Tedavi seçenekleri arasında giriĢimsel yöntemler olarak cerrahi rezeksiyon, 

karaciğer transplantasyonu sayılabilirken, cerrahi iĢlem gerektirmeyen seçenekler 

olarak da transarteriyal kemoembolizasyon (TACE), transarteriyal 

radyoembolizasyon (TARE) ve sistemik tedaviler yer almaktadır (Balogh ve ark., 

2016; Marrero ve ark., 2018). Hepatosellüler karsinomun tedavisinde hangi yöntemin 

kullanılacağı, tümörün morfolojisine ve bulunduğu bölgeye, etrafındaki dokularla 

iliĢkisine, tümör miktarına, damarlanma durumuna ve altta yatan karaciğer 

fonksiyonuna göre değiĢmektedir. TeĢhis konulan hastalarda hastalık ilerlemiĢ 

durumda olduğu için bu durum uygulanan tedavilerden alınabilecek olumlu yanıtı 

zorlaĢtırmaktadır (Hatzaras ve ark., 2014). 

 

 

       Cerrahi rezeksiyon hastalığın erken evrelerinde bulunan ve yeterli karaciğer 

fonksiyonuna sahip olan kiĢilere uygulanmaktadır ve % 60‘ın üzerinde beĢ yıllık 

sağkalım oranı sağlamaktadır (Flores ve Marrero, 2014). Karaciğer nakli de 

hastalığın erken evresindeki hastalar için son derece etkin bir tedavidir ancak organ 

bağıĢının az olması bu yöntemin uygulanabilirliğini kısıtlamaktadır (Marrero ve ark., 

2018). TACE intraarteriyal giriĢimle uygulanan bir tedavidir. Tümör beslenmesini 

sağlayan arteriyal uzantılara kemoterapötik ilaçların doğrulan verilmesi temel tedavi 

seçeneğidir ve söz konusu bölgede spesifik embolizasyon oluĢturmaktadır. Tatbik 

edilen kemoterapötik ilacın etkisi ve oluĢan iskemi tümörde nekroz meydana 

getirmektedir (Hatzaras ve ark., 2014). 

 

 

       Transarteriyal radyasyonda Ytrium-90 adlı bir radyoizotop transarteriyal 

kemoembolizasyondakine benzer yollarla tümör dokusuna uygulanmaktadır (Balogh 

ve ark., 2016). Böylelikle minimum seviyede cerrahi giriĢimle tedavi gerçekleĢmiĢ 
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olmaktadır (Marrero ve ark., 2018). Bu tedavi seçenekleri erken ve bazen orta seviye 

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

 

 

       Sistemik tedavi ise rezeksiyona, karaciğer nakline, arteriyal giriĢimlere izin 

vermeyen ileri aĢama hepatosellüler karsinomda kullanılmaktadır. Sistemik tedavi 

kemoterapötik ilaçlarla tedaviyi kapsamaktadur. Bu amaçla günümüzde en sık 

kullanılan ilaç ise sorafenibtir (Balogh ve ark., 2016). Sorafenib, Amerika Gıda ve 

Ġlaç Dairesi (FDA) tarafından onaylanmıĢ bir ilaçtır ancak çeĢitli yan etkilere de 

sahiptir (Shoshan ve ark., 2019). En yaygın rastlanan yan etkiler ishal, halsizlik, el ve 

ayak derisinde reaksiyonlardır  (Bruix ve Sherman, 2011). 

 

 

 

       1.2.3. Hepatosellüler Karsinom Tedavisinde COX Ġnhibitörlerinin Yeri 

 

 

       Tümör dokularında yüksek düzeyde COX-1 ve COX-2 izoformlarının bulunması 

ve bu enzimlerin prostaglandin oluĢumunda rol oynamaları, hepatoselüler karsinom 

tedavisinde COX inhibitörlerinin kullanılabilirliğinin araĢtırılmasının yolunu 

açmıĢtır. COX-2 enzimi hücre proliferasyonu, apoptoz ve anjiogenezde etkilidir. 

Hücre proliferasyonunda etkili olmasının sebebi ise prostaglandinlerin oluĢumunda 

görev almasından kaynaklanmaktadır. Prostaglandin düzeyi sıçan hepatositleri ve 

insan hepatoselüler karsinom hücre proliferasyonunda artmaktadır. Hepatoselüler 

karsinom açısından farklılaĢmıĢ dokular ve normal dokular kıyaslandığında 

farklılaĢmıĢ dokularda yüksek oranda COX-2 enzimi tespit edilmiĢtir. Dolayısıyla 

COX-2 enzim inhibisyonu, bu ajanların hepatoselüler karsinom tedavisinde 

kullanımını akla getirmektedir. Bu yaklaĢım, COX-2 enzim inhibisyonunun hepatom 

hücre büyümesinin baskılanmasını da indüklediğini gösteren verilerle 

desteklenmektedir (Cervello ve Montalto, 2006). 

 

 

       Cervello ve Montalto (2006) tarafından yapılan çalıĢmalarda COX-1 enzim 

inhibisyonunun da hepatoselüler karsinomda etkili olabileceği bulunmuĢtur. 

Hepatoselüler karsinomlu doku ve etrafındaki sağlam dokular COX-1 enzim içeriği 

açısından değerlendirilmiĢ ve farklılaĢmıĢ hepatoselüler karsinom hücrelerinde 
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oldukça yüksek oranda COX-1 ekspresyonu ile karĢılaĢılmıĢtır. Bu durum COX-1 

enzim varlığının erken dönem hücre büyümesinde rol oynayabileceğini göstermiĢtir. 

 

 

 

       1.3. Nanopartiküler Ġlaç TaĢıyıcı Sistemler 

 

 

       Nanopartikül kavramı bilim dünyasına 1960‘lı yıllardan sonra girmiĢtir. Nano 

ölçekli materyallerin ilaç tedavisinde kullanılabileceği fikri alman bakteriyolog Paul 

Erlich tarafından öne atılmıĢ, 1959‘da Amerikan Fizikçiler Derneği toplantısında 

fizik bilim insanı Richard Feyman‘ın ‗aĢağıda çok yer var‘ söylemi ile günümüze 

girmiĢtir (Chugh ve ark., 2018). 

 

 

       Nanopartiküller boyutları 1-1000 nm arasında değiĢen, fizik, kimya, biyoloji ve 

tıp gibi farklı alanlarda kullanılabilen çeĢitli nano boyutlu ilaç taĢıyıcı sistemler için 

kullanılan genel bir ifadedir. Bu sistemler alıĢılagelmiĢin dıĢında optik, mekanik, 

termal ve manyetik özelliklere de sahip olabilmektedirler (Goyal ve Kumar, 2014; 

Kumari ve ark., 2016). TaĢıdıkları bu özellikler farmasötik, terapötik ve 

biyoteknolojik çalıĢmaların yanısıra tıbbi görüntüleme, biyomedikal ve teĢhis 

alanlarında da kullanılma imkanı sunmaktadır (Kadian, 2018; Liu ve ark., 2019). 

 

 

       Nanopartiküller, kullanım alanlarına yönelik yelpazenin geniĢ olmasıyla, 

boyutlarıyla, Ģekil özellikleriyle, farklı tasarımlara fırsat veren nano ölçekli 

sistemlerdir. Çok küçük boyutlarda olabilmeleri ve kullanım amaçlarına göre 

boyutlarının ayarlanabilmesi, yüksek yüzey alanları, hedefe yönelik farklı ligandlarla 

yüzey özelliklerinin modifiye edilebilmesi, farklı Ģekil özelliklerine sahip 

olabilmeleri dolayısıyla ilaç taĢıyıcı sistemler olarak yoğun Ģekilde 

araĢtırılmaktadırlar (Kumari ve ark., 2016; Wang ve ark., 2020). Sahip oldukları 

küçük ve kontrol edilebilir boyut özellikleri, taĢıdıkları terapötik ajanın in vivo 

biyodağılım özelliklerinde de önemli iĢlevler göstermektedir (Kadian, 2018; Kumari 

ve ark., 2016). 
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       YüklenmiĢ etken maddenin stabilitesini artırabilmekte, biyoyararlanım profilini 

iyileĢtirebilmekte ve dozlama sıklığını azaltabilmektedirler (Kadian, 2018). 

Nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sistemin boyut dağılımı, retiküloendotelyal sistem 

vasıtasıyla açığa çıkan etken maddenin sistemik dolaĢıma katılabilmesini 

sağlamaktadır (Kumar ve ark., 2017). Ayrıca boyutları karaciğer ve böbrek 

klirensinde de etkilidir. Nano boyutları sayesinde artmıĢ spesifik yüzey alanları, 

etken madde ile biyolojik membranların etkileĢimlerinin ve çözünürlük özelliği zayıf 

olan moleküllerin emilim miktarının artmasını sağlamaktadır (Kumari ve ark., 2016; 

Wu ve ark., 2018). Etken maddenin hedeflendirilebilmesi ve kontrollü salım 

profilinin temin edilmesi ilaçların farmasötik ve terapötik özelliklerinin 

iyileĢtirilebilmesi açısından önemli bir yaklaĢımdır (Foroud ve ark., 2018). 

 

 

 

       1.3.1. Polimer Bazlı Nanopartiküler Ġlaç TaĢıyıcı Sistemler 

 

 

       Polimerik yapılı nanopartiküller; lipozomlar, niozomlar, miseller, 

nanoemülsiyonlar gibi diğer ilaç taĢıyıcı sistemlerle karĢılaĢtırıldıklarında nispeten 

daha yüksek kimyasal ve biyolojik stabilite göstermektedirler. Ayrıca etken madde 

salım özellikleri de daha kolay modifiye edilebilmektedir. Bu sebepler ilaç taĢıyıcı 

sistemler arasındaki kullanımlarını yaygın hale getirmektedir (Contreras-Cáceres ve 

ark., 2019; Kandasamy ve ark., 2019). Polimerik nanopartiküller boyut özellikleri, 

kullanım amacına göre yüzey özelliklerinin modifiye edilebilmesi, 

hedeflendirilebilmeleri ve kontrollü salım sağlayabilmeleri sayesinde özellikle kanser 

terapisinde oldukça öne çıkan sistemler olmuĢlardır (Ahmad ve ark., 2018; Liechty 

ve Peppas, 2012; Masood, 2016). 

 

 

       Polimerik nanopartikülleri hazırlama yöntemlerine göre nanoküre ve 

nanokapsüller olarak sınıflandırmak mümkündür. Nanoküreler tamamı katı halde 

olan ve etken maddenin fiziksel olarak homojen Ģekilde polimerik matris içinde 

dağıldığı sistemlerdir (Mohanraj ve Chen., 2006; Rao ve Geckeler, 2011). 

Nanokapsüller ise etken maddenin polimer yapı ile çevrili bir kabuk içerisindeki yağ 
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veya sudan oluĢan bir boĢlukta bulunduğu veziküler sistemlerdir (Rao ve Geckeler, 

2011). Nanoküre ve nanokapsül yapıları ġekil 1.5‘de görülmektedir. 

 

 

 

ġekil 1.5. Nanoküre ve nanokapsül yapıları (Derman ve ark., 2013). 

 

 

     Polimer bazlı nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sistemlerin avantajlarını; 

hedeflendirmeye olanak sağlamalarından dolayı spesifik ilaç tedavisine izin 

vermeleri, toksisitenin düĢürülmesi, biyouyumluluk göstermeleri, daha uzun süre kan 

dolaĢımı temin edebilmeleri, yüksek oranda ilaç yükleme kapasitesi sağlamaları ve 

etken maddelerin farmakokinetik profillerinin iyileĢtirilmesi Ģeklinde sıralamak 

mümkündür. Ayrıca kontrollü salım temin edebilmeleri ve hedeflendirilebilmeleri 

daha düĢük dozla daha etkin tedavi elde edilmesini sağlamaktadır. Daha düĢük dozda 

ilaç kullanımı da toksisitenin azalmasında temel bir etkendir. Tüm bu avantajlar 

özellikle kanser tedavisinde polimerik nanopartiküllerin tercih edilebilirliğini 

artırmaktadır (Kumari ve ark., 2010; Liechty ve Peppas, 2012; Mandal ve ark., 2018; 

Masood., 2016). 
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       1.3.2. Kanser Tedavisinde Nanopartiküller ve Polimer Bazlı Nanopartiküler 

Ġlaç TaĢıyıcı Sistemlerin Yeri 

 

 

       Konvansiyonel kanser terapisi; hastalığın erken dönemde tespitinin düĢük 

olması, tümör hücresinde gerekli miktarda etken madde deriĢiminin sağlanamaması, 

spesifik olmayan dağılımın gözlenmesi gibi dezavantajları içermektedir (Goyal ve 

Kumar, 2014). Yaygın tedavi yöntemi olan kemoterapi ise yüksek derecede 

sitotoksik ilaçların kullanılması ve bu ilaçların hedefleme özgünlüğünün yetersizliği 

gibi önemli sınırlamalara sahiptir. Bu durum sağlıklı dokularda da hasara ve 

istenmeyen yan etkilere sebep olmaktadır. Saç dökülmesi, mide problemleri ve 

kusma, yorgunluk hissi gibi hastanın yaĢam kalitesini düĢüren durumlar hatta ikincil 

neoplazmalar dahi görülebilmektedir (Goyal ve Kumar, 2014; Kumari ve ark., 2016). 

Ayrıca bir baĢka kısıtlama da antikanser moleküllerin fizikokimyasal özellikleri ile 

ilgilidir. Bu moleküllerin çoğu hidrofobik özellikte olup düĢük çözünürlük özelliği ve 

stabilite problemleri göstermektedirler (Xia ve ark., 2017). Tüm bu olumsuzluklar 

alternatif bir sistem arayıĢına yol açmaktadır. Nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sistemler 

bu yaklaĢım doğrultusunda ise kanser tanı ve tedavisi için oldukça yüksek avantajlar 

sunmaktadırlar (Kumari ve ark., 2016).  

 

 

       Nanopartiküllerin aktif ve pasif hedeflendirilebilmeleri, kanser tedavisinde bu 

sistemleri ideal ilaç taĢıyıcı sistem haline getirmiĢtir. Nanopartiküller tümör bölgesi 

damar ağının artmıĢ EPR (Geçirgenlik ve tutma etkisi) ile tümör dokusuna giriĢ 

yapabilmektedirler. Böylelikle pasif hedeflendirmeyle istenilen bölgeye 

ulaĢabilmektedirler. Ayrıca bölgeye özgü ligandlarla konjuge edilerek de istenilen 

tümörlü dokuya ulaĢmaları temin edilmekte ve bu Ģekilde aktif 

hedeflendirilebilmektedirler (Chang ve ark., 2014). Klinik kullanımda FDA 

tarafından kaposi sarkom tedavisi için onaylanmıĢ bir ürün olan Doxil, pasif 

hedeflendirilme mekanizmasına dayanarak geliĢtirilmiĢ bir nanopartiküler sistemdir 

(Stylianopoulos ve Jain, 2015; Wang ve ark., 2020). 
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       Polimer bazlı nanopartiküller, biyolojik olarak parçalanabilmeleri, uzun süren 

kan dolaĢımı temin edebilmeleri, yüksek düzeyde biyouyumluluk sergilemeleri, 

yüzeylerinin kolaylıkla iĢlevselleĢtirilebilmesi ile kanserin tanı ve tedavisinde ümit 

vaat eden sistemler olmuĢlardır. Sudaki çözünürlük özelliği düĢük olan etken 

maddelerin yüklendiği polimerik nanopartiküller tümör etrafından EPR etkisi ile 

hedef bölgeye alınmakta ve akabinde tümör hücresi içinde etken maddenin açığa 

çıkmasını temin edip biyolojik yolaklarla zaman içinde parçalanmaktadır (Kumari ve 

ark., 2016). 

 

 

 

       1.3.3. Hepatosellüler Karsinomda Nanopartiküler Sistemlerin Yeri 

 

 

       Hepatosellüler karsinom tedavisinde esas olan tedavi kemoterapi olarak 

görülmektedir (Li ve ark., 2015). Mevcut kemoterapötik tedavi rejimlerinde 

kullanılan etken maddelerin sahip olduğu zayıf su çözünürlüğü, düĢük 

biyoyararlanım, istenmeyen yan etkiler ve toksisite ise temel sınırlamaları 

oluĢturmaktadır (Al-Shakarchi ve ark., 2018; Poojari ve ark., 2015). Özellikle 

hepatoselüler karsinom hastalarında ilacın spesifikliğinin düĢük olması sebebiyle 

sağlıklı karaciğer hücrelerinin zarar görmesi oldukça kritiktir ve karaciğer yetmezliği 

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

 

 

       Mevcut tedavi rejimlerinin malignite ve metastazları önlemede yetersiz kalması, 

yüksek biyoyararlanım, daha etkili hedeflendirme, azaltılmıĢ yan etki gerekliliği 

alternatif tedavi seçeneklerinin geliĢmesine yol açmıĢtır (Chu ve ark., 2016; Jin ve 

ark., 2014; Taghizadeh ve ark., 2019). Nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sistemler 

hepatosellüler karsinomla mücadelede umut verici bir yaklaĢım olarak 

görülmektedir. (Ahmadian ve ark., 2018). Son yıllarda hedeflendirme kapasitesi 

yüksek, sürekli ilaç salınımı sağlayabilen, biyolojik olarak parçalanabilir özellikteki 

polimerik nanopartiküller ise bu alanda öne çıkan en temel taĢıyıcı sistemlerdir (Jin 

ve ark., 2014). 
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       Li ve ark., tarafından yapılan bir çalıĢmada, 5-Florourasil yüklü nanopartikülerin 

HepG2 hücrelerindeki antikanser etkinlikleri irdelenmiĢ ve sonuçlar tek baĢına 5-

Florourasil ile inkübe edilmiĢ HepG2 hücrelerine kıyasla nanopartiküler sistemlerin 

uygulandıkları hücrelerde daha yüksek oranda 5-Florourasil içeriğinin tespit 

edildiğini göstermiĢtir (Li ve ark., 2016). Yapılan bir baĢka çalıĢmada ise beta 

trikalsiyum fosfat nanopartiküllerinin HepG2 hücrelerindeki antiproliferatif etkisi 

incelenmiĢtir. Beta trikalsiyum fosfat yüklü nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sistem 

HepG2 hücrelerinin siklusunu engellemiĢ ve 40 mg/kg gibi yüksek bir dozda 

uygulama yapılmasına rağmen herhangi bir toksik etki gözlenmemiĢtir (El-Hamıdy, 

2020). 

 

 

 

       1.4. Nanopartiküllerin Hazırlanmasında Kullanılan Polimerler 

 

 

       Polimerler tıbbi uygulamalarda kullanılabilen nanopartikül yapılarına entegre 

edilebilen sayıca çok ve çeĢitli moleküllerin tasarımları için elveriĢli malzemelerdir   

(Nagavarma ve ark., 2012). Özellikle tıbbi kullanımda in vivo performans açısından 

çeĢitli gereksinimleri karĢılamaları gerekmektedir. Öncelikle biyolojik olarak 

parçalanabilmeli, vücutta toksisiteye yol açacak tarzda birikim göstermemeli, 

immunojenik olmamalı ve biyolojik ortamla uyumlu olmalıdırlar. Bozunma ürünleri 

de benzer Ģekilde toksik ve immunojenik olmamalıdır (Vauthier ve Bouchemal, 

2009). Polimerlerin ilaç taĢıyıcı sistemler Ģeklindeki uygulamalarında biyolojik 

olarak parçalanabilirlikleri ve biyouyumlulukları büyük rol oynamaktadır. 

Biyobozunur polimerler doğal yollarla vücuttan tamamen atılabildikleri için 

avantajlıdırlar. Doğal polimerler de biyobozunur özellik göstermektedirler ve 

genelde biyouyumludurlar ancak düĢükte olsa immunojenik etkinlik 

gösterebilmektedirler (Crucho ve Barros, 2017). 

 

 

      Nanopartiküllerin hazırlanmasında doğal polimer olarak; 

 Kitozan  

 Albümin 

 Jelatin 
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 Aljinat 

      Sentetik homopolimerler olarak; 

 PLA 

 PCL 

 PICBA 

 PIHCA 

 PBCA 

 Poliakrilat ve polimetakrilatlar 

      Kopolimer olarak; 

 PLA-PEG 

 PLGA-PEG 

 PCL-PEG 

 PLGA 

      Kolloidal yüzey etken maddeler olarak ise; 

 Dekstran F68 

 Polivinil alkol (PVA) 

 Tween® 20 ya da Tween® 80,  

kullanılabilmektedir (Crucho ve Barros, 2017; Derman ve ark., 2013). 

 

 

 

       1.4.1. ÇalıĢmamızda Kullanılan Yardımcı Maddeler 

 

 

 

       1.4.1.1. PLGA 

 

 

       Polilaktik-ko-glikolik asit, laktik asit ve glikolik asitin birbirlerine ester bağları 

ile bağlanmaları sonucu oluĢan bir kopolimerdir (ġekil 1.6) (Amreddy ve ark., 2017).  

 

ġekil 1.6. PLGA kimyasal yapısı (Koerner ve ark., 2019). 
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PLGA polimerini meydana getiren polilaktik asitin stereokimyasal açıdan D ve L 

Ģeklinde iki Ģekli bulunmaktadır ve PLGA yapısında bu iki Ģekil eĢit oranda bulunmaktadır 

(Makadia ve Siegel., 2011). PLGA‘nın hidroliz olması sonucunda açığa çıkan laktik asit ve 

glikolik asit monomerleri insan vücudu için toksik değildir ve  bu durum PLGA‘nın 

toksisitesinin minimum seviyede kalmasını temin etmektedir (ġekil 1.7) (Kumari ve ark., 

2010). 

 

ġekil 1.7. PLGA hidrolizi (Dinarvand ve ark., 2011). 

 

 

       PLGA farklı fizikokimyasal özellikteki etken maddelerin enkapsülasyonu için en 

çok tercih edilen biyoparçalanabilir ve biyouyumlu polimerdir. Klor içeren 

çözücülerin yanısıra aseton ve etil asetat gibi sıklıkla kullanılan çözücülerde de 

çözünebilmektedir. Camsı geçiĢ sıcaklığı 37°C‘nin üzerinde olması nedeniyle camsı 

özelliktedir ve sert zincir yapısına sahiptir. PLGA‘nın fiziksel özellikleri; saklama 

koĢulları, molekül ağırlığı, laktik asit ve glikolik asit oranı gibi faktörlere göre 

değiĢkenlik göstermektedir. Mekanik direnci ise molekül ağırlığı ve polidispersite 

indeksinden etkilenmektedir. Bu direnci etkileyen diğer etmenler ise kristallik 

derecesi, hidrolize olma kapasitesi, biyolojik bozunma hızıdır. PLGA‘nın bozunma 

hızını etkileyen faktörleri ise polimer bileĢimi, camsı geçiĢ sıcaklığı, ortalama 

molekül ağırlığı, yüklenmiĢ olan etken madde miktarı, matris boyutu ve biçimi, pH 

ve enzimler olarak sıralamak mümkündür. Örneğin, laktik asit ve glikolik asit 

oranlarının değiĢkenlik gösterdiği PLGA polimerler tiplerinin bozunma oranları 

incelenmiĢ ve glikolik asit oranı arttıkça bozunma hızının arttığı sonucuna 

varılmıĢtır. BaĢka bir etken olan pH ise güçlü asidik ve güçlü bazik ortamlarda 

PLGA polimerinin bozunma hızını artırmaktadır. Etken madde içeriği yüksek olan 

matrislerde nispeten daha yüksek ani salım etkisi tespit edilmiĢ olmasına karĢın belli 

bir seviyeden sonra etken maddenin fizikokimyasal özelliklerine bağlı olarak etken 

madde miktarının etkinliği azalmaktadır (Makadia ve Siegel, 2011). 
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       PLGA, FDA tarafından onaylı bir polimerdir. Yapılan araĢtırmalar, PLGA ile 

hazırlanan nanopartiküllerin özellikle kanser tedavisinde etkin ilaç taĢıyıcı sistemler 

olduklarını ortaya koymuĢtur. Paklitaksel, doksorubisin, 5-florourasil, sisplatin gibi 

antikanser moleküller PLGA ile enkapsüle edilmiĢler ve yüksek bir tedavi etkinliği 

göstermiĢlerdir (Kumari ve ark., 2010). PLGA göstermiĢ olduğu biyouyumluk, 

biyolojik olarak parçalanabilirlik ve immunojenik olmayan yapısı dolayısıyla 

antikanser moleküller için uygun bir matris bileĢeni olarak değerlendirilmiĢtir. 

ArtmıĢ geçirgenlik ve alıkonma etkisi sayesinde pasif hedeflendirme yaklaĢımı ile, 

çeĢitli ligandlar vasıtasıyla ise aktif hedeflendirme seçeneği açısından hedef tümör 

dokusunda birikebilme ve böylece sağlıklı dokularda toksisitenin azaltılmasına öncü 

olabilmektedir (Dinarvand ve ark., 2011). 

 

 

 

       1.4.1.2. Poloksamer 188 
 

 

       Poloksamer 188 amfifilik özellik gösteren noniyonik triblok bir kopolimerdir   

(Guler ve ark., 2017). Otuzdan fazla Ģekli bulunduğu bilinen poloksamerler 

içerisinde farmasötik uygulamalarda en çok tercih edileni Poloksamer 188‘dir (Yan 

ve ark., 2010). Kapalı formülü C6H18O3 ve molekül ağırlığı 162.23 g/mol‘dür 

(PubChem, Poloksamer 188, EriĢim: 5 Aralık 2020). FDA tarafından kullanımı 

onaylanmıĢ Poloksamer 188 ticari olarak Pluronic, Lutrol, Synperonic, Kolliphor 

isimleriyle de tanınmaktadır. Merkezinde hidrofobik polipropilen oksit zincirinden 

oluĢan bir çekirdek yapı ve etrafında iki hidrofilik polietilen oksit zinciriyle çevrilidir 

(De Francisco ve ark., 2019; Panda ve ark., 2018). ÇeĢitli poloksamer türleri 

kullanılarak hazırlanan ilaç taĢıyıcı sistemler; özellikle tıbbi görüntüleme ve vasküler 

hastalıkların tedavi seçenekleri gibi birçok biyomedikal alanda kullanım payına 

sahiptir (Moghimi ve Hunter, 2000). Etken maddelerin biyoyararlanım profillerinin 

geliĢtirilmesinde ve nano boyutlu ilaç taĢıyıcı sistemlerin oluĢturulmasında da etkin 

bir rolü bulunmaktadır. Poloksamer 188, bir yüzey etken madde olarak yapay kan 

çözeltisi bileĢimlerinde, oküler formülasyonların ve katı dispersiyonların 

hazırlanmasında öncelikle tercih edilmektedir (De Francisco ve ark., 2019). 
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       Panda ve ark. (2018) tarafından yapılan bir çalıĢmada modifiye edilmiĢ 

nanoprespitasyon yöntemiyle metformin hidroklorürün PLGA nanokristal 

formülasyonları hazırlanmıĢ ve farklı deriĢimlerdeki (% 0,5, % 0,75, % 1) 

Poloksamer 188‘in etkisi araĢtırılmıĢtır. %1, % 2 ve % 3 deriĢimdeki PLGA 

oranlarına karĢılık % 0,5, % 0,75, % 1 oranlarındaki Poloksamer 188 içeren 

formülasyonlar baĢarıyla üretilmiĢtir. Bu araĢtırmada Poloksamer 188 deriĢiminin 

nanopartiküllerin partikül büyüklüğü, büyüklük dağılımı, yüzey morfolojisi, zeta 

potansiyel değeri ve salım profili üzerine etkinliği tayin edilmiĢtir. AraĢtırma 

sonucunda oluĢan nanopartiküller dar bir boyut dağılımı sergilemiĢler ve Poloksamer 

188 deriĢiminin artmasıyla partikül büyüklükleri ile yüzey yüklerinde düĢüĢ 

gözlenmiĢtir. Poloksamer 188 deriĢimindeki artıĢın etken madde salımında da matris 

yapı içerisindeki difüzyon kanallarını artırarak birim zamanda açığa çıkan etken 

madde miktarını artırdığı sonucuna varılmıĢtır. 

 

 

       Yan ve ark. (2010) tarafından dosetaksel yüklü PLGA nanopartikülleri 

emülsiyon-çözücü buharlaĢtırma tekniği ile hazırlanmıĢ ve Poloksamer 188 

deriĢiminin nanopartikül boyutu, morfolojisi ile kanser hücreleri üzerindeki 

sitotoksisite profili incelenmiĢtir. ÇalıĢma sonucunda yaklaĢık 200 nm civarında bir 

partikül boyutunun dar bir büyüklük dağılımı ile elde edildiği belirlenmiĢtir. Sadece 

PLGA içeren nanopartiküllerin partikül büyüklükleri 274.7 nm olarak tayin edilirken 

formülasyona Poloksamer 188‘in katılması ile partikül büyüklüğünün 217.6 nm‘ye 

indirgendiği belirlenmiĢtir. Poloksamer 188 hidrofilik özelliği sayesinde PLGA 

matris yapısı içerisinde üretim esnasında gözenekli bir yapı oluĢturmuĢtur. 

Dosetaksel‘e dirençli insan göğüs kanseri hücre hattında (MCF-7 TAX 309) 

gerçekleĢtirilen hücre kültürü deneyleri sonucunda tek baĢına PLGA içeren 

nanopartikül formülasyonuna kıyasla kanser hücreleri üzerinde daha yüksek bir 

antiproliferatif etkinlik elde edilmiĢtir. 

 

 

       1.5. Polimerik Nanopartikülleri Hazırlama Teknikleri 
 

 

       Son yıllarda polimerik nanopartiküllerin hazırlanması için çeĢitli yöntemler 

geliĢtirilmiĢtir (Nagavarma ve ark., 2012). Bu yöntemlerin oluĢturulmasındaki ana 
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etkenler daha az organik çözücü kullanma gerekliliği, daha ekonomik düzeyde 

üretim teknikleri yaratmak, üretim ölçeğini büyütme imkanı sağlayan daha basit 

üretim prosedürlerine duyulan ihtiyacı ve etken madde yükleme verimliliğini 

artırmaktır (Reis ve ark., 2006). Polimerik nanopartiküllerin üretimi için kullanılacak 

yöntem seçilirken etken maddenin fizikokimyasal özellikleri, polimerin türü, üretim 

ortamı koĢulları ve polimerik nanopartiküllerin final kalite özellikleri göz önünde 

bulundurulmalıdır. Hedeflenen özelliklere sahip polimerik nanopartiküllerin elde 

edilebilmesi için uygun yöntemin seçimi oldukça kritiktir (Crucho ve Barros, 2017). 

 

 

       Polimerik nanopartikül hazırlama yöntemleri iki aĢamalı ya da tek aĢamalı 

prosedürler olarak sınıflandırılabilmektedir. Ġki aĢamalı prosedürler için öncelikle bir 

emülsiyon sisteminin hazırlanması gerekmektedir. Nanopartiküllerin oluĢumu, 

prosesin ikinci aĢamasında meydana gelmektedir ve kullanılan yönteme adını bu 

aĢama vermektedir. Ġkinci aĢamada polimerin çökmesi, jelleĢmesi ya da 

monomerlerin polimerizasyonu söz konusudur. Tek aĢamalı prosedürler de ise 

nanopartiküllerin oluĢmasından önce herhangi bir emülsiyon sistemine gerek 

kalmadan spontan Ģekilde polimerin kendiliğinden çökmesi veya makromoleküllerin 

kendiliğinden birleĢmesi söz konusudur (Dinarvand ve ark., 2011; Vauthier ve 

Bouchemal, 2009). 

 

 

 

       1.5.1. Emülsiyon-Çözücü BuharlaĢtırma Yöntemi 
 

 

       Bu yöntem halihazırda var olan polimerlerden nanopartikül oluĢturmak için 

geliĢtirilen ilk tekniktir. Polimer alanında çalıĢan bilim insanları tarafından 

geliĢtirilen bir yöntem olmasına rağmen asıl geliĢimi ilaç üretiminde biyobozunur 

polimerleri kullanan Farmasötik Teknoloji alanında olmuĢtur (Rao ve Geckeler., 

2011). Farmasötik Teknoloji alanındaki öncü çalıĢmaları ise Gurny ve arkadaĢları 

gerçekleĢtirmiĢlerdir (Vauthier ve Bouchemal, 2009). 

 

 

Emülsifikasyonun söz konusu olduğu hazırlama yöntemlerinde damlacık oluĢumu 

esastır. Meydana gelen polimerik nanopartiküllerin boyutu ve boyut dağılımı, oluĢan 
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damlacıkların katılaĢmasından sonra tayin edilmektedir (Crucho ve Barros, 2017). 

Bu yöntemin ilk aĢamasında polimer çözeltisi sulu bir faz içinde emülsifiye 

edilmekte ve ikinci aĢama da ise polimeri içeren çözücü ortamdan buharlaĢtırılarak 

uzaklaĢtırılırken nano boyutlu küresel Ģekildeki polimer damlacıkları çökerek 

nanopartiküller oluĢmaktadır (ġekil 1.8) (Reis ve ark., 2006). 

 
ġekil 1.8. Emülsiyon-çözücü buharlaĢtırma Ģematik gösterimi (Crucho ve Barros., 2017). 

 

 

              Bu teknikte, öncelikle polimer ve etken madde suyla karıĢmayan özellikteki 

uçucu bir organik çözücü içerisinde çözülür (Dinarvand ve ark., 2011). Bu amaçla 

diklorometan ve kloroform en yaygın kullanılan organik çözücüler olmalarına karĢın, 

sahip oldukları toksisiteleri sebebiyle toksisite profili daha düĢük olan etil asetat 

bugün bu çözücülerin yerini almıĢtır (Crucho ve Barros, 2017). Polimer ve etken 

maddeyi içeren çözelti yüzey etken madde içeren sulu faz içerisinde ultrasonik bir 

cihaz ya da yüksek enerjili homojenizatör kullanılarak emülsifiye edilir ve etken 

madde polimer matris içinde dağılarak nanopartiküller Ģeklinde ortamdan ayrılır 

(Dinarvand ve ark., 2011). Organik faz ya basınç veya vakum altında ya da manyetik 

karıĢtırıcı ile oda sıcaklığında sürekli karıĢtırılarak buharlaĢtırılır (Reis ve ark., 

2006). KatılaĢan nanopartiküller ultrasantrifüjle ayrılarak yüzey etken maddenin 

fazlası ve yüklenmeyen etken madde ortamdan uzaklaĢtırılmak amacıyla yıkanır. 

Saklama koĢullarında polimerik yapının sulu ortamda hidrolize olmaması için 

nanopartiküller liyofilizasyon iĢlemine tabi tutularak kuru Ģekle dönüĢtürülürler 

(Dinarvand ve ark., 2011; Rao ve Geckeler, 2011). 
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       Bu yöntemde polimerik nanopartiküllerin partikül büyüklüğü; karıĢtırma hızı, 

yüzey etken maddenin çeĢidi ve kullanılma oranı, organik ve su fazların viskozitesi 

ile ortam sıcaklığı ayarlanarak kontrol edilebilmektedir (Reis ve ark., 2006). 

Uygulanan sonikasyon tekniği, sonikasyonun süresi ve hızı yine partikül büyüklüğü 

üzerinde etkin olan diğer faktörlerdir. Emülsiyonun hazırlanmasında kullanılan 

polimer ve çözücü deriĢimleri, polimerik nanopartiküllerin final kalite özelliklerini 

etkilemektedir (Rao ve Geckeler, 2011). Bu yöntem basit bir teknik olmasına karĢın 

sadece yağda çözünürlüğü bulunan etken maddelerin enkapsülasyonuna imkan 

sağlamakta olup zaman alıcı ve agregasyon oluĢumuna açık bir tekniktir (Nagavarma 

ve ark., 2012).  

 

 

 

       1.5.2. Emülsiyon-Çözücü Difüzyon Yöntemi 
 

 

       Bu yöntem, emülsiyon-çözücü buharlaĢtırma yönteminin modifiye edilmiĢ bir 

Ģekli olup emülsiyon oluĢumu için temel gereklilik kullanılan çözücünün kısmen su 

ile karıĢabilir nitelikte olmasıdır (Dinarvand ve ark., 2011; Nagavarma ve ark., 

2012). Üretim tekniğinin ilk aĢamasında polimer, propilen karbonat gibi su ile 

kısmen çözünebilen bir çözücü içerisinde çözülür (Reis ve ark., 2006). Elde edilen 

organik faz, yüzey etken madde içeren sulu bir çözelti içerisinde karıĢtırılarak 

emülsifiye edilir (Quintanar-Guerrero, 1998). Su içerisinde yağ tipi emülsiyon elde 

edildikten sonra ise yüksek hacimde su ile ortam seyreltilir (Dinarvand ve ark., 

2011). Bu seyreltme sonucunda dağılmıĢ damlacıklar içerisindeki organik fazın yanı 

sıra organik çözücü damlacıkları da ortamda dağılır ve bu durum polimerin 

çökmesine yol açar (Dinarvand ve ark., 2011). Üretim sürecinin son aĢamasında ise 

kullanılan organik çözücü buharlaĢtırılarak veya süzme yoluyla ortamdan 

uzaklaĢtırılır (Ģekil 1.9) (Reis ve ark., 2006). 
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ġekil 1.9. Emülsiyon-çözücü difüzyon tekniği Ģematik gösterimi (Crucho ve Barros., 2017). 

 

 

       Bu teknikte kullanılabilecek uygun çözücüler arasında benzil alkol, propilen 

karbonat, etil asetat, izopropil asetat, metil asetat, metil etil keton, benzil alkol, butil 

laktat ve izovalerik asit bulunmaktadır (Dinarvand ve ark., 2011). Formülasyonda en 

çok kullanılan yüzey etken maddeler arasında polivinil alkol ve Poloksamer 188 yer 

almaktadır (Quintanar-Guerrero, 1998). Bu yöntem için öncelikle tercih edilen 

baĢlıca polimerler ise PLA, PLGA, PCL ve Eudragit E dir (Vauthier ve Bouchemal, 

2009). Bu üretim tekniği özellikle lipofilik yapıdaki etken maddelerin 

enkapsülasyonunda tercih edilmekte olup, oluĢan nanopartiküllerin partikül boyutu 

üzerinde etkin olan temel parametreler ise  suyun organik çözücü ile karıĢabilirliği, 

karıĢtırma hızı, emülsiyona eklenen yüzey etken maddelerin deriĢimi ve polimer 

deriĢimidir. Yapılan çalıĢmalar göstermiĢtir ki yüzey etken madde deriĢimi ve 

karıĢtırma hızı nanopartiküllerin partikül boyutunda azalmaya yol açarken polimer 

deriĢiminin artması ise partikül boyutunu artırmaktadır (Vauthier ve Bouchemal, 

2009). 

 

 

       Emülsiyon-çözücü difüzyon tekniğinin temel avantajları arasında 

homojenizasyon iĢlemine gerek duyulmaması, farmasötik olarak kabul edilebilir 

organik çözücülerin kullanılabilmesi, seriden seriye tekrarlanabilirliğin elde edilmesi, 

ölçek büyütme kolaylığı ve yüksek oranda enkapsülasyon etkinliğinin temim 

edilmesi sayılabilmektedir. Emülsifikasyon esnasında suda çözünür özellikteki etken 

maddenin doymuĢ su fazına difüzyonu ve dolayısıyla enkapsülasyon etkinliğinin 
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azalması ise yönteme ait baĢlıca dezavantajdır (Quintanar-Guerrero, 1998; Reis ve 

ark., 2006). 

 

 

 

       1.5.3. Tuzla Çöktürme Yöntemi 
 

 

       Nanopartikül üretiminde en çok tercih edilen hazırlama yöntemleri çevreye 

olduğu kadar fizyolojik sistemler açısından da sakıncalı organik çözücülerin 

kullanımını gerektirmektedir. Bu olumsuzluğun üstesinden gelinmesi amacıyla ise 

1988 yılında Bindschaedler ve arkadaĢları tarafından tuzla çöktürme yöntemi 

geliĢtirilerek etken maddenin biyobozunur polimerik nanoküreler içine enkapsüle 

edilmesi temin edilmiĢ ve bu üretim yöntemi için patent alınmıĢtır (Quintanar-

Guerrero, 1998; Rao ve Geckeler., 2011). Bu teknik prensipte emülsiyon-çözücü 

buharlaĢtırma yöntemine yakın bir yöntem olmakla birlikte temel farklılığı toksik 

çözücü kullanımına gerek duyulmamasıdır. Bu husus, bu üretim metodunun da 

baĢlıca avantajını oluĢturmaktadır (Crucho ve Barros, 2017; Bouchemal, 2009). 

 

 

       Tuz ile çöktürme tekniğinde aseton gibi su ile karıĢabilen bir çözücü içinde 

çözünen etken madde ve polimer; magnezyum klorür, kalsiyum klorür veya 

magnezyum asetat gibi elektrolit yapısındaki veya sükroz gibi elektrolit özellikte 

olmayan tuz ile çöktürme ajanı ve polivinilpirolidon veya polivinil alkol tarzındaki 

kolloidal yapılı bir yüzey etken madde içeren sulu faz içerisinde emülsifiye edilir 

(Crucho ve Barros, 2017; Nagavarma ve ark., 2012). OluĢan su içinde yağ tipi  

emülsiyon, yeterli hacimde su ile seyreltildiğinde aseton su fazına difüze olmakta ve 

bu Ģekilde polimerik damlacıkların çökelmesi ile nanopartikül oluĢumu temin 

edilmektedir (ġekil 1.10) (Quintanar-Guerrero, 1998). 



28 

 

 
ġekil 1.10. Tuzla çöktürme tekniğinin Ģematik gösterimi (Crucho ve Barros., 2017). 

 

 

       Bu yöntem yüksek oranda enkapsülasyon etkinliği temin edilebilmesi ve 

prosesin kolaylıkla ölçeklendirilebilmesi gibi avantajlara sahiptir (Quintanar-

Guerrero, 1998).        Üretim esnasında sıcaklık uygulaması gerekmediğinden ısıya 

duyarlı lipofilik yapılı etken maddelerin nanopartiküllerinin hazırlanması amacıyla 

tercih edilen bir hazırlama yöntemidir. Ancak özellikle lipofilik yapıdaki terapötik 

ajanların enkapsülasyonuna imkan sağlaması ve tuz ile çöktürme ajanının fazlasının 

ortamdan yıkanarak uzaklaĢtırılması gerekliliği yöntemin en temel dezavantajlarını 

oluĢturmaktadır (Nagavarma ve ark., 2012).  

 

 

 

       1.5.4. Nanoprespitasyon Tekniği 
 

 

       Çözücü deplasman tekniği olarak da adlandırılan bu yöntem ilk olarak Fessi ve 

arkadaĢları tarafından geliĢtirilmiĢ ve patentlenmiĢtir (Crucho ve Barros, 2017; 

Quintanar-Guerrero, 1998). Bu teknikteki temel prensip organik çözücünün lipofilik 

bir çözeltiden sulu faza yer değiĢtirmesi sonrası polimerin ara yüzeyde çökmesidir. 

Polimer, etken madde ve lipofilik yapılı bir yüzey etken madde, aseton veya etanol 

gibi yarı polar suyla karıĢabilen bir çözücü içerisinde çözündürülür. OluĢan organik 

faz manyetik karıĢtırma ile polivinil alkol veya Poloksamer 188 gibi bir yüzey etken 

madde içeren sulu faza eklenir ve bu iĢlem tek seferde aĢamalı olarak damla damla 

ya da enjeksiyon ile gerçekleĢtirilir (Crucho ve Barros, 2017).  
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       Nanopartiküllerin oluĢum mekanizması manyetik karıĢtırıcıda uygulanan hızlı 

karıĢtırma iĢleminde çözücünün yer değiĢtirmesi anında meydana gelen ara yüzey 

geriliminin düĢmesine dayanmaktadır. Çözücüler arasında karĢılıklı karıĢabilirlik 

düzeyi ile bağlantılı olarak nano boyuttaki çözücü damlacıkları arayüzden kopar. Bu 

damlacıklar, organik çözücünün su fazına difüzyonu ve polimerik damlacıkların 

çökmesi gerçekleĢene kadar yüzey etken madde tarafından hızla stabilize edilir. 

Davies ve Rideal arayüzey geriliminin düĢmesi esnasında yağ fazının hızlı ve 

düzensiz titreĢimler geçirdiği ve sürekli çözücü karıĢım girdaplarının oluĢumu ile 

damlacık oluĢumu ve çökmesinin gerçekleĢtiğini tanımlamaktadırlar. BaĢka bir 

değiĢle, polimer çözeltisinin sulu faza kendiliğinden ve hızla difüze olması 

dolayısıyla etken madde ve polimerin su moleküllerinden hemen kaçınmak için 

anında nano boyutlu damlacıklar Ģeklini aldığı belirlenmiĢtir. Bu süreç iki faz 

arasındaki ara yüzey gerilimindeki azalmanın hızlı difüzyon nedeniyle damlacık 

yüzey alanını arttırması ve küçük organik çözücü damlacıklarını oluĢturan 

Marangoni etkisi ile yönetilmektedir. Çözücü nano damlacıklardan buharlaĢarak 

ayrılırken polimerik yapılı nanopartikül damlacıkları katılaĢarak çökmektedirler 

(ġekil 1.11) (Quintanar-Guerrero, 1998). 

 

 

ġekil 1.11. Nanoprespitasyon tekniğinin Ģematik gösterimi (Crucho ve Barros., 2017). 
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       Üretim aĢamasında genel olarak organik faz su fazına eklenmektedir ancak aynı 

prensiple bunun tersi yani su fazın organik faza ilave edilmesi de mümkündür. Bu 

hazırlama tekniğinde en çok kullanılan çözücü, hızlı buharlaĢabilmesi ve suyla 

karıĢabilir özellikte olması nedeniyle asetondur ancak etanol, hekzan, metilen klorür 

veya dioksan da bu amaçla kullanılabilmektedir (Crucho ve Barros, 2017; Rao ve 

Geckeler, 2011). Etanol veya metanolün aseton ile birlikte kullanıldığı ikili çözücü 

karıĢımlarından da bu amaçla faydalanılmaktadır (Crucho ve Barros, 2017). Bu 

yöntemin etkinliğini belirleyen faktörler arasında organik fazın su fazına ilave edilme 

hızı ve ilave edilme Ģekli, sulu fazın karıĢtırılma hızı, organik ve su fazların birbirine 

oranları, polimer ile etken maddenin birbirine oranları ve yüzey etken madde 

deriĢimi yer almaktadır (Rao ve Geckeler, 2011). Bu yöntemin temel üstünlükleri 

basitliği ve tekrarlanabilirliğinin yüksek olmasıdır (Crucho ve Barros, 2017). Bu 

üretim tekniğinde en fazla kullanılan polimerler biyobozunur polyester yapısındaki 

polimerlerdir. Bu kapsamda özellikle polikaprolakton, polilaktik asit, polilaktik-ko-

glikolik asit ile eudragitler ve polialkilsiyanoakrilatdan yararlanılmaktadır (Rao ve 

Geckeler, 2011).  

 

 

 

       1.6. Piroksikam 
 

 

       Ġlk olarak Pfizer ilaç Ģirketi tarafından geliĢtirilmiĢ olan bu etken madde yetmiĢli 

yıllarda tıp dünyasında kullanılmaya baĢlanmıĢtır (MihaliĤ ve ark., 1986). Analjezik 

antipiretik, antienflamatuvar etkilerine sahip olmakla birlikte NSAĠĠ arasında 

oksikamlar grubunda yer almaktadır (Brogden ve ark. 1984). Aynı grupta yer aldığı 

meloksikamla birlikte çeĢitli tümör hücre hatlarında deneyler yapılmıĢ ve antitümör 

aktivitelerine yönelik bulgular saptanmıĢtır (Knottenbelt ve ark., 2006). 
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       1.6.1. Piroksikamın Fizikokimyasal Özellikleri ve Miktar Tayini Yöntemleri 
 

 

       Kimyasal okunuĢu [4-hidroksi-2-metil-N-(2-piridil)-2H-1,2-benzotiyazin-3-

karboksamid-1,1-diaoksit] (ġekil 1.12) olan piroksikam p-dikarbonil iĢlevselliği 

bulunan nonsteroidal antienflamatuvar bileĢiktir (Damiani ve ark., 1998; Lombardino 

ve Wiseman, 1982).  

 

ġekil 1.12. Piroksikamın kimyasal yapısı (Ishizaki ve ark., 1979). 

 

  Piroksikam iki farklı tautomerik Ģekilde bulunabilmektedir (ġekil 1.13). Kapalı 

formülü C15H13N3O4S Ģeklinde olup molekül ağırlığı 331,6 Daltondur (MihaliĤ ve 

ark., 1986). 

 

ġekil 1.13. Piroksikamın tautomerik Ģekilleri (MihaliĤ ve ark., 1986). 

 

 

       Piroksikamın su gibi polar bir çözücü içerisinde çözünürlüğü 10 µM‘dan 

küçüktür (Nazar ve ark., 2009). Diizopropil eter ve tolüende kısmen çözünürken 

sikloheksanda ise çözünürlüğü bulunmamaktadır. Dimetilformamid, dimetilsülfoksit, 

kloroform, dioksan, aseton ve etil asetat gibi bazı organik çözücülerde çözünür 

özellikte olup metanol, etanol ve izopropanolde ise çözünürlüğü biraz daha düĢüktür 

(MihaliĤ ve ark., 1986). Piroksikamın plazma, serum, tampon çözeltileri ve 

farmasötik preparatlar içerisindeki miktarının tayini için polarografik ve voltametrik 

teknikler, yüksek performanslı sıvı kromatografisi, ultraviyole spektrofotometri, 

kapiler bölge elektroforezi gibi yöntemler bildirilmektedir (Damiani ve ark., 1998). 
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       1.6.2. Piroksikamın Farmakolojik Özellikleri 
 

 

       Nonsteroidal antienflamatuvar ilaçların oksikamlar grubunda yer alam 

piroksikam romatoid artrit, osteoartrit, ankilozan spondilit, kas-iskelet problemleri, 

spor yaralanmaları ve doğum sonrası ağrıları gibi pek çok hastalığın tedavisinde hızlı 

ve etkin sonuçlar vermektedir (Damiani ve ark., 1998). Analjezik, antipiretik aktivite 

gösterdiği gibi diğer nonsteroidal antienflamatuvar ilaçlara benzer Ģekilde 

trombositlerin fonksiyonları ve prostaglandinlerin sentezi üzerinde de etkisi söz 

konusudur (Brogden ve ark., 1984). Gastrointestinal mukoza üzerindeki aktivitesi 

nedeniyle en bilinen yan etkisi ise ülserdir. Bunların yanı sıra deri döküntüsü, baĢ 

ağrısı, baĢ dönmesi, ödem gibi daha az önemli ve ender yan etkileri de bulunmaktadır 

(Damiani ve ark., 1998). Farelerde fenilkinona bağlı ağrıyı 320 mg/kg dozluk 

aspirinin etkisine benzer Ģekilde 10-32 mg/kg dozda piroksikam önlemiĢ ve bu etki 

analjezik aktivitesinin etkinliğini iĢaret etmiĢtir. Yine farelere intramüsküler 

enjeksiyonla uygulanan Escherichia coli lipopolisakkariti sonucu oluĢan piretik 

etkinin incelendiği bir araĢtırmada oral yoldan verilen 10 mg/kg doz piroksikam, 56 

mg/kg doz aspirinin oluĢturduğu antipiretik aktivite profiline eĢdeğer bir profil 

göstermiĢtir (Damiani ve ark., 1998). 

 

 

 

       1.6.3. Piroksikamın Farmakokinetik Özellikleri ve Biyoyararlanımı 
 

 

       Piroksikamın farmasötik ve farmakokinetik profilini sahip olduğu kimyasal 

gruplar belirlemektedir. Yapısında bulunan enolik kısım piroksikamın pKa değerini 

düĢürdüğünden molekülün iyonlaĢma miktarı artmaktadır. Böylelikle etken 

maddenin aktivitesi uzamaktadır. Ayrıca bu enolik yapı piroksikamın etki 

mekanizması olduğu düĢünülen prostaglandin biyosentetaz inhibisyonu için de 

gereklidir. Bu aktivitesinden N-metil grubu da pay sahibidir. Sahip olduğu sülfoksit 

grubu sayesinde hidrofobik özellik göstermektedir. Lipofilik özelliğini artıran bu 

özellik, piroksikamın kan-bağırsak bariyerini aĢarak emilimini ise 

kolaylaĢtırmaktadır. Lipofilik özelliğe katkıda bulunarak asiditesini de artıran 

heterosiklik yan zincirler de hidroksilasyon hızını düĢürerek plazma yarı ömrünü 
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uzatmaktadır (MihaliĤ ve ark., 1986).  Ishizaki ve ark. (1979) tarafından tamamı 

erkek üniversite öğrencilerinden oluĢan 22 kiĢilik bir ekip ile gerçekleĢtirilen 

piroksikamın farmakokinetiğine yönelik bir araĢtırmada, plazma yarı ömrü net bir 

Ģekilde belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Oral yoldan uygulanan piroksikamın zamana bağlı 

plazma deriĢimleri incelenmiĢ ve genel yarı ömür süresi 37, 5 saat olarak tayin 

edilmiĢtir. 

 

 

       Sağlıklı ve romatizmal hastalıklara sahip deneklerde yapılan çalıĢmalarda ise tek 

ve tekrarlayan dozlar Ģeklindeki uygulama sonucu ortaya çıkan farmakokinetik 

profili değerlendirilmiĢtir. Bu çalıĢmalara dayanılarak piroksikamın farmakokinetik 

profilinin doğrusal olduğu sonucuna varılmıĢtır. Plazma deriĢim-zaman eğrisi altında 

kalan alan (AUC) doza bağımlıdır. Maksimum plazma deriĢimine 2 saatte 

ulaĢılmakta ve kandaki stabil denge deriĢiminin oluĢumu 7 ile 12 gün arasında 

değiĢmektedir. Ġnsanda oral uygulamadan sonra görünür dağılma hacmi yaklaĢık 

0,14 l/kg‘dır ve bu değer de 70 kg ağırlığında bir insan için dağılım hacminin 

yaklaĢık olarak 10 l olduğunu göstermektedir (Brogden ve ark., 1984). 

 

 

 

       1.6.4. Piroksikamın Metabolizması ve Eliminasyonu 
 

 

       Piroksikamın insanlarda uğramıĢ olduğu metabolik yolaklar 5ᶦ-piridin halka 

hidroksilasyonu, glukuronidasyon, siklodehidrasyon, N-dealkilasyon gibi yolaklardır. 

OluĢan metabolitlerin temel metaboliti oluĢturması sıçanlarda, köpeklerde ve 

insanlarda farklılık göstermektedir. Ana metabolit köpeklerde siklodehidre edilmiĢ 

Ģekli olurken (A), sıçanlarda para konumundaki piridil halkasının hidroksile halidir 

(B). Ġnsanlarda ise ana metabolit sıçanlardaki gibi piridil halkasının hidroksile hali 

olabildiği gibi glukuronik asitle konjuge yapısı veya serbest Ģekli de olabilmektedir. 

Bu metabolitler piroksikamın tek baĢına gösterdiği antienflamatuvar aktiviteye sahip 

olmayıp, prostaglandin sentetazı inhibe etmede de neredeyse 1000 kat daha az 

etkilidir. Piroksikam için tanımlanmıĢ metabolik yolaklar ġekil 1.14‘de gösterildiği 

gibidir (MihaliĤ ve ark., 1986). Piroksikamın tek oral dozunun %10‘u idrarla 

değiĢmeden atılırken Brogden ve ark. (1984)‘nın yapmıĢ olduğu daha yeni çalıĢmalar 
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sonucunda %2 ile %5‘inin değiĢmeden atıldığı belirlenmiĢtir. Toplam vücut klirensi 

0,13-0,15 l/s iken renal klirensi vücut klirensinin % 10‘u düzeyindedir (Brogden ve 

ark., 1984). 

 

ġekil 1.14. Piroksikam metabolizması (MihaliĤ ve ark., 1986). 

 

 

 

       1.6.5. Piroksikamın Antikanser Etkinliği 
 

 

       Prostaglandin biyosentezinin engellenmesi hayvanlarda kanser oluĢumunun 

önüne geçmektedir. Tek baĢına piroksikamın sıçanlarda kullanımı ile bağırsak 

kanserinin inhibe edildiği belirtilmiĢtir (Nigro ve ark., 1986). Knottenbelt ve ark., 

(2006) yaptıkları bir çalıĢmada piroksikam ve meloksikamın köpeklerdeki 

osteosarkom, lenfoma, meme karsinomu hücre hatlarında antiproliferasyon ve 

apoptoz inhibisyonuna etkilerini değerlendirmiĢlerdir. Bu çalıĢmayla incelendikleri 

tümör hücre hattı çeĢidine göre farklı antitümör aktiviteler tespit etseler de önerilen 

dozlarının üzerinde kullanılmaları sonucunda ciddi oranda proliferasyon inhibisyonu 

ve apoptoz indüksiyonu gözlemlemiĢlerdir. Li ve ark. tarafından 2006 yılında 

piroksikam benzeri bir oksikam grubu etken madde olan meloksikamın insan HepG2 

hücre hattı üzerindeki antiproliferatif etkinliği irdelenmiĢ ve hücre proliferasyonu 

MTT testi ile analiz edilmiĢtir. Sonuç olarak meloksikamın bu hücre hattında 

proliferasyonu, doza ve zaman bağlı Ģekilde inhibe ettiği, hücre döngüsünü 

Piroksikam 
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durdurduğu ve HepG2 hücrelerinin apoptozunu da indüklediği belirlenmiĢtir (Li ve 

ark., 2006). 

 

 Bu tezin amacı, hepatosellüler karsinom tedavisinde mevcut tedavi rejimine 

alternatif olarak ümit vaad eden kemopreventif bir etken madde olan piroksikamın bu 

amaçla ilk defa polimerik nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sisteminin geliĢtirilmesi ve 

HepG2 insan karaciğer kanseri hücre hattı üzerindeki antiproliferatif etkinliğinin 

tayin edilmesidir. Bu kapsamda 3
2
 faktöriyel deney tasarımı kullanılarak hazırlanan 

polimerik nanopartikül formülasyonlarının in-vitro özelliklerinin belirlenmesi 

amacıyla enkapsülasyon etkinliği, partikül büyüklüğü ve büyüklük dağılımı, yüzey 

yükü, morfolojik özellikleri ve in-vitro etken madde çıkıĢ tayini gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Hazırlanan polimerik nanopartikül formülasyonlarında gerçekleĢtirilen 3
2
 faktöriyel 

deney tasarımı kapsamında yapılan istatistiksel değerlendirmeler sonrasında 

belirlenen optimum piroksikam yüklü polimerik nanopartikül formülasyonu üzerinde 

ise baĢta etken madde-yardımcı madde etkileĢimleri, etken maddenin polimerik 

matris yapısı içindeki fiziksel durumunun tespiti, stabilite çalıĢmalarının yanısıra, 

antiproliferatif etkinliğinin belirlenebilmesi amacıyla hücre kültürü çalıĢmaları da 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 
 

 

 

       2.1. Gereçler 
 

 

       Tez çalıĢması kapsamında ön formülasyon çalıĢmaları ve yapılan literatür 

araĢtırmaları ıĢığında hepatoselüler karsinom tedavisine yönelik antiproliferatif etkisi 

araĢtırılacak piroksikamı içeren polimerik nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sistem 

formülasyonlarının oluĢturulabilemsi için kullanılan tüm gereçler ve temin edildikleri 

kurum, firma, yer ile marka bilgileri Bölüm 2.1.1 ve Bölüm 2.1.2‘ de verilmiĢtir.  

 

 

 

       2.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 
 

 

Piroksikam Abdi Ġbrahim Ġlaç San. ve Tic. A.ġ., 

Türkiye 

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 Klorür Merck, Almanya 

Sodyum Hidroksit Merck, Almanya 

Dimetil Sülfoksit Sigma-Aldrich, Almanya 

HepG2 Hücre Hattı ATCC, Almanya 

MTT Sigma-Aldrich, ABD 

DMEM Besiyeri Sigma-Aldrich, Almanya 

Tripsin/EDTA Çözeltisi Lonza, Ġsviçre 
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FBS Sigma-Aldrich, ABD 

Penisilin-Streptomisin Sigma-Aldrich, ABD 

Tripan Mavisi Bio-Rad California, ABD 

 

 

 

       2.1.2. Kullanılan Aletler ve Malzemeler 
 
 

Partikül Büyüklüğü Tayin Cihazı ZetaSizer Nano ZS, Malvern Inst. Ltd., 

Ġngiltere 

UV Spektrofotometre Shimadzu UV-1601, Japonya 

Hassas Terazi   Sartorius BL 210S, Almanya 

Yüksek Devirli Santrifüj Sigma 3K15, Almanya 

Çalkalayıcı Ġnkübatör  Jeio Tech SI-300, Jeio Tech Co. Ltd., 

Kore 

Liyofilizatör Christ Gamma 2-16 LSC, Almanya 

pH Metre Mettler Toledo S-20K, Ġsviçre 

Manyetik KarıĢtırıcı   Stuart SB 162-3, Ġngiltere 

Ultrasonik Banyo Ultrasonic LC30, Almanya 

Ultrasonik Prob Bandelin Sonoplus HD 2070, Almanya 

Ġklim Dolabı Nüve, Türkiye 

Taramalı Elektron Mikroskobu   FEI Nova NanoSem 430, Japonya 

Diferansiyel Tarama Kalorimetresi Shimadzu DSC-60, Japonya 

FTIR Spektrofotometre Agilent Cary 630, Santa Clara, USA 

UV Spektrofotometre Thermo Scientific, Multiscan Go 

Microplate, Almanya 

Hücre Kültürü Kabini Sanyo, Almanya 

Hücre Sayım Cihazı TC20, Bio-Rad California, USA 

Santrifüj Sigma-Aldrich USA 

Etüv Thermo Scientific, USA 

Vorteks Holten, Almanya 
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       2.2. Yöntem 
 

 

 

       2.2.1. Etken Maddenin Özelliklerinin Belirlenmesi 
 

 

 

       2.2.1.1. Etken Maddenin Fourier Transform Infrared (FTIR) 

Spektroskopisi ile Analizi 
 

 

       Hazırlanan nanopartikül formülasyonu içerisinde etken maddenin varlığının 

saptanabilmesi, sahip olduğu fonksiyonel gruplarıyla gösterdiği kendine has emilim 

bantları sayesinde gözlemlenmesi ve oluĢabilecek herhangi bir polimer etken madde 

etkileĢiminin belirlenebilmesi için fourier transform infrared spektroskopisi 

kullanılmıĢtır. Bu teknik diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) ile elde edilen 

sonuçlara da katkıda bulunmuĢtur (ġengel-Türk, 2009). Bu çalıĢmada kullanılan 

hesaplı miktar piroksikam FTIR cihazının ilgili bölümüne yerleĢtirilmiĢ ve 650-4000 

cm
-1

 aralığında tarama yapılmıĢtır. 

 

 

 

       2.2.1.2. Etken Maddenin Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) Analizi 
 

 

       Bu analiz etken maddenin termal özellik ve davranıĢlarının saptanması için 

gerçekleĢtirilmektedir (ġengel-Türk, 2009). ÇalıĢmamızda kullandığımız etken 

madde piroksikamdan tartılan 2 mg cihaza yerleĢtirmek üzere kapaklı alüminyum 

pana konulmuĢtur. Analiz sırasındaki ısıma iĢleminin yol açabileceği kapak atma 

durumundan sakınmak amacıyla kapak üzerinde oldukça küçük boyutlu delikler 

açılmıĢtır. Sıkı bir Ģekilde kapak kapatıldıktan sonra pres uygulanan pan cihaza 

yerleĢtirilmiĢtir. 20-250°C sıcaklıkta 10°C/dak hız ayarlarında termogram alınmıĢtır. 
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       2.2.1.3. Etken Maddenin UV Spektrumunun Ġncelenmesi 
 

 

       Piroksikamın belirlenen ortamlar olan asetonitril ve pH 7,4 fosafat tamponu 

(PBS) çözeltisinde absorbans verdiği maksimum dalga boyunun (λmax) belirlenmesi 

amacıyla 0,2 mg/mL deriĢimde çözeltileri hazırlanmıĢ ve 200-400 nm dalga boyu 

aralığında UV cihazında spektrumları çizdirilmiĢtir. 

 

 

       pH 7,4 Fosfat Tamponu (Avrupa Farmakopesi (EP) 7.0, 2011, s.: 492): 

Disodyum hidrojen fosfat 2,38 g 

Potasyum dihidrojen fosfat 0,19 g 

Sodyum klorür 8,00 g 

Distile su          ym 1000 mL 

 

 

       HazırlanıĢı: Tüm maddeler belirtilen miktarlarda tartılarak distile su içinde 

çözünmüĢ ve bildirilen hacme distile su ile tamamlanmıĢtır. Etken maddenin 

çözünme hızı ortamındaki ıslanabilirliğini temin etmek amacıyla tampon ortamına % 

0,05 oranında Tween 20 ilave edilmiĢtir. 

 

 

 

       2.2.2. Etken Maddenin Kalibrasyonu ve Analitik Validasyon 

 

 

       Piroksikamın polimerik nanopartiküllere ne kadar yüklendiğinin ölçülebilmesi 

için asetonitril ortamında ve çözünme hızı ortamında çözünen piroksikam yüzdesinin 

tespit edilmesi amacıyla pH 7,4 fosfat tamponu çözeltisinde çözeltileri hazırlanmıĢtır. 

Bu bağlamda hem asetonitril ortamı hem de pH 7,4 fosfat tamponu çözeltilerinin 

analitik validasyonu yapılmıĢtır. 
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       2.2.2.1. Etken Maddenin Kalibrasyon Doğrularının ve Grafiklerinin 

Belirlenmesi  

 

 

       Piroksikamın asetonitril ve pH 7,4 tampon ortamlarında hazırlanan stok 

çözeltileri kullanılarak gerekli ve uygun seyreltmelerle farklı deriĢimdeki çözeltileri 

hazırlanmıĢtır. 0,005 g etken madde hassas terazide tartılmıĢtır. Balonjojeye aktarılıp 

ve 25 mL‘ye asetonitril veya pH 7,4 fosfat tamponu çözeltisi ile tamamlanmıĢtır. 

Hazırlanan bu stok çözeltiden hareketle deriĢimleri düĢükten yükseğe doğru bir dizi 

dilüsyon hazırlanmıĢ ve bu dilüsyonların absorbansları tayin edilen λmax değerinde 

okunmuĢtur. Her bir dilüsyona karĢılık gelen absorbans değerleri (y) çözeltilerin 

deriĢim (x) değerlerine karĢı grafiğe geçirilerek Microsoft Excel programı vasıtasıyla 

kalibrasyon denklemi elde edilmiĢtir.  

 

 

 

       2.2.2.2 Etken Maddenin UV Spektrofotometrik Yöntemle Kalibrasyonuna 

Yönelik Analitik Validasyon ÇalıĢmaları 

 

 

 

       2.2.2.2.1 Seçicilik 

 

 

       Seçicilik kullanılan analitik metodun analizi yapılan maddeyi, incelenen 

numunede yer alan ya da alabilecek diğer bileĢenlerin varlığında da saptayabilme 

gücünü ifade eden validasyon parametresidir (Saudagar ve Thete, 2018). Bu amaçla 

etken madde içermeyen numuneler ve tüm yardımcı maddeleri de içeren 

nanopartikül formülasyonları nanopirespitasyon tekniği ile hazırlanmıĢ ve asetonitril 

ortamında nanopartikül yapısının parçalanması ile çözeltileri elde edilmiĢtir. Bu 

çözeltilerin spektrumları, UV spektrofotometresinde 200-400 nm dalga boylarında 

alınarak etken maddenin spektrumu ile kıyaslanmıĢ ve formülasyon bileĢenleri ile 

etken madde arasında herhangi bir giriĢim olup olmadığı tespit edilmiĢtir. 
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       2.2.2.2.2. Doğrusallık Aralığı 
 

 

       Bu parametre incelenen örnekte yer alan etken madde deriĢimi ve deney 

sonuçları arasındaki orantıyı gösterir. Seçilen bir aralıkta numudeki etken madde 

miktarı ve elde edilen cevap arasındaki iliĢkiyi saptamak amacıyla lineer regresyon 

analizi yapılır. Doğrusallık aralığı; araĢtırılan etken maddenin bulunduğu alt ve üst 

sınırlar içerisindeki miktarının kesinlik, doğruluk ve doğrusallık bakımından 

incelendiği aralıktır (ġengel-Türk, 2009). 

 

 

       Bu parametrenin tayininde seçilen her iki ortam için de öncelikle etken 

maddenin 0,2 mg/mL deriĢimde stok çözeltileri hazırlanmıĢ ve bunlardan hareketle 

bir dizi farklı deriĢimde dilüsyonları elde edilmiĢtir. Her bir ortam için belirlenen 

λmax değerinde dilüsyonların absorbansları tayin edildikten sonra Instant Paket 

Programı kullanılarak regresyon doğru denklemleri ile lineer regresyon kareler 

toplamı, ortalamanın artık kareler toplamı  ve artık kareler toplamı parametreleri 

belirlenmiĢtir. 

 

 

 

       2.2.2.2.3. Doğruluk 
 

 

       Bu parametre elde edilen deneysel sonuçların gerçek değerlere ne oranda 

yaklaĢıldığı hakkında bilgi verir. Seçilen analitik yöntemin hatasızlığının ölçüsüdür 

(ġengel-Türk, 2009). Birbirinden bağımsız hazırlanan stok çözeltilerinden düĢük, 

orta ve yüksek deriĢimde farklı farklı dilüsyonlar hazırlanmıĢ ve UV 

Spektrofotometre cihazında belirlenen dalga boyunda her dilüsyonun altı kez 

absorbansları ölçülmüĢtür. Her dilüsyonun kendi içinde ölçülen absorbans 

değerlerinin ortalaması ve bilinen deriĢim değerleri kullanılarak teorik deriĢim 

değerleri elde edilmiĢ ve standart sapma, % geri kazanım ve % bağıl standart sapma 

verilerine ulaĢılmıĢtır. ICH Q2 (R1) kılavuzu doğrultusunda kullanılan yöntemin 

doğruluk ölçüsünün tespiti için çıkan sonuçların % 2 nin altında olması 

gerekmektedir. 
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       2.2.2.2.4. Kesinlik 

 

 

 Birbiri ardına yapılan ölçümler arasındaki benzerliği ifade eder. % bağıl standart 

sapma ve standart sapma katsayılarıyla değerlendirilir (ġengel-Türk, 2009). Bu 

çalıĢmada kesinliğin iki alt ölçütü olan tekrarlanabilirlik ve orta kesinlik çalıĢılmıĢtır. 

 

 

 

       2.2.2.2.4.1. Tekrarlanabilirlik 

 

 

       Tekrarlanabilirlik parametresi için aynı analist tarafından değiĢmeyen çalıĢma 

koĢulları altında asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarından elde edilen stok 

çözeltiden hareketle düĢük, orta ve yüksek deriĢimlerde etken maddenin dilüsyonları 

hazırlanmıĢ ve bu çözeltilerin emililim değerleri aynı gün içerisinde 6 defa 

ölçülmüĢtür. 

 

 

 

       2.2.2.2.4.2. Orta Kesinlik 

 

 

       Orta kesinlik için aynı analist tarafından değiĢmeyen çalıĢma koĢulları altında 

etken maddenin stok çözeltisinden hareketle hazırlanan düĢük, orta ve yüksek 

deriĢimlerdeki dilüsyonların absorbans değerleri peĢpeĢe gelen farklı günlerde 6 kez 

ölçülmüĢ ve bu ölçümlerden hesaplanan % bağıl standart sapma değerlerinin %2‘den 

düĢük olma durumuna göre elde edilen sonuçlar yorumlanmıĢtır. 

 

 

       2.2.2.2.5. TeĢhis Sınırı (LOD) 

 

 

  TeĢhis sınırının belirlenebilmesi amacıyla etken maddenin 3 farklı stok 

çözeltisinden hareketle edile edilen kalibrasyon doğrularının kesiĢim değerlerinin 

standart sapması hesaplanmıĢ ve kalibrasyon doğrusunun eğimine oranlanarak 3,3 

çarpanıyla LOD değerine ulaĢılmıĢtır. 
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       2.2.2.2.6. Tayin Sınırı (LOQ) 

 

 

       Tayin sınırının belirlenebilmesi amacıyla etken maddenin 3 farklı stok 

çözeltisinden hareketle edile edilen kalibrasyon doğrularının kesiĢim değerlerinin 

standart sapması hesaplanmıĢ ve kalibrasyon doğrusunun eğimine oranlanarak 10 

çarpanıyla LOQ değeri belirlenmiĢtir. 

 

 

 

       2.2.3. Polimerik Nanopartikül Formülasyon ÇalıĢmaları 

 

 

 

       2.2.3.1. Nanopartikül Formülasyonlarının Hazırlanması 

 

 

       Yapılan literatür araĢtırmaları ve ön hazırlık çalıĢmalarından sonra nanopartikül 

formülasyonlarının hazırlanması amacıyla nanoprespitasyon tekniğinin 

kullanılmasına karar verilmiĢtir. Bu amaçla önce belirli bir miktar piroksikam ve 

PLGA hassas terazide tartılmıĢ ve aseton içerisinde çözündürülmüĢtür. Elde edilen 

bu organik faz sabit hızda manyetik karıĢtırıcı üzerinde belirli miktarda yüzey aktif 

madde içeren sulu faza damla damla ilave edilmiĢtir. Elde edilen dispersiyon 24 saat 

manyetik karıĢtırıcı üzerinde sabit hızda karıĢtırılarak asetonun uzaklaĢtırılması 

sağlanmıĢtır. OluĢan süspande nanopartiküller 60 dakika süre ile 56.000 x g hızda 

santirfüjlenmiĢ ve oluĢan nanopartikül çökeleği iki kez saf su ile yıkandıktan sonra 

48 saat süreyle liyofilize edilerek kuru toz halde saklanmıĢtır (ġengel-Türk ve ark., 

2017). GerçekleĢtirilen formülasyon geliĢtirme çalıĢmalarına ait formülasyon 

bileĢenleri Çizelge 2.1‘de sunulmuĢtur. 

Çizelge 2.1. Nanoprespitasyon tekniği kullanılarak hazırlanan formülasyon denemeleri. 

Formülasyon bileĢen miktarları 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) (%) - 3 - 

Distile Su (mL) 30 30 30 

*Nanopartikül oluĢumu temin edilememiĢtir. 
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       GerçekleĢtirilen formülasyon geliĢtirme çalıĢmaları kapsamında partiküllerin 

enkapsülasyon etkinlikleri ve partikül büyüklükleri kıyaslanmıĢ ve nanoprespitasyon 

yöntemi ile polimerik nanopartikül üretimi için en uygun yüzey aktif maddenin 

Poloksamer 188 olduğu belirlenerek, formülasyon içeriklerinin bu doğrultuda 

tasarlanmasına karar verilmiĢtir. 

 

 

 

       2.2.3.2. Nanopartikül Formülasyonlarının Optimizasyonu 

 

 

       Piroksikam içeren polimerik nanopartikül formülasyonlarının optimizasyonu için 

3² faktöriyel deney tasarımı kullanılmıĢtır. Böylelikle üç seviyede iki faktörlü tasarım 

ile piroksikam yüklü polimerik nanopartikül formülasyonlarının hazırlanması 

planlanmıĢtır. ÇalıĢmamızda etkinliği incelenecek bağımsız faktörler polimer olarak 

kullanılan PLGA miktarları (50 mg, 100 mg, 200 mg) ve yüzey aktif madde olarak 

kullanılan Poloksamer 188 deriĢimleri (%1, %2, %3) Ģeklinde belirlenmiĢtir. Bağımlı 

değiĢkenler olarak ise yükleme etkinliği, partikül büyüklüğü ve yüzey yükünün 

irdelenmesine karar verilmiĢtir. Ġki bağımsız değiĢkenin üç bağımlı değiĢken 

üzerindeki etkisi -1 düĢük seviye, 0 orta seviye ve +1 yüksek seviye derecelerinde 

değerlendirmiĢ ve bu etkinliğin tayin edilebilmesi amacıyla Design Expert® 6.0.8 

(Stat-Easy Inc., ABD) bilgisayar programı kullanılmıĢtır. Çizelge 2.2 deney tasarımı 

kapsamında incelenecek bağımsız değiĢkenleri ve düzeylerini gösterirken Çizelge 

2.3‘te ise deney tasarımı kapsamında hazırlanan formülasyon içerikleri yer 

almaktadır. 

Çizelge 2.2. Deney tasarımı kapsamında incelenecek bağımsız değiĢkenleri ve düzeyleri. 

Faktör Düzey 

 
DüĢük Seviye 

(-1) 

Orta Seviye 

(0) 

Yüksek Seviye 

(+1) 

PLGA Miktarı (mg) (X1) 50 100 200 

Poloxamer 188 DeriĢimi (%) 

(X2) 
1 2 3 
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Çizelge 2.3. Deney tasarımı kapsamında hazırlanan formülasyon içerikleri. 

Formülasyon 

Kodu 

PLGA Miktarı 

(X1) (mg) 

Poloxamer 188 DeriĢimi  

(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 noktası tekrarları   

F10 100 2 

F11 100 2 

F12 100 2 

F13 100 2 

 
 

 

       2.2.3.3. Nanopartikül Formülasyonları Üzerinde Yapılan Kontroller 

 

 

 

       2.2.3.3.1. Nanopartiküllerin Enkapsülasyon Etkinliğinin Tayini 

 

 

       Hazırlanan polimerik nanopartikül formülasyonlarına yüklenen piroksikam 

miktarının saptanması için ultrasonikasyon tekniği kullanılmıĢtır. Belirli oranda kuru 

toz haldeki nanopartikülün asetonitril ortamı içerisinde çözünmesi sağlanmıĢ ve 10 

dakika süre ile %100 çıkıĢ enerjisinde ultrasonikasyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Elde edilen çözelti uygun oranda seyreltilerek polimerik nanopartiküllere yüklenmiĢ 

piroksikam miktarı 325 nm dalga boyunda UV-Spektofotometre kullanılarak 

saptanmıĢtır (n=3). Polimerik nanopartiküllere yüklenen piroksikamın enkapsülasyon 

etkinliği EĢitlik 1, EĢitlik  2 ve EĢitlik 3‘de sunulan formüller kullanılarak 

hesaplanmıĢtır (Liu ve ark., 2019; ġengel-Türk ve ark., 2017). 
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% Piroksikam Yükleme Kapasitesi = (Nanopartikül içerisindeki piroksikam 

miktarı/Nanopartikül miktarı) X 100                                                             (EĢitlik 1) 

 

% Teorik Piroksikam Miktarı = (Dispers fazdaki piroksikam miktarı/ Dispers fazdaki 

katı madde miktarı) X 100                                                                             (EĢitlik 2) 

 

% ĠĢlem Etkinliği = (% Piroksikam yükleme kapasitesi/%Teorik piroksikam miktarı) 

X 100                                                                                                              (EĢitlik 3) 

 

 

 

       2.2.3.3.2. Nanopartiküllerin Partikül Büyüklüğü ve Polidispersite Ġndeksi 

(PDI) Tayini 

 

 

       Nanopartiküllerin partikül büyüklüğü, hücre içine alım esnasında önemli 

olmakla birlikte nanoboyutlu ilaç taĢıyıcı sistemlerin oluĢturduğu biyolojik yanıtı 

belirleyici özelliklerinden birisidir (Danaei ve ark., 2018). Bu amaçla hazırlanan 

polimerik nanopartikül formülasyonlarının partikül büyüklükleri ve boyut 

homojenliğini değerlendirebilmek adına polidispersite indeksi değerleri tayin 

edilmiĢtir. Bu analiz için belirli bir miktar kuru toz Ģekildeki nanopartikül 

formülasyonu 30 mL distile su içinde disperse edilerek ultrasonik banyoda 20 dakika 

süreyle sonike edilmiĢtir. Elde edilen örneklerin boyut analizleri için foton 

korelasyon spektroskopisi cihazı (Zetasizer Nano-ZS, Malvern Inst., Ġngiltere) 

kullanılmıĢ ve hazırlanan tüm polimerik nanopartikül formülasyonları için peĢpeĢe 

üç ölçüm yapılarak analiz gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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       2.2.3.3.3. Nanopartiküllerin Zeta Potansiyel Analizi 

 

 

       Zeta potansiyel değeri, nanopartiküllerin yüzey yükü ve stabilitelerini tayin 

etmek negatif yüklü hücre zarı ile etkileĢimini değerlendirebilmek için önemli bir 

parametredir. Ġlaçlar ve hücresel yüzeyler arasındaki elektrostatik etkileĢim hücresel 

alımı da etkileyeceğinden biyoyararlanımı da belirlemektedir (Zhang ve ark., 2008). 

Bu nedenle hazırlanan polimerik nanopartikül formülasyonlarının zeta potansiyel 

değerlerini tayin etmek için Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern Inst., 

Ġngiltere) cihazı kullanılmıĢtır. Bölüm 2.2.3.3.2‘de nanopartiküllerin partikül boyutu 

analizine yönelik olarak belirtilen Ģekilde hazırlanan örnekler zeta potansiyel ölçüm 

küvetine konulmuĢ ve oda sıcaklığında her formülasyonun zeta potansiyel değeri 

tayin edilmiĢtir (n=3). 

 

 

 

       2.2.3.3.4. Ġn Vitro Etken Madde Açığa ÇıkıĢ Hızı Tayini   

 

 

       Elde edilen piroksikam yüklü polimerik nanopartikül formülasyonlarından 

piroksikamın açığa çıkıĢ hızı ve profilini belirleyebilmek için diyaliz membran 

yöntemi kullanılmıĢtır. Çözünme hızı ortamı olarak pH 7,4 fosfat tamponu (PBS) 

ortamının kullanılmasına karar verilmiĢtir (Huang ve ark., 2017). Belirli miktarda 

etken madde içeren liyofilize Ģekildeki polimerik nanopartiküller 1 mL ultra saf su 

içerisinde disperse edildikten sonra moleküler büyüklüğü 10-12 kDa olan selüloz 

asetat diyaliz membranların içerisine yerleĢtirilmiĢ ve membranın her iki ucu 

klipslenmiĢtir. Hazırlanan membranlar 100 mL 37°C sıcaklıkta pH 7,4 fosfat 

tamponu ortamına konulmuĢ ve 50 rpm dönüĢ hızında çalıĢtırılan inkübatörlü 

çalkalayıcıya yerleĢtirilerek belirlenen sürelerde ortamdan 5 mL örnek çekilmiĢtir. 

Çekilen ortam kadar tekrar pH 7,4 fosfat tamponu ortama ilave edilerek çözünme 

hızı ortam hacminin sabit kalması temin edilmiĢtir. Alınan örneklerdeki açığa çıkan 

piroksikamın absorbansdeğeri UV-Spektrofotometrede 354 nm dalga boyunda tayin 

edilmiĢtir (n=3). 
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       2.2.3.3.5. Açığa Çıkan Etken Madde Miktarının Tespiti 

 

 

       3
2
 faktöriyel deney tasarımı kapsamında hazırlanan piroksikam yüklü polimerik 

nanopartikül formülasyonlarının her bir zaman noktasında açığa çıkan etken madde 

miktarları tayin edildikten sonra bu değerler cevap değiĢkeni olarak programa 

girilmiĢ ve belirlenen optimum formülasyonun deneysel çözünme hızı verilerine 

karĢılık program tarafından tahmini çıktı verileri oluĢturulmuĢtur. Bu Ģekilde 

sistemin tahmin yeteneği, deneysel veriler ile programdan gelen tahmini veriler 

arasındaki korelasyon ve benzerlik düzeyi açısından iki eĢ karĢılaĢtırma yaklaĢımı ile 

belirlenmiĢtir. 

 

 

       Çözünme hızı profillerinin karĢılaĢtırılması amacıyla Moore ve Flanner 

tarafından geliĢtirilen iki eĢ karĢılaĢtırma yaklaĢımı model bağımsız bir yöntem olup 

f1 fark ve f2 benzerlik testlerini içermektedir. Bu her iki testte çözünme hızı 

profillerinin karĢılaĢtırılması amacıyla FDA tarafından önerilen eĢitliklerdir (Moore 

ve Flanner, 1996). f1 fark eĢitliği, her zaman noktası için referans ve teste ait 

ortalama değerler arasındaki farkların toplamı olarak tanımlanır ve referanstan her 

zaman noktasında açığa çıkan ortalama miktarın toplamıdır. EĢitlik 4‘te görüldüğü 

gibi f1 fark faktörü iki çözünme hızı profili arasındaki hatayı yüzde cinsinden 

yaklaĢık olarak vermektedir. 

 

 

                                                                        (EĢitlik 4) 

 

 

       f2 benzerlik eĢitliği ise referans ve teste ait değerler arasındaki hata farklarının 

kareler toplamının logaritmik dönüĢümü ile tanımlanmaktadır. Çözünme hızı 

profillerinin benzerlik düzeyinin belirlenmesi için f2 değerinin hesaplanmasında 

EĢitlik 5‘ten faydalanılmaktadır. 
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                      (EĢitlik 5) 

 

 

 

       Bu eĢitliklerde;  

Rt: Referansın t anında çözünen etken madde yüzdesi 

Tt: Testin t anında çözünen etken madde yüzdesi 

n: Çözünme hızı deneyi esnasında alınan numune sayısı‘nı ifade etmektedir. 

 

 

       Çözünme hızı profillerinin değerlendirmesinde profillerin benzer kabul 

edilebilmesi için f1 değerinin 0-15 arasında, f2 değerinin ise 50-100 arasında olması 

gerekmektedir. Referans ve testte ait çözünme hızı profilleri aynı olduğunda f2 

değeri 100 olup, % hata ise sıfırdır (Eryol ve Öner, 2005). 

 

 

 

2.2.3.3.6. Nanopartiküllerin DSC Analizi 

 

 

       Nanoprespitasyon tekniği ile hazırlanan polimerik nanopartikül formülasyonları 

arasından 3
2
 faktöriyel deney tasarımı sonucunda belirlenen optimum formülasyon 

üzerinde DSC analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. Etken maddenin polimerik matriks yapısı 

içerisindeki fiziksel durumunu belirlemek ve formülasyon bileĢenleri ile etken madde 

arasındaki olası etkileĢimleri saptayabilmek üzere etken madde içeremeyen boĢ 

nanopartiküllerin de DSC termogramları Bölüm 2.2.1.2‘de belirtilen koĢullar altında 

tayin edilmiĢtir. 

 

 

 

       2.2.3.3.7. Nanopartiküllerin FTIR Analizi 

 

 

       Deney tasarımı kapsamında saptanan optimum nanopartikül formülasyonunun 

piroksikam içeren ve içermeyen Ģeklinin FTIR spektrumları 650-4000 cm
-1

 bant 

aralığında alınmıĢtır. 
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       2.2.3.3.8. Nanopartiküllerin Morfolojik Özellikleri 

 

 

       Nanopartiküllerin morfolojileri hücre içine alınmaları, dolaĢımda kalma süreleri 

açısından önemlidir (Salatin ve ark., 2015). Bu sebeple nanoprespitasyon tekniği ile 

oluĢturulan piroksikam yüklü optimum nanopartikül formülasyonunun Ģekil ve yüzey 

özelliklerini tespit edebilmek için Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) cihazı 

kullanılmıĢtır. Liyofilizasyondan sonra kuru toz halde elde edilen nanopartiküller 

örnek tutucuya bir bant üzerine yayılarak tutturulmuĢ ve nanopartikül yüzeyi altın ile 

kaplanmıĢtır. Bu Ģekilde nanopartiküllerin SEM mikrogramları çekilmiĢtir. 

 

 

 

       2.2.3.3.9. Stabilite ÇalıĢmaları 
 

 

       Belirlenen optimum formülasyonun liyofilize edildikten sonra final kalite 

özelliklerinin takip edilmesi açısından saklama sıcaklığı olarak belirlenen 4
 
°C‘de 6 

ay süre boyunca stabilite takibi yapılmıĢtır. Bu amaçla liyofilize Ģekildeki polimerik 

nanopartikül formülasyonunun üçüncü ve altıncı ayda enkapsülasyon etkinliği, 

partikül büyüklüğü ve dağılımı ile zeta potansiyel değerleri tayin edilmiĢtir (n=3). 

Ayrıca liyofilize Ģekildeki optimum formülasyonun dağılabilirliğinin tespiti 

açısından gerçekleĢtirilen redispersibilite indeksi tayinine yönelik olarak üretim 

prosesi esnasında santrifüj iĢleminden önce dispersiyon ortamından alınan bir miktar 

nanopartikül dispersiyonu distile su içinde disperse edilmiĢ ve partikül boyutu 

belirlenmiĢtir. Liyofilizasyon iĢlemini takiben aynı ortamda disperse edilen 

formülasyon tekrar partikül büyüklüğü açısından değerlendirilmiĢ ve redispersibilite 

indeksi değeri aĢağıdaki sunulan EĢitlik 6 kullanılarak tespit edilmiĢtir. Aynı 

üretimlere ait liyofilize optimum formülasyon stabilite takibinin gerçekleĢtirildiği üç 

ve altı aylık dönemler sonunda da yine aynı dispersiyon ortamında redisperse edilmiĢ 

ve partikül boyutu tayinin gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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(EĢitlik 6) 

 

 

 

       2.2.3.4. Nanopartikülerin Antiproliferatif Aktivitelerinin Tayini 
 

 

 

        2.2.3.4.1. Test Maddesi  
 

 

       Saf piroksikam %10 DMSO içerisinde çözülerek, piroksikam yüklü optimum 

nanopartikül formülasyonu ise pH 7,4 fosfat tamponu içerisinde dispese edilerek 

dilüsyonlar hazırlanmıĢtır ve hazırlanan bu dilüsyonlar +4 ºC‘ de muhafaza 

edilmiĢtir. DMSO son deriĢimi<%0.01 olacak Ģekilde dilüsyonlar hazırlanmıĢtır. 

 

 

 

       2.2.3.4.2. Hücre Kültürü 
 

 

       37ºC, % 5 CO2 içeren etüvde, 25 cm²‘lik flaskların içinde % 1 penisilin 

streptomisin karıĢımı ile % 10 FBS içeren DMEM besiyerinde HepG2 hücreleri 

inkübe edilmiĢtir. Hücreler istenilen yoğunluğa ulaĢtığında 10 µL Tripan mavisi 

kullanılarak canlı hücre sayısı hücre sayımı cihaz hesapı ile hesaplanmıĢtır. 5x10
4
 

hücre/mL olacak Ģekilde elde edilen hücre süspansiyonu, plakların her bir 

kuyucuğuna ekilmiĢ ve etüvde inkübasyona bırakılmıĢtır. 

 

 

 

       2.2.3.4.3. Hücre Canlılık Testi 
 

 

       Hücreler etüvde iken uygun deriĢimdeki saf piroksikam çözeltisi ve pH 7,4 

fosfat tamponu ortamında disperse edilmiĢ Ģekilde piroksikam yüklü olan ve 

olmayan optimum nanopartikül dispersiyonları hazırlanmıĢ ve 0,22 µm‘lik steril 
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filtrelerden geçirilerek filtrasyon tekniği ile steril hale getirilmiĢlerdir. 24 saatlik 

inkübasyondan sonra etüvden çıkarılan plakların kuyucuklarına son deriĢimleri 10-

1000 µM aralığında olacak Ģekilde 20 µL nanopartikül dispersiyonu veya saf 

molekül çözeltisi uygulanmıĢtır. 48 saatlik inkübasyondan sonra inkübatörden alınan 

plaklara MTT testi uygulanmıĢ ve plaklar yeniden iki saat boyunca etüvde inkübe 

edilmiĢtir. Sürenin sonunda plaklarda yer alan MTT solüsyonu geri alınmıĢ ve 

ortama 100 µL DMSO çözeltisi eklenerek 540 nm dalga boyunda spektrofotometre 

cihazında absorbans ölçümü yapılmıĢtır. Hücre canlılığı analizleri plak içerisinde 

dört tekrarlı olarak ve iki paralel Ģeklinde çalıĢılmıĢ ve sonuçlar ortalama ± standart 

sapma Ģeklinde ifade edilmiĢtir. 
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3. BULGULAR 

 

 

 

       3.1. Etken Maddenin Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

 

 

       3.1.1. Etken Maddenin FTIR Spektroskopisi ile Analizi Bulguları 
 

 

       Piroksikamın FTIR spektroskopisi ile analizine ait elde edilen bulgu ġekil 3.1‘de 

verilmiĢtir. 

 

ġekil 3.1. Piroksikamın FTIR spektrumu. 

 

 

 

       3.1.2. Etken Maddenin DSC Analizi Bulguları 
 

 

       Piroksikamın termal davranıĢını saptamak amacıyla yapılan DSC analizi sonucu 

elde edilen termogramı ġekil 3.2‘de görülmektedir. 

 

ġekil 3.2. Piroksikamın DSC termogramı. 
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       3.1.3. Etken Maddenin UV Spektrum Bulguları 
 

 

       Piroksikamın asetonitril ve pH 7,4 fosfat tampon ortamlarında UV spektrumları 

incelenmiĢ ve ġekil 3.3 ve ġekil 3.4‘te gösterilmiĢtir. Yapılan analizlerde 

piroksikamın ilgili ortamlarda absorbans gösterdiği maksimum dalga boyları Çizelge 

3.1‘de verilmiĢtir. 

 

ġekil 3.3. Piroksikamın asetonitril ortamındaki UV spektrumu. 

 

ġekil 3.4. Piroksikamın pH 7,4 fosfat tamponu ortamındaki UV spektrumu.  
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Çizelge 3.1. Piroksikamın asetonitril ve pH 7,4 tamponunda gösterdiği maksimum dalga 

boyları. 

Ortam Asetonitril pH 7.4 

λmax 325.0 nm 354.0 nm 

 

 

 

       3.2. Etken Maddenin Belirlenen Kalibrasyon Doğruları ve Grafikleri 

Bulguları 

 

 

       Piroksikamın çalıĢılan asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarındaki 

standart doğruları ġekil 3.5 ve ġekil 3.6‘da, Instat paket programı kullanılarak elde 

edilen kalibrasyon verileri Çizelge 3.2‘de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ġekil 3.5. Piroksikamın asetonitril ortamındaki kalibrasyon doğrusu. 

 

ġekil 3.6. Piroksikamın pH 7,4 fosfat tampon ortamındaki kalibrasyon doğrusu.  
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Çizelge 3.2. Piroksikamın asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarında elde edilen 

kalibrasyon verileri. 

Ortam 
Eğim ± GS 

(m) 

KesiĢim ± GS 

(n) 
r

* 
r

2 ** 

Asetonitril 0,0595 0,0129 0,9999 0,9997 

Tampon ortamı 0,0473 0,0030 0,9999 0,9997 

 
*korelasyon katsayısı 

**determinasyon katsayısı 

 

 

 

       3.3. Etken Maddenin UV Spektrofotometrik Yöntemle Belirlenen 

Kalibrasyonuna Yönelik Analitik Validasyon Bulguları 

 

 

 

       3.3.1. Seçicilik 
 

 

       Formülasyonda bulunan yardımcı maddelerin formülasyonda yer alan 

miktarlarında çözeltileri ayrıca hazırlanmıĢ ve piroksikam bulunmayan nanopartikül 

formülasyonları da hazırlanarak 200-400 nm dalga boyu aralığında UV spektrumları 

incelenmiĢtir. Sonuçlar piroksikama ait UV spektrumuyla kıyaslanmıĢtır. Yardımcı 

maddeler bu spektrum aralığında belirgin pik göstermemiĢ ve çalıĢmalarımızda 

kullanılacak olan analitik yöntemin piroksikama seçici olduğu saptanmıĢtır. 

 

 

 

       3.3.2. Doğrusallık Aralığı 
 

 

       Bu validasyon parametresine yönelik olarak Instat paket programı kullanılmıĢ ve 

ġekil 3.7 ve ġekil 3.8‘ deki grafikler bu programla çizilmiĢtir. Asetonitril ile pH 7,4 

fosfat tamponu ortamları için hesaplanan veriler Çizelge 3.3‘te yer almaktadır.  
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Çizelge 3.3. Doğrusallık aralığının saptanmasında asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu 

ortamlarına ait veriler. 

Ortam Asetonitril Ortamı Tampon Ortamı 

Eğim 0,0595 0,0473 

Eğimin Güven 

Sınırları 

(%95) 

Alt Sınır 0,0586 0,0468 

Üst Sınır 0,0603 0,0475 

KesiĢim (n) - 0,0129 0,0030 

KesiĢimin 

Güven 

Sınırları 

(%95) 

Alt Sınır - 0,0211 -0,0028 

Üst Sınır - 0,0042 0,0046 

r2 0,9997 0,9997 

Sy.x 0,0053 0,0027 

Lineer Regresyon Kareler 

Toplamı 
0,7462 0,8160 

Artık Kareler Toplamı 0,0002 7,291x10-5 

Ortalamanın Artık Kareler 

Toplamı 
2,875x10-5 7,291x10-6 

 

 
ġekil 3.7. Asetonitril ortamı için Instant paket programı ile çizilen lineer regresyon grafiği. 
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ġekil 3.8. pH 7,4 ortamı için Instant paket programı ile çizilen lineer regresyon grafiği. 

 

 

 

       3.3.3. Doğruluk 

 

 

       Tüm çalıĢma boyunca kullanılacak asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu 

ortamları için hesaplanan % geri elde değerleri ile ortalamaları, % bağıl standart 

sapma ve standart sapma değerleri Çizelge 3.4 ve Çizelge 3.5‘de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.4. Doğruluğun saptanmasında asetonitril ortamına ait veriler. 

DüĢük DeriĢim 

(1.6 µg/mL) 

Orta DeriĢim 

(8.0 µg/mL) 

Yüksek DeriĢim 

(16 µg/mL) 

A* C** 

(µg/mL) 

% Geri Elde A* C** 

(µg/mL) 

% Geri Elde A* C** 

(µg/mL) 

% Geri Elde 

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 

Elde  

97.93 Ortalama % Geri 

Elde  

98.61 Ortalama % Geri 

Elde  

98.75 

Standart Sapma  1.581 Standart Sapma 0.575 Standart Sapma 0.321 

% Bağıl Standart 

Sapma  

1.615 % Bağıl Standart 

Sapma 

0.583 % Bağıl Standart 

Sapma 

0.325 
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Çizelge 3.5. Doğruluğun saptanmasında pH 7,4 fosfat tamponu ortamına ait veriler. 

 
DüĢük DeriĢim 

(1.6 µg/mL) 

Orta DeriĢim 

(9.6 µg/mL) 

Yüksek DeriĢim 

(19.2 µg/mL) 

A* C** 

(µg/mL) 

% Geri Elde A* C** 

(µg/mL) 

% Geri Elde A* C** 

(µg/mL) 

% Geri Elde 

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 

Elde  

98.52 Ortalama % Geri 

Elde  

97.73 Ortalama % Geri 

Elde  

99.53 

Standart Sapma 1.184 Standart Sapma 0.428 Standart Sapma 0.171 

% Bağıl Standart 

Sapma 

1.202 % Bağıl Standart 

Sapma 

0.438 % Bağıl Standart 

Sapma 

0.172 

 

 

 

       3.3.4. Kesinlik 
 

 

       ÇalıĢılan analitik yöntemin kesinliğinin belirlenmesinde kullanılmak üzere 

piroksikamın asetonitril ve tampon ortamlarında tekrarlanabilirlik ve orta kesinlik 

parametreleri incelenmiĢtir. 

 

 

 

       3.3.4.1. Tekrarlanabilirlik 
 

 

       Piroksikamın asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarında tekrarlanabilirlik 

parametresi belirlenirken her iki ortamda da etken maddenin düĢük, orta ve yüksek 

deriĢim olacak Ģekilde üç farklı çözeltisi hazırlanmıĢtır. Bu çözeltilerin absorbans 

değerleri altı kez ölçülmüĢ ve bu ölçümlere karĢılık ortalama deriĢim, % bağıl 

standart sapma ve standart sapma değerleri hesaplanarak Çizelge 3.6 ve Çizelge 

3.7‘de sunulmuĢtur. 
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Çizelge 3.6. Asetonitril ortamında tekrarlanabilirlik parametresi için elde edilen veriler. 

Ortam: Asetonitril 

DüĢük DeriĢim 

(1,6 µg/mL) 

Orta DeriĢim 

(8,0 µg/mL) 

 

Yüksek DeriĢim 

(16 µg/mL) 

 

Absorbans 

Değerleri 

DeriĢim 

(µg/mL) 

Absorbans 

Değerleri 

DeriĢim 

(µg/mL) 

Absorbans 

Değerleri 

DeriĢim 

(µg/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 

% Bağıl 

Standart 

Sapma 

1,299  0,309  0,156 

 

Çizelge 3.7. pH 7,4 fosfat tamponu ortamında tekrarlanabilirlik parametresi için elde edilen 

veriler. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ortam: pH 7,4 fosfat tamponu 

DüĢük DeriĢim 

(1,6 µg/mL) 

Orta DeriĢim 

(9,6 µg/mL) 

Yüksek DeriĢim 

(19,2 µg/mL) 

Absorbans 

Değerleri 

DeriĢim 

(µg/mL) 

Absorbans 

Değerleri 

DeriĢim 

(µg/mL) 

Absorbans 

Değerleri 

DeriĢim 

(µg/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 

Sapma 

0,010  0,149  0,126 

% Bağıl 

Standart 

Sapma 

0,642  1,525  0,642 
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       3.3.4.2. Orta Kesinlik 
 

 

       Piroksikamın asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarında orta kesinlik 

parametresi belirlenirken her iki ortamda da etken maddenin düĢük, orta ve yüksek 

deriĢm olacak Ģekilde üç farklı çözeltisi hazırlanmıĢtır. Bu çözeltilerin absorbans 

değerleri farklı günlerde altı kez ölçülmüĢ ve bu ölçümlere karĢılık ortalama deriĢim, 

% bağıl standart sapma ve standart sapma katsayıları hesaplanarak Çizelge 3.8 ve 

Çizelge 3.9‘da sunulmuĢtur. 

Çizelge 3.8. Asetonitril ortamında orta kesinlik parametresi için elde edilen veriler. 

 
 DüĢük DeriĢim 

(1,6 µg/mL) 

Orta DeriĢim 

(8,0 µg/mL) 

Yüksek DeriĢim 

(16 µg/mL) 

Günler 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

1.ölçüm 1,611 1,510 1,577 8,076 8,126 7,975 16,140 15,668 15,820 

2.ölçüm 1,628 1,561 1,561 8,160 8,295 8,076 16,157 15,769 15,837 

3.ölçüm 1,645 1,561 1,577 8,210 8,311 8,076 16,157 15,769 15,870 

4.ölçüm 1,645 1,561 1,561 8,244 8,345 8,126 16,157 15,820 1,820 

5.ölçüm 1,662 1,544 1,561 8,227 8,261 8,109 16,173 15,803 15,854 

6.ölçüm 1,662 1,527 1,561 8,244 8,194 8,109 16,173 15,837 15,854 

Ortalama 1,642 1,544 1,566 8,194 8,255 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 

% Bağıl Standart 

Sapma 
1,218 1,360 0,575 0,805 0,993 0,681 0,805 0,380 0,126 
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Çizelge 3.9. pH 7,4 fosfat tamponu ortamında orta kesinlik parametresi için elde edilen 

veriler. 

 DüĢük DeriĢim 

(1,6 µg/mL) 

Orta DeriĢim 

(9,6 µg/mL) 

Yüksek DeriĢim 

(19,2 µg/mL) 

Günler 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

1.ölçüm 1,588 1,588 1,567 9,669 9,415 9,478 18,885 19,161 18,991 

2.ölçüm 1,594 1,540 1,567 9,923 9,478 9,394 19,161 19,203 19,012 

3.ölçüm 1,594 1,567 1,594 9,902 9,372 9,457 19,182 19,139 19,033 

4.ölçüm 1,567 1,540 1,588 9,881 9,521 9,457 19,266 19,139 18,991 

5.ölçüm 1,588 1,567 1,567 9,966 9,478 9,500 19,203 19,161 19,076 

6.ölçüm 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 

Sapma (±) 
0,013 0,019 0,013 0,108 0,052 0,039 0,134 0,023 0,044 

% Bağıl 

Standart 

Sapma 

0,821 1,217 0,823 1,093 0,556 0,417 0,702 0,121 0,233 

 

 

 

       3.3.5. TeĢhis Sınırı (LOD) 
 

 

       Piroksikamın asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarında hesaplanan LOD 

verileri Çizelge 3.10‘da verilmiĢtir. 

Çizelge 3.10. Piroksikamın asetonitril ve tampon ortamlarındaki LOD değerleri. 

 

 

 

 

 

       3.3.6. Tayin Sınırı (LOQ) 
 

 

       Piroksikamın asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamlarında hesaplanan LOQ 

değerleri Çizelge 3.11‘de verilmiĢtir. 

Ortam LOD Değeri (µg/mL) 

Asetonitril 0,238 

pH 7,4 0,171 
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Çizelge 3.11. Piroksikamın asetonitril ve tampon ortamlarındaki LOQ değerleri. 

Ortam LOQ Değeri (µg/mL) 

Asetonitril 0,723 

pH 7,4 0,519 

 

 

 

       3.4. Polimerik Nanopartikül Formülasyon ÇalıĢmaları Bulguları 
 

 

 

       3.4.1. Nanopartikül Formülasyonlarının 3
2 
 Faktöriyel Deney Tasarımı ile 

Optimizasyon Bulguları 

 

 

       Piroksikam içeren polimerik nanopartikül formülasyonlarının optimizasyonu için 

3² faktöriyel deney tasarımı kullanılmıĢtır. Bu tasarım için gereken bağımlı ve 

bağımsız değiĢkenler belirlenmiĢ olup Çizelge 2.2‘de yer verilmiĢtir. Bu bölümde de 

belirtildiği gibi tüm nanopartikül formülasyonları için cevap değiĢkeni olarak 

belirlenen enkapsülasyon etkinliği, partikül büyüklüğü ve zeta potansiyel analizleri 

her formülasyon için üç ölçüm olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen cevap 

değiĢkenlerine ait bulgular Çizelge 3.12‘de verilmektedir. 

Çizelge 3.12. Nanopartikül formülasyonlarının 3
2
 faktöriyel deney tasarımı ile elde edilen 

cevap değiĢkenlerine ait bulgular. 

Formülasyon 

Kodu 

Enkapsülasyon Etkinliği  

 (% ± SS) 

Partikül Büyüklüğü 

 (nm± SS) 

Zeta Potansiyel  

(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 

 

 



64 

 

       Bağımlı değiĢkenler enkapsülasyon etkinliği, partikül büyüklüğü ve yüzey yükü 

üzerine bağımsız değiĢkenler PLGA miktarı ve Poloksamer 188 yüzdesinin etkisini 

gösteren yüzey cevap grafikleri ġekil 3.9, ġekil 3.10 ve ġekil 3.11‘de görüldüğü gibi 

elde edilmiĢtir. Design Expert® 6.0.8 bilgisayar programı kullanılarak elde edilen 

tasarım sonuçları ġekil 3.12‘de yer almaktadır.  

 

ġekil 3.9. PLGA miktarı ve Poloksamer 188 deriĢiminin piroksikam nanopartiküllerinin 

enkapsülasyon etkinliği üzerine etkisini gösteren yüzey cevap grafiği.  

 

ġekil 3.10. PLGA miktarı ve Poloksamer 188 deriĢiminin piroksikam nanopartiküllerinin 

partikül büyüklüğü üzerine etkisini gösteren yüzey cevap grafiği. 
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ġekil 3.11. PLGA miktarı ve Poloksamer 188 deriĢiminin piroksikam nanopartiküllerinin 

zeta potansiyeli üzerine etkisini gösteren yüzey cevap grafiği. 

 

 

 

       3
2
 faktöriyel deney tasarımı kapsamında incelenen cevap değiĢkenlerinin 

bağımsız değiĢkenlerle olan matematiksel iliĢkilerini ifade eden doğru denklemlerine 

ait katsayılar ve istatistiksel veriler Çizelge 3.13‘de sunulmaktadır.  
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Çizelge 3.13. Polimerik nanopartiküllerin özellik parametrelerine uygulanan program analizi sonucunda elde edilen doğru denklemlerine ait 

katsayılar ve istatistiksel veriler. 

 

Cevap DeğiĢkenleri 
Doğru denklemi katsayıları  Ġstatistiksel veriler 

Faktör Katsayı P değeri F değeri P değeri r2 

 

 

Enkapsülasyon Etkinliği 

Sabit + 82,50  77,42 < 0,0001 %98,22 

X1 - 18,95 < 0,0001 

X2 - 15,53 < 0,0001 

X12 - 13,86 0,0003 

X22 - 4,48 0,0641 

X1X2 - 1,75 0,3357 

Partikül Büyüklüğü KesiĢim + 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 KesiĢim + 23,55  12,26 0,0020 %71,03 

X1 - 2,30 0,1173 

X2 - 6,23 0,0009 

F: Modele uyumu ifade eden değer;   

P: Ġstatistiksel açıdan farkı ifade eden değer (P değeri <0.05 olan faktörler istatistiksel olarak anlamlıdır);  

r2: Determinasyon katsayısı 

Enkapsülasyon Etkinliği = + 82,50 - 18,95X1 - 15,53X2 - 13,86X12- 4,48X22- 1,75X1.X2 

Partikül Büyüklüğü = + 219,06 + 40,65X1 + 18,22X2 

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

 

6
6
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       Bağımsız değiĢkenlerin, cevap değiĢkenleri üzerine olan etkilerini belirlemek 

için kurulan matematiksel eĢitlikler ve modeller elde edildikten sonra hedeflenen 

cevap değiĢkenleri olarak en yüksek enkapsülasyon etkinliği, en düĢük partikül 

büyüklüğü ve ≥ 30 mV zeta potansiyel değerlerine sahip formülasyonu gösteren 

kontur grafiği çizilmiĢtir. ġekil 3.10‘da optimum formülasyonu gösteren kontur 

grafiği görülmektedir. Optimum formülasyonun belirlenmesinde incelenen her iki 

bağımsız faktörün cevap değiĢkenleri üzerine olan etkinliğini ifade eden bu grafiğin 

yanısıra hedeflenen cevap değiĢkenlerine sahip öngörülen optimum formülasyonun 

tespiti için ―Arzulanabilirlik Fonksiyonu (desirability function) (d)‖ yönteminden de 

yararlanılmıĢtır (Yerlikaya ve ark., 2013; Pal ve Gauri, 2018; ġengel-Türk ve ark., 

2021). Deney tasarımı kapsamında belirlenen hedef cevap değiĢkenlerine yönelik 

etkinliği irdelenen bağımsız değiĢkenler bazında elde edilen ―d‖ değeri 0,99 olarak 

tayin edilmiĢtir. 

 

ġekil 3.12. Optimum formülasyonu gösteren kontur grafiği. Sarı bölge hedeflenen cevap 

değiĢkenlerine ulaĢmak için çalıĢılması gereken bağımsız değiĢken düzeylerini yani optimum 

formülasyonu tanımlamaktadır. 
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       3.4.2. Nanopartiküllerin PDI Tayinine Ait Bulgular 
 

 

       Bölüm 2.2.3.3.2‘de belirtildiği gibi hazırlanan tüm nanopartikül formülasyonları 

için polidispersite indeksi tayini yapılmıĢtır. GerçekleĢtirilen analiz sonucunda elde 

edilen PDI değerleri Çizelge 3.14‘de sunulmaktadır. 

Çizelge 3.14. Nanopartikül formülasyonlarının PDI verileri. 

 
Formülasyon 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. Ġn Vitro Etken Madde Açığa ÇıkıĢ Hızı Tayini Bulguları 

 

 

       Bölüm 2.2.3.1‘de belirtildiği gibi hazırlanan piroksikam yüklü dokuz 

nanopartikül formülasyonunun zamana bağlı etken madde açığa çıkıĢ hızı tayinine 

yönelik bulgular ġekil 3.11‘de verilmiĢtir. 
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ġekil 3.13. Ġn vitro etken madde açığa çıkıĢ hızı profilleri. 

 

 

 

       3.4.4. Açığa Çıkan Etken Madde Miktarının Bulguları 

 

 

       Bu kapsamda programa girilen bağımsız değiĢkenlerin düzeyleri ile her bir 

formülasyon için tayin edilen açığa çıkan etken madde miktarları Çizelge 3.15‘te 

sunulmuĢtur. Bölüm 3.4.1‘de belirtildiği Ģekilde F1 kodlu optimum formülasyonun 

deneysel çözünme hızı verilerine karĢılık program tarafından oluĢturulan tahmini 

çıktı verileri Çizelge 3.16‘da, tahmini ve deneysel çözünme hızı verilerine ait 

korelasyon grafiği ġekil 3.14‘te, deneysel ve tahmini çözünme hızı profilleri ġekil 

3.15‘te ve f1 fark ve f2 benzerlik test sonuçları ise Çizelge 3.17‘de sunulmuĢtur. 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 5 10 15 20 25 30 35

A
ç
ığ

a
 Ç

ık
a
n
 M

a
d
d
e
 M

ik
ta

rı
 (

%
) 

Zaman (Gün) 

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9



Çizelge 3.15. Programa girilen bağımsız değiĢkenlerin düzeyleri ile her bir formülasyon için tayin edilen açığa çıkan etken madde miktarları. 

Formül 

no 

Bağımsız 

değiĢkenler 
Açığa çıkan etken madde miktarları (%) 

X1(mg) X2(%) 2. saat 6. saat 1. gün 4. gün 8. gün 12. gün 15. gün 18.gün 21. gün 25. gün 31. gün 

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±0,91 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± 

 

7
0
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Çizelge 3.16. Optimum formülasyona ait deneysel çözünme hızı verilerine karĢılık program 

tarafından oluĢturulan tahmini çözünme hızı çıktı verileri. 

Zaman (saat / gün) 
Deneysel olarak açığa çıkan 

etken madde miktarı (%) 

Tahmini olarak açığa çıkan 

etken madde miktarı (%) 

2. saat 2,00 ± 0,81 1,57 

6. saat 6,70 ± 0,99 5,93 

1. gün 11,38 ± 1,22 10,60 

4. gün 18,43 ± 1,87 17,45 

8. gün 31,26 ± 2,17 29,18 

12. gün 38,42 ± 2,79 36,56 

15. gün 47,64 ± 2,87 46,10 

18. gün 60,82 ± 3,16 57,99 

21. gün 69,93 ± 2,89 66,44 

25. gün 78,76 ± 2,58 77,45 

31. gün 85,47 ± 2,12 84,37 

 

 

ġekil 3.14. Optimum formülasyonun tahmini ve deneysel çözünme hızı verilerine ait 

korelasyon grafiği. 
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ġekil 3.15. Optimum formülasyonun deneysel ve tahmini çözünme hızı profilleri. 

Çizelge 3.17. Optimum formülasyonun f1 fark ve f2 benzerlik testi sonuçları. 

Uygulanan test Sayısal değer 

f1 fark testi 3,81 

f2 benzerlik testi 84,32 

 

 

 

       3.4.5. Optimum Formülasyonun DSC Analizi Bulguları 
 

 

       Optimum formülasyonda yer alan piroksikam yüklü nanopartiküllerin ve boĢ 

nanopartiküllerin DSC termogramı ġekil 3.16‘da görüldüğü gibi elde edilmiĢtir.  

 

ġekil 3.16. Optimum formülasyonda yer alan piroksikam yüklü nanopartiküllerin ve boĢ 

nanopartiküllerin DSC termogramı. 
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       3.4.6. Optimum Formülasyonun FTIR Analizi Bulguları 
 

 

       Optimum nanopartikül formülasyonunun FTIR analizi sonucu elde edilen 

bulgularına yönelik grafik ġekil 3.17‘deki gibi elde edilmiĢtir. 

 

ġekil 3.17. a. Piroksikam yüklü optimum nanopartikül formülasyonunun FTIR spektrumu; 

b. Piroksikam içermeyen boĢ optimum nanopartikül formülasyonunun FTIR sepkturumu.   

 

 

       3.4.7. Nanopartiküllerin Morfolojik Özellikleri Bulguları 
 

 

       Nanoprespitasyon tekniği kullanılarak oluĢturulan piroksikam yüklü optimum 

nanopartikül formülasyonunun taramalı elektron mikroskopisi kullanılarak elde 

edilen görüntüleri ġekil 3.18‘de görüldüğü Ģekilde elde edilmiĢtir. 
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ġekil 3.18. Nanopartiküllerin morfolojik görünümü. 
 

 

 

       3.4.8. Stabilite ÇalıĢmaları Bulguları 

 

 

       Bölüm 2.2.3.3.9‘da açıklanan Ģekilde gerçekleĢtirilen stabilite çalıĢmaları 

kapsamında elde edilen bulgulardan optimum formülasyona ait enkapsülasyon 

etkinliği, partikül büyüklüğü ve büyüklük dağılımı ile zeta potansiyel değerleri 

Çizelge 3.18‘de, redispersibilite indeksine ait bulgular ise Çizelge 3.19‘da 

sunulmuĢtur. 

Çizelge 3.18. Optimum formülasyonun 4C sıcaklık değerindeki 6 aylık stabilite verileri. 

Zaman 

Enkapsülasyon 

Etkinliği 

(% ± SS) 

Partikül 

Büyüklüğü 

(nm± SS) 

PDI 

(Ortalama ± SS) 

Zeta Potansiyel 

(mV± SS) 

BaĢlangıç 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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Çizelge 3.19. Optimum formülasyonun liyofilizasyon iĢlemi sonrasında ve 3 ile 6 aylık 

sabilite dönemleri sonrasında tayin edilen redispersibilite indeksi değerleri. 

Zaman Redispersibilite indeksi 

Üretimde liyofilizasyon iĢlemi sonrasında 1,0044 

3. ay stabilite dönemi 1,0103 

6. ay stabilite dönemi 1,0179 

 

 

 

       3.4.9. Piroksikam Yüklü Nanopartiküllerin Antiproliferatif Etkinlik 

Bulguları 

 

 

       Bölüm 2.2.3.4‘te belirtilen doğrultuda gerçekleĢtirilen hücre kültürü çalıĢmaları 

sonucunda 100-250 µM deriĢim aralığında saf piroksikamın ve piroksikam yüklü 

optimum nanopartikül formülasyonunun HepG2 insan karaciğer kanseri hücre hattı 

üzerindeki canlılığı ġekil 3.19 ve ġekil 3.18‘de 48. saat üzerinden sunulmuĢtur. 

 

ġekil 3.19. Saf piroksikamın 48 saat inkübasyon sonrası HepG2 hücre canlılığı üzerine 

etkisi. 
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ġekil 3.20. Piroksikam yüklü optimum nanopartikül formülasyonunun 48 saat inkübasyon 

sonrası HepG2 hücre canlılığı üzerine etkisi (*, p<0,0001, kontrole göre anlamlılık).  
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4. TARTIġMA 

 

 

 

       4.1. Etken Maddenin Özelliklerinin Belirlenmesine Yönelik Bulguların 

Değerlendirilmesi 

 

 

       Hepatoselüler karsinom tedavisine yönelik antiproliferatif aktivite tespiti 

amacıyla yapılan deneylerde kullanılmak üzere temin edilen piroksikamın 

özelliklerini teyit etmek üzere FTIR analizi, DSC analizi, UV Spektrum analizi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu bölümde analizlerin sonuçları değerlendirilmiĢ ve bu 

değerlendirmeler sonucu verilen kararlar ilgili bölüm sonlarında belirtilmiĢtir.  

 

 

 

       4.1.1. Etken Maddenin FTIR Analizi Bulgularının Değerlendirilmesi 

 

 

       Yapılan çalıĢmalarda saf piroksikamın ġekil 3.1‘de yer alan FTIR spektrumu 

incelendiğinde piroksikama ait temel belirleyici kimyasal grubun N-H gerilimi  

olduğu, bu gerilimin dıĢında ise deformasyon titreĢimleri olarak tanımlanan SO2, C-

S, C-H kimyasal gruplarının da spektrumda yer aldığı belirlenmiĢtir (NikoliĤ ve ark., 

2014; Panzade ve ark., 2017). Tez çalıĢmamızda elde edilen piroksikamın FTIR 

spektrumunda, piroksikamın kimyasal yapısında bulunan en özellikli grup olan N-H 

gerilimi 3334 cm
-1

‘de tayin edilirken; SO2 gerilimi 1146 cm
-1

‘de, C-S gerilimi 685 

cm
-1

‘de ve C-H gerilimine ait emilim bantlarının ise 660-900 cm
-1

 gözlendiği 

belirlenmiĢtir. Elde edilen bu bulgular, piroksikam ile yapılan çalıĢmalarda 

gözlemlenen belirleyici emilim bantları ile örtüĢmektedir (NikoliĤ ve ark., 2014; 

Panzade ve ark., 2017). 
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       4.1.2. Etken Maddenin DSC Analizi Bulgularının Değerlendirilmesi 

 

 

       Tez çalıĢmamızda piroksikamın ġekil 3.2‘de yer alan DSC termogramı 

incelendiğinde 203,37 °C‘de keskin yapıda endotermik bir pik gözlenmektedir. Elde 

edilen bu pik piroksikamın erime derecesini gösterirken pikin keskin Ģekli ise 

piroksikamın kristal yapıda olduğunu iĢaret etmektedir. Elde edilen bu bulgu 

piroksikamın DSC analizine yönelik literatür bilgileri ile uyumlu bulunmuĢtur 

(Panzade ve ark., 2017). 

 

 

 

       4.1.3. Etken Maddenin UV Spektrumunun Değerlendirilmesi 

 

 

       Bu çalıĢmada piroksikamın miktar tayini yöntemi olarak UV spektrofotometri 

yönteminin kullanılmıĢtır. Bu yöntemin, piroksikamın çeĢitli dozaj Ģekilleri ve ilaç 

taĢıyıcı sistemlerde yer alan miktarının belirlenebilmesi amacıyla kullanımına 

yönelik çok sayıda çalıĢma literatürde bulunmaktadır (Gholivand ve ark., 2014; 

Kormosh ve ark., 2011). Piroksikamın asetonitril ve pH 7,4 tampon ortamlarından 

alınan spektrumları ve kalibrasyon doğru denklemleri ġekil 3.5 ve ġekil 3.6‘da 

verilmiĢ olup asetonitril ortamında verdiği maksimum absorbans dalga boyu 325 nm, 

pH 7,4 tampon ortamında verdiği maksimum absorbans dalga boyu ise 354 nm 

olarak tespit edilmiĢtir.  

 

 

 

       4.2. Seçilen Analitik Yöntemin Validasyon Bulgularının Değerlendirilmesi 

 

 

       Tez çalıĢması boyunca seçilen analitik yöntemin validasyonunun tespit ve tayini 

için seçicilik, doğruluk, doğrusallık aralığı, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve orta 

kesinlik parametreleri üzerinden), teĢhis sınırı ile tayin sınırı parametreleri 

araĢtırılmıĢtır. Seçicilik sonuçları değerlendirilecek olduğunda geliĢtirilen miktar 

tayini yönteminin piroksikama özgün olup olmadığının tespiti için ilgili ortamlarda 

etken madde pikinin bulunduğu absorpsiyon bölgesinde baĢka herhangi bir pikin 
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bulunmadığı belirlenmiĢ ve dolayısıyla seçilen miktar tayini yönteminin piroksikama 

özgün olduğu sonucuna varılmıĢtır. 

 

 

       Tez çalıĢmamızda doğrusallık aralığı parametresine yönelik olarak çalıĢılan her 

iki ortam için de elde edilen r
2
 değerleri 1‘e yakın tespit edilmiĢtir. Aynı Ģekilde Sy.x 

değerleri ise asetonitril için 0,0053; pH 7,4 tampon ortamı için 0,0027 Ģeklinde 

oldukça düĢük düzeyde hesaplanmıĢtır. r
2
 değerlerinin yüksek, Sy.x değerlerinin ise 

düĢük olması her iki ortam için elde edilen kalibrasyon verilerinin bu parametreyi 

kanıtladığını göstermektedir.  

 

 

        Doğruluk parametresinin belirlenebilmesine yönelik yapılan deneyler sonucu 

elde edilen bulgular Çizelge 3.4 ve Çizelge 3.5‘de verilmiĢtir. Asetonitril ve pH 7,4 

tampon ortamı için % geri elde değerlerine ait % bağıl standart sapma sonuçlarının % 

2‘den küçük olması bu parametrenin ispatlandığını göstermektedir. 

 

 

       Seçilen miktar tayini yönteminin analitik validasyonunda kesinlik 

parametresinin tespitine yönelik olarak asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamları 

için yapılan tekrarlanabilirlik çalıĢmalarının sonuçları Çizelge 3.6 ve Çizelge 3.7‘de 

verilmiĢtir. Seçilen analitik yöntemin kesinliğinin tespitine yönelik asetonitril ve pH 

7,4 fosfat tamponu ortamları için yapılan orta kesinlik çalıĢmalarının sonuçları ise 

sırasıyla Çizelge 3.8 ve Çizelge 3.9‘da sunulmuĢtur. Her iki çalıĢmada da elde edilen 

% bağıl standart sapma katsayılarının % 2‘den düĢük çıkması bu parametrelerin 

sağlandığını kanıtlamaktadır.  

 

 

       Seçilen miktar tayini yönteminin analitik validasyon çalıĢmaları kapsamında 

LOD değerlerinin tespitine yönelik yapılan çalıĢmalar sonucu elde edilen bulgular 

asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamları için Çizelge 3.10‘da, LOQ 

değerlerinin tespitine yönelik elde edilen bulgular ise Çizelge 3.11‘de sunulmuĢtur. 

Piroksikamın asetonitril ve pH 7,4 fosfat tamponu ortamı için LOD değerleri 

sırasıyla 0.238 μg/mL ve 0.171 μg/mL olarak saptanırken LOQ değerleri ise 0.723 

μg/mL ve 0.519 μg/mL olarak belirlenmiĢtir. 
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       4.3. Nanopartikül Formülasyonlarının 3
2
 Faktöriyel Deney Tasarımı ile 

Optimizasyon ve Özellik Bulgularının Değerlendirilmesi 

 

 

 

       4.3.1. Optimizasyon Bulgularının Değerlendirilmesi 

 

 

       Bu tez çalıĢmasında, 3
2
 faktöriyel deney tasarımı kapsamında piroksikam yüklü 

polimerik nanopartikül formülasyonlarının kritik final özellikleri olan enkapsülasyon 

etkinliği, partikül büyüklüğü ve yüzey yükü üzerine bağımsız değiĢkenler olarak 

belirlenen PLGA miktarı (X1) ve Poloksamer 188 deriĢiminin (X2) etkinliğinin 

irdelenmesi amaçlanmıĢtır. Belirlenen bağımsız değiĢkenler -1 düĢük seviye, 0 orta 

seviye ve +1 yüksek seviye derecelerinde değerlendirilmiĢ ve bu doğrultuda PLGA 

polimeri 50 mg, 100 mg ve 200 mg‘lık miktar seviyesinde ve Poloksamer 188 ise % 

1, % 2 ve % 3 deriĢim düzeyinde kullanılmıĢtır.  

 

 

       Hazırlanan polimerik nanopartikül formülasyonlarının enkapsülasyon etkinliği 

değerleri incelenen PLGA miktarı (X1) ve Poloksamer 188 deriĢimi (X2) bağımsız 

değiĢkenlerinin etkinliği açısından irdelendiğinde, her iki bağımsız değiĢkenin de 

enkapsülasyon etkinliği cevap değiĢkeni üzerinde istatistiksel açıdan anlamlı 

düzeyde etkin olduğu (Çizelge 3.13, P<0,0001) ve her iki bağımsız değiĢkenin 

düzeyi artıkça nanopartiküllerin enkapsülasyon etkinliğinin azaldığı belirlenmiĢtir 

(Çizelge 3.13). Bu cevap değiĢkenine göre oluĢturulan matematiksel eĢitlik modeline 

ait P değerinin <0,0001 (P<0,05) oluĢu da formüller arasında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılıkların elde edildiğini göstermektedir (Çizelge 3.13). Modele ait doğru 

denklemi katsayıları önünde yer alan + ve – iĢaretler, her bir faktörün pozitif veya 

negatif etkinliğini ifade etmektedir (Amasya ve ark., 2020). Bu kapsamda incelenen 

her iki bağımsız parametrenin de (X1 ve X2) nanopartiküllerin enkapsülasyon 

etkinlikleri üzerinde genel olarak negatif bir etkinliği olduğu gözlenmiĢtir (Çizelge 

3.13). Bir diğer değiĢle X1 ve X2 değerleri arttıkça, nanopartiküllerin enkapsülasyon 

etkinliği değerleri azalmakta ve bu azalıĢ formülasyonlar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde gerçekleĢmektedir. Çizelge 3.13‘de sunulan istatistiksel veriler, 

enkapsülasyon etkinliği cevap değiĢkeni açısından yorumlandığında program 
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tarafından cevap değiĢkenine yönelik geliĢtirilen matematiksel eĢitlik modeline 

uyumun bir göstergesi olan F değerinin 77,42 olarak tayin edildiği belirlenmiĢtir. Bu 

cevap değiĢkeni için elde edilen F değeri, F testine ait istatiksel tabloda % 5 kritik 

seviyesinde tek taraflı açıdan serbestlik dereceleri baz alınarak belirlenen tablo F 

değeri ile kıyaslandığında oldukça büyük bir değerdir (Ftablo=4.46) (Gündüz, 1998, 

sf.: 42). Piroksikam yüklü polimerik nanopartiküllerin enkapsülasyon etkinliği cevap 

değiĢkeni için geliĢtirilen modelin F değerinin (Çizelge 3.13, F=77,42), Ftablo 

(Ftablo=4.46) değerinden büyük olması, elde edilen sonuçların yüksek oranda 

farklılığını ifade etmektedir. Yine Çizelge 3.13‘de yer alan ve geliĢtirilen modelin 

determinasyon katsayısını ifade eden r
2
 değeri ise % 98,22 olarak hesaplanmıĢtır. r

2
 

değerinin 1‘e yakınlığı geliĢtirilen modelin doğruluğunun ve uygunluğunun bir 

göstergesidir (ġengel-Türk ve ark., 2021). 

 

 

 GerçekleĢtirilen 3
2
 faktöriyel tasarım kapsamında verilerin istatistiksel açıdan 

değerlendirilmesinin yanı sıra cevap yüzey metodolojisi yaklaĢımı da optimum 

formülasyonun belirlenmesi amacıyla kullanılmıĢtır. Bu yaklaĢım bir değiĢkende 

meydana gelen değiĢimin hazırlanan nanopartikül formülasyonlarının incelenen 

bağımlı değiĢkenlerin üzerinde nasıl bir etkinliğe sahip olduğunu görsel olarak 

sunmakta ve etkinliğin anlaĢılmasına yardımcı olmaktadır (Amasya ve ark., 2020). 

Bu kapsamda tezimizde incelenen bağımsız değiĢkenler olan PLGA miktarı (X1) ve 

Poloksamer 188 deriĢiminin (X2) piroksikam yüklü polimerik nanopartiküllerin 

enkapsülasyon etkinliği cevap değiĢkeni üzerine olan etkisi ġekil 3.9‘da 

görülmektedir. Elde edilen grafik değerlendirildiğinde en yüksek yükleme 

etkinliğinin her iki bağımsız değiĢkenin de -1.00 seviyesi ile -0.50 seviyesi aralığında 

gerçekleĢtiği görülmektedir. Deney tasarımında bu konfigürasyona sahip olan 

formülasyon ise F1 kodlu formülasyondur. Piroksikam yüklü nanopartiküllerin 

enkapsülasyon etkinliği değerlerinin PLGA miktarı ve Poloksamer 188 deriĢimi 

artıkça azalmasının temel nedeninin, hidrofobik özellikte bir molekül olan 

piroksikamın, çözündüğü ortam olan organik faz içinde kalma eğilimindeyken, dıĢ su 

fazında artan Poloksamer 188 deriĢimine bağlı olarak bulunduğu iç organik fazdan 

dıĢ su fazına difüze olmaya baĢlaması ve dolayısıyla sulu fazda miseller olarak 

çözünür hale gelmesi sonucunda nanodamlacıkların katılaĢması esnasında 
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piroksikamın dıĢ su fazına kaçması olduğu düĢünülmektedir. Piroksikam 188 

deriĢiminin  artması ile elde edilen nanopartiküllerin enkapsülasyon etkinliklerinde 

gözlemlenen bu azalma, ulaĢılan literatür verileri ile de desteklemektedir (Sharma ve 

ark., 2015). 

 

 

 Hazırlanan piroksikam yüklü polimerik nanopartikül formülasyonlarının partikül 

büyüklükleri üzerine, incelenen PLGA miktarı (X1) ve Poloksamer 188 deriĢimi (X2) 

bağımsız değiĢkenlerinin etkinliği incelendiğinde, incelenen her üç seviyedeki PLGA 

miktarı (50 mg, 100 mg ve 200 mg) ve Poloksamer 188 deriĢimi (% 1, % 2 ve % 3) 

düzeyinde de, polimer miktarı (P <0,0001, Çizelge 3.13) ve yüzey etken madde 

deriĢimi (P=0,0126, Çizelge 3.13) artıĢına bağlı olarak partikül büyüklüklerinde 

istatistiksel olarak anlamlı artıĢlar elde edilmiĢtir (P<0,05, Çizelge 3.13). Modelin F 

değeri (F=22,13, Çizelge 3.13), Ftablo değerinden (Ftablo=4,46) büyük bulunmuĢ, 

determinasyon katsayısı ise % 88,06 olarak hesaplanmıĢtır. Bu durum elde edilen 

partikül büyüklük verileri üzerinden geliĢtirilen matematiksel eĢitlik modelinin 

yüksek derecede uygun ve doğru olduğu sonucunu göstermiĢtir. ġekil 3.10‘da 

sunulan, nanopartiküllerin sahip oldukları partikül büyüklüğü cevap değiĢkeni 

üzerine, incelenen bağımsız değiĢkenlerin etkilerinin gözlendiği yüzey cevap grafiği 

incelendiğinde ise en küçük partikül boyutunun PLGA miktarının ve Poloksamer 188 

deriĢiminin en düĢük olduğu formülasyon olan F1 kodlu formülasyonda tespit 

edildiği görülmektedir. Nanopartikül oluĢumu esnasında hem polimer miktarının 

hem de yüzey etken madde miktarının artmasına bağlı olarak organik fazın 

viskozitesi artmakta ve bu durumda emülsifikasyon sırasında dıĢ su faz içinde daha 

zor disperse olan daha viskoz bir organik faz oluĢumuna yol açmaktadır (ġengel-

Türk, 2009). PLGA miktarı ve Polokamer 188 deriĢiminde meydana gelen artıĢa 

bağlı olarak nanaopartiküllerin partikül boyutlarında gözlemlenen istatistiksel olarak 

anlamlı artıĢın bu sebeple gözlendiği düĢünülmektedir.    

 

 

 Tezimiz kapsamında PLGA miktarı (X1) ve Poloksamer 188 deriĢimi (X2) 

bağımsız değiĢkenlerinin etkisinin incelendiği bir diğer parametre ise 

nanopartiküllerin yüzey yükleri olmuĢtur. Bu açıdan elde edilen sonuçlar 

irdelendiğinde, her iki bağımsız değiĢkenin artıĢı sonucunda nanopartiküllerin zeta 
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potansiyel değerlerinin azaldığı, ancak bu azalıĢın PLGA miktarı açısından 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde gerçekleĢmediği (P =0,11731, Çizelge 3.13), 

Poloksamer 188 deriĢimi açısından ise statistiksel olarak anlamlı düzeyde gözlendiği 

(P =0,0009, Çizelge 3.13) belirlenmiĢtir. Nanopartikül yüzeyinde yer alan 

Poloksamer 188‘e ait iyonize karboksil gruplarının varlığından dolayı nanopartikül 

formülasyonlarının tamamında zeta potansiyel değerleri negatif olarak elde edilmiĢtir 

(Çizelge 3.12). Elde edilen zeta potansiyel değerleri üzerinden geliĢtirilen 

matematiksel modelin F değeri 12,26 ve doğru denkleminin r
2
 değeri ise % 71,03 

olarak hesaplanmıĢtır. Bu veriler elde edilen zeta potansiyel değerlerinin üzerinden 

geliĢtirilen matematiksel eĢitlik modelinin yeterli uygunluğa sahip olduğunu ifade 

etmektedir.  ġekil 3.11‘de görülen yüzey yükü bağımlı değiĢkeni üzerine PLGA 

miktarı (X1) ve Poloksamer 188 deriĢimi (X2) bağımsız değiĢkenlerinin etkinliği 

irdelendiğinde ise istatistiksel olarak anlamlı düzeydeki en yüksek zeta potansiyel 

değerinin her iki bağımsız değiĢkeninde -1.00 seviyelerinde ortaya çıktığı 

belirlenmiĢtir.      

 

 

 

       4.3.2. Nanopartiküllerin PDI Tayinine Yönelik Elde Edilen Bulguların 

Değerlendirilmesi 

 

 

       Çizelge 3.14‘de belirlenen bağımlı ve bağımsız değiĢkenler düzeylerinde 

hazırlanan tüm nanopartikül formülasyonlarının sahip olduğu PDI değerleri yer 

almaktadır. PDI, nanopartiküllerin partikül büyüklüğü dağılımının ifadesidir. 

Tezimiz kapsamında geliĢtirilen piroksikam yüklü polimerik nanopartikül 

formülasyonlarının PDI değerleri 0,051 – 0,249 aralığında elde edilmiĢtir. Bu açıdan 

elde edilen tüm nanopartikül formülasyonları dar bir partikül büyüklüğü dağılımı 

göstermektedirler (PDI değeri <0,3, Çizelge 3.14). 
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 4.3.3. Ġn Vitro Etken Madde Açığa ÇıkıĢ Hızı Tayini Bulgularının 

Değerlendirilmesi 

 

 

       ġekil 3.13‘te görülen piroksikam yüklü nanopartikül formülasyonlarının yaklaĢık 

bir ay boyunca sürdürülen çözünme hızı profilleri incelendiğinde seçilen bağımsız 

değiĢkenler olan PLGA miktarı ve Poloksamer 188 deriĢimi artıkça nanopartikül 

formülasyonlarından piroksikamın salım hızının anlamlı düzeyde azaldığı 

gözlenmiĢtir (P<0,05). Elde edilen bu çözünme hızı profillerinin, nanopartiküllerin 

sahip oldukları partikül büyüklükleri ile uyumlu oldukları belirlenmiĢtir. 

Nanopartiküllerin partikül boyutlarının artmasına bağlı olarak partiküllerin sahip 

oldukları yüzey alanlarının azalmasından dolayı birim zamanda aĢığa çıkan etken 

madde miktarları azalmıĢ ve partikül boyutu daha büyük olan nanopartiküllerden 

daha yavaĢ bir etken madde salımının gözlendiği belirlenmiĢtir (ġengel-Türk, 2009). 

 

 

 

 4.3.4. Optimum Nanopartikül Formülasyonun Belirlenmesine Yönelik 

Bulgularının Değerlendirilmesi  

 

 

GerçekleĢtirilen 3
2
 faktöriyel deney tasarımı kapsamında belirlenen bağımsız 

değiĢkenler olan PLGA miktarı ve Poloksamer 188 deriĢiminin, nanopartiküllerin 

kritik kalite özellikleri arasında yer alan cevap değiĢkenleri olan enkapsülasyon 

etkinliği, partikül boyutu ve zeta potansiyel değerleri üzerine olan etkinlikleri bir 

arada irdelendiğinde ġekil 3.12‘de verilen kontür grafiği elde edilmiĢtir. Bu grafikte, 

belirlenen tasarım alanında hedeflenen cevap değiĢkenlerine sahip optimum 

nanopartikül formülasyonun elde edilmesi için çalıĢılması gereken bağımsız 

değiĢken düzeylerini sarı ile görülen bölge tanımlamaktadır. Grafikte gözlemlenen 

bu sarı bölgenin, hedef cevap değiĢkenlerine ne düzeyde uygun olduğunu tanımlayan 

―d‖ değeri ise 0,99 olarak elde edilmiĢtir. ―d‖ değerinin ―1‖ değerine yakın olması 

hedeflenen cevap değiĢkenlerine yaklaĢıldığını ifade ederken ―1‖ değerinden 

uzaklaĢan ve ―0‖ değerine yakınlaĢan ―d‖ değerleri ise hedeflenen cevap 

değiĢkenlerinden uzaklaĢıldığını ifade etmektedir. Bu doğrultuda gerçekleĢtirilen 

deney tasarımı sonucunda en düĢük PLGA miktarı (50 mg) ve Poloksamer 188 
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deriĢimi (%1) konfigürasyonuna sahip F1 formülasyonu ile hedef cevap değiĢkenleri 

olarak belirlenen en yüksek enkapsülasyon etkinliği, en düĢük partikül büyüklüğü ve 

± 30 mV değerin üzerindeki yüzey yükü değerlerine 0,99 oranında yaklaĢıldığı 

saptanmıĢtır. Bu Ģekilde 3
2
 faktöriyel tasarım kullanılarak hazırlanan çeĢitli 

piroksikam yüklü polimerik nanopartikül formülasyonları arasından optimum 

formülasyon olarak belirlenen F1 kodlu nanopartikül formülasyonunun bundan 

sonraki analizlere ve hücre kültürü çalıĢmalarına taĢınmasına karar verilmiĢtir. 

 

 

 

4.3.5. Açığa Çıkan Etken Madde Miktarının Tahmini Bulguların 

Değerlendirilmesi 

 

 

3
2
 faktöriyel deney tasarımı kapsamında hazırlanan piroksikam yüklü polimerik 

nanopartikül formülasyonlarının programa girilen bağımsız değiĢken düzeyleri 

bazında her bir zaman noktası için tayin edilen açığa çıkan etken madde miktarları 

Çizelge 3.15‘te sunulmuĢtur. Formülasyon optimizasyon çalıĢmaları sonucunda 

oluĢturulan modelin, tahmin yeteneğinin belirlenmesi amacıyla Çizelge 3.16‘da , 

ġekil 3.15‘te ise çözünme hızı grafiği Ģeklinde verilen, optimum formülasyonun her 

bir zaman noktası için deneysel çözünme hızı verilerine karĢılık program tarafından 

oluĢturulan tahmini çıktı verileri arasındaki iliĢki hem korelasyon grafiği ve 

determinasyon katsayısı (ġekil 3.14) yaklaĢımıyla hem de çözünme hızı profili 

benzerlik düzeyi açısından f1 fark ve f2 benzerlik testleri ile (Çizelge 3.17) 

irdelenmiĢtir. Bu doğrultuda optimum formülasyon için deneysel çözünme hızı 

verileri ile sistemin oluĢturduğu tahmini çözünme hızı verileri arasındaki tüm zaman 

noktaları bazında elde edilen korelasyon grafiğine yönelik determinasyon katsayısı 

0,9993 olarak belirlenmiĢtir. Determinasyon katsayısının 1,00 değerine yakın olarak 

tayin edilmesi, tahmini çıktı değerleri ile deneysel veriler arasındaki korelasyonun 

yüksekliğinin bir göstergesi olarak kabul edilmiĢtir (ġekil 3.14). Benzer Ģekilde, 

optimum formülasyona ait deneysel çözünme hızı profili ile programın tahmin ettiği 

çözünme hızı profili arasındaki benzerlik düzeyine yönelik olarak f2 değeri 84,32;  f1 

değeri ise 3,81 olarak hesaplanmıĢtır. f2 değerinin sayısal veri olarak 50‘den büyük 

olması; f1 değerinin ise 0 değerine yakın tespit edilmesi, optimum formülasyon için 
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deneysel çözünme hızı profili ile tahmini çözünme hızı profillerinin benzer olduğunu 

kanıtlamaktadır. Bu durum sistemin tasarım alanı içerisinde belirlenecek olması 

Ģartıyla daha önce çalıĢılmamıĢ her bir bağımsız değiĢken düzeyinde hazırlanması 

planlanan nanopartikül formülasyonlarına ait çözünme hızı profillerini ne düzeyde 

benzer olarak tahmin edebileceğini ortaya koymaktadır.    

 

 

 

       4.3.6. Optimum Nanopartikül Formülasyonunun DSC Analizi Bulgularının 

Değerlendirilmesi 

 

 

       Tez çalıĢmamız kapsamında polimerik nanopartiküllerin formülasyon içeriğinde 

yer alan yardımcı maddeler ile piroksikam arasındaki olası etkileĢimleri tayin etmek 

ve piroksikamın polimerik matriks yapı içerisindeki fiziksel durumunu belirlemek 

amacıyla DSC analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. ġekil 3.16‘da sunulan piroksikam yüklü 

optimum formülasyon ve optimum formülasyonun piroksikam içermeyen Ģekline ait 

DSC termogramları incelendiğinde, ġekil 3.2‘de yer alan saf piroksikama ait DSC 

termogramında gözlemlenen 203,37°C‘deki keskin endotermik pikin piroksikam 

yüklü optimum formülasyonda gözlenmediği belirlenmiĢtir. Bu durum kristal yapılı 

piroksikamın, polimerik matris yapısı içerisinde amorf yapıya dönüĢmesinden 

kaynaklanmaktadır (Ordu ve Özdemir., 1986; ġengel-Türk ve ark., 2009). ġekil 

3.16‘da sunulan termogramlarda PLGA polimerine ait camsı geçiĢ sıcaklığı (Tg) 

değerleri, piroksikam içermeyen boĢ nanopartiküller için 51,95°C‘de gözlemlenirken 

piroksikam içeren nanopartikül formülasyonu için ise 51,60°C‗de tespit edilmiĢtir. 

PLGA polimerine yönelik benzer Tg değerleri farklı literatürlerde de sunulmuĢtur 

(ġengel-Türk ve ark., 2009; Türk ve ark., 2014). 
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4.3.7. Optimum Nanopartikül Formülasyonunun FTIR Analizi 

Bulgularının Değerlendirilmesi 

 

 

       Tez çalıĢmamızda, ġekil 3.1‘de sunulan saf piroksikama ait FTIR spektrumunda 

gözlemlenen ve NikoliĤ ve ark. (2014) ile Panzade ve ark. (2017) tarafından 

gerçekleĢtirilen araĢtırmalarda da benzer bulunan en temel belirleyici emilim 

bandının 3334 cm
-1

‘de görülen N-H gerilimi olduğu belirlenmiĢtir. Saf piroksikamın 

FTIR spekturumunda 1146 cm
-1

‘de görülen SO2 gerilimi, 685 cm
-1

‘de gözlemlenen 

C-S gerilimi ve 660-900 cm
-1

 aralığında gözlenen C-H gerilimlerinin ise 

deformasyon titreĢimleri olduğu literatürlerde tanımlanmıĢtır (NikoliĤ ve ark., 2014; 

Panzade ve ark., 2017). ġekil 3.17.a‘da yer alan piroksikam yüklü optimum 

nanopartikül formülasyonuna ait FTIR spektrumu, piroksikam molekülünün 

belirleyici kimayasal gruplarını ifade eden absorpsiyon bantları açısından 

incelendiğinde ise tanımlanan en temel kimyasal grup olan N-H geriliminin 3342 cm
-

1
‘de gözlendiği belirlenmiĢtir. SO2 geriliminin yine 1146 cm

-1
‘de ve 660-900 cm

-1
 

aralığında ise piroksikamın kimyasal yapısına özgü aromatik C-H yapılarını 

tanımlayan özel deformasyon titreĢimlerinin gözlendiği tayin edilmiĢtir. ġekil 

3.17.b‘de yer alan piroksikam içermeyen optimum formülasyona ait FTIR 

spekturmunda ise piroksikamın kimyasal yapısına ait en temel özel absorpsiyon 

bandı olan N-H grubunun gözlenmemesi polimerik nanopartikül yapısındaki 

piroksikamın varlığını kanıtlamaktadır. PLGA polimerinin FTIR spekturumundaki 

absorpsiyon bantları incelendiğinde ise piroksikam içeren ve içermeyen optimum 

nanopartikül formülasyonlarında sırasıyla 2879 cm
-1

‘de ve 2881 cm
-1

‘de C-H 

gerilimlerinin, her iki formülasyonda da 1753 cm
-1

‘de karbonil (C=O) geriliminin yer 

aldığı belirlenmiĢtir. PLGA polimeri için elde edilen bu absorpsiyon bantları, bu 

polimer ile yapılan çalıĢmalar ile de uyumlu bulunmuĢtur (ġengel-Türk, 2009) 
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       4.3.8. Optimum Nanopartikül Formülasyonunun Morfolojik Özellik 

Bulgularının Değerlendirilmesi 

 

 

       Tez çalıĢmamız kapsamında belirlenen piroksikam yüklü optimum formülasyon 

olan F1 kodlu polimerik nanopartikül formülasyonuna ait SEM mikrografları ġekil 

3.18‘de verilmiĢtir. Bu mikrograflarda da görüldüğü gibi piroksikam yüklü 

nanopartiküller son derece küresel Ģekilli elde edilmiĢ olup tayin edilen PDI 

değerlerini destekler nitelikte dar bir partikül büyüklüğü dağılımına sahiptirler.  

 

 

 

4.3.9. Optimum Nanopartikül Formülasyonun Stabilite ÇalıĢması 

Bulgularının Değerlendirilmesi 

 

 

       Piroksikam yüklü optimum polimerik nanopartikül formülasyonunun 4C 

sıcaklık değerindeki 6 aylık stabilite verileri Çizelge 3.18‘de sunulmuĢ olup bu 

veriler incelendiğinde, belirtilen süreçte nanopartiküllerin enkapsülasyon etkinliği, 

partikül büyüklüğü, PDI ve zeta potansiyel değerleri yönünden istatistiksel açıdan 

anlamlı bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir (P>0,05). Bu sonuç, belirlenen saklama 

koĢullarının geliĢtirilen nanopartikül formülasyonu için uygun olduğu ve 

nanopartiküllerin stabilitesinin korunduğunu ifade etmektedir. Optimum 

formülasyonun liyofilizasyon iĢlemi sonrasında ve 3 ile 6 aylık stabilite dönemleri 

sonrasında tayin edilen redispersibilite indeksi değerleri ise Çizelge 3.19‘da 

sunulmakta olup, optimum nanopartikül formülasyonu için hesaplanan 

redispersibilite değerlerinin 1,00 değerine yakın olması formülasyonların yeniden 

disperse olma özelliğinin son derece iyi düzeyde olduğunu kanıtlamaktadır  (ġengel-

Türk., 2009). 
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       4.3.10. Nanopartiküllerin Antiproliferatif Aktivite Tayini Bulgularının 

Değerlendirilmesi 

 

 

Tez çalıĢmamızda saf piroksikamın ve piroksikam yüklü optimum formülasyon 

olarak belirlenen F1 kodlu formülasyonun HepG2 insan karaciğer kanseri hücrelerine 

karĢı gösterdiği antiproliferatif etkinliğin belirlenmesi amacyla hücre canlılığı testleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  Bu amaçla 48 saat boyunca gerçekleĢtirilen hücre kültürü 

çalıĢmaları sonucunda elde edilen % hücre canlılığı grafikleri saf piroksikam için 

ġekil 3.19.‘da, piroksikam yüklü optimum polimerik nanaopartikül formülasyonu 

için ise ġekil 3.20‘de sunulmuĢtur. ISO 10993-5 Medikal ürünlerin biyolojik 

değerlendirmesi/Bölüm 5'e göre in vitro sitotoksisite testleri kapsamında hücre 

proliferasyon deneylerinde geliĢtirilen ürünlerin sitotoksik etkisinin nicel bir 

değerlendirmesi yapıldığında, hücre canlılığında en az %30'dan fazla bir azalma 

sitotoksik etki olarak kabul edilmektedir. Bu bağlamda HepG2 insan karaciğer 

kanseri hücre hattı üzerinde piroksikam içermeyen boĢ nanopartikül formülasyonları 

hiçbir sitotoksik etki göstermemiĢken benzer durum ġekil 3.19‘da sunulan saf 

piroksikam için de geçerlidir. ġekil 3.20‘de sunulan piroksikam yüklü optiumum 

polimerik nanopartikül formülasyonunun HepG2 insan karaciğer kanseri hücreleri 

üzerindeki antiproliferatif etkinliği irdelendiğinde incelenen tüm deriĢim 

düzeylerinde 48 saat sonunda hücre canlılıkları istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

azalmıĢtır. En yüksek doz olan 250 µM deriĢimde hücre canlılığı % 11 düzeyinde 

tespit edilmiĢtir. Bu durum, HepG2 insan karaciğer kanseri hücreleri üzerinde 

piroksikam yüklü optimum polimerik nanopartikül formülasyonunun saf piroksikama 

kıyasla oldukça yüksek seviyede antiproliferatif etkinliğe sahip olduğunu 

göstermektedir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

 

 

       Bu tez çalıĢmasında hepatosellüler karsinom tedavisinde kullanılmak amacıyla 

antikanser etkinliği yapılan epidemiyolojik ve çeĢitli klinik çalıĢmalar ile kanıtlanmıĢ 

bir oksikam grubu NSAĠĠ ajan olan piroksikamın polimerik nanopartiküler ilaç 

taĢıyıcı sistemlerinin 3
2
 faktöriyel deney tasarımı kapsamında tasarlanması ve 

geliĢtirilmesi hedeflenmiĢtir. Hazırlanan piroksikam yüklü polimerik nanopartiküler 

sistemlerin kritik final özellikleri olan enkapsülasyon etkinliği, partikül büyüklüğü ve 

yüzey yükü üzerine belirlenen iki bağımsız değiĢken olan PLGA miktarı ve 

Poloksamer 188 deriĢiminin etkisi incelenmiĢ ve elde edilen optimum piroksikam 

yüklü polimerik nanopartikül formülasyonunun HepG2 insan karaciğer kanseri hücre 

hattı üzerindeki antiproliferatif etkinliği tayin edilmiĢtir. Bu doğrultuda aĢağıdaki 

sonuçlara ulaĢılmıĢtır: 

 Piroksikam yüklü polimerik nanopartikül formülasyonlarının tasarımında 

bağımsız değiĢkenler olarak belirlenen PLGA miktarının ve Poloksamer 188 

deriĢiminin polimerik nanopartiküllerin enkapsülasyon etkinliği üzerinde 

negatif yönde bir etkinliğe sahip olduğu belirlenmiĢtir. Hazırlanan piroksikam 

yüklü polimerik nanopartiküllerin enkapsülasyon etkinlikleri % 98,88 ile % 

29,65 aralığında tespit edilmiĢtir.  

 Bağımsız değiĢkenler olan PLGA miktarı ile Poloksamer 188 deriĢimi 

polimerik nanopartiküllerin partikül büyüklükleri üzerinde pozitif bir etki 

göstermiĢtir ve nanopartiküllerin partikül boyutları 184,6 nm – 323,4 nm 

aralığında belirlenmiĢtir. GeliĢtirilen polimerik nanopartiküllerin partikül 

büyüklüğü dağılımını ifade eden PDI değerleri ise 0,3 değerinden küçük tayin 

edilmiĢ ve bu doğrultuda homojen bir partikül büyüklük dağılımının elde 

edildiği belirlenmiĢtir.   

 Polimerik nanopartikül formülasyonlarının zeta potansiyel değerleri üzerine 

iki bağımsız değiĢkenin etkisi incelendiğinde ise her iki bağımsız değiĢkenin 

artıĢı sonucunda nanopartiküllerin zeta potansiyel değerlerinin azaldığı, ancak 

bu azalıĢın PLGA miktarı açısından istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 
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gerçekleĢmediği, Poloksamer 188 deriĢimi açısından ise statistiksel olarak 

anlamlı düzeyde gözlendiği belirlenmiĢtir.  

 Optimum piroksikam yüklü polimerik nanopartikül formülasyonunun 

belirlenebilmesi için hedeflenen cevap değiĢkenleri olarak en yüksek 

enkapsülasyon etkinliği, en düĢük partikül boyutu ve 30 mV değerinden 

yüksek zeta potansiyel değeri belirlenmiĢtir. GerçekleĢtirilen deney tasarımı  

ve optimizasyon çalıĢması doğrultusunda en düĢük PLGA miktarı ve 

Poloksamer 188 deriĢimi konfigürasyonuna sahip F1 kodlu polimerik 

nanaopartikül formülasyonu ile hedef cevap değiĢkenlerine 0,99 oranında 

yaklaĢıldığı saptanmıĢtır. 

 Formülasyon optimizasyon çalıĢmaları sonucunda oluĢturulan modelin, 

tahmin yeteneğinin belirlenmesi amacıyla belirlenen optimum formülasyonun 

her bir zaman noktası için deneysel çözünme hızı verilerine karĢılık program 

tarafından oluĢturulan tahmini çıktı verileri arasındaki iliĢki, in vitro çözünme 

hızı profili benzerlik düzeyi ile değerlendirilmiĢ ve bu kapsamda f1 fark testi 

3,81;  f2 benzerlik testi 84, 32 olarak elde edilerek optimum formülasyon için 

deneysel çözünme hızı profili ile tahmini çözünme hızı profillerinin benzer 

olduğu belirlenmiĢtir. 

 Piroksikam yüklü optimum polimerik nanopartikül formülasyonun 4°C 

sıcaklıkta altı ay boyunca gerçekleĢtirilen stabilite çalıĢmaları sonucunda 

final ürün özelliklerinde istatistiksel açıdan anlamlı bir farklılığa 

rastlanmamıĢtır. Bu durum 4°C sıcaklık değerinin, liyofilize formdaki 

nanopartiküllerin saklanması için uygun bir ortam koĢulu olduğunu 

göstermiĢtir. 

 GeliĢtirilen piroksikam yüklü optimum polimerik nanaopartikül 

formülasyonları HepG2 insan karaciğer kanseri hücre hattı üzerinde en 

yüksek doz olan 250 µM deriĢimde % 11 düzeyinde bir antiproliferatif 

etkinlik ortaya koyarken saf piroksikam ise incelenen 100-250 µM deriĢim 

aralığında hücreler üzerinde hiçbir sitotoksik etkinlik göstermemiĢtir.   

 

 

       Sonuç olarak; bu tez çalıĢmasında, gerçekleĢtirilen deney tasarımı ile sistemin 

tasarım alanı içerisinde belirlenecek olması Ģartıyla daha önce çalıĢılmamıĢ her bir 
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bağımsız değiĢken düzeyinde hazırlanması planlanan nanopartikül formülasyonları 

için hem incelenen cevap değiĢkenlerinin olası sonuçlarının hangi seviyede doğru 

olarak tahmin edilebileceği hem de etken maddenin in vitro çözünme hızı profilinin 

ne düzeyde benzer olarak elde edebileceği gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



93 

 

ÖZET 
 

 

 

Hepatosellüler Karsinom Tedavisine Yönelik Antiproliferatif Ajan Ġçeren 

Nanopartikül Formülasyonlarının GeliĢtirilmesi ve Değerlendirilmesi 

 

Hepatit B ve Hepatit C viral enfeksiyonları, sigara ve alkol tüketimi, siroz gibi baĢlıca 

risk faktörlerinin neden olduğu hepatosellüler karsinom, mortalite oranları göz önünde 

bulundurulduğunda dünya çapında üçüncü sırada yer almaktadır. Tedavi seçenekleri arasında 

cerrahi yöntemler, karaciğer nakli, kemoterapi yer alsa da mevcut tedavilerin malignite ve 

metastazları önlemede yetersiz kalması alternatif tedavi platformu arayıĢını doğurmuĢtur. Bu 

amaçla bu tez çalıĢmasında hepatosellüler karsinom tedavi seçeneklerine alternatif olarak 

antikanser etkinlik gösteren piroksikamın polimerik nanopartiküler ilaç taĢıyıcı sistemi 

geliĢtirilmiĢ ve HepG2 insan karaciğer kanseri hücre hattı üzerinde antiproliferatif etkinliği 

tayin edilmiĢtir. Bu kapsamda 3
2
 faktöriyel deney tasarımı kullanılarak polimerik 

nanopartikül formülasyonları hazırlanmıĢ ve enkapsülasyon etkinliği, partikül büyüklüğü ve 

polidispersite indeksi, zeta potansiyeli, morfolojik özellikleri, etken madde-yardımcı madde 

etkileĢimleri, in vitro etken madde açığa çıkıĢ hızı tayini, stabilite ve sitotoksisite çalıĢmaları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 3
2
 faktöriyel deney tasarımı sonucu yapılan istatistiksel değerlendirmeler 

ile belirlenen optimum piroksikam yüklü nanopartikül formülasyonunun saf moleküle oranla 

HepG2 hücre canlılığı üzerinde anlamlı derecede antiproliferatif etkinliğe sahip olduğu 

sonucuna varılmıĢtır. 

 

Anahtar Sözcükler: 3
2
 Faktöriyel Deney Tasarımı, HepG2 insan karaciğer kanseri hücre 

hattı, Piroksikam, PLGA, Poloksamer 188.   



94 

 

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
2
 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
2
 factorial experimental design, has a significant 

antiproliferative activity on HepG2 cell viability compared to the pure molecule. 

 

Keywords: 3
2
 Factorial Experimental Design, HepG2, Piroxicam, PLGA, Poloxamer 188.   
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